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RESUMEN

Objetivo: determinar la prevalencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO y
niveles de leptina en pacientes adultos con Sindrome de Down, segun su
estado nutricional, de la ciudad de Guayaquil.

Materiales y métodos: se realizo un estudio de corte transversal en el que
participaron 19 pacientes adultos con Sindrome de Down, entre 18 y 40 anos
que asistieron a FASINARM, ecuatorianos, que quisieron participar
voluntariamente. Se realiz6 la obtencion de medidas antropometricas
registradas en una hoja de recoleccion de datos. Se recolectaron muestras de
sangre venosa periférica entre los meses de mayo y agosto del 2014, para la
medicion de la leptina, la cual se realiz6 mediante el método de Inmunoensayo
Enzimatico (EIA), proporcionado por laboratorios INTERLAB, con un rango de 2
- 5,6 ng/mL como limites normales. De ese mismo modo se realizé extraccion
de ADN y genotipificacion del polimorfismo rs9939609 del gen FTO. La
tabulacion se realizé por medio de recursos electronicos a través de Microsoft
Excel 2007, el mismo programa que fue utilizado para la graficacién de los
resultados. Valores de p<0.05 no fueron considerados estadisticamente
significativos.

Resultados: En este estudio se se incluyé 19 pacientes con Sindrome de
Down. Al analizar la frecuencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en los
pacientes con Sindrome de Down se encontré que 12 pacientes (63%) no
presentaron la mutacion del gen, de estos, 3 tenian peso normal (16%), 6
presentaban sobrepeso al momento del estudio (32%), 2 obesidad tipo | (11%) y
por ultimo 1 persona tenia delgadez severa (5%); el resto de pacientes, 7
personas con Sindrome de Down (37%), presentaron un gen FTO premutado,
de los cuales solo 1 presentd un peso normal (5%), 4 tenian sobrepeso (21%), y
2 obesidad tipo | (11%).

Conclusién: no se pudo encontrar relaciéon entre la presencia del polimorfismo
rs9939609 FTO y el aumento de la leptina con el estado nutricional de los
pacientes que presentan Sindrome de Down. Es necesario realizar mayores

investigaciones en nuestro pais para poder determinar la asociacion de este

Xii



polimorfismo en pacientes con Sindrome de Down para poder disminuir la

obesidad en ellos.

Palabras Claves: FTO, rs9939609, polimorfismo, Inmnoensayo Enzimatico,

Sindrome de Down, leptina.
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ABSTRACT

Objective: to determine the prevalence of the rs9939609 polymorphism of the
FTO gene and leptin levels in adult patients with Down Syndrome from
Guayaquil, according to their nutritional status.

Materials and Methods: A cross-sectional study in which 19 adults with Down
syndrome, ages 18 to 40 who attended FASINARM, all ecuadorians, who
wanted to participate voluntarily. Obtain anthropometric measurements recorded
in a data collection sheet it was performed. Peripheral venous blood samples
were collected between May and August 2014, for measuring leptin, which was
performed by the Enzyme Immunometric Assay (EIA) method, with a range of
2-5,6 ng/mL as normal limits. In the same way DNA extraction and genotyping
FTO rs9939609 gene polymorphism genotyping was performed. The statistical
analysis was done by means of electronic resources through Microsoft Excel
2007, the same program that was used for plotting the results. Values of p< 0.05
were considered statistically not significant.

Results: 19 patients with Down syndrome were included. By analyzing the
frequency of the gene FTO rs9939609 polymorphism in patients with Down
syndrome we found that 12 patients (63%) did not have the gene mutation, of
these, 3 of them had normal weight (16%), 6 were overweight at the time study
(32%), 2 had obesity type | (11%) and finally one person was severely
underweight (5%); from the remaining patients, 7 people with Down syndrome
(37%) presented a FTO premutated gene, of which only 1 had a normal (5%)
weight, 4 were overweight (21%), and 2 had obesity type | (11%)

Conclusion: no relationship between the FTO rs9939609 polymorphism
presence and increased leptin in the nutritional status of patients with Down
syndrome was found. More research is needed in our country in order to
determine the association of this polymorphism in patients with Down syndrome

and how to reduce obesity in them.

Keywords: FTO rs9939609 polymorphism, Enzyme Immunometric Assay,

Down syndrome, leptin.
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INTRODUCCION

La obesidad se define como una acumulaciéon anormal de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. Esta es considerada como un factor de riesgo para
desarrollar diabetes tipo 2, hipertensién arterial, y enfermedades
cardiovasculares, considerandose uno de los trastornos mas comunes’ y por lo
tanto se ha convertido en una epidemia en la sociedad moderna. Puede
presentarse indistintamente del sexo y la edad. Actualmente, al menos 300
millones de personas en el mundo son obesas, segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS).? Se estima que el nimero total de adultos con sobrepeso ha
llegado a mas de 1,1 mil millones en todo el mundo, incluyendo 312 millones de
personas obesas y que alrededor del 10% de los nifios son clasificados con
sobrepeso y obesidad, ademas, segun las estadisticas, cada afio mueren al
menos 2,8 millones de personas a causa de este trastorno. Tradicionalmente la
obesidad se ha asociado con un consumo excesivo de comidas de alta
densidad energética y con sedentarismo sin embargo esta determinada por
factores ambientales y genéticos.3

La obesidad genera una ganancia excesiva de tejido adiposo, el cual es
considerado actualmente un tejido endocrino. Este tejido secreta una hormona
denominada leptina (LEP), una hormona peptidica cuyos niveles son
directamente proporcionales al contenido de tejido graso. En los ultimos afios,
con el progreso de los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS), se
obtuvo resultados validos para indicar una implicacion significativa del
componente genético en el desarrollo de obesidad. Desde el descubrimiento del
gen que se encuentra asociado a la obesidad y el aumento de la masa grasa
(FTO), localizado en el cromosoma 16q12.2, éste ha llamado mucho la atencién
por su asociacion con el desarrollo de la obesidad ya que algunos
polimorfismos de este gen se han relacionado con ésta.# Una de éstas variantes
genéticas (rs9939609), se encuentra situada en el primer intrén FTO, y se ha

relacionado con un mayor riesgo de presentar obesidad, hipertension arterial



diabetes mellitus tipo 2, en poblaciones de alto riesgo, no obstante los
resultados en la literatura son contradictorios.3 ®

El Sindrome de Down (SD), o trisomia 21 es una condicion genética que se
produce por la presencia de 3 copias del cromosoma 21, cuya sintomatologia
principal es el retardo mental.® Las personas con Sindrome de Down,
normalmente nacen con un peso y estatura promedio, pero durante el
crecimiento, la estatura es menor a la promedio. En cambio, al hablar del peso,
el aumento es mas rapido, lo cual genera sobrepeso a los 3 afios de edad. El
porcentaje de nifios con SD que presentan sobrepeso u obesidad aumenta
hasta un 50% hasta los 3 afios en las mujeres, y en los hombres hasta la nifez.
Aunque este valor fluctda, igualmente se mantiene un 30%.”

En nuestra poblacién no se han llevado a cabo investigaciones de este tipo, por
lo tanto hay que investigar aun mas si este polimorfismo puede considerarse
como un factor de obesidad en personas con Sindrome de Down o si es propia
de la trisomia 21.

Este estudio se realiz6é para evaluar si el polimorfismo rs9939609 del gen FTO
en personas adultos con Sindrome de Down y los niveles de leptina en ellos,

guardan relacion segun el estado nutricional.



METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de corte transversal entre los meses de Julio 2015 -
Septiembre 2015. Los participantes fueron personas adultas, voluntarios, que
presentan Sindrome de Down, que posean una persona responsable de ellos, y
que hayan recibido instruccién en la Fundacién de Asistencia Sicopedagodgica
para Nifios y Adolescentes que sufren Retraso Mental (FASINARM).

Para la obtencién de datos se produjo una entrevista entre los meses de mayo y
agosto del 2014, con la persona responsable de cada adulto con Sindrome de
Down, donde el investigador informé a los acerca del estudio y se entregdé un
documento escrito, el cual debian firmar. De este grupo se obtuvo medidas
antropometricas registradas en una hoja de recoleccidon de datos. Las variables
a estudiar fueron: niveles de leptina, IMC, Sindrome de Down y la presencia del
polimorfismo rs9939609 del gen FTO en su forma homocigota o heterocigota.
Los criterios de exclusion fueron: no presentar Sindrome de Down, ser
extranjero, personas cuyo representante no acepté no ser parte del estudio o no
asistieron a la fecha de la entrevista, presion arterial >140/90 mmHg. Y los
criterios de inclusion: Sindrome de down, edad entre 18 y 40 afios haber
recibido instruccion en FASINARM, nacionalidad ecuatoriana, hombres vy
mujeres, y que hayan firmado la autorizacion del estudio.

La recoleccion de muestras se realizé en el periodo comprendido entre mayo y
agosto del 2014 a un grupo de 19 adultos con Sindrome de Down, mediante
puncion de una vena periférica en la que se extrajo 5 ml de sangre en un tubo
con anticoagulante EDTA. La medicidn de la leptina se obtuvo mediante el
método de Inmunoensayo Enzimatico (EIA), proporcionado por laboratorios
INTERLAB, con un rango de 2 - 5,6 ng/mL como limites normales.
Inmediatamente, las muestras fueron almacenadas a -45°C hasta el momento
de su uso en los meses de julio a septiembre del 2015. Todos los responsables
de los participantes firmaron el consentimiento informado. El estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil.



Analisis Genético
Al momento de comenzar el estudio, el primer paso a realizar fue la
descongelacion de las muestras, luego se elaboré una base de datos con los

respectivo codigos ya establecidos para cada muestra.

El proceso de extraccion del material genético se realizd utilizando el Kit de
extraccion PureLink Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN®) con la sangre

periférica extraida de los pacientes.

Una vez que se obtenido, se procedié a realizar la amplificacion por medio PCR
del primer intron del gen FTO para analizar la mutacion rs9939609, para esto se
usaron los primers: 1: primer sentido normal TTGCGACTGCTGTGAATTTT3’,
2:primer sentido mutado 5 TTGCGACTGCTGTGAATTTA3 y 3: primer
antisentido 5’ATGGCTTCAGGGTACCAG3’; la amplificacion se realizo
utilizando el kit Promega Gotaq. La PCR se llevé a cabo en un volumen total de
20 pl. Cada tubo Eppendorf contenia 6 uyl de agua ultra pura, 10 pl de GoTaq, 3
Ml de ADN y 1 pl de mezcla de primers (10 pl de primer de avance, 10 ul de

primer de retroceso 80 ul de agua ultra pura).

Para el proceso de amplificacion se utilizé las siguientes temperaturas: 95°C
para pre desnaturalizacién, durante 7 minutos; desnaturalizacién a 94°C por 1
minuto, luego una temperatura de 54°C para realizar la hibridacion, por 1
minuto y extension a 72°C por 1 minuto, en 25 ciclos, y extension final a 72°C
durante 10 minutos. Luego, el producto amplificado se sometié a electroforesis
durante 15 minutos, utilizando un gel de agarosa al 2% el cual contenia 8 pl de
SYBR Safe como revelador, y como solucion tampoén se usé 5 pl de Blueduice

2x por cada tubo Eppendorf.

El genotipo homocigoto AA se lo defini6 como la presencia de una sola banda

del lado izquierdo, homocigoto TT cuando se observo una sola banda del lado



derecho y heterocigoto AT para el polimorfismo cuando se observaron las 2

bandas; y un marcador de peso molecular.

Analisis Estadistico
Para establecer la presencia del alelo T en el polimorfismo rs9939609 en el gen
FTO del grupo estudiado se comparé las frecuencias de los genotipos con la
variante (AT y TT) con el genotipo normal (AA). Se verificé el ajuste al modelo
de Equilibrio de Hardy Weinberg y no se consideraron estadisticamente
significativos los valores de P por debajo de 0.05 (p<0.05). Por otro lado se
analizaron los niveles de leptina en asociacion con el estado nutricional de los
pacientes. Los datos obtenidos se analizaron por medio de recursos

electronicos a través de Microsoft Excel 2007.



RESULTADOS

El estudio incluyd 19 pacientes entre hombres y mujeres con Sindrome de
Down, dentro del grupo, la edad media fue 23 afios (rango 20-36). De estos, 4
tenian peso normal (21%), 10 presentaban sobrepeso (53%), 4 obesidad tipo |
(21%), y 1 presentd delgadez severa (5%). Asi mismo al analizar los niveles de
Leptina, 9 personas presentaron niveles altos de leptina >5,6 ng/mL (47%) de
los cuales 5 presentaron sobrepeso (56%) y 4 tenian obesidad tipo | (44%); 6
presentaron niveles normales de leptina (2-5,6 ng/mL), de éstos, 5 tenian
sobrepeso (83%) y 1 presenté peso normal (17%); y por ultimo 4 pacientes
tuvieron niveles bajos de leptina, 4 de ellos presentaron peso normal (75%) y
uno presento delgadez severa (25%) (Tabla 1, Grafico 1).

Al analizar la frecuencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en los
pacientes con Sindrome de Down (figura 1) se encontré que 12 pacientes (63%)
no presentaron la mutacién del gen, de estos, 3 tenian peso normal (16%), 6
presentaban sobrepeso al momento del estudio (32%), 2 obesidad tipo | (11%) y
por ultimo 1 persona tenia delgadez severa (5%); el resto de pacientes, 7
personas con Sindrome de Down (37%), presentaron un gen FTO premutado,
de los cuales solo 1 present6 un peso normal (5%), 4 tenian sobrepeso (21%), y
2 obesidad tipo | (11%) (Tabla 2, Grafico 2). Sobre el gen mutado no se
encontré que algun paciente lo presento. Con estos resultados no se puede
demostrar si el polimorfismo rs9939609 del gen FTO es el causante principal de
obesidad en pacientes con Sindrome de Down, a pesar que el 21% de

pacientes que presentaron el gen premutado tenian un grado de sobrepeso.



DISCUSION

La obesidad estda actualmente considerada una enfermedad croénica
multifactorial, gracias a la interaccién entre genotipo y ambiente. Esta
enfermedad se define en funcién de la determinacion del indice de masa
corporal (IMC), considerando que valores de IMC >25 Kg/m2 reflejan sobrepeso
y >30 Kg/m2 indican un cuadro de obesidad. Hace mucho tiempo el resultado
de la obesidad se consideraba que suceda gracias al consumo excesivo de
comidas de alta densidad energética y al sedentarismo.8 La obesidad y el
sobrepeso son los principales problemas de salud publica que se estima que
afecta a un porcentaje de la poblacion y se han relacionado como factores de

riesgo para muchas enfermedades comunes.8 19

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, en 2008, 1500 millones de
adultos (de 20 y mas afios) de todo el mundo sufrian sobrepeso. Dentro de este
grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300 millones de mujeres
presentaban obesidad, o que supone que mas de una de cada diez personas
adultas sufria obesidad. Sin embargo, la obesidad tiene multiples causas y se

determina por la interaccion entre factores genéticos y ambientales.®

La obesidad y la resistencia a la insulina juegan un papel importante en la
patogénesis del sindrome metabdlico. Desde la década de 1980 , ha
aumentado la supervivencia de los nifilos con sindrome de Down (SD), esto se
ha traducido en una mejora drastica de la esperanza de vida para una poblacién
creciente de adultos, esta poblacion presenta caracteristicas clinicas unicas,
que difieren de los nifios con Sindrome de Down o la poblacién en general, ya
que la obesidad y la dislipemia parece ser mas frecuente en nifios y adultos con

sindrome de Down.10

Polimorfismos comunes del gen asociado masa grasa y la obesidad (FTO,
llamado Fatso) el cual se localiza en el cromosoma 16q12.2, se han relacionado

con la obesidad en algunas poblaciones. Una de estas variantes genéticas



(rs9939609), y se lo ha relacionado con un indice de masa corporal mayor y a
obesidad.® " La primera vez que se identifico éste gen fue en ratones en el
cromosoma 8, el cual era el responsable del genotipo de dedos fusionados. La
funcién biolégica de FTO es en gran parte desconocida. Sin embargo, FTO se
expresa en multiples tejidos en todo el cerebro y la periferia con alta expresion
en la glandula pituitaria, glandulas suprarrenales y el hipotalamo. Asi, se ha
sugerido que el FTO puede desempefar un papel en el eje hipotalamo -
hipdfisis - suprarrenal.’? La expresion de FTO, especificamente en el nicleo
arqueado del hipotalamo, es regulada bidireccionalmente como funcion del
estatus nutricional; disminuyendo después de 48 horas e incrementando
después de 10 semanas de exposicion a una dieta rica en grasas, y esta
modulacién de los niveles de FTO puede influenciar en la ingesta de comida
(Gerken et al., 2007; Tung et al., 2010).13

El producto del gen FTO parece una 2-oxoglutarato oxigenasa, la cual es una
enzima implicada en la reparacion del ADN, en el metabolismo de los acidos

grasos y en modificaciones postraduccionales de las proteinas.'

La enzima leptina, cuya palabra proviene del griego leptos, que significa
delgado, cuyo déficit se conoce desde el afio 1950, se produce exclusivamente
en las células del tejido adiposo, y existe una relacion entre niveles de leptina y
depdsitos de grasa, que son relacionado a menudo con el IMC, lo que sugiere
que el aumento de la leptina es directamente al aumento de la masa grasa por
lo tanto tienen mayor concentracion de leptina las personas con sobrepeso y
obesidad. En 1998 se describid que los niveles de Zinc en el cuerpo son
necesarios para poder mantener los niveles séricos de leptina. Este produce

aumento de IL-2 y TNFa, los cuales aumentan los niveles de leptina.’®

Diversas localizaciones del tejido adiposo como perilinfatica subcutanea vy
retroperitoneal contribuyen a los niveles altos de leptina circulantes, aunque

ésta es mayor en la grasa subcutanea que en la visceral, depende del tamafo



del depdsito y de sus caracteristicas metabdlicas. Otro factor determinante de
los niveles altos de leptina es el género ya que las mujeres tienden a presentar

niveles de leptina mucho mas altos que los hombres sin importar la edad. 16

Un estudio de setenta y nueve estudiantes con sindrome de Down de edades
entre 6 y 18 afos, a los cuales se les midié peso y talla y se calculo su indice de
masa corporal, dio como resultado que el 30% de los participantes tenian
hipotiroidismo, 22,8% alguna cardiopatia congénita y el 5% asma. La
concordancia de las tasas de sobrepeso y obesidad entre la OMS/2007 y
NCHS/2000 era casi perfecto por lo que se concluyé que una alta tasa de
sobrepeso y obesidad se encuentran en este grupo de nifios con sindrome de

Down (Lily Jiménez y col.)."”

Otro estudio, cuyo objetivo fue comparar el impacto de los factores clinicos y
genéticos en el indice de masa corporal (IMC) en nifios con diabetes tipo 1
( DM1) y sin obesidad severa, en el cual participaron 1.119 nifos con DM1
(edad 4-18 afios ) dio como resultado que todos los nifios tuvieron variantes del
gen FTO , MC4R , INSIG2 , FASN , NPC1, PTER, SIRT1, MAF , IRT1 y CD36.
Las variantes de FTO mostraron asociacion significativa con el IMC - SDS en el
grupo de DM1 y que los principales factores que influyen fueron el sexo
femenino, un mal control metabdlico, y la presencia del alelo del gen FTO
rs9939609, lo cual en nuestro estudio no se pudo demostrar ya que no se
analizé en detalle la diferencia de sexo o el control metabdlico (WBodzimierz

AuczyNski y col.).'8

Ursu Rl y col. estudiaron este polimorfismo con el propdsito de presentar
conocimientos actuales de los componentes clave de la funcion del gen FTO.
Para esto realizaron un grupo de estudio rumano de 53 sujetos (30 obesos, 23
normal) y los resultados fueron analizados en asociacién con parametros de
obesidad y comorbilidades con el fin de identificar el efecto de este polimorfismo

en la masa corporal en la raza caucasica. Como resultado tuvieron que, el



polimorfismo rs9939609 del gen FTO demuestra una alta asociacién con todos

los parametros de la obesidad y sus comorbilidades.®

Estudios posteriores analizando todo el genoma humano confirmaron que
existia relacion entre FTO y la diabetes tipo 2, esta relacion entre el gen y esta
patologia se debia a una alteracion metabdlica mediada por el efecto del
producto codificado por FTO sobre el equilibrio entre la ingesta de alimento y el
consumo de energia. El descubrimiento de la asociacion de este gen con la
obesidad llevo a un cambio de nombre de FTO (No. de registro en GenBank
adhesion: NT_010498) del gen Fatso "la grasa corporal y la obesidad asociada"
(Kring et al., 2008).20

10



CONCLUSIONES

No se encontrd ninguna relacion entre la presencia del polimorfismo rs9939609
FTO y el aumento de la leptina con el estado nutricional de los pacientes que
presentan Sindrome de Down, ya que al analizar los resultados, no se
encontraron datos estadisticamente significativos por lo tanto, es necesario
realizar mayores investigaciones en nuestro pais para poder determinar la
asociacion de este polimorfismo a la obesidad en pacientes con Sindrome de
Down. Ademas, en el caso de la trisomia 21 se puede especular que la
obesidad o aumento de peso es caracteristico de la enfermedad y es de suma
importancia considerar la interaccion entre el genotipo y el ambiente en el que

habitan ya que pueden influenciar el aumento de peso en éstos pacientes.
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RECOMENDACIONES

Es necesario realizar investigaciones en poblaciones de diferentes etnias,
obtener muestras de mayor tamano, y si es posible de diferentes fundaciones
para personas con éste Sindrome en las que se pueda determinar los diferentes
polimorfismos que se encuentran involucrados en la obesidad, para poder tomar

decisiones de acuerdo al peso y nivel de leptina que éstos posean.
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ANEXOS

TABLA 1.
NIVELES DE LEPTINA SEGUN ESTADO NUTRICIONAL

NIVELES DE LEPTINA SEGUN ESTADO NUTRICIONAL

PA(:E_:\I 9T ES ALTA NORMAL BAJA
Normaln= 4 0 1 3
Sobrepeso n= 10 5 5 0
Obesidad n= 4 4 0 0
Delgadez severan= 1 0 0 1
TOTAL 19 9 6 4
TABLA 2.
FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO SEGUN ESTADO NUTRICIONAL
FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO SEGUN ESTADO
NUTRICIONAL
rs9939609 rs9939609 rs9939609
Normal (AA) | Fremutado |y, iodo (TT)
PACIENTES H ot (AT) H ot
n=19 omocigoto Heterocigoto omocigoto

Normal n= 4

Sobrepeso n= 10

Obesidad n= 4

Delgadez severa n= 1

TOTAL 19
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GRAFICO 1.
NIVELES DE LEPTINA SEGUN ESTADO NUTRICIONAL
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Consentimiento informado

Yo, Sr./Sra. , manifiesto que he sido
informado y estoy conforme con la investigacion y el procedimiento que se me
ha propuesto afectar a mi hijo (a). He comprendido la informacién, he podido
preguntar y aclarar todas mis dudas. Por eso he tomado consciente y
libremente la decision de autorizarla. También se que puedo retirar mi
consentimiento cuando lo estime oportuno.

__Si__NO Autorizo que se realicen el analisis de composicion corporal como
meétodo diagndstico para valorar antropométricamente a mi hijo.

__Si__NO autorizo la toma de muestras y utilizacion de muestras biologicas
para investigaciones futuras relacionadas a la obesidad.

__Si__NO Autorizo la utilizacion de imagenes con fines docentes o de difusidn
del método cientifico.

Firma # de cédula
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Hoja de recoleccion de medidas antropometricas.

NOMBRES Y APELLIDOS
EDAD

GENERO
NACIONALIDAD

PESO KG

TALLA CMS

IMC

LEPTINA (2-5,6 NG/ML)

20



