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RESUMEN

Introduccion: El sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) es un componente importante de la cascada de transduccion de sefiales de la
insulina y podria estar relacionado con los trastornos metabodlicos asociados al sindrome metabdlico. Objetivo: Evaluar el papel del
polimorfismo Gly972Arg del gen IRS1 con factores de riesgo cardiometabélicos en nifios pre-puberes. Metodologia: Se estudiaron 279
nifios con edades comprendidas entre 2-12 afios, clasificados segun los parametros antropométricos y bioquimicos en: a) nifios obesos
sin RI (n=135), b) niflos obesos con RI (n=80) y c) niflos controles sanos (n=64). A cada nifio se le realiz6 una extraccion de sangre en
ayunas y una postprandial, para determinar glicemia e insulina basal y postprandial, triglicéridos, colesterol total y fraccionado y la
frecuencia genotipica del SNP Gly972Arg. Resultados: Se observo que 37,5% de los nifios presentd RI; 9,6% hiperglicemia en ayunas;
27,3% hipertrigliceridemia y 50,46% bajos niveles de HDL-c. La frecuencia genotipica fue 89% genotipo Gly/Gly y 11% genotipo
Gly/Arg. Se encontrd diferencia significativa en la distribucion de los diferentes genotipos del gen de IRS1 en los nifios con
sobrepeso/obesidad sin RI y nifios con sobrepeso/obesidad con RI con respecto al grupo control (OR= 4,47; IC 95%=0,96-16,92; p <
0,05) y (OR= 4,43; IC 95%=0,93-21,00; p < 0,05) respectivamente. Conclusion: Se observd una asociacion entre la presencia del
genotipo Gly/Arg del gen IRS1 con sobrepeso/obesidad (factor de riesgo cardiometabdlico) en los niflos del estudio, presentando estos
niNos 4 veces mas riesgos a presentar sobrepeso/obesidad que los nifios con el genotipo Gly/Gly.
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GLY972ARG POLYMORPHISM IN THE INSULIN RECEPTOR SUBSTRATE 1 GENE IN PREPUBERTAL CHILDREN
WITH CARDIOMETABOLIC RISK

SUMMARY

Introduction: Insulin receptor substrate 1 (IRS-1) is an important component of the insulin signal transduction cascade and could be
related with metabolic disorders associated with metabolic syndrome (MS). Aim: Evaluate the role of the Gly972Arg polymorphism in
the IRS1 gene in prepubertal children with cardiometabolic risk factors. Methods: We studied 279 children between 2-12 years of age,
divided in groups 3 groups: a) obese children without insulin resistance (IR) (n=135), b) obese children with IR (n=80) and c) healthy
children as controls (n=64). Basal and postprandial glucose, insulin, triglycerides, total and fractionated cholesterol and genotype
frequency of the Gly972Arg SNP were determined in fasting and postprandial samples in each child. Results: 37.5% of the children had
IR; in the fasting state, 9.6% had hyperglycemia, 27.3% hypertriglyceridemia and 50.46 % low HDL-C. The genotypic frequency was
89% for the Gly / Gly genotype and 11% Gly / Arg genotype. Significant difference was found in the distribution of the different
genotypes of the IRS1 gene in children with overweight/obesity without IR and children with overweight/obesity with IR compared to
the control group (OR = 4.47;CI 95% = 0.96-16.92; p <0.05) and (OR = 4.43; CI 95%=0.93 - 21.00, p <0.05) respectively. Conclusion:
Association between the presence of Gly/Arg genotype of the IRS1 gene with overweight/obesity (cardiometabolic risk factor) was
observed in the studied children. These children were four times more likely to be overweight/obese than children with Gly / Gly
genotype.

Keywords: Gly972Arg Polymorphism, IRS1 Gene, Metabolic Syndrome, Insulin Resistence, obesity.

INTRODUCCION de nifios menores de cinco afos de edad tenian sobrepeso. Si
bien el sobrepeso y la obesidad tiempo atras eran considera-
dos un problema propio de los paises de ingresos altos, ac-
tualmente ambos trastornos estan aumentando en los paises
de ingresos bajos y medianos, en particular en los entornos
urbanos (1).

En Venezuela, el Sistema de Vigilancia Alimentaria y
Nutricional (SISVAN), dependiente del Instituto Nacional de
Nutricién (INN), reportdé como cifras oficiales para el afno

La obesidad infantil es uno de los problemas de salud pt-
blica mas graves del siglo XXI. En 2013, mas de 42 millones
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2007, segun indicador peso/talla en menores de 15 afios, un
total de 13,12% sobre la norma (2). El Servicio “Nutricion,
Crecimiento y Desarrollo” (NCD) del Hospital de Niflos
“J.M. de los Rios”, de Caracas reportd, para el afio 2011, la
atencion de 17,05% de nifios con malnutricion por exceso y
el Centro de Atencion Nutricional Infantil de Antimano
(CANIA) reportd 21,8% Segun el estudio Situacion de Vida
y Movilidad Social, 2001 de la Fundacion de Estudios sobre
Crecimiento y Desarrollo de la Poblacion Venezolana (FUN-
DACREDESA), en la década anterior informaron un aumen-
to en la tendencia en el exceso de adiposidad (Obesidad) 5%




a 11% en escolares de 7 afios (3).

Los nifios obesos y con sobrepeso tienden a seguir siendo
obesos en la edad adulta y tienen mas probabilidades de desa-
rrollar a edades mas tempranas enfermedades no transmisi-
bles tales como: hipertension, perfil lipidico anormal, resis-
tencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), enferme-
dad cardiovascular ateroesclerética (4-9). El sobrepeso, la
obesidad y las enfermedades conexas son en gran medida pre-
venibles, es por ello que hay que dar una gran prioridad a la
prevencion de la obesidad infantil.

Estudios realizados sugieren que la obesidad infantil
cuando esta presente después de los 3 afios de edad es asocia-
da con un mayor riesgo de obesidad en la edad adulta aumen-
tando asi la incidencia de alteraciones metabolicas asociadas.
La obesidad es uno de los componentes mas importantes del
Sindrome Metabolico (SM), el cual consiste en la asociacion
de un conjunto de indicadores antropométricos, bioquimicos
y fisiologicos (obesidad central, hipertension arterial, resis-
tencia a la insulina, hiperinsulinemia compensada, DM2, dis-
lipidemia, hiperglicemia) (4,6,8,10).

Se ha demostrado que el SM tiene su origen en la infancia,
por ello, la identificacion temprana de los factores de riesgo
en sus etapas incipientes, justifican la intervencion precoz
para prevenir la progresion y por consiguiente la aparicion de
complicaciones. Existen discrepancias en cuanto al diagnos-
tico del SM lo cual ha generado dificultad al establecer las
implicaciones clinicas de este sindrome. Sin embargo, se ha
demostrado que la prevalencia es mayor en nifios, nifias, ado-
lescentes y adultos obesos que en individuos de peso normal
(10,11).

La obesidad es una enfermedad multifactorial con una
etiologia muy complicada. Los factores genéticos juegan un
papel importante en el desarrollo de la obesidad primaria.
Pueden ser responsables de hasta el 40% de las causas que
conducen a la obesidad. Hay un gran numero de genes que
afectan a la ingesta de alimentos y el gasto energético, estos
son modulados por factores ambientales relacionados con el
estilo de vida (dieta rica en calorias y grasas saturadas y pobre
en fibras, sedentarismo) (12,13). Entre los genes candidatos
de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabolicas no
transmisibles, esta el gen del substrato del receptor de insuli-
na 1 (IRSI).

El IRS-1 constituye un elemento clave en la cascada de
sefalizacion de la insulina lo que ha motivado el estudio del
aporte de sus variantes génicas a la susceptibilidad genética
de la DM 2. EI IRS-1 es fosforilado por la quinasa del recep-
tor de la insulina, posteriormente se une a la fosfatidil inositol
3 quinasa, lo cual provoca la activacion de la via que controla
el transporte de glucosa estimulado por la insulina (14). El
posible papel del gen del IRS-1 en la DM 2 ha sido estudiado
en modelos animales experimentales y en humanos

El polimorfismo Gly972Arg del IRS-1 es una variante
comun de este gen. Se ha reportado que en las células secre-
toras de insulina, que sobre expresan la variante Gly972Arg
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del IRS-1, existe una disminucion de la secrecion de insulina
estimulada por la glucosa y las sulfonilureas (15). Existen re-
portes de que la variante Arg972 empeora la sefializacion de
la insulina (16). En algunos sujetos con tolerancia a la glucosa
normal, el polimorfismo Gly972Arg se ha asociado a una dis-
minucion de la secrecion de insulina por las células beta en
respuesta a la glucosa, sin disminucion de la sensibilidad a la
insulina (17). De esta forma, se ha planteado que el polimor-
fismo Gly972Arg representa una variante génica con repercu-
sion funcional en dos elementos fisiopatologicos involucra-
dos en el desarrollo de la DM2: la resistencia a la insulina y
la disfuncion de la célula beta (17).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se explord el papel
del polimorfismo y Gly972Arg del gen IRS-1 en la suscepti-
bilidad genética para la obesidad y resistencia a la insulina, en
un grupo de nifios pre-puberes.

METODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio descriptivo y
correlacional de un grupo de nifios pre-ptiberes con factores
de riesgo para enfermedad cardiometabolica (obesidad, resis-
tencia a la insulina y/o dislipidemias) y nifios sanos.

Normas de bioética: El protocolo del estudio se realizd
bajo las normas de ética establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion en
humanos y la declaracion de Helsinki ratificada por la 29th
World Medical Assembly, Tokio 1995. Cont6 con la aproba-
cion del Comité de Bioética de la institucion y con el consen-
timiento informado de los padres o representantes de los
niflos del estudio.

Poblacion de estudio: La poblacion en estudio estuvo
conformada por 279 niflos pre-puberes agrupados en 116
nifias y 163 nifios, con edades comprendidas entre 2-12 afios,
con maduracion sexual Tanner I determinado por las caracte-
risticas de glandula mamaria, vello axilar y pubiano en las
nifias, y genitales, vello axilar y pubiano en los varones (18).
Los nifios con sobrepeso u obesidad acudieron al Servicio de
Nutricion Crecimiento y los nifios aparentemente sanos nor-
mopeso al Triaje del Hospital de Niflos “ Dr. J.M de los
Rios™.

Los nifios fueron clasificados segun las variables antropo-
métricas y bioquimicas en 3 grupos: 1) grupo de nifios con
obesidad exodgena segun el diagnostico nutricional integral
dado por signos clinicos y antropométricos de dimension y
composicion corporal: Indice de Masa Corporal (IMC),
Peso/Talla, Area Grasa, sin resistencia a la insulina. 2) grupo
de nifios con obesidad y resistencia a la insulina segtin los re-
sultados obtenidos de glicemia e insulina en ayunas y aplican-
do el modelo de registro homeostatico (HOMA IR = Insulina
(mU/L) x Glicemia (mmol/L) / 22.5, se considera RI si el
HOMA > 3,0) (19); y 3) grupo de nifios control (normopeso,
sin alteraciones bioquimicas, ni inmunoldgicas).

A cada nifio del protocolo con sobrepeso/obesidad y nifio
sano, se le extrajo una muestra de de sangre en ayuna (de 8
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— 10 horas aproximadamente). A los nifios con obesidad se les
suministr6 una carga de glucosa oral (Glycolab®) a razén de
1,75 mg/kg de peso en 5 minutos, hasta una dosis maxima de
75 g de glucosa. Los participantes se mantuvieron en reposo;
transcurridas dos horas se procedié nuevamente a extraer Sml
de sangre que corresponde a la muestra postcarga para la de-
terminacion inmediata de glicemia y posterior de insulina.

Criterios de exclusion: Nifios desnutridos, con infecciones
agudas o croénicas, evidencia de inmunodeficiencia primaria o
secundaria y obesidad enddgena.

Evaluacion y diagnostico nutricional antropométrico:
Todos los nifos fueron pesados y tallados siguiendo las téc-
nicas de antropometria del Programa Internacional de
Biologia (20). Para la evaluacion antropométrica de la malnu-
tricion por exceso se consideraron los siguientes indicadores:
Peso/talla, IMC/edad, y Area Grasa/edad. La ubicacion de
estas variables se realizo en los graficos correspondientes a la
OMS vy al Estudio Transversal Caracas (empleados en el
Servicio de Nutricion) considerando como puntos limites: so-
brepeso > p90 -<p97, obesidad > p97 para ambas referencias.
La intensidad de la obesidad se determiné por el porcentaje
de exceso de peso ideal para la talla: Sobrepeso >10- 20%,
Obesidad leve >20-30%, Obesidad Moderada >30-40% vy
Obesidad Grave >40% (21,22)

Evaluacion socioeconomica: Se estimd la condicion
socio-econdmica de las familias de procedencia de los nifios
empleando el método Graffar-Méndez Castellano (23).

Recoleccion y procesamiento de muestras sanguineas: A
cada nifio se le extrajo con jeringa estéril 8 mL de sangre total
que se coloco en un tubo con anticoagulante EDTA y un tubo
sin anticoagulante. Las muestras sin anticoagulante fueron
centrifugadas en un lapso no mayor de 30 minutos a 3000 xg
en una centrifuga refrigerada a 4°C por 15 min y el suero con-
gelado a -20°C hasta su procesamiento. Las muestras con an-
ticoagulante fueron conservadas en refrigerador a una tempe-
ratura no mayor de los 8°C hasta realizar la extraccion del
ADN. Determinaciones de laboratorio: Se determiné glucosa,
colesterol y triglicéridos empleando un equipo automatizado
marca DuPont Dimension XL (DuPont companies, New
Town, Escocia). Electroforesis de colesterol en equipo auto-
matizado de Helena Laboratories SAS-1 (Helena
Laboratories, Texas, USA). Empleando inmunoensayo enzi-
matico adsorbente (ELISA), se determind Insulina (DRG
International, Marburg, Alemania). Los criterios de clasifica-
cion para las variables bioquimicas estudiadas (24-26) se
muestran en la Tabla 1.

Genotipificacion: Se realizd extraccion de ADN de las
muestras por el método de “Bunce” (27) modificado y alma-
cenadas a -20°C hasta la amplificacion del ADN, la cual fue
hecha por medio de la técnica de PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa) anidada, con modificaciones de la técnica des-
crita por Baroni et al (28,29) donde se realiza una primera
PCR utilizando un volumen final de 25 pL, que contiene 0.4
pug de ADN gendémico, 1,5 mmol/L de MgCl, 0,2 mmol/L de
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dNTPs, 0,4 umol de cada primer, SuL Buffer 5x Green (PRO-
MEGA) y 1.25 U de Taq Polimerasa (PROMEGA), en un ter-
mociclador (Lab Cycler de Senso Quest, Alemania), utilizan-
do los siguientes primers externos: Forward: 5’-CAAGGC-
CAGCACCTTACCTC-3" y Reverse: 5’-GGCTCACCTC
CTCTGCAGC-3’ que abarcan una regién de 479 pares de
bases. Las condiciones de la primera PCR constan de los si-
guientes pasos: desnaturalizacion a 94°C por 10 minutos, se-
guido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C por 1 minu-
to, alineamiento a 62°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1
minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Posteriormente se realizé una segunda PCR con 2uL de
una dilucion 1:10 del producto de la primera PCR, utilizando
los siguientes primers internos: Forward: 5’-CTTCTGTCAG
GTGTCCATCC-3” y Reverse: 5’-TGGCGAGGTGTCCAC
GTAGC -3’ que abarcan una region de 263 pares de bases.
Las condiciones de la segunda PCR constan de los siguientes
pasos: desnaturalizacion a 94°C por 10 minutos, seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C por 1 minuto, alinea-
miento a 60°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1 minuto y
una extension final a 72°C por 10 minutos. La calidad del pro-
ducto de amplificacion fue verificada mediante una electrofo-
resis en gel de agarosa al 2%.

Los polimorfismos fueron detectados a través de una
RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de res-
triccion), utilizando la enzima de restriccion BsOlI para la di-
gestion. Las muestras digeridas fueron separadas por electro-
foresis en gel de poliacrilamida y visualizadas por tincién con
nitrato de plata y visualizadas en un sistema de fotodocumen-
tacion digital, equipo Uvitec (Gel Documentation Uvitec
Limited, USA).

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media (%) mas o
menos una desviacion estandar [f +1DS§), se empled el pro-
grama Excel 2007 (Copyright Microsoft Office, Washington,
USA) para estadistica descriptiva. La frecuencia alélica (FA)
y frecuencia genotipica (FG) del gen en estudio, fue obtenida
por contaje directo a partir de los fenotipos asignados a cada
individuo. Las comparaciones entre variables se hicieron em-
pleando la prueba ANOVA, se considero la diferencia como
estadisticamente significativa cuando p<0,05. Para el analisis
estadistico se usaron tablas de contingencia simple, evaluan-
do la asociacion entre las variables del estudio y el polimor-
fismo Gly972Arg por Chi2 y odds ratio (OR). Para determi-
nar las relaciones entre alelos del gen estudiado y la enferme-
dad también se realizan pruebas de ANOVA, evaluando la
asociacion entre las variables del estudio y el alelo del gen
mencionado. Se considerd como significativo un p<0,05.

RESULTADOS

En la Tabla 2 se presentan los pardmetros bioquimicos de
los nifios participantes en cuanto a niveles de: glicemia, insu-
lina, colesterol total y fraccionado, triglicéridos, representan-
do los valores como media + desviacion estandar. Como se
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Tabla 1. Criterios de Clasificacion de Parametros Bioquimicos

Parametro Referencia Criterio Diagnéstico
Normoglicemia: glucemia menor a 100 mg/dL.
Glucosa Asociacion Americana de Diabetes Alteracion de la glucemia en ayunas (AGA): glucemia entre 100
en ayunas (ADA)(24) mg/dL y’126 mg/dL. . .
Alteracion de la tolerancia a la glucosa (ATG): glucemia 2 horas
después de sobrecarga oral de glucosa entre 140 mg/dL y 199 mg/dL.
En rango normal: igual o mayor al p.10 y menor a p.75.
gﬁliitgrriglos z:zusr;dacredesa, Proyecto Venezuela En zona de riesgo: igual o mayor a p.75 y menor a
9 En rango elevado: igual o mayor a P90P90.
Panel de expertos del Programa
; > Aceptable: menos de 110 mg/dL
LDL-c Nacional de ensefianzas sobre Limite: Entre 110 mg/dL y 129 mg/dL
Colesterol para nifios y adolescentes Alto: | | 130 IdL
(26) o: Igual o mayor a mg
Panel de Expertos del Programa
HDL-c Nacional de Ensenanzas sobre Adecuado: igual o mayor a 35 mg/dL

Colesterol para Nifios y Adolescentes
(26).

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los nifios en estudio por grupo

La relacion entre los parame-

Nifi trol Nifios con Nifios con tros bioquimicos y el grado de

Parametros |n?ns=%c4>fr)1 ro sob(epeso/obesidad sobrepeso/obesidad obesidad se muestra en la Tabla

sin RI (n=135) y RI(n=80) 3. A medida que aumento el

Glucosa Basal (mg/dL) 90,30 +8,51 84,91 + 9,08 95,54 + 26,31 grado de obesidad aumentaron
Gluigﬁa Post Prandial 91,00 + 14,88 9441 + 16,85 los niveles QG insulina en ayunas
(mg/dL) y postprandiales con un p < 0,05.
Insulina Basal pUI/MI 6,07 + 2,59 9,42 + 317" 21,53+10,32*** ‘Ademas se encontrd una correla-
Injll,/llinfl Post Prandial o 31,78 + 20,40 49,94 + 26,21 cion positiva entre la adiposidad
plim . y los niveles de insulina (r =
HOMA 1,35 +0,59 1,97 + 0,67 4,93 + 2,21 0,320 p <0.,05). No se encontra-
Colesterol (mg/dL) 136,81 £+ 19,47 167,61 + 39,21*** 182,43 + 38,82** ron diferencias entre los niveles
HDL-c (mg/dL) 45,34 £ 9,52 38,87 £ 11,83** 41,12 £ 12,33** de glucosa en ayunas y postpran-
VLDL-c (mg/dL) 12,36 + 5,16 20,04 + 11,52%** 24,15 + 13,14** diales, HOMA, colesterol y sus
LDL-c (mg/dL) 80,97 + 16,80 108,72 + 33,57*** 116,74 + 36,14*** ffaQC‘O“eS y los t“g,l‘ce”dos
TG (mg/dL) 61,80 +2593 89,10 £ 49,24** 81,57 & 38,26* segin el grado de obesidad. Por

otra parte se encontr6 correlacion

**p < 0,01 con respecto al grupo control *** p < 0,001 con respecto al grupo control

puede apreciar tanto en el grupo de nifios con sobrepeso/obe-
sidad sin RI como en el grupo de nifios con sobrepeso/obesi-
dad y RI la concentracion de insulina basal, la concentracion
de colesterol total, la concentracion de LDL-c y el indice
HOMA estuvieron significativamente incrementados con res-
pecto a las concentraciones e indice observado en el grupo de
nifios sin factores de riesgo o control. En relacion a la concen-
tracion de triglicéridos, se observo que la concentracion de
los mismos estaba significativamente elevada en el grupo de
nifios con obesidad y resistencia a la insulina (81,57 + 38,26)
con respecto al grupo de nifios sin factores de riesgo (61,89 +
25,93) (Tabla 2). Por otra parte, se encontrd una correlacion
positiva entre los niveles de insulina y la hipertrigliceridemia
(r=0,429 p <0,05).

Del total de niflos con algtin grado de obesidad se encon-
tr6 que 43,98% presentaba obesidad grave, seguido de
29,17% con obesidad moderada, 16,20% sobrepeso y 10,65%
obesidad leve.

positiva entre los niveles de tri-
glicéridos y los niveles de insuli-
na en ayunas (r = 0,429 p <0,05), ademas de una correlacion
positiva entre los niveles de insulina y la severidad de la obe-
sidad (r = 0,320 p <0,05).

Tipificacion de la variante Gly972Arg del gen IRS1

En la figura 1 se visualizan los productos amplificados co-
rrespondientes a la region del gen IRS1 que posee la variante
Gly972Arg. Posteriormente, los productos amplificados fue-
ron digeridos con la enzima de restriccion BsOI (PROME-
GA), visualizandose en geles de poliacrilamida al 10%, colo-
reado con nitrato de plata. Observandose cinco bandas: 159
pb, 108 pb, 81 pb, 51 pb y 23 pb correspondiente al genotipo
Gly/Arg y tres bandas, una de 159 pb, 81 pby 23 pb corres-
pondiente al genotipo Gly /Gly (Figura 2)

Frecuencia del Polimorfismo Gly972Arg del gen IRS1

En la poblacion en estudio la distribucion genotipica del
polimorfismo Gly972Arg del gen IRS-1, esta en equilibrio de
Hardy Weinberg (prueba X2, p > 0,05). Solo se observo la
presencia de dos (Gly/Gly, Gly/Arg) de los tres genotipos po-
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Tabla 3. Parametros bioquimicos de los individuos segun el grado de obesidad

Parametros Niﬁ(onszcéci?trol So(tr>lr=e?§)5%so Obe(sriggg )Ieve o (g?e?aegiad(?g 63) Obes(igzzags?rave
Glucosa Basal (mg/dL) 90,30 £8,51 89,75 18,21 87,32+ 20,69 86,80+ 11,66 88,08+12,21
Glucosa Post Prandial (mg/dL) ~ -——-- 91,59+ 16,47 90,67 + 15,45 92,66 £15,29 92,86+15,96
Insulina Basal pUl/mL 6,07 + 2,59 9,95+ 4,70 14,56 +7,32 13,31 5,71 16,2449,13*
Insulina Post Prandial pUl/mL - 30,91 + 18,07 35,34 + 17,62 36,71+ 23,65 42,30+25,95
HOMA 1,35 + 0,59 225 £1,12 2,82 +1,49 2,80 + 1,31 3,33+2,00
Colesterol (mg/dL) 136,81 £ 19,47 1725+47,20 173,18 +53,29 167,21 £35,55 177,80+£37,21
HDL-c (mg/dL) 45,34 + 9,52 43,88 + 15,00 40,67 +13,97 36,27 10,11 40,56+10,96
VLDL-c (mg/dL) 12,36 + 5,16 21,16 + 13,91 16,38 £ 7,73 22,99 + 11,40 21,56+12,95
LDL-c (mg/dL) 80,97 + 16,80 105,09 + 34,09 122,68 +44,90 110,61 30,88 116,97+34,16
TG (mg/dL) 61,89 +2593 91,67 + 37,00 85,14 + 40,28 100,83 +52,53 100,31+58,08

**p < 0,01 con respecto al grupo control

Figura 1. Visualizaciéon de los productos amplificados correspondientes al
gen IRS1, mediante electroforesis en gel de agarosa al (2%) en buffer TBE
1X, coloreado con SYBR®SAFE. El pozo numero 1 corresponde al marcador
molecular (MP) de 100 pb (PROMEGA). Los carriles 3, 4, 6 y 7 corresponden
a los productos amplificados (263 pb) con los primers internos; mientras que
los carriles 9, 10, 12y 13 corresponden a los productos amplificados (479 pb)
con los primers externos de muestras de los nifios del estudio.

Figura 2. Visualizacion de los productos ob-
tenidos de la digestion del producto amplifi-
cado de 263 pb del gen IRS1 con la enzima
BsOl, mediante electroforésis en gel de po-
liacrilamida (10%) en buffer TBE 1X. El pozo
numero 1 corresponde al marcador molecu-
lar (MP) de 25 pb (PROMEGA). El carril CN
corresponde al control negativo. Los carri-
les indicados como 189, 199, 204 y 206 co-
rresponden a muestras de nifos incluidos
en el estudio. Las muestras 189, 199 pre-
sentan el genotipo Gly/Arg y las muestras
204 y 206 el genotipo Gly/Gly.

sibles (Gly/Gly, Gly/Arg, Arg/Arg), presentando el genotipo
Gly/Gly la mayor frecuencia (90%), seguido por el genotipo
Gly/Arg (10%).

Se demostrd que existe una diferencia significativa en la
distribucion de los diferentes genotipos del gen de IRS1 en el
grupo de nifios sobrepeso/obesidad sin RI y el grupo de nifios
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sobrepeso/obesidad con RI con respecto al
grupo de nifos control. Se observo una fre-
cuencia incrementada del genotipo Gly/Arg en
los niflos sobrepeso/obesos versus los nifios
sanos (OR=4,47; IC 95%=0,96-16,92; p <
0,05) y (OR=4,43; IC 95%=0,93-21,00; p <
0,05) respectivamente, mientras que la fre-
cuencia del genotipo Gly/Gly esta incrementa-
da en nifios sanos versus los nifios con sobre-
peso/obesidad sin RI 'y sobrepeso/obesidad con
RI (OR=0,22 ; IC 95%=0,04-1,06; p < 0.05) y
(OR=0,23 ; IC 95%=0,03-1,16; p < 0.05) res-
pectivamente.

No se observé diferencia significativa en
los parametros bioquimicos de los niflos del
estudio agrupados por genotipo (Tabla 5).

DISCUSION

Los estudios de genes candidatos constitu-
yen una de las estrategias para abordar el cono-
cimiento de las bases genéticas de enfermeda-
des multifactoriales. Permiten estudiar varian-
tes polimoérficas de genes involucrados en la
patogenia, genes que expresan proteinas con
funciones conocidas en los procesos bioquimi-
cos relacionados con el desarrollo de la enfer-
medad. El IRS1 podria ser considerado un gen
candidato para el que se podria establecer las
bases genéticas para el desarrollo de enferme-
dades como la DM2, teniendo en cuenta su im-
portante funcion en el mecanismo de accion de
la insulina. Sus variantes génicas podrian inci-

dir potencialmente en el desarrollo de la obesidad, resistencia
a la insulina y en la patogénesis de la DM2.

La asociacion entre el polimorfismo Gly972Arg del IRS1
y la DT2 ha sido explorado para distintas poblaciones. El
papel de este polimorfismo en la patogenia de la DM2 mues-
tra gran variabilidad entre los diferentes grupos poblacionales




Tabla 4: Frecuencias genotipicas y alélicas del gen IRS1

en los grupos de nifos en estudio.
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de colesterol total y triglicéridos y valores

Nifios Nifios Nifios

bajos de HDLc, lo que los predispone a pa-

sztuu%?g €N control sobrepeso/obesidad sobrepeso/obesidad (nzo;a;lg) decer dislipidemias, lo cua’l corresponde a
(n=64) sin Rl (n=135) con RI (n=80) uno de lgs componentes mas frecuentes 'del
Genotipo SM en mnos.,’adolesc.entes y adultois. Existe
GIV/GI 97 (62 87 (118 88 (70 90 (250 una correlacion positiva entre los niveles de
yrsly (62) (118) (70) (250) insulina y la hipertrigliceridemia lo que se
Gly/Arg 3 (2 13 (17) 12 (10) 10 (29) evidencia en los valores de triglicéridos de
Alelo los niflos con sobrepeso/obesidad sin RI y
Gly 98 (126) 94 (253) 94 (150) 95 (529) nifios con sobrepeso/obesidad con RI con
Arg 2 (2) 6 (17) 6 (10) 5 (29) respecto al grupo de nifios control.

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de veces que se
repite el alelo o el numero de individuos portadores del genotipo para el sitio polimérfi-

co estudiado. La frecuencia esta expresada en porcentaje.

Tabla 5. Parametros bioquimicos de los nifios en estudio
segun su genotipo

Parametros (ili/éig) ((3,:1/?(;?
Glucosa Basal (mg/dL) 89,64 +17,19 85,31 + 8,41
ffr']‘;‘jgf? PostPrandial  g; 85+ 16,03 88,33 + 12,74
Insulina Basal pUl/mL 13,45 + 8,88 14,48 + 12,61
L”jllj'r'r:‘f PostPrandial 39 97 + 2523 33,2+20,32
HOMA 2,68 +1,94 2,75 + 2,06
Colesterol (mg/dL) 164,32 £ 39,44 168,90 * 36,39
HDL-c (mg/dL) 40,99 + 11,58 42,27 + 12,26
VLDL-c (mg/dL) 18,56 + 11,41 22,05+ 15,13
LDL-c (mg/dL) 104,44 £ 34,53 110,12 £ 29,42
TG (mg/dL) 89,76 £ 52,61 96,31 + 59,68

estudiados. Para algunas de ellas el alelo Arg972 se asocia a
la elevacion de los niveles de glucosa, en otras a una altera-
cion de la tolerancia a la glucosa (29) y en algunas a la DT2.
Un meta-analisis publicado en el afio 2003 que incluy6 27 es-
tudios independientes, realizados con distintas poblaciones
(mayoritariamente de origen caucasiano), mostrd un incre-
mento en el riesgo de desarrollar DM2 en los sujetos portado-
res del alelo Arg972. Sin embargo, estudios posteriores, en
los que se incluy6 un nimero grande de casos y controles, no
lograron corroborar estas asociaciones, por lo cual el papel de
esta variante polimorfica en la patogénesis de la DM2 sigue
siendo un aspecto controversial dependiendo del grupo po-
blacional estudiado (30).

Existe una asociacion directa entre la obesidad y la resis-
tencia a la insulina en niflos. Hoy en dia se considera que la
RI crénica mantenida, es el rasgo comun de numerosas enfer-
medades metabdlicas y no metabdlicas, como la DM2, la obe-
sidad, la hipertension arterial, las dislipemias o la enfermedad
cardiovascular (31).

El presente estudio muestra que los nifios con
sobrepeso/obesidad sin RI y los nifios con sobrepeso/obesi-
dad con RI tienen una tendencia a presentar valores elevados

Aun cuando el LDLc no ha sido conside-
rado como criterio diagnostico del SM, se ha
propuesto que su determinacion se realice
como rutina en niflos y jovenes obesos para
lograr la identificacién temprana de niveles elevados de esta
fraccion del colesterol, la cual constituye un factor de riesgo
en la aparicion de enfermedades cardiovasculares y de lesio-
nes arteroesclerdticas a edades tempranas de la vida (31, 32).
En este estudio, los nifios con sobrepeso/obesidad sin RI 'y los
nifios con sobrepeso/obesidad y RI presentan niveles de
LDL-c elevados significativamente al comparar con el grupo
control, lo que indica que presentan una elevacion de la frac-
cién aterogénica del colesterol.

De acuerdo a los resultados obtenidos de cada uno de los
factores de riesgo cardiometabdlico (Colesterol total y frac-
cionado, TG, insulina e indice HOMA), se observa una corre-
lacion positiva entre los niveles de insulina y la severidad de
la obesidad.

Se encontrd una prevalencia elevada de factores de sus-
ceptibilidad a desarrollar SM en los nifios del estudio, siendo
el componente mas prevalente la obesidad, seguida de bajos
niveles de HDL-c, hipertrigliceridemia y alteracion de la glu-
cemia en ayunas. Un estudio realizado en nifios y adolescen-
tes chilenos obtuvo como resultados que el componente mas
prevalente para el SM fue la obesidad abdominal (76,3%), se-
guida de la hipertrigliceridemia (39,1%) y el menos prevalen-
te fue la hiperglicemia en ayunas (3,7%). En Venezuela exis-
ten pocos estudios sobre SM, Acosta y colaboradores (33) re-
portaron en 2006 una prevalencia de 13% en adolescentes (12
a 18 afios) de la zona rural del estado Falcon utilizando los
criterios del ATP III. Por otra parte, Lozada y col (34) repor-
taron en 2008 una prevalencia de SM de 13,6% en adolescen-
tes pertenecientes a dos unidades educativas de Valencia. En
nifios y adolescentes obesos de Valencia, Estado Carabobo se
encontr6 que una alta proporcion de los mismos cumplian con
tres criterios diagndsticos del SM (35).

El SM muestra una importante asociacion con la Rl y el
riesgo de presentarlo se triplica en los nifios con insulina
basal y HOMA > p75. La relacion entre la RI y el riesgo car-
diovascular, viene dado por el doble compromiso del metabo-
lismo glucidico y lipidico (36). Existe una competencia entre
la captacion periférica y el transporte de glucosa y grasa, que
contribuye a la hiperglicemia y a una mayor movilizacién y
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deposito de grasa, disminuyendo atin mas la captacion y me-
tabolismo de la glucosa (36). El hiperinsulinismo compensa-
torio, produce una hiperrespuesta del sistema nervioso simpa-
tico que explicaria la HTA asociada (37) y un compromiso en
la sintesis y accion del 6xido nitrico (ON) con el consecuente
dafio endotelial (38). Se debe destacar que el daiio endotelial
se presentan en sujetos que aun no manifiestan los trastornos
del SM y que la dislipidemia asociada contribuye a acelerar
el proceso ateroesclerdtico vascular (38).

Diversos trabajos han demostrado que el SM esta presente
en la infancia y la adolescencia, siendo la obesidad y la resis-
tencia a la insulina asociada, los dos factores determinantes
para su desarrollo (31). Ain mas, el SM en la etapa pediatrica
condiciona la aparicion de cambios a nivel del endotelio, pre-
cursores de arteroesclerosis y DM2 (31,39).

Investigaciones anteriores relacionadas con el estudio de
familia y poblacionales muestran que el SM esta influenciado
por un fuerte componente genético, con una gran variabilidad
entre diferentes poblaciones a nivel mundial. Al mismo tiem-
po, se ha demostrado que el efecto de la interaccion entre fac-
tores genéticos y ambientales es mayor que el de estos dos
componentes al actuar de manera separada.

Por lo anteriormente expuesto, es de vital importancia es-
tablecer lineamientos para la definicion e identificacion tem-
prana de los factores de riesgo considerados como cardiome-
tabolicos en sus etapas iniciales e imperceptibles para los in-
dividuos que lo padezcan, para lograr una intervencion pre-
coz que permitan la prevencion de su progresion y la apari-
cion de las posteriores complicaciones en el estado de salud
del individuo. Por otro lado, los factores genéticos son impor-
tantes en el comportamiento de la grasa corporal en respuesta
a alteraciones cronicas en el balance energético y una varie-
dad de genes que regulan el metabolismo en los adipocitos
pueden predisponer al sujeto al desarrollo de la obesidad, el
cual es uno de los componentes del SM (40).

En este estudio se evidencia una elevada frecuencia del
genotipo Gly/Gly en los nifios control, los nifios con sobrepe-
so/obesidad sin RI y nifios con sobrepeso/obesidad con RI,
sin embargo, el genotipo Gly/Arg presenta una mayor fre-
cuencia en los grupos de nifios con sobrepeso/obesidad sin RI
y niflos con sobrepeso/obesidad con RI en comparacion con
el grupo de nifos control, lo que apoya el papel que podria
tener este genotipo en el desarrollo de obesidad. Se observa
una total ausencia del genotipo Arg/Arg similar a los resulta-
dos obtenidos en otros estudios (41,42).

Los niflos con sobrepeso/obesidad sin RI y los nifios con
sobrepeso/obesidad con RI que presentan el genotipo
Gly/Arg tienen un OR elevado con significancia estadistica,
sugiriendo que la presencia de este genotipo confiere suscep-
tibilidad al desarrollo de algun grado de obesidad y RI, mien-
tras que la frecuencia del genotipo Gly/Gly esta incrementada
en niflos sanos versus los nifios con sobrepeso/obesidad sin
RI y sobrepeso/obesidad con RI, sugiriendo que la presencia
de este genotipo podria conferir proteccion contra el desarro-
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llo de obesidad y RI.

Varios estudios han encontrado asociacion entre el poli-
morfismo Gly/Arg con la DM2, resistencia a la insulina, obe-
sidad y mal control glucémico. Huri y col. reportan en porta-
dores del genotipo Gly/Arg un OR 4.48; IC 95 % [1.2-16.7]
P =0.03 para el desarrollo de RI y un OR 6.04; IC 95 % [0.6-
64.6] P = 0.02 para un empeoramiento del control glucémico
en pacientes con DM2 (43). Por otra parte, Martinez-Gomez
encontraron en individuos mexicanos una asociacion entre el
polimorfismo Gly/Arg y la DM2 con un OR = 2.43, IC 95%
CI[1.12-5.26] (44). En un estudio realizado por Alharbi y col
encontraron un incremento en la frecuencia del polimorfismo
Gly/Arg en mujeres con diabetes gestacional comparado con
las que no presentaban diabetes (45).

Sin embargo existen investigaciones que han obtenido
resultados distintos a los de este estudio, como el de
Arikoglu y col que no observaron asociacion entre el poli-
morfismo Gly/Arg con la Rl y la DM2 en individuos turcos
no obesos (46). Ademas Bodhini y col no encontraron dife-
rencias en la distribucion del polimorfismo Gly/Arg en indi-
viduos con tolerancia normal a la glucosa y con DM2 en la
poblacioén india (47).

La insulina es una hormona clave para el comienzo de una
gran variedad de actividades metabodlicas mediante su unién
al receptor de insulina y propia activacion intrinseca de tiro-
sincinasa. Este evento lleva a la fosforilacion de residuos de
tirosina de una variedad de proteinas de anclaje dentro de las
que se encuentran las proteinas del sustrato del receptor de in-
sulina (IRS) (48).

El sustrato 1 del receptor de insulina (IRS) es el principal
sustrato para el receptor de insulina y regula la sefializacion
de la via de la insulina a los largo del musculo esquelético, el
tejido adiposo y vascular. El IRS-1 es a su vez fosforilado en
sus multiples residuos de tirosina, haciendo de ¢l un promete-
dor gen en potenciar la susceptibilidad a la resistencia de in-
sulina de origen genético y DT2 (48).

La sustitucion del Gly972Arg causa un deterioro de la
asociacion del IRS-1 con la actividad cinasa del fosfatidilino-
sitol-3 (16). En uno de los estudios realizado por Marchetti y
col. (41) se muestra que la sensibilidad de insulina (evaluada
mediante la técnica de Clamp hiperinsulinemico) mostro una
reduccion significativa en los pacientes portadores de la va-
riante Arg972 comparado con los pacientes del genotipo sal-
vaje (Gly/Gly). Ademas portadores de este polimorfismo pre-
sentaban varios rasgos del SM, incluyendo niveles elevados
de triglicéridos, acidos grasos, relacion colesterol total/HDL-
¢, y presion arterial. Estos resultados se encuentran en linea
con estudios previos donde se informa la presencia de porta-
dores con la variante Arg 972 con un IMC significativamente
mas alto, insulina en ayuna elevada, Rl y triglicéridos en plas-
ma elevado (15, 28,30).

La sustitucion del aminoacido Arg en el codon 972 del
IRSI1 es el primero identificado que puede generar defectos en
un solo gen involucrado en la sefializacion de insulina, produ-




ciendo resistencia de insulina periférica y dafio en la secre-
cion de insulina, dos de los componentes importantes en la
patogénesis de la DM2 (15). En estudios realizados in vivo se
ha informado sobre una asociacion entre la variante Arg972
del IRS1 y resistencia a la insulina y la secrecion reducida de
insulina (16,17,49).

No se observaron diferencias significativas entre los indi-
viduos que presentan el genotipo Gly/Gly con respecto a los
individuos que presentan el genotipo Gly/Arg en cuanto a los
parametros bioquimicos estudiados.

Los resultados obtenidos apoyan lo expuesto anterior-
mente, donde se observa que la expresion del polimorfismo
Gly972Arg del gen IRS1 se encuentra en relacion con la pre-
sencia de obesidad, aumentando el riesgo de la poblacion es-
tudiada a desarrollar enfermedades cardio-metabolicas como
DM2, dislipidemias y ateroesclerosis. Al ser la RI y la obesi-
dad catalogados como uno de los principales factores desen-
cadenantes del SM, predisponen a estos nifios a desarrollar
éste sindrome en la edad adulta.

Los resultados obtenidos en este estudio, pueden asociar
el polimorfismo Gly972Arg del gen IRS1 con la obesidad que
es un factor de riesgo cardiometaboélico que se presenta en el
SM, el cual es considerado como marcador de riesgo en el
desarrollo de la DM2 y las enfermedades cardiovasculares.
Por lo tanto la presencia de este polimorfismo facilita la iden-
tificacion temprana de un marcador genético asociado a la
susceptibilidad a desarrollar SM, por lo que se deben tomar
medidas preventivas en estos nifios para evitar el desarrollo
de estas patologias y sus consecuencias, entre las que pode-
mos citar los cambios en el estilo de vida (dieta baja en car-
bohidratos y grasas, realizar ejercicio, entre otras).

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en niflos en el que se encuentra
una asociacion entre la presencia del genotipo Gly/Arg del
gen IRS1 con la obesidad en nifios pre-puberes y donde se en-
cuentra que el genotipo Gly/Arg del gen IRS1 confiere a los
nifios que lo portan 4 veces mas riesgo a desarrollar obesidad
que los nifios con el genotipo Gly/Gly.
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