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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar la asociacion entre las isoformas del
receptor de la leptina en sangre con diabetes tipo 2 e hipertension arterial bajo un
disefio metodologico de casos y controles para el cual se reclutaron hombres y
mujeres no embarazadas mayores de 18 afios asignados en tres grupos de la
siguiente manera: un grupo con Diabetes Tipo 2 pero sin Hipertension arterial, otro
grupo que incluy6 pacientes con Hipertension arterial pero sin Diabetes tipo 2, y un
tercer grupo de pacientes aparentemente sanos sin ninguna de las dos
enfermedades. Se realizé analisis de glucosa, Hb glucosilada, triglicéridos, perfil
de lipidos, urea y creatinina, asi como mediciones antropométricas de cintura,
cadera y de expresion de RNA mensajeros de LEPR utilizando iniciadores
especificos para las diferentes isoformas. Los pacientes fueron pareados por sexo
e Indice de masa corporal para controlar variables confusoras comunes. Dentro de
los resultados encontramos asociaciones especificas entre RNAm de las
isoformas LEPR con la DT2 y la HTA esencial. En pacientes con DT2 la Isoforma
corta se asocié con un OR= 18.04 (18.08-17.99) mientras que la Isoforma larga
presentd un OR= 5.53 (5.88-5.17). Por otro lado en pacientes con HTA la isoforma
corta se asocié con un OR= 12.03 (12.14-11.91) mientras que la isoforma larga
presenté un OR= 9.7 (9.86-9.53). De ahi que se concluye que existe una elevada
asociacion entre la presencia de RNA mensajero de las isoformas larga y corta de

receptor de leptina en sangre con la DT2 y la HTA

Palabras clave. Receptor de leptina (LEPR), diabetes tipo 2, hipertensién arterial,

expresion ectopica

VI



ABSTRACT

The objective of this study was to identify the association between leptin receptor
(LEPR) isoforms in blood of patients with Type 2 Diabetes (T2D) and Hypertension
(HBP) using a case control methodological design. Men and non-pregnant women
18 years or older were recruited and assigned into any of the following three
groups, depending on their health status: one group comprising patients with T2D
without HBP, a second group with patients with HBP without T2D, and a third
group of apparently healthy subjects to be used as control. Analysis of glucose,
glycated hemoglobin, triglycerides, lipid profile, urea and creatinine, and
anthropometric measurements were carried out, as well as determination of
messenger RNA expression of LEPR with specific primers for each isoform.
Patients were matched by sex and Body Mass Index to control confounding
variables in common. We found that in patients with T2D the short LEPR isoform
was associated with the disease with an OR= 18.04 (18.08-17.99) while the long
LEPR isoform had an OR= 5.53 (5.88-5.17). Furthermore, in patients with HBP the
short LEPR isoform was associated with the disease with an OR= 12.03 (12.14-
11.91), while the long LEPR isoform had an OR= 9.7 (9.86-9.53). We conclude that
the presence of messenger RNA for the short and long LEPR isoforms in blood

was strongly associated with the presence of T2D or HBP in patients.

Keywords. Leptin receptor (LEPR), type 2 diabetes, hypertension, ectopic

expression

VI
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INTRODUCCION

La diabetes y la hipertension son dos de los problemas de salud publica que mas
aquejan a la poblacién mundial (WHO 2007). En México las prevalencias de
ambas enfermedades ocupan el primer y segundo lugar respectivamente como
causas de enfermedad de origen no infeccioso, cifras que se reflejan en una pobre
calidad de vida de quien la padece y sus familiares (Olaiz 2006). Ambas
enfermedades mantienen una asociacion reciproca no equiparable, pero fuerte de
ambos lados; se sabe que las personas con diabetes tienen mayor probabilidades
de desarrollar hipertensién arterial que el resto de la poblacion, mientras que las
personas con hipertension tienden a presentar mayor incidencia de diabetes que

el resto de la poblacion (Pou 2001).

Ambas enfermedades son multifactoriales y metabdlicas por lo que un gran

numero de estudios las han analizado desde el punto de vista metabdlico.

La Leptina es una citocina con actividad hormonal que actua regulando la
homeostasis energética del organismo, por lo que es uno de los candidatos mas
prometedores para encontrar relaciones con ambas enfermedades. Se han
descrito diversos desérdenes que involucran a la Leptina como agente causal de
resistencia a la insulina en la diabetes y con excitacion del sistema simpatico en la
hipertension, asi como, en la ausencia de la sensacion de saciedad que a su vez

genera obesidad mérbida.

Al ser el Receptor de Leptina (LEPR) el agente ejecutante de la sefializacién de la
Leptina; éste también es un candidato a asociar con ambas enfermedades
(Frigolet 2006). En estudios previos la expresidén ectdpica y las diferencias en la
expresion de las isoformas de LEPRreceptores de Leptina se han asociado con la

diabetes tipo 2 y la hipertensién arterial.
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l.- ANTECEDENTES
1.1 Diabetes

Actualmente la diabetes se define como un grupo de enfermedades metabdlicas
cronicas y complejas que se caracterizan por un estado elevado de los niveles de
glucosa en sangre como resultado de defectos en la accién de la insulina, defecto
de la secrecidn de la insulina, o ambos (ADA 2008). Este grupo de enfermedades
es un problema de salud publica a nivel mundial debido a su alta morbi-mortalidad,
asi como la afectacion en cuanto a la calidad de vida de los individuos que la
padecen. Se han creado grupos de especialistas y asociaciones que investigan la
etiopatologia de la enfermedad y su tratamiento. Destacan entre ellas la American
Diabetes Association (ADA), la Sociedad Europea para el Estudio de la Diabetes
(EASD) y la Federacion Internacional de Diabetes (FIA) (OMS 2004).

La clasificacion y criterios diagndésticos utilizados en este trabajo estan basados en

los criterios del ADA:

a) Diabetes Tipo 1; caracterizada por destruccion de las células 8 pancreaticas
que provoca deficiencia o total ausencia de insulina.

b) Tipo 2 (DT2); caracterizada por defectos de secrecibn o accion de la
insulina o Ambas.

c) Otros tipos especificos de diabetes; que pueden ser ocasionados por
factores asociados con la actividad de la insulina y su receptores tales
como: factores genéticos, desordenes exocrinos, induccion por drogas,
trasplante de érganos etc.

d) Diabetes gestacional; que se caracteriza por presentarse en el embarazo
(Diabetes Care 2008).

De todos estos tipos de diabetes, la DT2 es la mas frecuente ya que ocupa
aproximadamente el 90%-95% de la frecuencia de este tipo de enfermedades en
la poblacién y sigue en aumento (WHO 2006, ADA 2008); y es esta misma la que

abordamos en este estudio para nuestro analisis.
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1.2 Diabetes tipo 2 (DT2)

La etiologia de la DT2 es multifactorial, incluyendo factores ambientales tales
como la alimentacion, el sedentarismo y el porcentaje de grasa corporal; todo esto
a su vez se traduce en el fendbmeno conocido como obesidad, la cual es
considerada un factor de riesgo de gran importancia para el desarrollo de diabetes
(Gonzalez 2001, Guzman 2003). Se ha comprobado que la grasa visceral esta
fuertemente asociada a hiperinsulinemia, tanto en estado de alimentacién como en
ayuno. El mecanismo para el desarrollo de este estado ya esta descrito. Este
comienza con los adipocitos viscerales que incrementan la actividad del receptor
B-3-adrenérgico, estimulando la lipdlisis dependiente de catecolaminas y liberando
cantidades elevadas de acidos grasos libres a la circulacion; ademas los
adipocitos de las personas obesas producen factor de necrosis tumoral (TNF-a) el
cual incrementa la lipdlisis en tejido adiposo y muscular liberandose como
producto final mas acidos grasos libres que generan una resistencia periférica y
hepatica a la insulina que trata de compensar el organismo mediante un
incremento en la secrecion de insulina dependiente de glucosa. (Gonzalez 2001).
Por otra parte, dentro de los factores genéticos para el desarrollo de DT2 estan los
involucrados con defectos del gen de insulina, del gen del receptor de insulina
(Cromosoma 20), Factor 4 alfa nuclear de hepatocitos (HNF-4a); (Cromosoma 7),

y glucosidasa (Cromosoma 12) por mencionar algunos de ellos (Guzman 2003).

La DT2 se caracteriza por una afectacion directa sobre el metabolismo de los
carbohidratos, factor importante en la comprensién de su patogenia (Guzman
2003).

La investigacion sobre el metabolismo energético del cuerpo ha propuesto a la
leptina y su receptor como elementos participantes en la patogenia de la DT2 al
estar asociados a su vez con la obesidad mérbida. Seufert (2004) demostré una
relacion directa entre los niveles de leptina y la secrecidn de insulina, evidenciando
que la insulina promueve la liberacion de leptina; sin embargo la acumulacién de
esta ultima ocasiona resistencia celular a la insulina provocando que se liberen

acidos grasos que sustituyen a la glucosa como fuente de energia. Mientras tanto,

-3-
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esta resistencia a la insulina ocasiona niveles altos de glucosa e insulina en
sangre generando estados de hiperinsulinemia e hiperglucemia (Seufert 2004).
Farooqi y colaboradores (2007) establecieron la relacion entre la homeostasis
energética y el receptor de leptina, al estudiar una cohorte con individuos carentes
del receptor de leptina quienes expresaban obesidad extrema y deficiencia en el
desarrollo sexual. Se han asociado mutaciones en el receptor de leptina con la
diabetes en poblacién del norte de china, donde diferentes haplotipos que generan
cambios de nucledtidos en la secuencia del gen, que producen cambios de sentido

en la traduccion y se asocian con la DT2 (Qu 2008).

1.3 Complicaciones de la diabetes

La diabetes es la principal causa de padecimientos oculares (retinopatias, edema
macular, ceguera, etc.), nefropatias, falla renal crénica terminal, neuropatias y pie
diabético, asi como amputacion de las extremidades inferiores; de la misma
manera la diabetes esta reconocida como un factor de alto riesgo para
enfermedad cardiovascular (ECV) (Villegas 2004).

1.4 Epidemiologia de la Diabetes

Se estima que la diabetes afecta a 285 millones de personas a nivel mundial. En
México existen aproximadamente 67,317,000 personas afectadas, lo que
representa una prevalencia de 10.1% (IDF 2007). Estudios realizados en México
establecen que la prevalencia de la DT2 se eleva con respecto a la edad de la
poblacion pues en adultos jovenes se encontrd una prevalencia media de 7%, que
por genero es mas alta en mujeres (7.3%) que en los hombres (6.5%); en el grupo
de mayores de 50 y menores de 59 la prevalencia alcanza 13.5 % en mujeres y
14.2 % en hombres y por ultimo en mayores de 60 pero menores 69 se incrementa
hasta 21.3% en mujeres y 16.8% en hombres (Olaiz 2006). No obstante estos
datos se encuentran por debajo de la media nacional del 22% establecido

mediante la encuesta nacional de salud y nutricion 2006 (Olaiz 2006).
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La prevalencia nacional se ve afectada por la alta incidencia que presentan los
estados del centro y del noroeste del pais que sobrepasan la media nacional,
destacando: Nayarit, Zacatecas, Sinaloa, Coahuila, Baja California Sur, Durango y
Sonora (Olaiz 2006). Durango es uno de los estados de mayor afectacién por
diabetes ya que existe una prevalencia del 18.9% (Olaiz 2006. INSP 2007) y se ha
tenido un aumento del 4.2% de prevalencia con relacién a la encuesta nacional de
salud y nutricién del afio 2000 (INSP 2007).

1.5 Diagnéstico de la DT2

Conocer los niveles plasmaticos de glucosa ayuda a comprender mejor el
metabolismo de los carbohidratos, por lo que del analisis de estas cifras de
glucemia se han descrito fenotipos normales, fenotipos con predisposicion a la
pérdida de homeostasis y fenotipos que se consideran patolégicos. Los cuerpos

colegiados han dado los siguientes parametros para categorizarlas:

1. Hipoglucemia con cifras menores a 60 mg/dI,

2. Glicemia normal de 70-100 mg/dl,

3. Pre-diabetes o deterioro del metabolismo de la glucosa, que son cifras de
glucosa que se consideran un factor de riesgo para generar diabetes, de
101 mg/dl a menos de 126 mg/dl

4. Diabetes, con cifras iguales o superiores a 126 mg/dl que deben ser
confirmadas (ADA 2008)

El diagndstico de la diabetes se basa en la determinacion de glucosa post carga
(100 o 75 gr de sucrosa) en la cual cifras menores de 140 mg/dl se consideran
normales. Valores iguales o mayores de 140 mg/dl pero menores de 200 mg/dl se
consideran como estado pre diabético donde hay problemas en el metabolismo de
carbohidratos, mientras que cifras mayores o iguales a 200 mg/dl sugieren
diabetes, aunque estas deben ser confirmadas (Diabetes Care 2008).

Por otro lado existen pruebas de monitoreo de la evolucién, deterioro o control del
metabolismo de la glucosa, dentro de las cuales destaca la Hemoglobina

glucosilada (Hb) la cual nos proporciona una aproximacion del promedio de las
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cifras de glucosa que ha presentado un individuo los ultimos tres meses. La Hb
glucosilada se forma por la condensacion de la glucosa en la porcion N-terminal
de la cadena beta de la hemoglobina por la adicion de residuos de glucosa: a
mayor glucemia, mayor glucosilaciéon de la hemoglobina. En diabetes las cifras
altas de Hb glucosilada se han asociado con un mayor riesgo de generar
complicaciones en la DT2. La Hb glucosilada en conjunto con el estudio de
glucosa de ayuno se utilizan como pruebas de escrutinio en pacientes con factores
de riesgo preexistentes aceptada por los grupos colegiados (Pérez 2009).

La prueba que se considera como el estandar de oro es la curva de tolerancia a la
glucosa aunque no es la mas utilizada por disparar el costo del diagndstico asi
como la incomodidad del paciente y la poca reproducibilidad. Sin embargo es la
mas sensible para determinar el manejo de la glucosa y en forma indirecta la

resistencia a la insulina (Trujillo 2007)
1.6 Hipertensién arterial (HTA)

La HTA se considera tanto una enfermedad como un factor de riesgo
cardiovascular. La HTA se define como una elevacion persistente de los valores
de tension arterial por encima de los limites considerados como 6ptimos (120/80)
aunque estos valores se encuentran en constante actualizacion a la luz de la
informacion que se genera en forma continua (Berjon 1998). Actualmente la HTA
se clasifica y se trata de acuerdo a los criterios del séptimo informe del Joint
National Comittee on Prevention, Detection, Evaluation and Treament of High
Blood Pressure (JNC VII) del 2003, que contempla la medicion de cifras tanto para
la tension sistélica como para la diastolica (Chobaniam 2003). Aunque hay que
contemplar las cifras de ambas tensiones arteriales para evaluar el riesgo de
generar complicaciones algunos médicos prefieren analizarlas por separado ya
que se creia que la tensidon diastélica era un mejor indicador de la resistencia
periférica que la tensidon diastdlica; hecho que no ha sido apoyado del todo. La
mayoria de las complicaciones, incluyendo la enfermedad coronaria, el ictus, la
enfermedad arterial periférica y la insuficiencia cardiaca se han mostrado estar

mas relacionadas con la presion arterial sistélica que con la diastdlica, al igual que
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en evento cerebrovascular (G.E.H.A. 2005). Aunque las cifras de tension arterial
normales se encuentran en el rango de los 120 a 129 mmHg para la presidn
sistdlica y de 80 a 84 mmHg para la diastdlica, las cifras de tension arterial
consideradas como Optimas se encuentran en 120 mmHg para la tension sistélica
y de 80 mmHg en la tension diastdlica o ligeramente por debajo. Cifras por encima
de los 120/80 mmHg se consideran un factor de riesgo de pre-hipertension que
predispone a que el individuo genere un estado patolégico hipertensivo. En
general, estas cifras se organizan y se dividen en cuatro estadios que se basan en
la sintomatologia, el riesgo al desarrollo de complicaciones posteriores, asi como
en la forma en que el médico los puede abordar para su tratamiento. La

clasificacion actual se muestra en el cuadro 1:
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Cuadro 1. Clasificacion y tratamiento de la hipertension arterial

Clasificacion Presién Presién Manejo
arterial arterial Moadifica-cion | Tratamiento inicial con drogas
sistolica | diastolica | | egtilo de Sin indicaciones precisas Con indicaciones precisas
(mmHg) | (mmHg) vida
Normal <120 <80 Estimular
Pre- 120-139 |80-89 Si No indicar drogas | Drogas indicadas en la urgencia
Hipertension antihipertensivas
Hipertension 140-159 | 90-99 Si Diuréticos tiazidicos para la|Drogas para las indicaciones
estadio 1 mayoria; se puede considerar | precisas.
inhibidores de la ACE, | Otras drogas antihipertensivas
blogqueadores de los receptores | (diuréticos, inhibidores de la
de angiotensina, Beta | ACE, bloqueadores de los
bloqueantes, bloqueadores de | receptores de angiotensina,
los canales de calcio, o |Beta bloqueantes,
combinacioén. bloqueadores de los canales de
calcio) segun necesidad.
Hipertension >160 >100 Si Combinacién de 2 drogas para | Drogas para las indicaciones
estadio 2 la mayoria (usualmente | precisas.
diuréticos tiazidicos y | Otras drogas antihipertensivas
inhibidores de la ACE, o[ (diuréticos, inhibidores de la
bloqueadores de los receptores | ACE, bloqueadores de los
de angiotensina, o0 Beta|receptores de angiotensina,
bloqueantes, o bloqueadores | Beta bloqueantes,
de los canales de calcio bloqueadores de los canales de
calcio) segun necesidad.
(Chobaniam 2003)

La HTA para fines de este estudio se clasifico como esencial o sistémica y

secundaria o de etiologia indefinida (Ruesga 2005), siendo desconocida la

participacion de ésta ultima en las prevalencias mencionadas anteriormente. En

general, la HTA sistémica es de desarrollo lento y gradual, y se ha descrito que en

sus inicios los mecanismos compensadores que controlan a los factores presores,

pierden actividad dando lugar a el incremento en la frecuencia cardiaca, volumen
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circulante que se traducen en un mayor volumen por latido y por ende en un
mayor gasto cardiaco lo que en consecuencia origina el fendmeno hipertensivo
(Ruesga 2005)

Estudios epidemiolégicos han documentado una correlacion entre la edad y las
cifras de tensién arterial concluyendo que conforme aumentaba la edad, las cifras
de tension arterial aumentan; sin embargo este hallazgo no es normal ni benéfico
para el sujeto lo que indica que personas mayores de edad deben de tener mayor
cuidado de conservar sus cifras de tension arterial en niveles 6ptimos (G.E.H.A.
2005).

1.7 Etiologia

La etiologia de la HTA es multifactorial, dentro de los factores ambientales
modificables se pueden identificar: tabaquismo (acelerador de la aterosclerosis y
generador de aumento del colesterol sérico), alcoholismo (eleva la tension arterial
mediante una respuesta simpatica central), alto consumo de sodio y potasio
electrélitos que pueden generar HTA por elevacion de catecolaminas o
aceleracion de la bomba de Na/K, el consumo de cafeina estimula la actividad del
sistema simpatico, el sedentarismo, las hiperlipidemias, la diabetes, la obesidad, el
estrés (Huerta 2001) y niveles elevados de Leptina. Shek y colaboradores (1998)
describieron esta ultima, al establecer de forma experimental que al inyectar
leptina de manera crénica a ratas via arterias aorta y femoral a altos niveles se
elevo la tension arterial (TA). Por otro lado se encuentran los hallazgos descritos
por Vecchione y colabroadores (2002) en donde las células endoteliales y los
anillos adrticos responden a los altos niveles de leptina con la generacion de oxido
nitrico que es un agente hipotensor. El oxido nitroso es un factor anti-aterogénico y
funciona como neurotransmisor y que es liberado en la circulacion cerebral,
pulmonar y coronaria. Es sintetizado por las células del endotelio vascular
produciendo vasodilatacion (Drucker 2005) y es dependiente de la sintasa de NO,
enzima que se activa por la presencia de iones calcio en el medio intracelular. De

ahi que estimulos que incrementan la concentracién del calcio intracelular son
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considerados vasodilatadores dependientes del endotelio. Se cree que la
liberacion de NO modula el efecto de los vasoconstrictores, dentro de los que
destacan: Angiotensina I, Agonistas adrenérgicos a y Endotelina I. Sin embargo,
el estimulo fisiolégico mas importante de la sintesis y liberacion de oxido nitroso es
la friccion del flujo sanguineo sobre la superficie endotelial, pues la sintasa de
oxido nitroso endotelial es sensible a las variaciones de presion parcial de

oxigeno, activandose cuando ésta disminuye (Drucker 2005)

Existen otros factores que se consideran como no modificables, dentro de los
cuales estan : la raza (habiendo mayor riesgo en los Afroamericanos), género (al
ser mas propenso el sexo masculino) (Huerta 2001, Simone 2006) y aspectos
genéticos como los que involucran las modificaciones de la actividad de la leptina
y su receptor asi como y alteraciones en los sistemas renina-angiotensina (SRA),
renina, angiotensinogeno (AGT), enzima convertidora de la angiotensina (ECA) y
receptor tipo | de la angiotensina Il (AT1R), que son considerados como los mas
importantes debido a su relacién con la regulacién de la tension arterial (TA) a
través de su influencia en la homeostasis sodio-agua y en el tono vascular (Puras
1995). Otro regulador de los niveles de TA es la angiotensina Il que es un péptido
vasoconstrictor muy potente que tiene un marcado efecto hipertensor. Esta
hormona se forma a partir del angiotensinégeno del plasma mediante una serie de
reacciones enzimaticas que se inician con la renina que producida en el aparato
yuxtaglomerular del rifidn, cuya accion sobre el angiotensinbgeno produce la
angiotensina | que después es convertida en la angiotensina Il por accion de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA). La angiotensina Il modifica las cifras
de tension arterial cuando la homeostasis del sistema cardiovascular no es ideal
(Drucker 2005).

Otros factores genéticos asociados con la hipertension son la hiperinsulinemia e
hiperglucemia ya que se ha descrito que niveles elevados de glucosa ocasionan
remodelacion del epitelio que recubre las paredes del sistema circulatorio
ocasionando esclerosis estando ambos factores asociados a la accion que tiene la
leptina a nivel celular y en diferentes niveles en el sistema cardiovascular y renal,

asi como el aumento de la descarga simpatica (Lopez 2006).
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1.8 Epidemiologia de la Hipertension (HTA)

La prevalencia de hipertension arterial a nivel mundial no es del todo clara aunque
a nivel nacional se estima una prevalencia del 32.2%, de la cual los hombres son
mas propensos ya que presentan una prevalencia del 20.1% mientras que las
mujeres presentan una prevalencia del 12.1%. Ademas se cree que el 50% de los
hombres mayores de 60 afios padecen HTA y que la mayoria de ellos lo
desconoce (Olaiz 2006).

Al igual que la DT2 la prevalencia de HTA es mas alta en los estados del centro y
del noroeste del pais (Nayarit, Zacatecas, Sinaloa, Coahuila, Baja California Sur,
Durango y Sonora) sobrepasando la media nacional (Olaiz 2006). En lo particular
el estado de Durango presenté una prevalencia en el 2006 a dos puntos por
encima de la media nacional (INSP 2007), incrementandose 25.9% desde el 2000
(INSP Dgo. 2006).

1.9 Leptina

Uno de los reguladores del metabolismo energético es la leptina, la cual es una
proteina codificada por el gen LEP el cual se ubica en el cromosoma 7 en la region
g31.3 (NCBI.LEP). El gen consta de mas de 15000 pares de bases y posee tres
exones separados por dos intrones. En los exones 2 y 3 es donde se lleva a cabo
la sintesis de leptina (Zahng 1994). En su homologo del ratén la region promotora
tiene una secuencia C/EBP, la cual es un factor de transcripcion, seguido de una
caja Timina Adenina Timina Adenina (TATA) (Fabienne 1996).
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Figura .1 Diagrama del gen de leptina (LEP)
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Fuente: http://ncbi.nim.nim.gov/sites/entrez/leptin

En los seres humanos la Leptina es regulada por diversos elementos tales como
AMP-ciclico o los glucocorticoides. El gen posee 650 kilobases, aunque el acido
ribonucleico mensajero (ARNm) sélo cuenta con 4.5 kilobases (Sanchez 2005). La
proteina consta de 167 a.a con un peso molecular de 16KD y contiene un puente
disulfuro necesario para su actividad biologica.

La resonancia magnética nuclear y el andlisis estructural por cristalografia,
revelaron que la leptina estd compuesta por cuatro hélices- [J antiparalelas unidas
por dos brazos largos cruzados y un pequefo bucle (Keiichi 1998; Ren 2004;
Fruhbeck 2006).

Figura 2. Configuracion estructural de la leptina

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=55396
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En 1994 Zhang y su equipo de colaboradores lograron la clonacion de este gen
que actualmente se conoce como Lep debido a que a la proteina identificada
como su producto dieron el nombre de “leptina” que en su raiz griega “leptos”
significa delgado. Sin embargo, en ciertos ensayos matematicos, como el
metaanalisis realizado por Paracchini y cols (2005) no se encontré ninguna
asociacion entre la leptina y la obesidad. Las expectativas que se tenian sobre
este elemento fueron posteriormente confirmadas demostrandose su importancia
en el control de la ingesta alimentaria y el peso corporal, ya que tanto en humanos
como en roedores la ausencia de leptina causa obesidad severa e hiperfagia
(Friedman 1998). Aunque esta no sea la unica causa de la obesidad, sus
mutaciones o ausencia pueden ser determinantes para presentar el fenotipo de
obesidad que es una de las enfermedades mas importantes de la vida moderna
(Simon 2002).

1.10 Biologia de la leptina

La leptina es producida principalmente por los adipocitos, aunque también se
expresa en menor proporcidon en placenta, hipotalamo, musculo esquelético,
mucosa gastrica y epitelio mamario (Sanchez 2005). La leptina se encuentra en la
circulacién sanguinea de forma libre y ligada a proteinas tales como el receptor

soluble de leptina y alpha2-macroglobulina (Kratzch 1995, Landt 2000).

Su secrecion varia de acuerdo a un ritmo circadiano en forma de pulsos
aproximadamente cada 45 minutos. Su concentracion aumenta conforme avanza
el dia alcanzando su pico maximo aproximadamente a la media noche para luego
decrecer e iniciar un nuevo ciclo; las concentraciones de este ciclo dependen de la
alimentacion ya que un estado de ayuno puede hacer que la concentracién de
leptina disminuya, aunque se ha reportado que también esta disminucion es
determinada por los niveles de insulina en plasma (Sanchez 2005). En el caso de

la leptina enddgena su vida media es de aproximadamente 25 minutos, mientras
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que en la exdgena es de 90 minutos aproximadamente y su eliminacién se lleva a

cabo por via renal (Sanchez 2005; San Miguel 2005).

Figura 3.Segregacion y senalizacion de la leptina
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Fuente:http://ilevolucionista.blogspot.com/2008/11/el-mono-obeso-entrevista-jos-enrique.html

Se sabe que la expresion de la leptina es promovida por algunas hormonas como
el cortisol, la insulina y la glucosa e inhibida por otras como la testosterona, la
epinefrina y la norepinefrina (Kraemer 2002). También se ha descrito la inhibicion
de la expresion de leptina por la proteina SOCS-3, la cual pertenece a una familia
de proteinas con dominios SH2 que tienen sitios especificos de unién para
residuos fosforilados de tirosina. La estructura general esta conformada por una
regidon amino terminal variable, un dominio central SH2 y un dominio carboxilo
terminal llamado caja SOCS, esta estructura aparentemente se une a Jak-2 sélo si
la leptina se encuentra presente inhibiendo la autofosforilacion de la cinasa y la
fosforilacion del receptor de esta manera inhibe la senalizacién de la leptina a su
receptor generandose la resistencia a la leptina (Frigolet 2006). En otros estudios

se observd que para mantener los niveles de leptina se necesita Zinc, afectando
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también la produccién de TNFa e IL-2, ademas de que la leptina es una influencia
necesaria para la actividad de algunas hormonas tiroideas (Botella-Carretero
2001). La leptina tiene una regulacion endocrina, por ejemplo el ciclo circadiano
que presenta esta asociado a la regulacién de la hormona estimulante de tiroides
(TSH); no obstante, la deficiencia de TSH responde a la administracion de leptina
exdgena. Sin embargo, las hormonas tiroideas triyodotironina (T3) vy
tetrayodotironina (T4) a su vez regulan la expresion y accion de la leptina durante
el periodo de inanicién dejando evidencia de la relacion que mantiene la leptina

con el sistema endocrino (Bliher 2004)

Figura 4. Sistema endocrino modulador de la segregacion y funcion de la leptina
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Fuente: http://biologiamza.blogspot.com/2009/06/sistema-endocrino-u-hormonal.html
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1.11 Actividad de la leptina

La leptina tiene multiples funciones en la regulacion del metabolismo aparte de
actuar sobre diferentes 6rganos y tejidos, por ejemplo se sabe que la leptina se
expresa en el utero y placenta. Se ha documentado la expresion variable de

leptina en el endometrio y trofoblasto en el cerdo (Smolinska 2007).

La funcion mas conocida de la leptina es la regulacién del peso corporal, que
involucra la actividad de la leptina sobre el hipotalamo donde actua mediante dos
vias: una orexigénica, inductora de apetito, donde la leptina actua sobre las
neuronas NPY y AGRP; y una via anorexigénica, inductora de saciedad, donde la
leptina actua sobre neuronas POMC, aMSH y CART generando anorexia o bulimia
(Fruhbeck 2006, Godinez 2004). Las células POMC producen una hormona
peptidica alfa anorexigeno estimulante de melanocitos que actuan a través de los

receptores melanocortina que regulan la actividad de la leptina (Bjorbek 2004).

Se sabe que la leptina tiene una influencia sobre la activacién de las vias JAK
ISTAT. En ensayos experimentales se ha descrito a la leptina como una hormona
con propiedades anti apoptoticas ya que ejerce su accion mediante senalizacion
de las vias JAK/STAT y ISR-PI 3-kinase-Akt generando la inactivacion de la
muerte celular programada. Mansour sometié a células de timo de ratas a
tratamiento generador de apoptosis y a la par tratando a un grupo con leptina
exdgena encontrado disminucion significativa de la apoptosis celular en las
muestras tratadas con leptina (Sweeney 2002, Mansour 2006) También se ha
descrito la leptina como un factor de proliferacion asociado a un mal pronéstico de
cancer endometrial al actuar sobre las vias MAPK, AKT, STAT3 generando
promocién de la invasion del cancer (Sharma 2006). También se ha descrito su
participacion en el crecimiento de tumores mamarios al actuar sobre el factor de
crecimiento endotelial y la expresion de la ciclina D por lo cual se le considera
como factor de riesgo para cancer de mama (Gonzalez 2006). Otros autores han
descrito que la leptina aumenta la actividad de HER2 en el cancer de mama

ocasionando mayor resistencia a los tratamientos para este tipo de cancer (Fiorio
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2008). En estudios in vitro sobre carcinoma hepato celular se observo que la
leptina impulsaba a las células cancerosas a pasar de GO o G1 a fase S y
mayormente a G2 lo que corrobora su capacidad como agente mitdogeno (Zhou
2008). En la esclerosis multiple se ha reportado que en la evolucion de la
enfermedad aumenta la expresion de la leptina (Matarese 2005). Se han descrito
otras funciones tales como la regulacién de la inflamacién, la hematopoyesis vy el
sistema inmune. En cuanto a la inflamacion se le ha asociado con el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), la
interleucina 1 (IL-1), la interleucina 2 (IL-2), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina
12 (IL-12), el interferon (IFN-y), células T y macrofagos, ya que aumenta su
actividad durante la respuesta inflamatoria (Fantuzzi 2000). En la hematopoyesis
la leptina juega un papel importante ya que activa a los monocitos macréfagos,
aumenta la cantidad de linfocitos circulantes y regula la produccién de células T,
CD4 y CD8, ademas se han descrito algunas mutaciones que pueden afectar los
niveles de estas células y otras lineas celulares (Sanchez-Margalet 2003, Fantuzzi
2000). Otras funciones de la leptina estan asociadas con el inicio de la pubertad y
la maduracion sexual, ya que tiene propiedades como factor de crecimiento debido
a su relacion con eventos mitégenos, con la respuesta inmune, eventos pro-
inflamatorios, aumento de masa mineral 6sea y eventos -cardiovasculares
(Sanchez 2005).

1.12 La leptina y la hipertensioén arterial

Shek (1998) describe un aumento de la tension arterial tras la infusion de leptina
via intra-femoral o carétida por siete dias en un modelo murino, al igual que un
fendbmeno de diuresis que vuelven a su estado basal después de retirar el estimulo
de la leptina. Por otro lado, en los experimentos in vitro con células de anillos
aorticos se asocia a la leptina con la produccion de oxido nitroso (NO) que tiene un
efecto hipotensor (Vecchione 2002). Se ha llegado a la conclusién que la leptina
genera contraccion cardiaca que es compensada por factores tales como la
generacion de oxido nitroso (Wold 2002) ademas induce la produccion de proteina

C reactiva (PCR) la cual es un marcador de inflamaciéon y de dafio en musculo
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cardiaco (Singh 2002). A partir de este hallazgo se han descrito diferentes
mecanismos para explicar el aumento de la TA, entre los que destaca la accidn
simpatica ejercida por la leptina sobre el sistema cardio-renal (Rahmouni 2004).
Imatoh 2003 describe por estudio de casos y controles que niveles altos de leptina

son factor de riesgo para desarrollar HTA (Imatoh 2008).

1.13 La leptina y diabetes

Al ser una proteina reguladora del sistema energético del cuerpo, la leptina
también se ha considerado una de las proteinas candidatas para asociarse con la
Diabetes. La actividad de la leptina sobre la funcion del pancreas ha sido de gran
importancia ya que se ha demostrado que niveles disminuidos de leptina producen
estados de hiperinsulinemia que se revierten cuando se administra leptina
exdgena (Seufert 2004). En estudios posteriores se identificd que la leptina inhibia
la transcripcion del gen de la insulina disminuyendo la generacién de la pre-
proinsulina y por lo tanto la insulina circulante produciendo estados de
hiperglicemia (Seufert 2004). Ademas se ha descrito que la leptina modifica el
metabolismo de los lipidos del organismo mediante modelos animales que al ser
tratados con leptina exdégena disminuye la concentracion de triglicéridos
plasmaticos (Prieur 2008). En las dislipidemias se ha observado que disminuye las
fracciones proteicas de colesterol (Prieur 2008). La leptina actua en forma directa
sobre la beta oxidacion de musculo, la cual ayuda a que los lipidos plasmaticos
sean aprovechados para la generacion de energia, la glucdlisis, ademas de que

aumenta las enzimas de la beta oxidacion como el PPAR [J (Prieur 2008).

1.14 Receptor de leptina

La identificacion del receptor de leptina se llevd a cabo en forma inicial en el ratén
por medio de proteinas hibridas administradas al torrente sanguineo y rastreando
la sefalizacién, encontrandose la distribucidn del receptor de leptina (Lepr)
(Tartaglia 1995). La ubicacién del receptor de leptina en: ratones, ratas y humanos
no esta conservada por lo que el modelo animal debe de ser tratado y extrapolado

antes de sacar conclusiones (Chung 2006). Este receptor es codificado en el gen
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LEPR que se encuentra en la region p31 del cromosoma 1, posee 18 exones y 19
intrones, y pertenece a la super familia de receptores de citoquinas (Baumann
1996).

Figura 5. Diagrama del gen del receptor de leptina (LEPR)
000001 .10
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Fuente:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/receptorleptin

1.15 Receptores de citoquinas

Esta familia de receptores tiene dominios conservados y funciones relacionadas;
se caracterizan por plegarse sobre si mismas para formar algo similar a un
sandwich. Se dividen en dos grupos los receptores de citoquinas tipo 1 y los
receptores de citoquinas tipo 2, ambos fueron relacionados por conservar
secuencias de aminoacidos idénticas en sus estructuras basicas, distribuidos en
14 bloques de secuencias altamente conservados (Bazan 1990),

Las citoquinas generan cascadas de sefalizacion por fosforilacion de su hormona
sefaladora (Bazan 1990) y por tanto se creia que todos los receptores de
citoquinas estaban situados en la periferia celular. Sin embargo se empezaron a
reportar diversos receptores que eran solubles y estaban en sangre abriendo
nuevas lineas de investigacion sobre estos nuevos receptores (Elson 1998). Por
su naturaleza y estructura el receptor de leptina se considera una citoquina del tipo
| (Baumann 1996).
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Figura 6. Estructura general de los receptores de la familia de las citoquinas

Catorce bloques caracteristicos de las familias de citocinas | y Il

distribuidos en un dominio intracelular, dominio intramenbranal y un NH
dominio extracelular de sefializacion y plegamiento de porcion 3
amino terminal

[.:I \
J
Dominio

COOH Dominio intramembranal
intracelular

Plegamiento de
sefializaciéon

Dominio extracelular

Fuente: BAZAN J.F. Structural design and molecular evolution of a cytokine receptor superfamily. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA.1990; 87:6934-6938.

1.16 Isoformas del receptor de leptina
El receptor se presenta en tres diferentes isoformas en el humano dadas por
splicing alternativo denominadas: isoforma soluble, isoforma corta, e isoforma
larga; cada una con longitud y actividad diferente (NCBI GenelD:3952).
La isoforma larga tiene una extension de 3,824 pb que se traducen en un producto
de 1,165 a.a. con un peso molecular de 132,493 Dalton. La isoforma corta tiene
una extension de 3,096 pb que se traducen en un producto de 958 a.a con un
peso molecular de 109,393 Dalton. Ambas isoformas tienen una similitud cercana
al 100% hasta el aminoacido 816 donde inician las diferencias a nivel del residuo
839 su similitud se reduce al 70%. Ambas isoformas presentan un dominio
intramembranal de 23 a.a. (Tartaglia 1997); sin embargo, su dominio
transmembranal es muy diferente ya que la isoforma larga pose una extension de
302 a.a. mientras que la isoforma corta solo pose 34 residuos (Bjobaek 1997). La
isoforma soluble por su parte tiene una extensiéon de 5,157 pb que se traducen en
un producto de 896 a.a. con un peso molécular de 10,490 Dalton (Haniu 1998). A
pesar de su nombre esta ultima no es la unica que se ha observado en circulacion.
La expresion en sangre de las otras isoformas se han visto asociadas a dolor
lumbar y otras patologias, y la presencia ectopica de estas isoformas propias de

membrana se han asociado a protedlisis de la membrana (Maamra 2001).
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Figura 7. Isoformas del receptor de leptina y dominios conservados

LEP LEPR LEP
D
Membrana N y
Dominio
Dominio ~——— | transmembrana
Citoplasm intramembranal

Fuente: Tartaglia L. the Leptin Receptor. The journal of biological chemistry 1997;272(10):6093-6096

La expresion de otras isoformas en plasma también ha sido sugerida como la via
alterna para la segregacion del receptor soluble a la circulaciéon evadiendo la
maduracién en el aparato de Golgi y vaciamiento, como lo hacen la mayoria de las
proteinas que se vacian al torrente, sin que esto este del todo confirmado (Ge
2002). No obstante la isoforma soluble es ubiquitinizada en forma normal para su

degradacion por la proteina clatrina en la endocitosis (Belouzard 2006)

1.17 Actividad del receptor de leptina

La accion que inicia la leptina a través de sus receptores, depende enteramente
de los dominios que pose cada una de las isoformas y su sitio de expresion. Sin
embargo; estas funciones estan relacionadas con el control de la homeostasis de
la energia del cuerpo y de la funcion neuroendocrina (Gong 2007). Se ha descrito
que el receptor de membrana pose regiones altamente conservadas divididas en
dos cajas con un segmento intracelular de 29 aminoacidos que estan ubicados a
15 aminoacidos del grupo carboxilo terminal, el cual se considera indispensable
para la transduccion de sefales. Dentro de esta secuencia se ha identificado un
par de aminoacidos hidréfobos (Leu896/Phe897) que son cruciales para la
sefalizacion, al igual que tres glutamatos distales de la primera porcion
conservada los cuales cumplen con la generacién de cascada de sefalizacion a

STAT3 (Bahurenberg 2002) La sefializacion requiere 44 aminoacidos basicos mas
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la presencia de 21 aminoacidos adicionales del dominio citoplasmatico
(Bahurenberg 2002). Las regiones intronicas del gen LEPR también han sido
estudiadas y se ha encontrado que el tamafio exacto de cada intron es
conservado, a excepcion de los intrones entre exones 7 y 8, y entre los exones 11
y 12, que miden 153 y 80 pares de bases, respectivamente; ademas se han
descrito dos secuencias polimérficas candidatas a su utilizacion para genética de
poblaciones (Chung 1996).

La isoforma larga se expresa principalmente en: hipotalamo, cerebelo, corteza
piriforme, talamo, hipocampo, amigdalas y tracto respiratorio (Sanchez 2005).

La Leptina activa vias alternas para generacion de energia y aunque el cerebro es
uno de los 6rganos que se alimenta principalmente de glucosa su actividad en
cerebro no esta del todo dilucidada (Golden 1997). La sefalizacion de LEPR en el
Sistema Nervioso Central (SNC) ya ha sido descrita, y de acuerdo con Leshan y
colaboradores (2006) se sabe que genera estas cascadas de senalizacion al
fosforilar a JAK2 mediante varios residuos de tirosina, activando a STAT3 lo que
provoca diversas reacciones a nivel del SNC como activacion de la via
anorexigénica, orexigénica y excitacion del sistema simpatico (Leshan 2006).
Aunque se ha tratado de asociar los niveles de expresiéon de LEPR con los niveles
de leptina se ha descrito que el receptor de leptina en musculo se expresa sin
correlacion directa con los niveles de leptina en suero (Borja 2007).

La accidn de la isoforma larga (LEPRI) se basa en la activacion de sistemas en los
que intervienen los receptores STATS (Gong 2007), y de la proteina Janus-Kinasa
por fosforilacion (Bjorbaek 1997, Gong 2007). La isoforma corta se presenta en:
rinones, pulmones, plexo coroide e hipotalamo y su accidén también puede deberse
sélo a la activacién de algunos tipos de proteinas Janus (Janus2) por fosforilacion
débil y superficial (Bjorbaek 1997)

La isoforma soluble se expresa en plasma y su principal funcién es el
mantenimiento de los niveles de leptina en sangre. Las mutaciones o ausencia del
este receptor, pueden generar problemas de balance metabdlico y afectar

sistemas como el de la insulina.
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Se han realizado diversos estudios relacionando mutaciones en el gen con los
niveles de expresion de LEPR. El grupo indigena Pima en México se caracteriza
por presentar un fenotipo con alto contenido de tejido adiposo y resistencia a la
insulina, lo cual ha sido asociado con la presencia de siete polimorfismos con
cambio de sentido relacionados con obesidad extrema y resistencia a la insulina
(Thompson 1997). Li y colaboradores (2005) correlacionaron los niveles de leptina
con la expresion del receptor soluble de la leptina y la insulina, asi como con la
aparicion de la pubertad y el inicio de la menarca, el porcentaje de tejido magro en
la maduracion del ser humano. La leptina es regulada por el receptor soluble, el
cual puede estar unido a la leptina plasmatica (Zastrow 2003; Huang 2000). En
animales, especificamente el cerdo, la leptina y su receptor son determinantes

para el éxito en la fecundacion del évulo (Aquila 2008).

Algunos estudios han considerado utilizar el receptor soluble como tratamiento del
cancer gastrico ya que se le han encontrado acciones inhibitorias de ciertas
hormonas retrasando el avance del mismo (Wiwanitkit 2007). Por otra parte, en el
cancer de mama se ha encontrado que tanto LEP como LEPR presentan
sobreexpresion, asociandose particularmente con un mal prondstico de dicho
cancer (Garofalo 2006). De hecho se ha propuesto su medicién como un factor
prondstico de la evolucion de este cancer, posiblemente por su efecto sobre el

estradiol y otras hormonas que ayudan a la proliferacion celular (Revillon 2006).

La expresion ectopica de las isoformas del receptor de la leptina se han asociado
con la presencia de cancer de estomago (Mix 2000), leucemia mielocitica y
sindrome mielodisplasico debido a proliferacion celular y su actividad anti-

apoptética (Konopleva 1999).

En estudios de expresion proteica de la isoforma soluble se ha descrito que esta
ausente en plasma de sujetos con hipofagia dejando en claro que la presencia
atipica de cualquier isoforma puede ocasionar diferentes tipos de enfermedades.
También se ha descrito que pueden ser menguados en su expresion por algunos
factores como son los autoinmunes y el sindrome Bardet-Biedl al igual que en

estados de dietas ricas o en ayuno (Farooqi 2007; Gallardo 2005; Seo 2009).
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1.18 Receptor de leptina en diabetes

La leptina se asocia con el balance energético a través de la sefalizacion llevada
a cabo por su receptor (LEPR) actuando sobre varias proteinas secundarias que
intervienen en el balance energético, como por ejemplo, la insulina y el glucagon
también asociado con la expresion de hormonas tiroideas, que actuan, entre otras
cosas, sobre el balance energético en el organismo (Bailleul 1997; Santaniemi
2004).

Algunos autores han asociado la cantidad de receptor soluble libre, asi como el
unido a la leptina, con la diabetes tipo 1 (Zacharov 2005, Kotajima 2005, Kratzsch
2004). De la misma manera Qu y colaboradores (2007) encontraron que en una
poblacion del norte de China algunos haplotipos de LEPR se asocian con la

presencia de DT2.

Actualmente se sabe que el receptor de la insulina y LEPR tienen caracteristicas
compartidas, por lo que al ser activados actuan conjuntamente modificando el
metabolismo de carbohidratos tanto desde el sistema nervioso como desde la

célula (Benomar 2005).
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Il. JUSTIFICACION

Actualmente la DT2 y la HTA son problemas de salud publica, ya que ocupan los
primeros lugares de morbilidad y mortalidad en el mundo, ambos se han tratado
de atender y prevenir con poco éxito. Se sabe que la etiologia de ambas
enfermedades es de origen multifactorial y que la informacion recopilada a la fecha
es insuficiente para establecer todos los factores que se asocian con ambas
enfermedades. Desde hace algunos afios las mutaciones en los genes de la
leptina y su receptor han sido candidatos prometedores para ser asociados con
estas dos entidades; también se ha documentado que la presencia ectdpica de las
isoformas corta y larga se relacionan con diferentes enfermedades neoplasicas y
metabdlicas. Con base en lo anterior proponemos identificar la posible asociacion
entre las isoformas del receptor de la leptina en sangre y la diabetes tipo 2 e

hipertension arterial.
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La informacion poco concluyente sobre la etiopatogenia de la diabetes tipo 2 y la
hipertension arterial sistémica esencial, complica en forma importante la
prevencion y el tratamiento de las mismas. Por lo que la investigacion enfocada a
conocer y comprender mas los factores de riesgo que se asocien con ambas
enfermedades es de vital importancia para avanzar en el alcance de una mejor

calidad de vida para los individuos.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre las isoformas del receptor de la Leptina presentes en

sangre con la diabetes tipo 2 e hipertension arterial?
V. HIPOTESIS

La presencia de las isoformas del receptor de leptina en sangre esta asociada con
DT2 e HTA

VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Identificar la asociacion entre las isoformas del receptor de la leptina en

sangre de pacientes con DT2 e HTA
6.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar las diferentes isoformas del receptor de leptina en sangre de

pacientes con HTA

¢ |dentificar las diferentes isoformas del receptor de leptina en sangre de

pacientes con DT2

e |dentificar las diferentes isoformas del receptor de leptina en sangre de
personas sin HTA ni DT2

o Establecer si existe asociacion entre las isoformas del receptor de la leptina

en sangre con DT2

e Establecer si existe asociacidon entre las isoformas del receptor de la leptina
en sangre con HTA
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Diseiio metodolégico
Casos y controles
Donde casos pacientes con DT2 o HTA
Y controles individuos aparentemente sanos
7.2 Universo muestral

Pacientes de los Hospitales: Santiago Ramén y Cajal del ISSSTE, Unidad
de Investigacion del IMSS y Clinica Cardio-Prevent, de la ciudad de

Durango, México.
7.3 Poblacion de estudio

e Pacientes con HTA sin DT2, pacientes con DT2 sin HTA y sujetos sin DT2
ni HTA atendidos en el Hospital Santiago Ramén y Cajal del ISSSTE,
Clinica Cardio-Prevent y de la Unidad de Investigacion del IMSS, de la

ciudad de Durango, México
7.4 Tamaino de muestra

El tamafo de muestra se calcula a partir de la formula

[‘..gm*fﬂ-pﬂ-nhnﬁ-nl]i
. [Pl -HF

En donde:

n = tamano de la muestra.

Za = 1.96 que equivale a una probabilidad de error tipo alfa de 5%
o un significancia del 95%.

p="2(p1+p0)
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p1=p2R+[1+p2(R-1)]

p2 = Frecuencia relativa esperada en controles que en el peor de los casos
seria del 0.5.

R = Razén de momios esperada de la asociacion, que en este caso fue de

4 unidades.

ZB = 0.84 que equivale a una probabilidad de error beta del 20% o poder

del 80%.

El tamano de muestra, desarrollando la férmula, resulta en 38 sujetos por

grupo
VIIl. CRITERIOS DE SELECION

8.1 Criterios de inclusion

e Hombres y mujeres no embarazadas mayores de 18 afios con diagnostico
previo de: DT2 sin HTA, HTA sin DT2, y sin DT2 ni HTA

8.2 Criterios de exclusion

Enfermedad vascular diferente a HTA

Enfermedades mieloproliferativas

Enfermedades oncoldgicas

Discrasias sanguineas

8.3 Criterios deliminacién
e Pérdida involuntaria de la muestra y sea imposible su recuperacion

e Peticion de exclusion del estudio por parte del participante
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IX. Variables
9.1 Variable independiente

Presencia de RNAm de las isoformas del receptor de la leptina en sangre

periférica.

Tipo de variable: nominal dicotémica
Valores obtenidos: presencia / ausencia
Tipo de comportamiento: Bernulli

9.2 Variables dependientes

Diabetes tipo 2 determinados por encuesta y analisis refractométrico de glucosa
bajo los criterios del ADA los cuales en normo glicemia incluyen glucosas de

ayuno menores a 126mg/dl segun los criterios del ADA

Hipertension arterial esencial determinado por encuesta y medicion de la tensién
arterial y clasificados segun los criterios del JNCVII, considerando como normo

tensioén valores iguales o por debajo de 120/80 mmHg
Tipo de variable: nominal dicotomica

Valores obtenidos: presencia / ausencia

Tipo de comportamiento: Bernulli

9.3 Variables confusoras

Obesidad: fenotipo de los individuos con un IMC igual o mayor a un indice de 25,
segun la clasificaciéon de Garrow, que se obtiene al dividir el peso entre la estatura

en metros al cuadrado
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Temporalidad de enfermedad: definida como en la diferencia entre la fecha de
hallazgo de la enfermedad a la fecha obtenida por entrevista y expediente clinico

del examinado.

Hipertension concomitante con DT2: pacientes que tengan dentro de sus
caracteristicas fenotipicas glucosas en ayuno mayores a 126 mg/dl determinada
por refractometria enzimatica y Hb glucosilada >5.5 determinada por refractometria
con cifras de tension arterial sistolica>135 y diastdlica>85 obtenidas por medicion

con baumanometro manual.

9.4 Variables intervinientes
Edad

Definicién: Tiempo en anos que comprende desde el nacimiento a la fecha de la

entrevista

. Tipo de variable: variable cuantitativa discreta

, Valores obtenidos: valores con numeracion natural

Tipo de comportamiento: Xi

v

Sexo
Definicidn: fenotipo que identifica al individuo como hombre o mujer

v Tipo de variable: nominal dicotémica
v' Valores obtenidos: hombre / mujer

v" Tipo de comportamiento: Bernulli

Perimetro de cintura
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Definiciéon: medida en centimetros de la circunferencia de la cintura obtenidos por
medicion directa de la circunferencia abdominal tomado del punto medio entre las

crestas iliacas y las costillas flotantes

v' Tipo de variable: variable cuantitativa continua
v" Valores obtenidos: valores con numeracion racional

v" Tipo de comportamiento: normal

Presion sistolica

Definicidn: presion maxima desarrollada durante la expulsién de sangre por el
corazdn donde son determinantes el gasto sistdlico y la elasticidad aortica
tomadas con un baumanometro de brazalete vy clasificandose segun los criterios
de la JNCVII

v Tipo de variable: variable cuantitativa discreta
v" Valores obtenidos: valores con numeracion natural

v" Tipo de comportamiento: normal

Presion diastdlica

Definicidén: presidon minima que se puede registrar en el sistema arterial siendo
determinantes las resistencias periféricas, tomadas con un baumanometro

analdgico de brazalete y clasificandose segun los criterios de la JNCVII

v" Tipo de variable: variable cuantitativa discreta
v" Valores obtenidos: valores con numeracién natural

Tipo de comportamiento: normal

v

Glucosa

Definicidn: carbohidrato simple con estructura de seis carbonos utilizado como

fuente primaria de energia en los tejidos obtenida por analisis de refraccion
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enzimatica tras ayuno de 12 hrs considerando valores normales entre los 70 y los
99 mg/dl segun la ADA

v" Tipo de variable: variable cuantitativa continua
v" Valores obtenidos: valores con numeracién racional

v Tipo de comportamiento: normal

Colesterol

Definicion: lipido esteroide con base en el ciclopentanoperhidrofenantreno
localizado en diversos 6rganos y tejidos forma parte de membranas celulares y de
las hormonas esteroides sus valores normales estan por debajo de los 200mg/dl

obtenida por refractometria enzimatica.

v" Tipo de variable: variable cuantitativa continua
v" Valores obtenidos: valores con numeracién racional

v Tipo de comportamiento: normal

Triglicéridos

Definicidn: compuestos lipidicos compuesto de tres acidos grasos y un alcohol de
bajo peso molecular (glicerol) generados como parte del metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas en el higado. Utilizados como fuente de
almacenamiento de energia con valores normales en sangre por debajo de los

150mg/dl medidos por refractometria enzimatica

v Tipo de variable: variable cuantitativa continua
v" Valores obtenidos: valores con numeracion racional

v' Tipo de comportamiento: no paramétrico
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Hb glucosilada

Definicién: compuesto generado por la glucosilacién de la hemoglobina en los
extremos carbonilos terminales, la determinacién de este analito nos da idea de
los valores de glucosa que ha manejado un individuo los ultimos tres meses. Es
determinada por espestrofotometria. Los valores considerados normales son

inferiores al 5%

v' Tipo de variable: variable cuantitativa continua
v" Valores obtenidos: valores con numeracién racional

v' Tipo de comportamiento: no paramétrico
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X. PROCEDIMIENTOS

1. Se procedié reclutar a los pacientes que cubrieran los criterios de inclusién
en poblacion abierta por parte de colaboradores del Hospital Santiago
Ramon y Cajal del ISSSTE, la clinica Cardio Prevent y de la Unidad de
Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social. En la ciudad de
Durango. Se les ley6 la carta de consentimiento informado y se les entrego
por escrito se la firmo la carta de consentimiento informado tanto por el
paciente dos testigos y el colaborador.

2. Se procedié a abrir el archivo clinico del paciente que incluyé aspectos
heredofamiliares, antropometria e identificacion de habitos alimenticios y
recreativos que fueran factores de riesgo para las enfermedades
analizadas. Seguido se procedi6 a enviar al paciente a el area de
laboratorio

3. Se procedio6 a la toma de muestra en las instalaciones del Hospital General
de Durango. la muestra se tomo por puncion venosa obteniendo muestras
tanto para analisis de laboratorio clinico y analisis molecular. El analisis
quimico se realizd en el equipo automatizado de quimica seca Vitros 950 de
Johnson & Johnson del Hospital General de Durango

4. La extraccion de ARN total el cual se realizé por el kit comercial Fluka en un
periodo no mayor a 40 minutos después de tomada la muestra.

5. La extraccion se mantuvo a -70°C hasta el analisis molecular

6. Se analizé la calidad e integridad del ARN por medio de geles de agarosa al
1% tefiidos con bromuro de etidio y geles de poliacrilamida 29:1 tefidos con
nitrato de plata.

7. Se procedio a la obtencion de cDNA por medio de retrotrascripcion de cada
una de las muestras

8. Se confirmd la retrotrascripcion por medio de geles de agarosa al 1%

tefidos con bromuro de etidio
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9. Se procedio a la realizacion de PCR de punto final con primers especificos
para cada una de las isoformas. en todas las reacciones de amplificacion se
utilizé un control interno de amplificacion que correspondié a una muestra
positiva para cada una de las isoformas, las cuales estan cuantificadas a
200 ng por ul y en cada pozo se colocaron 3 ul lo que equivale a 600 ng de
amplificado

10.Se verificod la presencia de los productos de amplificacion de PCR los
cuales se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de
etidio o Sybr green en trans-iluminador de luz UV mostrando las isoformas
de LEPR
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Xll. RESULTADOS

De manera general, los pacientes diabéticos mostraron dislipidemia marcada ya
que sus niveles de triglicéridos fueron aproximadamente un 62% mayores que los
controles (Cuadro 2). Al estratificar por género fue notorio que las mujeres
diabéticas fueron las que presentaron dicha diferencia significativa en los niveles
de triglicéridos con respecto a las mujeres del grupo control aparte de mostrar una
diferencia significativa en el perimetro de cintura que en los hombres no se
presenta (Cuadro 3). Este comportamiento no fue notorio en el grupo de pacientes
con HTA (Cuadro 4), sin embargo, al estratificar por género, similarmente a los
grupos anteriores, pudimos observar que las mujeres hipertensas también
presentaron niveles significativamente elevados de triglicéridos cuando se

comparan con el grupo control (Cuadro 5).

Cuadro 2. Estadistica descriptiva de controles y diabético con prueba de
homogeneidad

Controles (n=39) Diabéticos (n=38) P

Género 26 mujeres/13 hombres 26 mujeres/12 hombres

Edad (afios) 47.3+14.8 50.3 £ 12.7 0.17
IMC (Kg/m?) 276+4.2 29.54+55 0.30
Cintura (cm) 90.5+10.3 97.8+12.2 0.01
PAS (mmHg) 111.1+7.8 115.63 +6.4 0.03
PAD (mmHg) 77.3+5.2 73.57 £+ 6.6 0.01
Glucosa (mg/dL) 77.5+10.1 157.66 + 66.3 <0.001
Colesterol (mg/dL) 194.8 +29.9 203.87 £ 51.8 0.32
Triglicéridos (mg/dL) 140.5 (100-207) 228 (115-317) <0.01

Media + Desviacion Estandar,Rango intercuartil (P25-P75), T de student, *Wilcoxon
IMC*-indice de masa corporal

PAS*- presion arterial sistolica

PAD*- presion arterial diastolica
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Cuadro 3. Estadistica descriptiva de controles y diabético con prueba de
homogeneidad separado por sexo

Mujeres Hombres
Controles Hipertensa P Controles Hipertenso P
n=26 s n=24 n=13 s n=12

Edad (afos) 456+ 12.8 494 +12.3 0.2 50.1+17.3 53.3 0.7
IMC (Kg/m®) 27.5+4.69 296 5.6 0.6 24.8 + 9.64 101.4 £11.6 0.3
Cintura (cm) 882+ 11.2 96.7+124  <0.001 95.94 +4.8 101.3+£11.6 0.5
PAS (mmHg) 110.2 £ 8.04 115.3+4.7 0.2 113.37.07 116.6 + 4.23 0.3
PAD (mmHg) 774+42 722+59 0.01 77+73 775%35 0.8
Glucosa (mg/dL) 76.3 £ 10 1716 £654  <0.001 819 114 + 36 <0.01
Colesterol (mg/dL) 193 + 29.4 201.7+2.9 0.5 198.4 + 32.9 210.6 £ 39.9 0.5

Triglicéridos (mg/dL) ~ 134.5 (90-187) 211 (162-296) <0.001* 155 (113-261) 232 (122-168)  0.2*

Media + Desviacion Estandar,Rango intercuartil (P25-P75), T de student, *Wilcoxon
IMC*-indice de masa corporal, PAS*- presion arterial sistélica, PAD*- presion arterial diastolica
Col*- colesterol, Tg*- triglicéridos

Cuadro 4. Estadistica descriptiva de controles e hipertensos con prueba de
homogeneidad

Controles (n=39) Diabéticos (n=36) P
Género 26 mujeres/13 hombres 24 mujeres/12 hombres
Edad (afios) 47.3 +14.8 50.02 £ 13 0.06
IMC (Kg/m?) 276 +4.3 29.8 +5.1 0.1
Cintura (cm) 90.5+10.3 96.3 + 11 0.03
PAS (mmHg) 111.1+7.8 128.1 £ 13.8 <0.001
PAD (mmHg) 773152 87.7+7.9 <0.001
Glucosa (mg/dL) 77.5+10.1 85.9+125 <0.01
Colesterol (mg/dL) 194.8 +29.9 205.1 + 38.8 0.3
Triglicéridos (mg/dL) 140.5 (100-207) 181.5 (147-226) 0.23*

Media + Desviacion Estandar,Rango intercuartil (P25-P75), T de student, *Wilcoxon
IMC*-indice de masa corporal

PAS*- presion arterial sistélica

PAD*- presion arterial diastolica
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Cuadro 5. Estadistica descriptiva de controles e hipertensos con prueba de
homogeneidad separado por sexo

Edad (afios)
IMC (Kg/m®)
Cintura (cm)
PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

Glucosa (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)

Controles
n= 26
4557 +12.8
27.5+4.7
88.2+11.2

110.21 £ 8.04

77.39+4.22

76.25+10
193+29.5

134.5(90-187)

Mujeres
Hipertensa
s n=24
51.2+10.2
30.7+5.2
93.618.7

125.5 £11.5
86.5+5.9

87.95 +13.4
216.9+39.9

216(177-292)

P

0.13

0.17

0.04

<0.001

<0.001

<0.01

0.41

0.01*

Controles
n=13
50.1 +17.3
24.8+9.6
95.9+4.8
1133+ 7.1

77 £7.3 (58-
80)

81+9.0
98.4 £32.9

155 (113-261)

Media + Desviacion Estandar,Rango intercuartil (P25-P75), T de student, *Wilcoxon
IMC*-indice de masa corporal
PAS*- presion arterial sistélica
PAD*- presion arterial diastélica

Col*- colesterol

Tg*- triglicéridos

Hombres

Hipertenso
s n=12
60.5 £15.2
29345
100.5+13.1

132.41 £16.5
88.75+£10.7

83 +11
188.21 £31.3

147 (122-168)

0.10

0.21

0.58

0.02

0.01

0.65

0.45

0.50*

Una vez establecida la homogeneidad de los grupos a comparar se procedio al

analisis molecular de las muestras, de este se logro obtener amplificado de la

isoforma soluble de LEPR en el 100% de las muestras de controles, hipertensos y

diabéticos. No obstante las isoformas corta y larga presentaron una expresion

diferencial. En cuanto al grupo de controles la isoforma corta se expreso en el

10.2% (n=4) mientras que la larga solo en el 7.7% (n=3). En los diabéticos la

isoforma corta se expreso en el 86.8% (n=33) de las muestras mientras que la

isoforma larga se expreso en el 31.6% (n=12), y en los hipertensos la isoforma

corta se expreso en el 57.8% (n=22) de las muestras mientras, que la isoforma

larga lo hizo en el 44.7% (n=17) (cuadro 5).

-40 -



Gpe. Antonio Loera Castafieda CIIDIR-IPN Durango Maestria en Ciencias en Biomedicina

Figura 9 Amplificacion de la isoforma soluble de LEPR

Gel de agarosa al 1.5% tefido bromuro de etidio donde se observa la banda correspondiente a la isoforma
soluble con un peso molecular de 579 pb en ambos grupos. Se identifican con H los del grupo de hipertensos
y con D el grupo de Diabéticos. Las siglas CP corresponden al control positivo

Figura 10 Amplificacion de la isoforma larga de LEPR

H H H H CND D D D D D C C

Gel de agarosa al 1.5% tefiido bromuro de etidio donde se observa la banda correspondiente a la isoforma
larga con un peso molecular de 501 pb en ambos grupos. Se identifican con H los del grupo de hipertensos y

con D el grupo de Diabéticos. Las siglas CP corresponden al control positivo y CN corresponden al control
negativo
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Figura 11 Amplificacion de la isoforma corta de LEPR

H H H H H H H CN D D N n n D] n C

Gel de agarosa al 1.5% tefido bromuro de etidio donde se observa la banda correspondiente a la isoforma
corta con un peso molecular de 722 pb en ambos grupos. Los carriles correspondientes a los numeros 1 al 9
corresponden a muestras de hipertensos y del 10 al 13 y del 15 al 17 corresponden a muestras de diabéticos,
carril (-) corresponde al control negativo y el carril 14 al control positivo. Se usé6 un marcador de peso
molecular de 100 pb .

Cuadro 6. Distribucion de las isoformas en la sangre de los tres grupos analizados

No. de muestras positivas (%)
Isoformas Soluble Corta Larga
Hipertensos (38) 38 (100) 22 (57.8) 17 (44.7)
Diabéticos (38) 38(100) 33 (86.8) 12 (31.6)
Controles (39) 39(100) 4 (10.2) 3(7.7)

Cabe resaltar que en algunos pacientes existio la expresién concomitante de
alguna de las isoformas ectopicas con la isoforma soluble de expresién silvestre
en sangre. En el grupo de los hipertensos se encontré que el 55.2% presento la
expresion concomitante de la isoforma soluble y la corta; el 42.1% presentaban a
la par la expresion de la isoforma soluble y la larga, mientras que solo el 2.7%
restante presentaban las tres isoformas al mismo tiempo Por otro lado, en el
grupo de los diabéticos se encontré qué el 65.8% de los diabéticos presentaban

expresion de la isoforma soluble y la corta en el analisis, en tanto que la isoforma
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larga se expresaba concomitante a la soluble en el 10.5% de la muestra y la
expresion de las tres isoformas se llevaba a cabo en el 23.7% de la muestra.

Es de importancia sefalar que el 17.9% de los controles presentaron expresion
concomitante de soluble y corta, o larga pero nunca ambas.

Para el analisis estadistico se sometieron los datos a tablas de contingencia para
la prueba de hipotesis obteniéndose la razén de momios también se sometieron a
la chi cuadrada con correccion de yates para hacer el analisis mas estricto

obteniéndose los siguientes resultados

Cuadro 7. Resultados de asociaciones obtenidas en tablas de contingencia

Razdén de momios Intervalo de confianza
Isoforma corta
controles & diabéticos OR=18.0 (17.9-18.1)
Isoforma larga
controles & diabéticos OR=5.5 (5.17-5.9)
Isoforma corta
controles & Hipertensos OR=12.0 (11.91-12.1)
Isoforma larga
OR=9.7 (9.53-9.9)

controles & Hipertensos
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Cuadro 8 resultados de la prueba de hipétesis por X? con correccion de yates

X2 Valor de p
Isoforma corta
controles & diabéticos X?=42.21 <0.001
Isoforma larga
controles & diabéticos X ?=5.56 0.02
Isoforma corta
controles & Hipertensos X 2=17.46 <0.001
Isoforma larga
controles & Hipertensos X ?=11.88 <0.001
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Xlll. DISCUSION

Los resultados aqui reportados son los primeros que reportan asociaciones entre
la expresion ectopica de las diferentes isoformas en sangre con la diabetes tipo 2
y la HTA debido a que la expresion ectopica de LEPR se ha analizado
anteriormente como factor de riesgo en procesos mieloproliferativos tales como las

leucemias (konopleva1999), asi como eventos relacionados al cancer.

Este estudio se basdé en las premisas reportadas por varios autores que
determinaron en sus estudios la participacion en forma directa o indirecta de LEPR
en la pérdida de la homeostasis metabdlica. Algunos ejemplos dello son el estudio
de Qu y colaboradores (2008) en el cual ellos hallaron que ciertos haplotipos de
SNPs de LEPR soluble se asocian con la presencia de diabetes tipo 2, alcanzando
un OR de 1.69; de igual forma Farooqi y colaboradores (2007) describieron que en
una poblacién con hiperfagia y dislipidemia en el norte de china se encontraba una
deficiencia en la expresion de la isoforma soluble del receptor de leptina. Este
ultimo rasgo de manejo del metabolismo de lipidos fue también descrito entre
otros por Prieur en el 2008 estableciendo que la accion de la leptina sobre el
metabolismo de los lipidos es llevada a cabo por medio de la sefializacién de sus
receptores. Por su parte, Nain-Fegn y colaboradores (2001) y Paragano y
colaboradores (2006) vieron que la HTA se asocia con la activacion del sistema
nervioso simpatico por LEP produciendo una sobre excitacion en estados de

hiperleptinemia, aunque la cascada de senalizacion directa aun no se conoce.

Actualmente se conocen con exactitud los sitios de expresion normales de las
diferentes isoformas de LEPR a lo largo de la economia del organismo y sus
funciones se han descrito para diversos o6rganos y sistemas; por ejemplo la
expresion de la isoforma larga en el hipotalamo, que genera una transduccién de
sefales; la expresion de la isoforma corta en rifiones, la cual estd encargada de
generar cascadas de senalizacion y facilitar la internalizacién de la leptina; o la
expresion de la isoforma soluble en plasma dénde se hace cargo principalmente

del transporte y mantenimiento de las concentraciones normales de leptina en
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sangre (Sanchez 2005) sin embargo Maamra y colabroadores (2001) han descrito
que la presencia de isoformas no propias de la sangre (i.e. larga y corta)
generadas por medio del corte del receptor en la membrana celular por parte de
familias de metaloproteinasas que de forma normal escinden la isoforma soluble.
Sin embargo, en este estudio no se puede determinar la razén de la presencia
ectopica de estas isoformas en pacientes con enfermedades metabdlicas como la
HTA y la DT2 ya que no se realizaron estudios de rastreo molecular ni

sefalizacion in vitro.

Otra de las posibles razones de las asociaciones encontradas es que al ser
inhibida la accion del receptor soluble por parte de las isoformas ectépicas la
leptina se acumula generando hiperleptinemia que se ha asociado a resistencia
periférica a la insulina la cual ocasiona estados de hiperglicemia y por ultimo una
remodelacion del epitelio que se traduce en ateroesclerosis, aumentando la
resistencia a la insulina y niveles cada vez mayores de glucosa en sangre lo que

se podria traducir en DT2 e HTA

En cuanto a la expresién ectopica de las isoformas de LEPR en nuestros grupos
de controles cabe destacar que al compararlos con el resto del grupo no se
hallaron tendencias que indique que estos sujetos tengan predisposicion genética
o ambiental para generar DT2 o HTA segun lo muestran sus antecedentes heredo

familiares y bioquimicos.
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XIV. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados podriamos interpretar la presencia de la isoforma
soluble en sangre como una isoforma de expresion constitutiva de sangre
considerandola como un parametro normal y de comparacion con la expresion de

las otras isoformas de LEPR.

También podemos concluir que la presencia en sangre de la isoforma corta genera
18.04 veces mayor probabilidad de padecer DT2 y 12.03 veces mayor
predisposicion de padecer HTA que el resto de la poblacidon, mientras que la
presencia de la isoforma larga de LEPR en sangre la podemos asociar con una
predisposicion que eleva 5.53 veces mayores probabilidades de que un individuo
presente DT2 y eleva el factor de riesgo en un 9.7% para hipertensién con

respecto al resto de la poblacién
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XV. PERSPECTIVAS

El siguiente paso a realizar en propuesta seria el analisis de los niveles de
expresion de cada isoforma con el fin de complementar el analisis realizado en
este estudio, pues una de las limitantes en este trabajo es: que si la transcripcion
del mensajero se lleva a cabo en cantidades minimas pero que la célula limite su
progresion eliminando a dichos mensajero por ser un defecto de transcripcion, el
meétodo utilizado en este disefio experimental no discriminaria la expresion

ectopica de un error de trascripcion que la célula puede arreglar por si sola.

Por otro lado la expresion protéica es otro de los pasos a seguir pues se pueden
generar expresiones del gen en forma de trascritos pero que la célula puede
bloquear en su traduccidén y expresion protéica lo cual podria generar resultados
diferentes a los obtenidos en este estudio, una de las lineas generadas en este
estudio es el analisis de la expresiéon de la isoforma corta por medio de una
cohorte para saber si la relacidn que mantiene la diabetes como factor de riesgo
para hipertension y vice versa se puedan deber a la expresion de esta isoforma de
LEPR
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ANEXOS

Extraccion de ARN

PASOS ESPECIFICOS PARA CELULAS EN SUSPENSION

1) Prepare la solucion D afiadiendo 100 ul de B-mercaptoetanol por cada 14mi

de solucién de desnaturalizacién por cada gramo 10% células a tratar (esta
se puede conservar a temperatura ambiente hasta por un mes

2) Afiada 10 ml de solucién D por cada 10° células y mezcle por un minuto a
temperatura ambiente

3) Anada 1 ml de cetato de sodio 2 M pH 4.0 y mezcle por inversién.

PASOS GENERALES PARA EXTRACCION

4) Anada 10 ml de agua saturada de fenol (evitando tomar de la fase acuosa)
y mescle por inversién

5) Anada 2 ml de cloroformo:isoamilalcohol 49:1 y mezcle

6) Sacuda enérgicamente por 10 segundos y enfrié con hielo por 15 minutos.

7) Transfiera la muestra a un tubo de 50 ml previamente enfriado y
centrifugue a 10,000 g durante 20 minutos a 4°C. EI ARN estara presente
en la capa superior acuosa mientras que el ADN y proteinas estaran

presentes en la interfase y bajaran la fase de fenol

PRECIPITACION

8. Trasfiera la fase acuosa a un tubo frio y mezcle con un volumen equivalente
de isopropanol.

9. Precipite el ARN por enfriamiento a -20°C por lo menos 1 Hr

10.Recupere el precipitado de ARN centrifugando a 10,0009 por 20 minutos a
4° C y descarte el sobrenadante

11.Disuelva el RNA en 3 mL de solucién D. (pipetee de forma delicada para

recuperar la mayor cantidad de material)
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12.Repita la precipitacion afiadiendo 3 ml de isopropanol, mezcle bien y enfrié a
—20°C por una hora

13.Centrifugue a 10,000 g por 10 minutos a 4°C

LAVADO

14. Descarte el sobrenadante y lave la bola generada de ARN con etanol
previamente enfriado a -20°C y centrifugue en seco y con vacio por 15

minutos

SOLUBILIZACION

a. La solubilizacion se realiza en 500ul de SDS a 65°C por 10 minutos
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Procedimiento de Retro trascripcion

1. Se procede a generar una cama de hielo para trabajar las muestras en frio

2. Se descongelan las muestras y se procede a la mezcla de reaccién de la

siguiente manera

Buffer 5uL
Primers 4 uL
DNTPs 3uL
M-MLVRT 1 uL
Agua 3 uL
ARN 9 uL

3. Las condiciones de la RT son:
39°C 60 minutos
70°C 5 minutos

4°C por periodo indefinido
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Condiciones de PCR para las diferentes isoformas de LEPR

Isoforma soluble Isoforma corta Isoforma larga
Sentido: Sentido: Sentido:
Iniciadores 5" GTCAGAAGATGTGGGAAA 3° 5'GACTCATGTGCAGTGTTCAG 5 GCTATTTTGGGAAGATGT 3’
3
Antisentido:
Antisentido: Antisentido:
5" TGGCACATTGGGTTCATC 3°
5'GTGCCCAGGAACAATTCTT 3’ 5" TGCCTGGGCCTCTATCTC 3’
30 ciclos 32 ciclos 33 ciclos
Programa de 95°C x 2 min 95°C x 2 min 95°C x 2 min
Amplificacié
n 95°C x 45 seg 95°C x 45 seg 95°C x 45 seg
54°C x 45 seg 53°C x 45 seg 58°C x 45 seg
72°C x 45 seg 72°C x 45 seg 72°C x 45 seg

extension final a 72°C x 5 min  extension final a 72°C x 5min  extension final a 72°C x 5min

y conservadas a -4°C y conservadas a -4°C y conservadas a -4°C
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