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Resumen

Antecedentes: Los estudios de receptor de GLP-1 se han dirigi-
do ala identificacién de polimorfismos en el gen receptor de GLP-
1 que pueden ser un factor que contribuye en la patogénesis de la
diabetes mellitus y factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo,
el papel de las variantes del receptor de GLP-1 variantes en el peso
corporal, factores de riesgo cardiovasculares y adipocitoquinas si-
gue estando poco estudiado en pacientes con obesidad morbida.

Objetivo: Nuestro objetivo fue analizar los efectos del poli-
morfismo del receptor de GLP-1rs6923761 sobre el peso corpo-
ral, factores de riesgo cardiovascular y los niveles de adipocito-
quinas séricas en pacientes con obesidad morbida.

Diseiio: Se estudié una muestra de 175 obesos mérbidos. La
glucosa en ayunas, proteina C reactiva (PCR), insulina, resis-
tencia a la insulina ( HOMA), colesterol total, LDL- colesterol,
HDL- colesterol, triglicéridos y la concentracion de adipoquinas
se midieron. También se determinaron el peso, indice de masa
corporal, circunferencia de la cintura, masa grasa a través de
bioimpedancia y la presion arterial.

Resultados: Un total de 87 obesos (49,7 %) tenian el genotipo
GGy 88(50,3%) de los sujetos del estudio tenian los siguientes ge-
notipos; GA (71 obesos, el 40,6%) o AA (17 sujetos del estudio, el
9,7%) ( segundo grupo) . En el grupo con genotipo GG, los niveles
de glucosa (4,4 + 2,3 mg/dl, p < 0,05), triglicéridos (6,8 + 4,3 mg/dl ,
p <0,05), insulina (4,5 + 2,3 UI/1, p < 0,05) y HOMA (1,5 + 0,9 uni-
dades, p < 0,05 ) fueron mayores que en el grupo mutante. No se
detectaron diferencias en el resto de parametros analizados

Conclusion: Existe una asociacion entre los parametros me-
tabolicos y el alelo mutante (A) del polimorfismo rs6923761 del
receptor de GLP- 1 en pacientes con obesidad morbida. Los ni-
veles de triglicéridos, insulina y resistencia a la insulina son mas
elevados en los sujetos portadores del alelo A.
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ROLE OF RS 6923761 GENE VARIANT IN
GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 RECEPTOR ON WEIGHT,
CARDIOVASCULAR RISK FACTOR AND SERUM
ADIPOKINE LEVELS IN MORBID OBESE PATIENTS

Abstract

Background: Studies of the GLP-1 receptor have been
directed at identifying polymorphisms in the GLP-1 receptor
gene that may be a contributing factor in the pathogenesis of
diabetes mellitus and cardiovascular risk factors. Nevertheless,
the role of GLP-1 variants on body weight, cardiovascular risk
factors and adipokines remains unclear in obese patients.

Objective: Our aim was to analyze the effects of rs6923761
GLP-1 receptor polymorphism on body weight, cardiovascular
risk factors and serum adipokine levels in morbid obese
patients.

Design: A sample of 175 morbid obese patients was enrolled
in a prospective way. Basal fasting glucose, c-reactive protein
(CRP), insulin, insulin resistance (HOMA), total cholesterol,
LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides concentration
and adipokines were measured. Weights, body mass index,
waist circumference, fat mass by bioimpedance and blood pres-
sure measures were measured.

Results: 87 patients (49,7%) had genotype GG and 88
(50,3%) had; GA (71 patients, 40,6 %) or AA (17 patients, 9,7 %)
(second group). In the group with GG genotype, levels of glucose
(4,4 = 2,3 mg/dl, p < 0,05), tryglicerides (6,8 + 4,3 mg/dl , p <
0,05), insulin (4,5 + 2,3 UI/l, p < 0,05) and HOMA (1,5 + 0,9
units, p < 0,05) were higher than mutant group. No differences
were detected in other parameters.

Conclusion: Data from our study revealed an association
with metabolic parameters and rs6923761. Levels of triglyce-
rides, insulin and HOMA were higher in subjects with A alelle
than non A allele subjects.

(Nutr Hosp. 2014;29:889-893)
DOI:10.3305/nh.2014.29.4.7218

Key words: Adipokines. Cardiovascular risk factors. Glu-
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Introduccion

El péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1, 7-36
amida) es una hormona enteroendocrina que juega un
importante papel fisioldgico en el mantenimiento de ho-
meostasis de la glucosa'. El GLP-1 es producida por las
células L enteroendocrinas localizadas principalmente
en lamucosaileal y en el colon. Después de la ingesta de
alimentos, GLP-1 es secretada a la circulacién sanguinea
y actda en varios tejidos diana (islotes pancreaticos, ce-
rebro, corazon, rifién y tracto gastrointestinal), atenuan-
do el aumento postprandial de los niveles de glucosa, au-
mentando la secrecién de insulina inducida por glucosa,
estimulando el crecimiento de las células beta producto-
ras de insulina, retrasando el vaciamiento gastrico y re-
duciendo asf las excursiones de glucosa posprandial®.

Esta hormona actda a través de un receptor acoplado
a proteina G (GLP-1R), que se expresa predominante-
mente en los islotes pancredticos, pulmén y cerebro?.
Algunos trabajos sobre este receptor se han dirigido a
la identificacién de polimorfismos en el gen de GLP-
1R, que pudiera ser un factor que contribuya en la pato-
génesis de la diabetes mellitus y module diferentes fac-
tores de riesgo cardiovascular. Un estudio reciente de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2, ha identificado a
un paciente con un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) que da lugar a la sustitucién de la treonina 149
por metionina (T149M) (RS112198). En contraste con
otros polimorfismos de GLP-1R que se encontraron en
este estudio?, la sustitucion T149M no se observé en
una poblacién control de 318 individuos no diabéticos.
En otro trabajo, Beinborn y cols® demostré que la susti-
tucion T149M, cuando se introduce en el GLP-1R hu-
mano por técnicas de ADN recombinante, produce una
pérdida significativa de la funcién frente a la proteina
de tipo salvaje. En otro estudio®, dos variaciones gené-
ticas del GLPIR (rs6923761) y (rs3765467), producian
una reduccion en la afinidad de unién y la secrecion de
insulina tras la infusién de GLP-1 en sujetos sanos. Por
otra parte la variante genética (rs6923761) de GLP1-R
es la mds frecuente de todas las encontradas.

El punto de vista actual del tejido adiposo es la de un
érgano secretor activo, que produce y secreta sefiales
que modulan el apetito, la sensibilidad a la insulina, el
gasto de energia, la inflamacion y los factores de riesgo
cardiovasculares. Hasta la fecha no se ha investigado si
GLP-1 podria mejorar la resistencia a la insulina y la
funcién de las células beta pancredticas, al menos en
parte, por la modulacién de los niveles de adipocitoqui-
nas. No existe en la literatura ningtin estudio sobre la
interaccion entre la variante rs6923761 del receptor
GLP-1 y los niveles de adipocitoquinas, ni en sujetos
sanos ni en obesos. Las adipocitoquinas son proteinas
producidas principalmente por los adipocitos’. Estas
moléculas han demostrado estar involucrados en la pa-
togénesis del sindrome metabdlico y enfermedades
cardiovasculares (adiponectina, leptina, resistina®'" .

Teniendo en cuenta la alta prevalencia de este poli-
morfismo y los altos indices de obesidad en la actuali-

dad, asi como cada vez la mayor importancia de la obe-
sidad moérbida, decidimos analizar los efectos del poli-
morfismo del receptor GLP-1 (rs6923761) sobre el pe-
so corporal, factores de riesgo cardiovascular y los
niveles séricos de adipocitoquinas en pacientes con
obesidad mérbida.

Material y métodos

Se reclutaron un total de 175 pacientes con obesidad
moérbida (IMCA > 40). Este estudio se llevé a cabo de
acuerdo con las directrices establecidas en la Declara-
cién de Helsinki y todos los procedimientos fueron
aprobados por el comité de ética HURH, firmando to-
dos los pacientes un consentimiento informado. Los
criterios de inclusion fueron el indice de masa corporal
> 40 kg/m? y la ausencia de dieta para reducir peso du-
rante los 3 meses anteriores al estudio .

Los criterios de exclusion incluyeron; antecedentes
de enfermedad cardiovascular o accidente cerebrovas-
cular durante los ultimos 24 meses, €l colesterol total >
200 mg/dl, triglicéridos > 250 mg/dl, presién/arterial >
140/90 mmHg, glucemia plasmadtica en ayunas > 126
mg/dl , asi como el uso de la sulfonilurea, tiazolidine-
dionas, insulina, glucocorticoides, agentes antineopla-
sicos, bloqueadores de los receptores de angiotensina,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
medicamentos psicoactivos y una dieta hipocaldrica en
12 meses anteriores.

Procedimiento

Las muestras de sangre fueron tomadas en la mafiana
después de un ayuno nocturno. A todos los pacientes se
les determinaron la glucosa basal en ayunas, proteina C
reactiva (PCR), insulina, resistencia a la insulina (HO-
MA) , colesterol total, LDL- colesterol, HDL- coleste-
rol, triglicéridos plasmadticos, adipocitoquinas (leptina,
adiponectina, resistina), TNF alfa e interleucina 6. Se
realizaron medidas de peso, talla, bioimpedancia tetra-
polar, circunferencia de la cintura y presion arterial. En
todos se estudi6 el genotipo del polimorfismo del gen
del receptor de GLP- 1 rs6923761 .

Todos los sujetos recibieron instrucciones para reco-
ger su ingesta diaria durante tres dias, incluyendo un
dia de fin de semana. El manejo de los datos de la dieta
fue por medio de un ordenador personal equipado con
el software (Dietsource®), incorporando el uso de esca-
las de los alimentos y modelos para mejorar la preci-
sién porcidn tamaiio.

Genotipado del polimorfismo del gen del receptor de
GLP-1rs6923761

Los cebadores y sondas fueron disefiados con Beacon
Designer 5.0 (Premier Biosoft International®, LA, CA).
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La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a
cabo con 50 ng de ADN gendmico, 0,5 ul de cada cebador
(cebador directo : 5’~-GTTCCTCTACATCATCTACAC-
3 ‘y revertir 5’-CTGCTTCATTCCTCTATCTG-3 ‘y
0,25 ul de cada sonda (sonda salvaje : 5’-Fam-
CGATCCTCCTCGGCTTCAGGTA-BHQ-1-3%) y (son-
da mutante : 5’- rojo Texas - CGATCCTCCTCAGCTT-
CAGGTA-BHQ-2-3’) en un volumen final de 25 ulL
(Termociclador iCycler IQ (Bio- Rad), Hercules, CA). El
ADN fue desnaturalizado a 95 ° C durante 3 minutos, lo
que fue seguido por 45 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C
durante 15s,ya58,1°C durante 45 s) . La RCP se realizé
en un volumen final de 25 uL que contiene 12,5 ul de
IQMR Supermix (Bio-Rad®, Hercules, CA) con Taq
ADN polimerasa. El equilibrio Hardy Weimberg se eva-
Iué con una prueba estadistica (Chi-cuadrado). Las dos
variantes se encontraban en equilibrio Hardy Weimberg.

Ensayos

Los niveles de glucosa en plasma se determinaron
mediante el uso de un método de glucosa oxidasa auto-
matizado (Beckman Instruments, Fullerton, Califor-
nia). La insulina se midi6 por RIA (RIA diagnéstico
Corporation, Los Angeles, CA) con una sensibilidad de
0,5 mUI/L (rango normal 0,5-30 mUI/L)" y la evalua-
cidn de la resistencia a la insulina (HOMA) se calcula-
ron utilizando el modelo de homeostasis®. La PCR se
midi6 por immunoturbimetry (Roche Diagnostics
GmbH , Mannheim, Alemania), con un rango normal
de (0-7 mg/dl) y sensibilidad analitica de 0,5 mg/dl.
Las concentraciones de colesterol y triglicéridos tota-
les en suero se determinaron mediante un ensayo colo-
rimétrico enzimatico (Technicon Instruments, Ltd. ,
Nueva York , NY, EE.UU.), mientras que el colesterol
HDL se determiné enzimaticamente en el sobrenadan-
te después de la precipitacion de otras lipoproteinas
con dextrano sulfato de magnesio. El colesterol LDL se
calcul6 mediante la férmula de Friedewald .

La resistina fue medida por ELISA (BioVendor La-
boratory, Inc. , Brno, Reptiblica Checa) con una sensi-
bilidad de 0,2 ng/ml , con un rango normal de 4 a 12
ng/ml*. La adiponectina se midié por ELISA (R & D
Systems , Inc., Mineapolis , EE.UU.) con una sensibili-
dad de 0,246 ng/ml y un rango normal de 8,65 a 21,43
ng/ml®. La leptina se midi6é por ELISA (Diagnostic
Systems Laboratories , Inc., de Texas, EE.UU) con una
sensibilidad de 0,05 ng/ml y un rango normal de 10-
100 ng/ml'*. La interleucina 6 y TNF alfa fueron medi-
dos por ELISA (R & D Systems, Inc., Mineapolis,
EE.UU.) con una sensibilidad de 0,7 pg/ml y 0,5 pg/ml,
respectivamente . Los valores normales de IL-6 fue de
(01,12 212,05 pg/ml) y TNF-alfa (0,5 a 15,6 pg/ml)".

Antropometria

El peso corporal se midi6é con una balanza con una
precisién de 0,1 kg y el indice de masa corporal se calcu-

la como el peso corporal/(altura?) . La cintura se midié
con el didmetro mds estrecho entre el proceso xifoides y
la cresta ilfaca y la cadera con el didmetro mayor del tro-
cénter, para obtener el indice cintura/cadera (ICC). La
impedanciometria tetrapolar se utiliz6 para determinar la
composicién corporal con una precision de 50 g'®. La
presion arterial se midié dos veces después de un des-
canso de 10 minutos con un esfigmomandmetro de mer-
curio al azar cero, y un promedio de (Omrom , LA, CA).

Analisis estadistico

El tamafio de la muestra se calcul6 para detectar di-
ferencias de mds de 5 kg en la pérdida de peso corporal,
con una potencia del 90% y el 5% de significacién (n =
80) en cada genotipo con un modelo dominante. Se uti-
liz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determi-
nar la distribucion de las variables. Los resultados se
expresaron como promedio + desviacion estdndar. Se
analizaron las variables cuantitativas con distribucién
normal con una prueba t de Student de dos colas. Se
analizaron las variables no paramétricas con la prueba
de U-Mann-Whitney . Se analizaron las variables cua-
litativas con el test de chi-cuadrado con correccién de
Yates cuando fue necesario, y el test de Fisher. El test
de ANOVA se aplico para la evaluacion de los efectos
de la intervencién en ambos grupos. La prueba de Bon-
ferroni se utilizé para el andlisis post-hoc. Se realiz6 el
analisis estadistico parael AA y AG (grupo con genoti-
po mutante) y genotipo GG como segundo grupo (sal-
vaje), con un modelo dominante . Un valor de p < 0,05
fue considerado significativo.

Resultados

Un total de 175 pacientes con obesidad mérbida se
incluyeron en el estudio, firmando un consentimiento
informado. La edad media fue de 49,5 + 12,1 afios el in-
dice de masa corporal (IMC) de 44,3 + 2,1 kg/m?. Un
total de 87 obesos (49,7%) tenian el genotipo GG y 88
(50,3%) de los sujetos del estudio tenfan los siguientes
genotipos; GA (71 obesos, el 40,6%) o AA (17 sujetos
del estudio, el 9,7%) (segundo grupo) . La edad fue si-
milar en ambos grupos (49,2 + 15,3 afios vs 49,5 + 16,1
afios: ns) . La distribucion por sexos fue similar en am-
bos grupos 76,6% de mujeres y 23,4% de varones.

La tabla I muestra las variables antropométricas. No
se detectaron diferencias en las variables antropométri-
cas en ambos grupos

La tabla IT muestra las diferencias en los factores de
riesgo cardiovascular. En el grupo con genotipo GG,
los niveles de glucosa (4,4 +2,3 mg/dl, p <0,05), trigli-
céridos (6,8 +4,3 mg/dl, p <0,05), insulina (4,5 +2,3
U/, p<0,05)y HOMA (1,5 +0,9 unidades, p < 0,05)
fueron mayores que en el grupo mutante. No se detec-
taron diferencias en los niveles de colesterol total, co-
lesterol LDL , y colesterol HDL.

Polimorfismo del gen del receptor GLP-1
y obesidad mérbida

Nutr Hosp. 2014;29(4):889-893 891



Tabla I
Variables antropométricas en ambos grupos
de pacientes con obesidad morbida

Tabla III
Ingestas dietéticas en ambos grupos de pacientes
con obesidad morbida

Variables GG(n=87) (GAorAA)(n=_88) Variables GG (n=87) (GAorAA)(n=2_88)
IMC 443+24 44,0£2,1% Energia (kcal/dia) 1952, 7+741,1 1986,1 £543,2
Peso (kg) 114,6 +17,1 1142+11,8 HC (g/dia) 207,7+171,1 199,8 +£63,2
Masa libre de grasa (kg) 58,5+14,8 59,4+7,6 Grasa (g/dia) 85,9+32,1 82,5+332
Masa grasa (kg) 54,1 +12,5 52,5+12,3 Grasa S (g/ dia) 23,9+12,1 22,9+13,5
CC(cm) 1269+ 11,2 126,6 £11,5 Grasa M(g/dia) 39,3+12,3 38,8+ 12,5
ICC 0,94+0,1 0,95 +0,09 Grasa P(g/dia) 79+3.2 7,8+3,1
TAS (mmHg) 1349+ 13,1 135,7+£12,5 Proteina (g/dia) 83,9+22.5 84,9+21,8
TAD (mmHg) 86,3+7,9 86,8 +10,4 Ejercicio (hs/semana) 1,70x+2,1 1,68+1,1
Fibra dietética 14,8 +6,1 139+6,2

IMC: indice de masa corporal. CC: cintura cadera. ICC: indice cintura
cadera. TAS: Tension arterial sistélica. TAD: tension arterial diastdlica.
Sin diferencias estadisticamente significativas.

Tabla II
Pardmetros de riesgo cardiovascular en ambos grupos
de pacientes con obesidad morbida

HC: Hidratos de carbon. S: saturada. M: monoinsaturada. P: polinsa-
turada. Sin diferencias estadisticamente significativas.

Tabla IV
Niveles de adipocitoquinas séricas en ambos grupos
de pacientes con obesida morbida

Variables GG(n=87) (GAorAA)(n=2_88) Variables GG(n=87) (GAorAA)(n=2_88)
Glucosa (mg/dl) 102,5+ 14,2 107,8 +22,3* IL 6 (pg/ml) 3,3+£22 3,1+2,1

Col Total (mg/dl) 201,8+31,1 208,3+42.3 TNF-a (pg/ml) 10,5+6,4 9,8+7,7
LDL(mg/dl) 124,5 +33,1 130,3+35,2 Adiponectina (ng/ml) 21,5+19,8 23,58 +29.4
HDL (mg/dl) 533+12,2 50,7+11,9 Resistina (ng/ml) 6,1+4,8 4,7+4,1

TG (mg/dl) 129,1 £51,8 135,9 £66,9° Leptina (ng/ml) 87,7+40,1 82,7+x41,1
Insulina (mUI/L) 16,4+74 20,6 +9,9*

HOMA 3,94+53 5,54 +2,9% IL-6: interleukina 6. (*) p < 0,05.

PCR (mg/dl) 9,6+7,3 9,1+7,1

TG: Triglicérides. PCR: proteina c reactiva. HOMA: Homeostasis
model assessment. (*) p <0,05.

La tabla IIT muestra la ingesta nutricional con 3 dias
por escrito los registros de alimentos. No se detectaron
diferencias estadisticas en calorias, hidratos de carbo-
no, grasas y la ingesta de proteinas. La distribucion de
los diferentes tipos de grasas fue similar en ambos ge-
notipos.

La tabla IV muestra los niveles de adipocitoquinas
circulantes, no existiendo diferencias en los niveles.

Discusion

Nuestro estudio transversal mostrd una asociacion
entre el polimorfismo del receptor GLP-1 rs6923761 y
los niveles séricos de triglicéridos, insulina y resisten-
cia a la insulina, sin estar relacionado con variables an-
tropométricas ni los niveles séricos de adipocitoquinas.

El receptor de GLP-1 es un receptor peptidico de la
familia B de receptores acoplados a proteina G que se
expresa principalmente en las células beta pancredti-
cas, que responde a GLP1 nativa y a otras formas circu-
lantes truncadas de GLP-1. La presencia de polimorfis-
mos de un tnico nucleétido (SNP) se podria relacionar
con factores de riesgo cardiovascular en poblaciones

de riesgo como son los pacientes con obesidad mérbi-
da. La mayor parte de los polimorfismos de este recep-
tor se han evaluado in vitro, y se han estudiado minima-
mente in vivo, y sobre todo en pacientes diabéticos sin
obesidad moérbida®".

En algunos trabajos® se han identificado grandes dife-
rencias farmacoldgicas en el perfil de la sefializacion o la
modulacién alostérica del GLP1-R secundarias a multi-
ples polimorfismo, el polimorfismo con mayor afecta-
cion en la funcionalidad del receptor es la sustitucién
Thr149Met, aunque la sustitucién mds frecuente es
Gly168Ser (G- > A) 1s6923761. El papel de este polimor-
fismo no se ha estudiado en una poblacion de pacientes
con obesidad mérbida, sélo se han realizado pequefios
estudios®. En este estudio, Sathananthan y cols.® mostré
una respuesta secretora de insulina alterada a la infusién
de GLP-1 en 88 individuos sanos. Sin embargo, en este
trabajo no se informa de la distribucién de sexo en la
muestra ni del indice de masa corporal. Por otra parte, en
este pequeio estudio se detectd una baja prevalencia del
alelo mutante del 29%5, frente al 50,3% en nuestro traba-
jo.Enlaactualidad, esta variacién en la GPL-1 R no se ha
asociado con la diabetes mellitus tipo 22" .

Los resultados de nuestro trabajo mostraron una aso-
ciacién de determinados pardmetros metabdlicos con
el alelo mutante (A) de rs6923761 en obesos morbidos.
Los triglicéridos, insulina y resistencia a la insulina
fueron mas elevados en los sujetos portadores del alelo
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A, sin existir una diferencia en el peso, masa grasa o ni-
veles circulantes de adipocitoquinas. Este es el primer
trabajo en la literatura que muestra esta relacion en pa-
cientes con obesidad mérbida. Tokuyama y cols.* estu-
diaron 9 tipos de polimorfismos del GLP- 1R y no hubo
diferencias significativas en el indice de masa corporal
y la resistencia a la insulina . Sin embargo , 16923761
no fue evaluado en este estudio y todos los SNPs eva-
luados de GLP-1 R tuvieron una baja frecuencia que
1s6923761 . Los datos de nuestro estudio muestran co-
mo los obesos mérbidos con el alelo A tenfan unos ni-
veles mas elevados de triglicéridos, insulina y resisten-
cia a la insulina. El mecanismo por el que las variantes
de GLP-1 R influyen en el perfil metabdlico es desco-
nocido. Tal vez, la pérdida de efecto del receptor del
GLP-1 produzca una disminucién en las acciones de
GLP-1 y podria explicar estos resultados no relaciona-
dos con variables antropométricas. También es posible
que esta influencia sobre pardmetros metabélicos de la
variante de GLP1-R puede ser debida a la captura de
los efectos funcionales de otro SNP vinculado, y la va-
riacién de este locus puede influir en los factores de
riesgo cardiovascular. Los resultados de nuestro estu-
dio sugieren que no existe una asociacién de GLP-1 R,
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