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Asociacion del genotipo TT del polimorfismo
rs1130214 del gen AKTT con obesidad,
en poblacion adulta del Occidente de México
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Resumen

La proteina AKT1 es una cinasa de serina/treonina que se expresa en una amplia variedad de tejidos, entre los que se encuentra
el tejido adiposo; participa en la via de sefializacion de la insulina y en la regulacion de la lipdlisis. Material y métodos: En
este estudio, se analiz6 el polimorfismo rs1130214 del gen AKT1 en 242 personas no emparentadas del occidente de México,
para evaluar su papel en el desarrollo de la obesidad. El polimorfismo rs1130214 se identificé por PCR-RFLP. Resultados:
De las personas estudiadas, el 30.43% tuvieron un IMC < 25; 45.22%, un IMC = 25y < 30; y 24.25%, un IMC = 30. La
distribucién de genotipos estuvo en equilibrio de Hardy-Weinberg. El genotipo TT fue mds frecuente en las personas con
un IMC = 30 que en personas con un IMC < 25. Para el andlisis de asociacién se emple6 un modelo estadistico aplicado a
genética; éste mostré que el alelo T tiene efecto recesivo de predisposicién a obesidad (y* = 4.87, p < 0.03, OR = 2.95, IC,,,
[1.09-7.93]). Conclusion: Los resultados del presente estudio muestran la existencia de una asociacion entre el polimorfismo
rs1130214 y obesidad en los individuos analizados. Es importante destacar que este hallazgo constituye el primer antecedente
de este polimorfismo en poblacién mexicana.
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Abstract

AKTI protein is a serine/threonine kinase that is expressed in a wide variety of tissues including adipose tissue; it is involved
in the insulin signaling pathway and in the regulation of lipolysis. Material and methods: In this study, we examined the
AKT1 gene rs1130214 polymorphism in 242 unrelated persons from western Mexico, to evaluate its role in the develop-
ment of obesity. The rs1130214 polymorphism was identified by PCR- RFLP. Results: Of the people studied, the 30.43%
had a BMI < 25, 45.22% with BMI = 25 and < 30, and 24.25% with BMI = 30. The distribution of genotypes was in
Hardy-Weinberg equilibrium. The TT genotype was more frequent in those with a BMI = 30 than in those with BMI < 25.
For the association analysis, the statistical model applied to genetics used showed that the T allele has a recessive effect
of predisposition to obesity (y’ = 4.87, p < 0.03, OR = 2.95, CI,, [1.09-7.93]). Conclusion: The results of this study show
the existence of an association between the rs1130214 polymorphism and obesity in the individuals analyzed. Importantly,
this finding is the first record of this polymorphism in Mexican population.
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Introduccion

El indice de masa corporal (IMC) es una medida
antropomeétrica sencilla, es la mas utilizada para
cuantificar la adiposidad y ha sido un instrumen-
to en la documentacion del aumento mundial
de la prevalencia de obesidad presenciado en
las Ultimas décadas. La obesidad es un proble-
ma de salud en México, con prevalencia en los
adultos de entre el 32.4% (ENSANUT 2012)'y el
32.8% (FAO 2013).2 En la poblacidén mexicana,
el sobrepeso y la obesidad se caracterizan por
la acumulacion de grasa con distribucion ané-
mala, acompafiada de alteraciones metabdlicas
gue incrementan el riesgo para desarrollar otras
enfermedades crdonicas como diabetes mellitus
tipo 2, hipertensién arterial, enfermedad car-
diovascular y ciertos tipos de cdncer como el
mamario, entre otras.
Aunque se cree que el aumento en la frecuen-
cia de la obesidad se debe principalmente a
los cambios ambientales, es decir, a estilos de
vida sedentarios y dietas altas en calorias, los
factores genéticos documentados por estudios
en gemelos de diferentes paises europeos y
Australia explican el 67% de la varianza del IMC;
estos estudios sugieren que la mitad de esta
varianza es resultado de un rasgo dominante.?
Para encontrar el componente genético en una
poblacién que no tiene posibilidades de realizar
estudios en gemelos, como primer paso se rea-
lizan estudios de asociacién en busca de genes
que predisponen al desarrollo de sobrepeso,
obesidad y distribuciéon de la grasa y, posterior-
mente, se realizan estudios de enlace genético.
Estudios efectuados en poblacién mexicana
reportaron que los genes PCSK1,* PONI> FTO®
y ABCAT se asociaron con obesidad en adultos
y, ademas, ABCAT se asocid con la distribucion
de la grasa.®

Por otra parte, los cambios metabdlicos invo-
lucrados en el desarrollo de las enfermedades
croénicas que son comorbilidades de la ganancia
de peso involucran a la sefalizacion de lainsulina
y, con ella, a una gran cantidad de genes candi-
datos. El gen AKTT codifica para una proteina con
funcién de cinasa de serina/treonina que en el
interior del adipocito regula las vias metabdlicas
estimuladas por la insulina,® entre las que se inclu-
ven la lipogénesis y la lipdlisis. Se han descrito va-
rios polimorfismos de nucledtido simple en el gen
AKTI, de los cuales el rs1130214 se ha estudiado
con mayor frecuencia en diferentes poblaciones

para analizar su influencia en el metabolismo; se
ha reportado que el alelo T se asocia a adiposi-
dad en algunas poblaciones, mientras en otras su
asociacion se limita al género,”® con una varianza
atribuible al genotipo de 0.3.

Con base en lo anterior, y dado el diferente
origen étnico de la poblacidn mexicana, el obje-
tivo del presente estudio fue evaluar la posible
asociacion entre el polimorfismo rs1130214 del
gen AKTI y la obesidad en poblacion adulta del
occidente de México.

Material y métodos
Poblacién analizada

En el presente estudio de tipo casos y controles,
participaron 242 adultos de ambos sexos, que
acudieron al banco de sangre del Hospital Civil
«Fray Antonio Alcalde». El grupo de casos fue
conformado por 140 individuos con sobrepeso u
obesidad (IMC = 25 kg/m?2), de los cuales el 45%
tuvo sobrepeso (IMC = 25y < 30 kg/m?) y el 55%
tuvo obesidad (IMC = 30 kg/m3), el grupo control
fue integrado por 60 individuos con peso normal
(IMC entre 18 y menos de 25 kg/m?) y 42 indivi-
duos corresponden a la poblacién general, para
comparar frecuencias de alelos. A las personas que
aceptaron participar en el estudio, se les aplicd un
cuestionario sobre historia familiar de enfermeda-
des y antecedentes morbidos personales; se les
determind peso, talla y presion arterial. Ademas,
se obtuvo muestra de sangre por puncidén venosa
en ayunas, con EDTA para analisis molecular. Todos
los individuos que participaron en este estudio
firmaron un consentimiento informado por escrito.

Genotipificacién del polimorfismo
rs1130214 del gen AKTI1

El ADN gendmico fue extraido a partir de sangre
total anticoagulada con EDTA con la técnica de
precipitacion salina. Para genotipificar el polimor-
fismo rs1130214, se sintetizd in vitro un fragmento
de 102 pares de bases (bp) por el método de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un
termociclador GeneAmp 2400 (Applied Biosys-
tems); se utilizaron los siguientes iniciadores:
sentido 5’- CAG AGG CGC TGT GGT TTAGGA -3’
y antisentido 5’- GAT GCA GGC CAC TGG CGC
AGA - 3. El protocolo de PCR utilizado considero
para cada reaccion: 100 pM de cada iniciador, 0.2
nM de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 1 U de Tag DNA
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Polimerasa (Fermentas, Lituania), 100 ng de ADN
y agua destilada estéril, para un volumen final de
50 pL. La mezcla de reaccion se sometio a una
desnaturalizacidn inicial a 94 °C durante tres mi-
nutos y 35 ciclos compuestos de desnaturalizacion
a 94 °C, hibridacion a 59 °C y polimerizacién a 72
°C, por 15 segundos cada fase, seguido de una ex-
tensidn final a 72 °C por 10 segundos. El producto
amplificado fue observado en gel de agarosa al
3% tenido con bromuro de etidio.

Posteriormente, los productos amplificados
fueron sometidos a digestion enzimatica usando
la endonucleasa Xcml (New England BiolLabs). En
presencia del alelo G, se digirid el segmento de 102
bp, lo que produjo dos fragmentos de 46 y 56 bp.
En cambio, en presencia del alelo T, no se digirio.
Para la restriccion enzimatica se utilizé una mezcla
de reaccion compuesta de 10 pL de producto de
PCR, 0.4 uL de la endonucleasa (concentracion
5,000 U/mL), 2 uL de Buffer NEB2y 8 uL de agua
destilada estéril; se incubd en bafio Maria a 37 °C
durante 60 minutos. Finalmente, los fragmentos
obtenidos se separaron por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 8% con TBE 1X y se observa-
ron por tincion con nitrato de plata.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el
programa SPSS para Windows, version 10. Se
realizé un analisis descriptivo a todas las varia-
bles. Las variables continuas se expresaron como
media = desviacion estandar. Se utilizo la prueba
de y? para el andlisis de las variables no continuas
y para el equilibrio de Hardy-Weinberg. El estudio
de asociacion se realizd por el método estadis-
tico de dominancia y recesividad. Se calculd la
razén de momios (OR) y su respectivo intervalo
de confianza de 95%, asociada al alelo T. En este
estudio, un valor p < 0.05 se considerd como
estadisticamente significativo.

Resultados

Analisis de las caracteristicas clinicas
y de laboratorio

Los participantes tuvieron una edad promedio de
31.7 £ 9.8 aios; en la poblacidn, el 28.2% fueron
mujeres y el 71.8% hombres.

Las caracteristicas clinicas de los participan-
tes se muestran en el cuadro /. Los individuos
con sobrepeso y obesidad presentaron mayor
prevalencia de factores de riesgo cardio y/o ce-
rebrovascular—incluyendo prediabetes, diabetes,
colesterol y triglicéridos elevados— y de alto ries-
go, segun los define la Norma Oficial Mexicana
037 para la prevencion, tratamiento y control de
las dislipidemias.

Analisis del polimorfismo rs1130214
del gen AKT1

La distribucidn de genotipos y la frecuencia relativa
de los alelos para el polimorfismo rs1130214 del gen
AKTI se resume en el cuadro /l. En los grupos inves-
tigados, el alelo G fue mas frecuente; se observd
en el 68% de los controles y en 61% del total de los
casos. El genotipo TT se observd con frecuencia de
9% de los controles, 14% del total de los casos y 25%
de los casos con obesidad. El analisis de asociacion
al considerar un comportamiento recesivo del alelo
T obtuvo un valor de ¥? de 4.87 con un valor de p
< 0.03, por lo que existen diferencias significativas
entre los grupos estudiados. La razon de momios
(OR) para obesidad relacionada al genotipo TT fue
de 2.95, IC,,,, [1.09 - 7.93].
Discusidén

Los resultados del presente estudio indican que
la presencia del genotipo TT del polimorfismo
rs1130214 del gen AKTT confiere susceptibilidad

Cuadro I. Caracteristicas clinicas de los participantes en el estudio.

Grupo Edad (afios)  IMC (kg/m? TG (mg/dL)  CT(mg/dL) GLU (mg/dL) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
IMC < 25 26.89+758  23.17+13  13555+60.8 178.39+41.1 9138+138 118.03+9.1  79.91+8.6
IMC = 25 33.96+9.48  3005+7.0  164.60+84.1 169.58+493 9735+17.1 117.80+142 8137112
IMC >25<30 3348+9.55 270413  162.80+85.1 172.85+482 9545+175 11730127 81.30+9.1
IMC = 30 34.86+9.00  3564+3.6  168.52+853 16243+49.7 10122+155 118.65+17.7 8150+ 12.4

Los valores presentados son el promedio y desviacion estandar.
IMC: indice de masa corporal; TG: triglicéridos; CT: colesterol total; GLU: glucosa; PAS: presion arterial sistlica; PAD: presion arterial diastdlica.
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Cuadro II. Distribucién de genotipos y frecuencias de alelos para el polimorfismo rs1130214 del gen AKT]
en poblacién del occidente de México.

Genotipos Alelos
Grupo GG GT TT G T
IMC <25 0.44 0.47 0.09 0.68 0.32
IMC = 25 0.36 0.50 0.14 0.61 0.39
IMC = 25<30 0.36 0.56 0.08 0.64 0.36
IMC = 30 0.36 0.39 0.25 0.55 0.45
Se presentan frecuencias relativas.
con influencia recesiva para presentar obesidad. Conclusidén

Este polimorfismo se ha estudiado en adultos™
y adultos mayores'®" de diferentes poblaciones
con el objetivo de analizar la influencia metabo-
lica del polimorfismo; entre los datos reportados
se ha encontrado asociacién positiva con obesi-
dad en mujeres adultas nativas americanas.’° El
polimorfismo rs1130214 se localiza en el exdn que
codifica para laregion 5 no traducida del RNAmM
del gen AKTI,?y su asociacién con el desarrollo
de obesidad de manera diferente entre las po-
blaciones se fortalece por los resultados que su-
gieren la presencia de alelos especificos de raza
que influyen en la actividad de |la proteina; estos
resultados se obtuvieron de estudios en lineas
celulares provenientes de diferentes poblaciones
del mundo que fueron analizadas con haplotipos
del gen AKTI, del cual el polimorfismo rs1130214
forma parte.® También se ha sugerido la pre-
sencia de diversos mecanismos que regulan la
adiposidad por estudios de modelos animales
en ratdn, los cuales muestran que la ausencia de
la proteina AKT1 (ratones homocigotos para la
delecion del gen AKTT) protege de la obesidad
inducida por la dieta.*

La asociacion observada en el presente estudio
se presentd en una poblacion principalmente ru-
ral, debido a que el Hospital Civil de Belén «Fray
Antonio Alcalde» (HCBFAA) brinda servicios de
salud a personas de escasos recursos que no
reciben este servicio en otras instituciones del
pais. Por estudios de la apolipoproteina E4 rea-
lizados en poblacién que acude al HCBFAA, se
ha documentado que la poblacién tiene mayor
influencia amerindia,”®® lo que la hace diferente a
la poblacidn que recibe atencidon médica en otras
instituciones de esta misma region. Por los resul-
tados obtenidos en el presente trabajo, se sugiere
hacer un estudio poblacional que tome en cuenta
la subestructura de la poblacién mexicana.

El genotipo TT del polimorfismo rs1130214 loca-
lizado en el gen AKTT se asocia con obesidad en
adultos del occidente de México vy su influencia
es de tipo recesiva.
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