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Introduccion

La OMS define a la obesidad como una acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo
(TA) que puede ser perjudicial para la salud, lo que pone en evidencia el papel relevante del
TA en el desarrollo de las alteraciones asociadas a la obesidad. Contribuyen al desarrollo de
esta patologia tanto factores ambientales como genéticos. La incidencia del sobrepeso y la
obesidad ha aumentado drasticamente en el ultimo cuarto de siglo en todo el mundo,
situacion de la que la Argentina no se encuentra exenta. Al igual que en otros paises, los
cambios alimentarios (dietas desbalanceadas ricas en azucares simples y grasas), el
descenso de actividad fisica y un mayor nivel de estrés cotidiano han contribuido a cambiar
las caracteristicas antropomeétricas de la poblacién argentina. Los resultados de la Encuesta
Nacional de Nutricién y Salud (2005) mostraron que la obesidad alcanzé una prevalencia del
10,4 %, en la poblacion de nifios entre 6 y 60 meses siendo las regiones pampeanas y del
GBA las zonas con mayores indices. La ultima Encuesta de Factores de Riesgo (2013) del
Ministerio de Salud de la Nacion mostré que el 37,1 % de la poblacion argentina adulta
Argentina tiene sobrepeso y que el 20,8 % es considerada obesa. En base a este tipo de
datos se estima que las muertes atribuibles a esta problematica rondan las 30.000 al afio.
Solo recientemente, los gobiernos e instituciones publicas han comenzado a elaborar
campanfas de prevencién y diagnéstico temprano de la obesidad.

En las ultimas décadas se ha detectado también que los indices de sobrepeso y obesidad
se manifiestan a edades cada vez mas tempranas, lo que conlleva a la aceleracién del
riesgo de padecer trastornos relacionados, tanto metabdlicos como vasculares. Ademas, la
obesidad infantil esta relacionada con déficit del desarrollo motor, cognitivo y social de los
individuos. Las alteraciones metabdlicas relacionadas con la obesidad se correlacionan con
la distribucion del TA; mientras el incremento del TA visceral aumenta los riesgos del
desarrollo de las mismas, el TA subcutaneo lo disminuye (O’Rahilly y col. 2014). Los
cambios funcionales del TA juegan un rol determinante en el desarrollo de insulino
resistencia, dislipemias y enfermedades cardiovasculares asociadas a la obesidad (Kelly y
col. 2015). La disfuncién del TA depende de la forma de expansién que se produzca, si
prevalece la generacién de nuevos adipocitos (hiperplasia), la expansion es saludable, pero
si por el contrario predomina la hipertrofia adipocitaria se genera una expansion no
saludable (Choe y col. 2016). Dependiendo de su etiologia, la obesidad ha sido clasificada
en 2 subgrupos: la obesidad monogénica (obesidad extrema sin retraso en el desarrollo), y
la obesidad sindrémica (individuos clinicamente obesos con cuadros clinicos complejos)
(Herrera y col. 2010).

La primera mutacion causante de obesidad monogénica fue descrita en 1997 (Flegal y col.),
hasta la fecha ya suman 20 mutaciones responsables de alguna forma de obesidad
autosémica (O’Rahilly y col. 2009). Todas esas mutaciones estan situadas en genes
involucrados en las rutas metabdlicas de la leptina y la melanocortina, que constituyen los
sitios criticos de regulacién de la homeostasis energética de todo el organismo a nivel del
sistema nervioso central (Coll y col. 2004). Los primeros avances en el descubrimiento de
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loci de susceptibilidad a obesidad ocurrieron en 2007. Esto fue posible a través del
desarrollo de estudios de asociacion a través de todo el genoma (GWAS), que permite la
busqueda de marcadores que pueden heredarse en bloque debido al desequilibrio de
ligamiento (Frayling y col. 2007) Estos trabajos permitieron capturar 80% de las variantes
comunes utilizando 500.000 mutaciones de punto cuidadosamente seleccionados. El
genotipado de un set de marcadores seleccionados es un objetivo atractivo que permitiria
capturar las variantes comunes.

Estudios epidemioldgicos en relacion a la obesidad corriente han demostrado concordancia
en el descenso de obesidad cuando disminuye el grado de parentesco, denotando el
componente genético de la susceptibilidad a la obesidad. Sin embargo, es necesaria la
exposiciéon a un ambiente obesogénico para el desarrollo de la enfermedad (Wardle y col.
2008). Una hipétesis es que aquellos genes que proveyeron de una ventaja adaptativa en el
pasado, permitiendo la maxima eficiencia para la reserva de nutrientes, podrian encontrarse
desajustados cuando se enfrentan a los ambientes obesogénicos del presente (Saunders y
col. 2007).

Son de especial interés las variantes nucleotideas en genes que fueron significativamente
asociados a medidas antropomeétricas, en especial BMI (body mass index) en personas con
alteraciones de peso, con diabetes tipo 2 y obesidad monogénica: FTO (rs9939609), los
nifos homocigotos para el alelo de alto riesgo, comen el doble que nifios homocigotos del
alelo de bajo riesgo (Ursu y col. 2015). El marcador GNPDA2 rs10938397 (OR= 1,2, P=1,5-
4) mostro un alto nivel de riesgo cuando se compararon cohortes internacionales de nifios
obesos (N=1308) y controles (N=8369). Otros dos marcadores involucrados en vias de
sefalizacién asociadas a la ingesta de alimentos y el gasto energético, revelaron niveles
significativos de asociacion con el BMI en una poblacion de Americanos Europeos: GHRL
(Ghrelina), SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) (Li y col, 2014).

La técnica de HRM se utiliza para determinar si dos productos de PCR de tamafno similar
tienen secuencias idénticas. De la misma manera que en una PCR cuantitativa, la
amplificacién del fragmento de interés se lleva a cabo en presencia de un intercalante
fluorescente. Luego, el producto de la amplificacion se somete a un gradiente de
temperaturas crecientes para ser desnaturalizado, liberando el intercalante fluorescente.
Una vez que se libera, el intercalante cambia su conformacién y pierde la fluorescencia. Un
termociclador de alta resolucion, especializado es capaz de registrar las fluctuaciones en la
emisién de fluorescencia por medio de una curva de disociaciéon especifica para cada
amplicén. La curva de disociacion para cada amplicon se construye a partir de su secuencia
nucleotidica, su tamafo y su estructura primaria (11, 12). El enlace A-T es mas débil que el
G-C, por lo tanto las regiones ricas en A-T se disociaran a temperaturas mas bajas que
aquellas con mayor contenido de G-C (13). La distribucion de estas regiones ricas en A-T o
G-C en el oligonucledtido son las que condicionan la forma de la curva resultante, la cual se
utiliza para comparar amplicones de multiples muestras.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue determinar la utilidad de la técnica de “High Resolution
Melting” (HRM) como método para identificar variantes en genes asociados al desarrollo de
obesidad en nifios.

Materiales y Métodos

Para realizar este trabajo, se utilizaron muestras pertenecientes al banco de ADN del
IMBICE, se seleccionaron 25 individuos no emparentados oriundos de la ciudad de
Mendoza. Estas muestras se obtuvieron mediante consentimiento informado del donante y



se anonimizaron al llegar al laboratorio. Se escogié la ciudad de Mendoza como poblacion
de referencia. Esta ciudad representa el cuarto aglomerado urbano a nivel nacional. Su
importante desarrollo econdmico y su geografia, la convierten en un foco de actividades
econdmicas, que demandd histéricamente una gran cantidad de mano de obra para la
agricultura. Como consecuencia de lo anterior, a lo largo del tiempo representd un destino
idoneo para el establecimiento tanto de inmigrantes como de migrantes internos. Es por eso
que una con una muestra de esta ciudad cosmopolita se pretende reflejar la variabilidad
genética y étnica de la poblacién argentina en general.

Para el disefio de los cebadores de seleccionaron cuatro de los SNPs que presentaron
asociacion significativa con el desarrollo de la obesidad (CITA). Se empled el programa
Primer3 v0.3.0 (http://frodo.wi.mit.edu, Srozen y Skaletsky 2000). Se utilizaron los
parametros establecidos por defecto en el programa Primer3. Con el programa OligoCalc
(Kibbe 2007, disponible en http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) se
obtuvieron los valores de estabilidad termodinamica (energia libre de Gibbs; AGo) de las
interacciones detectadas entre cebadores (formacidon de horquillas, homodimeros o
heterodimeros) que pueden dar lugar a errores en las reacciones de PCR. Finalmente se
analizé si las secuencias disefadas de los oligonucleotidos presentaban alguna
complementariedad en algun otro locus del genoma a través del programa Primer Blast
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Luego de superar este control, los
oligonucledtidos se consideraron optimos para pasar a la fase experimental.

Debido a que, si bien el equipo que se utilizé para realizar las amplificaciones (Rotor Gene Q
5-plex; Qiagen) es de alta resolucién, no logra discriminar satisfactoriamente las
sustituciones A-T, para el marcador FTO se recurrié al disefio de primers alelo especificos.
En este caso, se recurri6 a un trio de oligonucléetidos: dos forward que reconocen
alternativamente los alelos portadores de las bases Ay T, a uno de los cuales se le adicion6
una cola de poli T que permite incrementar el tamafio y la temperatura de melting del
amplicén resultante y de esa manera evidenciar las diferencias, y un reverse, que delimita el
tamano del fragmento amplificado. En el caso de los demas marcadores, sélo se disefiaron
dos cebadores. (Tabla 1)

Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados.

Marcador | Cebador Secuencia 5-3°

FTO FTO-F(T) tttCCTTGCGACTGCTGTGAATTTT
FTO-F(A) CCTTGCGACTGCTGTGAATTTA
FTO-R CCACTCCATTTCTGACTGTTACCTA

GHRL GHRL-F CACAAAGACTATGATGAACTCCCTTCT
GHRL-R CTCTGCCTCTCCAAAAGAACTTCTAA

GNDPA-2 | GNDPA2-F | CACACACCAAAATGTTTTTACTTTAC
GNDPA2-R | GCCAAAGGACATAGCTGAATGTA

SOCS-3 | SOCS3-F | TGTTGACTTCTTTCCATTGTTTTTAG
SOCS3-R | ACACCCTCTATCCCATCTGTATAGC

Se realizaron reacciones de amplificaciones por PCR en Tiempo Real con posterior analisis
por HRM de 20 ul de volumen final, conteniendo 10 pyL de “Mezcla Real 2X” (Taqg DNA
Polimerasa, dNTPs, Mg++, conservantes, buffer y colorante Evagreen) (Biodynamics), 40
nM de primers, 2 pl (10 ng/y) de templado y agua libre de RNAsas y DNasas hasta
completar el volumen final. El ciclado consistié en un paso inicial de desnaturalizacién de 2
minutos de 95 °C, 40 ciclos de 20 segundos a 95 °C y de 20 segundos a 58 °C. Finalmente
LO segundos a 72 °C y un ciclo de melting de 70 a 95 °C.



Por medio del programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) se tested el equilibrio de
Hardy Weimberg para cada marcador.

Resultados

Para cada uno de los SNPs fue posible identificar tres genotipos, dos homocigotas y un
heterocigota (Figura 1). En el caso de FTO, el 12% de la poblacion resultdé AA, el 28%, AT y
un 60% TT. En las variantes relacionadas con el gen GNPDA-2, se hall6 un 50% de
individuos homcigotas AA, un 37,5% de heterocigotas AG y un 12,5% de homocigotas GG.
Para el marcador GHRL, el 24% de los individuos fue portador del genotipo AA, otro 24%
del AC y un 52%, CC. Por ultimo, los genotipos AA, AG y GG del marcador SOCS-3 se
encontraron en proporciones del 33, 38 y 29% respectivamente. Con base en estos datos,
se calcularon las frecuencias alélicas para todos los marcadores en la poblacion de
Mendoza (Tabla 2).

Figura 1. Perfiles de melting. La figura (a) corresponde al marcador GHRL, la (b) a Fto, a
(c) a GNPDA-2 y la (d) a SOCS3.

Tabla 2. Frecuencias alélicas para cada uno de los marcadores en la poblacién de
Mendoza.

Marcador |Frecuencias Alélicas
FTO 28% A 72% T
GNPDA-2 |31 % G 69% A
GHRL 36% A 64% C
SOCS-3 |48% G 52% A

El test de equilibrio de Hardy-Weimberg demostré que tanto FTO como GNDPA-2 y SOCS-3
adhieren a este equilibrio, pero ese no es el caso del marcador GHRL (p<0,05). Este ultimo
resultado puede ser atribuido a un efecto de la deriva genética por haber considerado una
muestra de tamano demasiado pequefio (Tabla 3).

Tabla 3. Test de equilibrio de Hardy-Weimberg.

| Locus | N° de genotipos | Heterocigotas | Heterocigotas | P-Value |




Observados Esperados
FTO 25 0,32000 0,41143 0,33012
GNPDA2 | 20 0,30000 0,43077 0,28058
GHRL 25 0,24000 0,47020 0,02520
SOCS3 | 24 0,41667 0,50709 0,43273
Conclusion

La técnica de HRM es un método rapido y eficiente para distinguir variantes en genes
asociados a la obesidad.
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