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Resumen

Introduccion: Recientemente se ha descrito un polimor-
fismo (1359 G/A) del receptor CB1, presentando el alelo A
una frecuencia elevada en poblacion europea. El objetivo de
nuestro estudio fue evaluar el efecto del polimorfismo
(G1359A) del receptor CB1 en parametros antropométri-
cos, factores de riesgo cardiovascular y niveles de adipocito-
quinas en una muestra de pacientes con obesidad moérbida.

Material y métodos: Se analiz6 una muestra de 66
pacientes con obesidad mérbida. A todos los pacientes se
les determinaron el peso, la presion arterial, glucemia en
ayunas, proteina C reactiva (PCR), insulina, colesterol
total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, triglicéridos y adi-
pocitoquinas, asi como el genotipo del polimorfismo
C1359A del receptor CB1 endocanabinoide.

Resultados: Un total de 38 pacientes (57,6 %) presentaron
un genotipo G1359G (grupo salvaje) y 28 pacientes G1359A
(42,4%) (grupo mutante). El peso (117,4 + 17,4 kg vs 109,4 £
13,8 kg: p < 0,05), indice de masa corporal (45,4 +4,7vs 43,3
+3,4: p <0,05), masa grasa (60,1 + 13,4 kg vs 53,6 £ 12,8 kg: p
< 0,05), la circunferencia de la cintura (126,3 + 10,8 cm vs
122,9 + 12,6 cm: p < 0,05), proteina C reactiva (11,2 + 8,8
mg/dl vs 7,8 + 4,6 mg/dl: p < 0,05), insulina (23,5 + 19,8
mUI/L vs 18,4 £ 17,1 mUI/L: p <0,05) y HOMA (6,46 £ 6,2 vs
4,70 + 4,6: p < 0,05) fueron inferiores en los obesos mérbidos
con el genotipo G1359A, el resto de parametros no mostra-
ron diferencias estadisticamente significativas.

Conclusion: La presencia del alelo A1359 del receptor CB1
en pacientes con obesidad morbida se relaciona con un menor
peso, indice de masa corporal, masa grasa y circunferencia de
la cintura, asi como con un mejor perfil metabdlico, con valo-
res mas bajos de insulina, HOMA y proteina C reactiva.
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G1359A POLYMORPHISM OF THE CANNABINOID
RECEPTOR GENE (CNR1) ON ANTHROPOMETRIC
PARAMETERS AND CARDIOVASCULAR RISK
FACTORS IN PATIENTS WITH MORBID OBESITY

Abstract

Background: A polymorphism (1359 G/A) of the CB1
gene has been described, it was reported as a common
polymorphism in European populations. The aim of our
study was to investigate the influence of this polymor-
phism of CB1 receptor gene on obesity anthropometric
parameters, cardiovascular risk factors and adipocy-
tokines in morbid obese patients.

Design: A population of 66 morbid obese patients was
analyzed. An indirect calorimetry, tetrapolar electrical
bioimpedance, blood pressure, a serial assessment of
nutritional intake with 3 days written food records and
biochemical analysis (lipid profile, adipocytokines,
insulin, CRP and lipoprotein-a) were performed. The sta-
tistical analysis was performed for the combined G13594
and A1359A as a group and wild type G1359G as second
group, with a dominant model.

Results: Thirty eight patients (57.6 %) had the geno-
type G1359G (wild type group) and 28 (42.4%) patients
G1359A (40.0%) (mutant type group). Weight (117.4 *
17.4 kg vs 109.4 + 13.8 kg: p < 0.05), BMI (45.4 + 4.7 vs
43.3 + 3.4: p < 0.05), fat mass (60.1 + 13.4 kg vs 53,6 + 12.8
kg: p < 0.05), waist circumference (126.3 £ 10.8 cm vs
122.9 £ 12.6 cm: p < 0.05), C reactive protein (11.2 + 8.8
mg/dl vs 7.8 = 4.6 mg/dl: p < 0.05), insulin (23.5 + 19.8
mUI/L vs 18.4 + 17.1 mUI/L: p < 0.05) and HOMA (6.46 +
6.2 vs 4.70 £ 4.6: p < 0.05) were lowers in patients with
G1359A genotype. No differences were detected between
groups in other parameters.

Conclusion: The mutant genotype G1359A is associ-
ated with a better cardiovascular profile (weight, BMI,
fat mass, waist circumference, insulin, HOMA and c reac-
tive protein) than wild type group.

(Nutr Hosp. 2009;24:688-692)
DOI:10.3305/nh.2009.24.6.4553

Key words: Adipocytokines. Cannabinoid receptor. Obe-
sity. Polimorphism. Cardiovascular risk factors.
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Introduccion

El tejido adiposo se considera en la actualidad un
6rgano endocrino capaz de enviar sefiales que modulan
el apetito, el gasto energético, la resistencia a la insu-
lina, asi como los procesos inflamatorios'.

Dentro de la complejidad de funcionamiento de este
tejido, en la dltima década se ha redescubierto el papel del
sistema endocanabinoide. Desde la antigiiedad se cono-
cen los efectos psicologicos de Cannabis sativa
(marihuana), incluyendo su efecto sobre el apetito y el
peso corporal?, sin embargo las bases bioldgicas de estas
relaciones han sido descritas recientemente®*. Este sis-
tema consiste en dos ligandos endégenos; el 2-arachido-
noylglycerol (2-AG) y anandamide (ADA) y dos tipos de
receptores acoplados a proteinas G. El receptor endoca-
nabinoide tipo-1 (CB1), localizado en diversas localiza-
ciones del cerebro y en tejidos periféricos como el tejido
grasoy el receptor CB2, localizado fundamentalmente en
el sistema inmune®. El interés por este sistema se ha incre-
mentado al demostrarse como en estudios de animales
conuna deleccién del receptor CB 1, presentaban un feno-
tipo delgado y eran resistentes a la obesidad inducida por
una dieta rica en grasa®. Recientemente se ha descrito un
polimorfismo (1359 G/A) de este receptor que produce
una sustitucién de G a A en la posicién 1359 en el codon
435 (Thr), presentando el alelo A una frecuencia en
poblacién europea que oscila entre el 24-32%7 (A).

Teniendo en cuenta esta relacién entre el sistema
endocanabinoide y aspectos metabélicos®, nos propusi-
mos evaluar estas asociaciones en pacientes con obesi-
dad moérbida. El objetivo de nuestro estudio fue evaluar
el efecto del polimorfismo (G1359A) del receptor CB1
en parametros antropométricos, factores de riesgo car-
diovascular y niveles de adipocitoquinas en una mues-
tra de pacientes con obesidad mérbida.

Pacientes y métodos
Pacientes

Se analiz6 de manera prospectiva una muestra de 66
obesos mdrbidos (indice de masa corporal > 40). Los
pacientes fueron evaluados en una Unidad de Nutricién
Clinica y firmaron un consentimiento informado para par-
ticipar en el estudio. Los criterios de exclusion fueron una
historia previa de patologia isquémica cardiovascular o
cerebral en los 36 meses previos, elevacion del colesterol
> 300 mg/dl, triglicéridos > 400 mg/dl, presién arterial >
140/90 mmHg, glucosa en ayunas > 126 mg/dl, asi como
la toma de cualquier formaco que pudiera modificar el
metabolismo lipidico o de 1oS hidratos de carbono.

Procedimiento

A todos los pacientes se les determinaron el peso, la
presion arterial, glucemia en ayunas, proteina C reac-

tiva (PCR), insulina, colesterol total, LDL-colesterol,
HDL-colesterol, triglicéridos y adipocitoquinas (lep-
tina, adiponectina, resistina, TNFa, e interleukina 6).

Genotipado del receptor CB1

Los cebadores (Oligonucleotide primers) y las son-
das para los experimentos fueron disefladas mediante
el programa Beacon Designer 4.0 (Premier Biosoft
International®, LA, CA). La reaccién en cadena de la
polimerasa (RCP)se realiz6 con 50 ng DNA genémico,
0.5 UL de primers (primer forward: 5°’-TTC ACA GGG
CCG CAG AAA G-3’;andreverse 5°-GAG GCATCA
GGC TCA CAG AG-3’), y 0.25 uL de cada sonda
(sonda salvaje: 5’-Fam-CTG TCT CAG GCC CCA
AGG CAG G-BHQ-1-3’) y (sonda mutante: 5’-Texas
red- ATC AAG AGC ACA GTC AAG ATT GCC -
BHQ-1-3) en un volumen final de 25 uL (Termocicla-
dor iCycler IQ (Bio-Rad®), Hercules, CA). El DNA fue
desnaturalizado a 95°C durante 3 min; posteriormente
de realizaron 50 ciclos de desnaturalizacién a 95°C
durante 15 s, y anillamiento a 59.3° durante 45 s). La
RCP se realizé en un volumen final de 25 uL que conte-
nia 12.5 pL de IQTM Supermix (Bio-Rad®, Hercules,
CA) con “hot start Taqg DNA polymerase”.

Determinaciones bioquimicas

Las concentraciones de colesterol y triglicéridos se
determinaron mediante ensayos enzimocolorimétricos
(Technicon Instruments, Ltd., New York, N.Y., USA).
Los niveles de HDL colesterol se determinaron enzi-
maticamente en el sobrenadate tras precipitacién con
dextrano sulfato-magnesico.

Los niveles de glucosa se determinaron mediante un
método automatizado de glucosa oxidasa (Glucose
analyser 2, Beckman Instruments, Fullerton, Califor-
nia). La insulina fue medida mediante un ensayo enzi-
mocolorimétrico (Insulina, WAKQO Pure-Chemical
Industries, Osaka, Japan) y se determind la resistencia
a la insulina mediante el modelo “homeostasis model
assessment for insulin sensitivity” (HOMA ).

La proteina C reactiva (PCR) de determiné mediante
immunoturbimetria (Roche Diagnostcis GmbH,
Mannheim, Germany), con un rango de normalidad de
(0-7 mg/dl) y una sensibilidad analitica de 0,25 mg/dl.

Adipocitoquinas

La resistina fue medida mediante ELISA (Bioven-
dor Laboratory, Inc., Brno, Czech Republic) con una
sensibilidad analitica de 0,2 ng/ml y un rango de nor-
malidad de 4-12 ng/ml. La leptina fue medida mediante
ELISA (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas,
USA) con una sensibilidad de 0,05 ng/ml y un rango de
normalidad de 10-100 ng/ml. La adiponectina fue
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determinada mediante ELISA (R&D systems, Inc.,
Mineapolis, USA) con una sensibilidad de 0,246 ng/ml
y un rango de normalidad de 8,65-21,43 ng/ml. La
interleukina 6 y el TNFo fueron medidos por ELISA
(R&D systems, Inc., Mineapolis, USA) con una sensi-
bilidad de 0,7 pg/ml y 0,5 pg/ml, respectivamente. Los
valores de normalidad fueron para IL6 de (1,12-12,5
pg/ml) y para TNFa (0,5-15,6 pg/ml).

Calorimetria indirecta

Para la determinacién del gasto energético, los
sujetos fueron evaluados en una Unidad Metabdlica.
Tras doce horas de ayuno y reposo, los pacientes fue-
ron sometidos en condiciones homogeneas a una
calorimetria mediante mascara ajustable (Med-
Gem;Health Tech, Golden, USA). Se calcularon el
gasto energético basal (kcal/dia) y el consumo de
oxigeno (ml/min)*.

Determinaciones antropométricas

El peso fue medido mediante una bascula con una
precision de 0,1 kg y el indice de masa corporal se cal-
culé con la férmula (peso/talla?). Se determiné el peri-
metro de la cintura y de la cadera para calcular el indice
cintura cadera (ICC). Se realiz6 una impedanciometria
tetrapolar para determinar la composicién corporal!
(Biodynamics Model 310e, Seattle, WA, USA). Se uti-
lizaron la resistencia y la reactancia para calcular el
agua corporal total, la grasa y la masa libre de grasa.

La presion arterial fue determinada 2 veces con el
paciente en reposo mediante un esfingomanémetro de
mercurio y se realizé el promedio de las dos determina-
ciones.

Ingesta dietética

Los pacientes fueron encuestados durante 3 dias
mediante un registro escrito de 24 horas para evaluar su
ingesta dietética. Los registros fueron evaluados por un
dietista utilizando un software con bases de alimentos
nacionales'?. El ejercicio fisico realizado por los
pacientes fueron 3 sesiones de ejercicio aerébico de
una hora.

Andlisis estadistico

El tamafio muestral fue calculado para detectar una
diferencia de peso de 3 kg con un poder del 90% y un
error alfa del 5% (n=65). Los resultados se expresaron
como media * desviacién estandard. La normalidad de
las variables fue analizada mediante el test de Kolmo-
gorov-Smirnov. Las variables cuantitativas con una
distribucion normal fueron analizadas con el test t de

Student’s. Las variables no paramétricas fueron anali-
zadas con los tests W-Wilcoxon test y U Mann Whit-
ney. Las variables cualitativas fueron analizadas con el
test de la chi-cuadrado, con la correccion de Yates
cuando fue necesario y el test de Fisher. El andlisis
estadistico fue realizado con la combinacién de los
genotipos (G1359A y A1359A como grupo mutante) y
del genotipo G1359G como grupo salvaje (modelo
dominante). Se consideré estadisticamente significa-
tiva una p inferior a 0,05.

Resultados

Un total de 66 pacientes obesos mérbidos fueron
reclutados, firmando el consentimiento informado. La
edad media de los pacientes fue de 48,1 £ 16,1) afios
con un indice de masa corporal (IMC) de 44,4 £4,7,
con un total de 17 varones (25,8%) y 49 mujeres
(74,2%).

Un total de 38 pacientes (10 varones/28 mujeres)
(57,6%) presentaron un genotipo G/359G (grupo sal-
vaje) y 28 pacientes (7 varones/21 mujeres) G/359A
(42,4%) (grupo mutante).

La tabla I muestra las variables antropométricas. El
peso, indice de masa corporal, masa grasa y circunfe-
rencia de la cintura fueron inferiores en los obesos mor-
bidos con el genotipo G1359A, el resto de pardmetros
no mostraron diferencias estadisticamente significati-
vas entre ambos grupos.

La tabla Il muestra los factores de riesgo cardiovas-
cular. Los niveles de proteina C reactiva, insulina y
HOMA fueron significativamente inferiores en los
pacientes con genotipo mutante. No se detectaron dife-
rencias estadisticamente significativas en el resto de
parametros.

Tabla I
Variables antropométricas
Pardmeiros GI359G (G1359A)
(n=235) (n=28)
IMC 45447 433+34
Peso (kg) 1174174 109,4+13,8°
MLG (kg) 55,6£6,9 539+7,1
MG (kg) 60,1 £134 53,6+128
CC(cm) 126,3£10,8 1229+12,6°
ICC 0,93+0,1 0,92£0,07
TAS (mmHg) 1393114 1357+138
TAD (mmHg) 88479 86,1£9,2
GEBi(kcal/dfa) 2213511 22791812

IMC: Indice de masa corporal. MLG: Masa libre de grasa. MG: Masa grasa. CC:
Circunferencia de la cintura. ICC: Indice cintura cadera. TAS: Tension arterial
sistolica. TAD: Tension arterial diastélica. GEB: Gasto energético basal. (*) P <0,05.
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Tabla II
Factores de riesgo cardiovascular

Tabla IV
Niveles séricos de adipocitoquinas

Pardmetros G1359G (GI1359A) Parimetros G1359G (G13594)
(n=238) (n=28) (n=238) (n=28)
Glucosa (mg/dl) 105,2£23.3 102,6 £13,8 IL 6 (pg/ml) 4339 4634
Col-Total (mg/dl) 206,60 £32,7 199,9 £40,5 TNF-ce (pg/ml) 6,749 6916,2
LDL-col. (mg/dl) 128,1£26,6 121,1£36,4 Adiponectina (ng/ml) 44,1+£32,1 38,4£29,8
HDL-col. (mg/dl) 52,7£104 551119 Resistina (ng/ml) 41£17 46+3,1
TG (mg/dl) 138,7£61,9 116,4+443 Leptina(ng/ml) 1342+ 1089 13511148
Insulina (mUI/L) 23,5+19.8 184+17,1 IL-6: Interleukina 6. No existieron diferencias estadisticamente significativas.
HOMA S4662 470446 metabdlico en los pacientes con obesidad mérbida. Los
PCR (mg/dl) 112488 7814.6' conocimientos de la literatura permiten intuir una rela-

Col: Colesterol total. TG: Trigliceridos. PCR: protefna ¢ reactiva. HOMA: Homeosta-
sis model assessment.

La tabla III muestra la ingesta dietética de estos
pacientes, siendo similar en ambos grupos. En la tabla
IV se muestran los niveles de adipocitoquinas, presen-
tando ambos genotipos los mismos niveles de leptina,
resistina, adiponectina, interleukina 6 y TNF alfa.

Discusion

El principal hallazgo de nuestro estudio es la asocia-
cién del genotipo G1359A con unos niveles mas bajos
de proteina C reactiva, insulina y HOMA que los
pacientes con genotipo G1359G del receptor endoca-
nabinoide CB1.

No existe una clara explicacion fisiopatoldgica de esta
relacién existente entre el genotipo G1359A y el perfil

Tabla III
Encuesta nutricional con ingestas dietéticas

Pardmetros GI359G (G13594)

(n=38) (n=26)
Energfa (kcal/dia) 1.727,1£520 1.7189£511
CH (g/ dia) 171,7£60,1 17241619
Grasa (g/ dia) 74,8 +28,9 73,4+21,8
Grasa-S (g/ dfa) 21,811 213+11,5
Grasa-M (g/ dfa) 356+103 352+125
Grasa-P (g/dia) 7,2+4,0 74+38
Protefna (g/dia) 85,2+21,3 83,9+21,5
Ejercicio (hs./semana) 141£3,0 1,39£32
Fibra dietética 143162 14216,1

CH: Carbohidratos. Grasa S: grasa saturada. Grasa-M: grasa monoinsaturada. Grasa-
P: grasa poliinsaturada. No existieron diferencias estadisticamente significativas.

cién entre la actividad del sistema endocanabinoide a
nivel central, el comportamiento nutricional y los para-
metros metabdlicos®. De este modo la presencia de este
polimorfismo podria convertirse en un factor de preven-
cién frente a parametros antropométricos y bioquimicos
relacionados con el riesgo cardiovascular en los pacien-
tes obesos. Por otra parte, el receptor CB1 se expresa a
nivel periférico, pudiéndose relacionarse con el control
metabdlico del paciente obeso. Se ha detectado una regu-
lacién negativa de la amida hidrolasa de dcidos grasos en
pacientes obesos a nivel del tejido adiposo, pudiendo
contribuir a modular la actividad endocanabinoide'.

En relacién a la prevalencia del genotipo mutado,
nuestro trabajo presenta una prevalencia (42,4%) simi-
lar a la de otros estudios; 43,5%" y 33,1%'°, aunque
superior a la referenciada se ha encontrado en otros tra-
bajos; 19,6%"".

Con respecto a la relacién de este polimorfismo del
receptor canabinoide CB1 con los datos antropométri-
cos de pacientes obesos, otros trabajos como el de
Gazerro y cols.® con el mismo polimorfismo
(G1359A) y también con otros polimorfismos de el
receptor CB1 (A3813G, A4895G, G1422A A3813Ay
A4895A)%, Por ejemplo, el alelo 1422 A muestra un
mayor riesgo de obesidad en varones y el alelo 3813G"
se relaciono con un mayor depdsito de grasa abdomi-
nal. Estos resultados han sido descritos por Benzinou y
cols.” con los polimorfismos A10908G y T5489C del
receptor CB1. La variabilidad en la prevalencia de este
polimorfismo, asi como la diferente fuerza de asocia-
cién con parametros antropométricos y bioquimicos,
pueden reflejar la complejidad en la interaccién entre
las caracteristicas genéticas de los pacientes y la inte-
raccioén con el ambiente. Por otra parte el disefio de los
trabajos referenciados puede también intervenir en los
resultados obtenidos. Los diferentes criterios de inclu-
sién utilizados, como por ejemplo indice de masa cor-
poral y edad de los pacientes, asi como la ingesta dieté-
tica que no ha sido controlada en ninguno de los
estudios previamente publicados.

Con respecto a las modificaciones bioquimicas, el tra-
bajo de Ravinet y cols.® muestra como los ratones defi-
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cientes en el gen del receptor CB-1 eran mas delgados y
resistentes a aumentar de peso con dietas hipercaldricas,
mostrando unos niveles de leptina e insulina inferiores.
En nuestra muestra de pacientes con obesidad mérbida,
los niveles de insulina, HOMA y proteina C reactiva fue-
ron inferiores en los individuos con el alelo mutado
(A1359), siendo muy similares a los resultados obteni-
dos por Gazeerro y cols.”. Esta asociacion del alelo
A1359 con un mejor perfil metabdlico ha sido también
descrito por Alberle y cols."” en un estudio de interven-
cion. En este trabajo los pacientes obesos con un alelo A
del receptor CB1 y tras ser sometidos a una dieta hipoca-
l6rica presentaban una mayor disminucion de peso y de
LDL colesterol que los pacientes con el genotipo sal-
vaje. Posiblemente la explicacion para esta asociacion
metabdlica pueda deberse a la modulacion que realiza el
sistema endocanabinoide a través del receptor CB1 en
una gran cantidad de vias metabdlicas a nivel celular.
Por ejemplo en el tejido adiposo marrén, el tratamiento
con antagonistas del receptor CB1 es capaz de estimular
el gasto energético, mediado por la disipacion de energia
a través de la produccion de calor mitocondrial®'. Otra
posible via metabdlica es la sobreexpresion de adiponec-
tina inducida por los antagonistas del receptor CB1,
demostrada in vitro en la linea adipocitaria 3T3 F442A2
e in vivo en ratones obesos?. No obstante nuestro trabajo
no ha conseguido demostrar esta via de las adipocitoqui-
nas, no detectando ninguna diferencia en los niveles séri-
cos entre ambos genotipos. Una tercera via metabdlica,
pudiera ser una accién directa del propio receptor sobre
el metabolismo lipidico y de los hidratos de carbono, de
este modo se han descrito alteraciones en el perfil lipi-
dico relacionadas con variantes genéticas del receptor
CBl1, sin existir ninguna relacién con el indice de masa
corporal®.

En conclusion, la presencia del alelo A1359 del
receptor CB1 en pacientes con obesidad morbida se
relaciona con un menor peso, indice de masa corporal,
masa grasa y circunferencia de la cintura, asi como con
un mejor perfil metabdlico, con valores mas bajos de
insulina, HOMA y proteina C reactiva.
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