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“La vida no merece que uno se preocupe tanto."

I, G

“Combatirse a st mismo es la guerra mas dificil; vencerse a st

mismo es la victoria mas bella.

Fricdrich Von /oyaa
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1. Abreviaturas

c-HDL
c-LDL
CT
HDL
IMC
LDL

MAF
Mg
mg
OMS
PCR

SNC
SNP

TG

UCP1
UCP2
UCP3
VLDL

Colesterol de lipoproteinas de alta densidad

Colesterol de lipoproteinas de baja densidad

Colesterol

Lipoproteinas de alta densidad (High density lipoproteins)
indice de Masa Corporal

Lipoproteinas de baja densidad (Low density lipoproteins)
LRP1 Proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas
de baja densidad

Frecuencia del Alelo mutante

Microgramo

Miligramo

Organizacién Mundial de la Salud

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

Sistema Nervioso Central

Polimorfismo de un solo nucleétido (Single-Nucleotide
Polymorphism)

Triglicéridos

Proteinas desacoplantes tipo 1

Proteinas desacoplantes tipo 2

Proteinas desacoplantes tipo 3

Lipoproteinas de muy baja densidad (Very low density

lipoproteins)



2. Resumen

La obesidad es un problema mundial, sin distincion de género o clase
socioecondmica, de etiologia multifactorial, con mediacidn significativa de
factores genéticos y ambientales. Sin embargo, en virtud de la tendencia
actual en relacidn al incremento de esta patologia en edades escolares, se
le ha atribuido a dos condiciones esenciales: los cambios en la forma de
alimentacion y la actividad fisica.

Para hacer el diagndstico de sobrepeso u obesidad es necesario contar con
parametros clinicos y antropométricos que se asocien con la adiposidad.
El indice de Masa Corporal (IMC) ha resultado Util para la evaluacién en el
adulto, y en tiempos recientes se ha recomendado para la evaluacidon de
niflos y adolescentes. Debido a la alta prevalencia de obesidad en México,
es una prioridad investigar la relacién entre obesidad y factores
involucrados con esta enfermedad. Entre los muchos factores estan las
Proteinas Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s), fundamentales para la
termorregulacion y mantenimiento del metabolismo energético, por lo que
se encuentran implicadas en la patogénesis de la obesidad. Por tal
relevancia, el estudio de las UCP’s es fundamental.

De la misma manera la actividad enzimatica de las hormonas leptina y
adiponectina involucradas en el desarrollo de los problemas de obesidad.
Por ejemplo, se ha observado que la leptina influye en el control de la
ingesta y en el gasto energético. Sus concentraciones séricas guardan
relacién con el contenido de grasa corporal, ya que aumentan con el IMC
y el porcentaje grasa y, disminuyen con el ayuno. Por lo que se considera
responsable de las senales que se relacionan con el equilibrio energético y
saciedad, mas que ser un simple inductor de pérdida de peso. De la misma
manera, la hormona adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina en
diversos tejidos como higado, musculo esquelético y tejido adiposo. A
diferencia de la leptina, la concentracién sérica de la adiponectina tiene
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insulina.

Debido a la alta prevalencia de sobrepeso u obesidad en adolescentes en
la Ciudad de México, se tuvo como objetivo analizar la asociacion entre los
polimorfismos UCP’s, los pardametros clinicos y los niveles plasmaticos de
leptina y adiponectina en una poblacién adolescente con sobrepeso u
obesidad.

Para ello se analizaron los polimorfismos UCP1-3826 (rs1800592 C/T),
UCP2-55 (rs660339 A/G), UCP2-866 (rs659366 C/T) y UCP3-55
(rs1800849 A/G), la actividad enzimatica de adiponectina y leptina en
adolescentes con sobrepeso u obesidad con las caracteristicas clinicas en
ambos grupos.

El estudio incluyd a 270 estudiantes de entre 12 y 18 afos, categorizados
por percentiles de la Ciudad de México. Los niveles séricos de adipocinas
se midieron utilizando métodos de inmunoensayo, y los polimorfismos
UCP’s se determinaron utilizando la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
en tiempo real (PCR) mediante sondas Tagman®.

No se encontraron diferencias significativas en los polimorfismos UCP’s en
siete modelos de herencia estudiados. Se demostré una relacion directa
entre las caracteristicas clinicas y de la UCP2-866 en un modelo recesivo,
asociado con niveles altos de leptina y niveles reducidos de adiponectina

en una poblacion de adolescentes mexicanos con sobrepeso u obesidad.
3. Marco tedrico

En los ultimos anos se ha observado un incremento de la prevalencia de
sobrepeso u obesidad durante la nifez y adolescencia en México, una
enfermedad multifactorial de factores genéticos en correlaciéon de
determinantes ambientales. No obstante estos factores no pueden ser
facilmente separados para su analisis individual, en afos recientes se han
identificado tanto en modelos humanos como animales cerca de 200
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regiones cromosOmicas involucrados en el desarrollo de la obesidad, en
diferentes poblaciones (1) a su vez diversos estudios han observado que
los factores genéticos tienen una influencia en las variaciones del indice

de Masa Corporal (IMC) de aproximadamente el 40-70%.
3.1. Sobrepeso y obesidad

La obesidad es sin duda una epidemia a nivel mundial que no sélo afecta
a los paises desarrollados, sino también a aquellos paises en vias de
desarrollo con escaso potencial econdmico e industrial que han moldeado
sus habitos por los cambios en la urbanizacidén, uso de tecnologia
sofisticada y acceso a gran cantidad de alimentos procesados, ricos en
grasas saturadas y caléricamente densos, dando como resultado
modificaciones al estilo de vida (2). En 1998, la Norma Oficial Mexicana
(3) definié a la obesidad como un estado premoérbido, una enfermedad
crénica caracterizada por el almacenamiento de grasa en exceso en el
tejido adiposo del organismo, acompanada de alteraciones metabdlicas
gue deterioran el estado de salud, asociada en la mayoria de los casos a
patologias endocrinas, cardiovasculares y ortopédicas principalmente y
relacionadas a factores bioldgicos, socioculturales y psicoldgicos.
Posteriormente, en 2007, la define como una enfermedad crdénica no
transmisible que se caracteriza por el exceso de tejido adiposo en el
organismo, generada cuando el ingreso energético (alimentario) es
superior al gasto energético (actividad fisica) durante un periodo
suficientemente largo (3). Por su parte, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), ha definido a la obesidad como la condicién en la cual el
exceso de tejido adiposo afecta de manera adversa la salud y el bienestar
(4) . Ademas, el Centro de Control de Enfermedades ( “Centers for Disease
Control and Prevetion” ,CDC) de Estados Unidos de Norteamérica, agrega
el uso de medidas antropométricas como son: talla, peso, IMC, pliegues
cutaneos y la inspeccion fisica del paciente; sobre todo en la poblacidn
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pediatrica y adolescente (5) para la realizacion del diagndstico de obesidad
en este sector poblacional. Es claro que el diagndstico de sobrepeso y la
obesidad en pediatria debe ser integral, de ahi que los indicadores
antropométricos tienen un gran valor en la construccion del diagndstico.
Sin embargo, no hay que perder de vista que estos deben complementarse
con indicadores clinicos, y en ocasiones bioquimicos, pues las mediciones
antropométricas por si solas no permiten establecer las causas de la
obesidad y establecer un diagndstico final completo.

El IMC es un indicador simple de la relacion entre el peso y la talla que se
utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los
adultos. Ademas de su uso en adultos, actualmente varios comités de
expertos de distintos ambitos y paises (6, 7), incluyendo México (8) han
recomendado que para los nifios y adolescentes, el IMC es especifico con
respecto a la edad y el sexo, y con frecuencia se conoce como el IMC por
edad. (6)

3.1.1. Diagnostico de sobrepeso u obesidad

El IMC se calcula dividiendo el peso corporal de una persona en kilogramo
sobre el cuadrado de su talla en metro (Kg/m?2), y es probablemente el
método no invasivo mas util para definir sobrepeso u obesidad a partir de
los dos anos de edad y en ausencia de talla baja (13).

Posterior al calculo el IMC en los nifios y adolescentes, se registra en las
tablas de crecimiento de los CDC (Centros para el Control y la Prevencion
de Enfermedades) para el IMC por edad (nifios(a)) para obtener la
categoria del percentil. Los percentiles son el indicador que se utiliza con
mas frecuencia para evaluar el tamafo y los patrones de crecimiento de
cada nino. El percentil indica la posicidén relativa del nimero de IMC del

nifo entre ninos del mismo sexo y edad.
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La OMS establece que:

o Un IMC <5 percentil corresponde a bajo peso

o Un IMC >5-84.9 percentil corresponde a valores de peso normales.
o Un IMC >=85-95 percentil corresponde a sobrepeso.

o Un IMC = 95 percentil corresponde a obesidad.

Los criterios para definir y clasificar el sobrepeso y la obesidad varian
segun la edad y el sexo (utilizando graficas correspondientes a sexo, edad,

talla y peso).

3.1.2. Clasificacion de obesidad.

Puede clasificarse en dos tipos:

1.- Obesidad exdgena (85%) resultante de la combinacidon de factores
ambientales y sociales; y 2.- Obesidad enddégena (15%) como
consecuencia de algunas condiciones genéticas/enddcrinas (7),

consideradas nocivas para la salud.

3.1.3. Factores de riesgo en obesos

La obesidad conlleva significativamente el riesgo de comorbilidad,
involucrando varios sistemas corporales: cardiovascular, neuroldgico,
respiratorio, musculo-esquelético, gastrointestinal, genitourinario y
endocrino.

Entre las comorbilidades que pueden presentarse en los pacientes con
diagnostico de obesidad se puede mencionar resistencia a la insulina,
considerado un estado en donde cierta cantidad de insulina produce una
actividad bioldgica subnormal (13), en la patogénesis de la resistencia a la
insulina asociada a obesidad estan implicados varios factores, entre ellos
el aumento de acidos grasos libres y varias hormonas y citosinas liberadas
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por el tejido adiposo. Se caracteriza por un descenso en la habilidad de la
insulina para estimular el uso de glucosa por el musculo y el tejido adiposo
y por la supresion de la produccion y salida de glucosa en el higado, dando
como consecuencia un aumento en la produccion de insulina por el
pancreas y un estado de hiperinsulinismo (13).

En personas obesas o con diabetes generalmente se observa la aparicion
de acantosis nigricans, signo cutaneo caracterizado por hiperpigmentacién
e hipertrofia papilar de distribucion simétrica, el color de las manchas es
grisacea pardusco o negro y las regiones afectadas pueden ser la cara,
cuello, axilas, genitales externos, ingles, cara interna de los muslos,
superficie flexora de los codos, rodillas, ombligo y ano. En la resistencia a
la insulina la acantosis nigricans es debida a que las altas concentraciones
de insulina activan los receptores del factor de crecimiento parecido a la
insulina y asi mediar la proliferacion celular epidérmica (14).

Los niveles de glucosa en ayuno se pueden clasificar en normal
(100mg/dL), glucosa alterada en ayuno (100-125mg/dL) y como criterio
provisional de diabetes (realizar estudios de confirmacion) con valor igual
o0 mayor a 126mg/dL. La situacion clinica del paciente y la necesidad de
realizar otras pruebas complementarias ha obligado a estandarizar estas
variables en nuestra poblacién actual infantil, con la finalidad de establecer
un diagndstico precoz correcto en la poblacion pediatrica en riesgo.

En la hipertensién arterial, en nifios y adolescentes el rango normal de
presidon arterial estd determinado por edad y talla. Los estandares estan
basados en género, edad y talla lo que resulta en una clasificacion errénea

como paciente hipertenso a los nifios con talla baja o alta (Apéndice B).
3.1.4. Epidemiologia.

Se considera actualmente a la obesidad como uno de los principales
problemas de salud publica mundial, cuya poblacién abarca desde nifos
hasta adultos en cifras crecientes en los ultimos 20 a 30 afos (8). En los
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Estados Unidos el 15.8% de los nifios entre 6 y 11 afios y 16,1% de los
adolescentes presentan un Indice de Masa Corporal (IMC) en el rango de
sobrepeso y obesidad (9). En paises europeos se ha observado la misma
tendencia, con base al ultimo “Grupo de Trabajo sobre Obesidad”
“International Obesity Task Force (IOTF)”, donde se reporta que 31.8% de
los nifios que asisten a la escuela presentan sobrepeso y obesidad (10).
En México, por ejemplo de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricidon
(ENSANUT) del 2006, mostraron que una tercera parte de los adolescentes
tiene sobrepeso u obesidad, lo que corresponde a 5,757,400 adolescentes
en el pais, por lo que tres de cada diez nifos y adolescentes mexicanos se
encontraron arriba de su peso ideal (11). Y en el reporte ENSANUT del
2012 para la poblacion en edad escolar de 5 a 11 afios la prevalencia
nacional combinada de sobrepeso y obesidad fue de 34.4% mientras en
adolescentes la encuesta arrojé un 35% (12). Ademas, 8 de cada 10 nifios
obesos llegara a ser adultos obesos (Instituto Nacional de Salud Publica)
(12).

3.2. Tejido Adiposo.

El tejido adiposo es un o6rgano enddcrino dindmico, relacionado con el
almacenamiento de energia. Este secreta una gran cantidad de proteinas
que le permite participar de manera estratégica, en la regulacién del
apetito, metabolismo, reproduccién, coagulacién y funcién cardiovascular.
La accién del tejido adiposo, en términos de sus capacidades metabdlicas,
es multiple. Se ha observado que existen variaciones en su actividad,
dependientes del sitio de depdsito, que puede ser subcutaneo en un 80%
o visceral el 20%. El tejido adiposo esta compuesto por adipocitos (30%-
50%), pre-adipocitos, vasos sanguineos y células inmunes.

En el humano el Tejido Adiposo (TA) se divide en: Tejido Marrén o Pardo
(TAP) y Tejido Blanco (TAB), ambos poseen un origen mesenquimatico
(13) comun, encontrandose embrioldgica e histoldgicamente relacionados.
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Sus principales caracteristicas son:

a. Tejido Adiposo Pardo o Marrén (TAP). Predomina en recién nacidos;
todas sus células grasas, al igual que sus vasos sanguineos tienen
inervacién simpatica. Su coloracion se atribuye a la gran cantidad de
mitocondrias, que se distinguen por expresar numerosas proteinas
desacoplantes (UCP’s) inductoras de una fosforilacion oxidativa
desacoplada que produce dispersidn de energia en forma de calor. Es el
responsable de la termogénesis a través de la proteina desacoplante
mitocondrial (UCP1). Es poco influyente en el ser humano salvo en el
nacimiento donde participa activamente en la generacion y mantencién de
la temperatura corporal. Se distribuye preferentemente en las regiones
axilares y perirrenales.

b. Tejido Adiposo Blanco (TAB). Constituye el sitio de almacenamiento
de grasas y secrecion de citocinas. Regula células localmente y a distancia,
a través de un complejo de sefales, autocrinas, paracrinas y endocrinas,
que influyen en la respuesta de muchos tejidos como el pancreas, higado,
musculo, rifidn, endotelio, hipotdlamo, y sistema inmune. Presenta varias
funciones, tales como la de almacenar energia en forma de triglicéridos en
el citosol de las células que lo conforman, los adipocitos. Estas células
estan rodeadas por un estroma de tejido conectivo que se encuentra
extensamente vascularizado e inervado, que ademas contiene
macroéfagos, fibroblastos, precursores de adipocitos y otros tipos de células
(14).

El TAB tiene diferentes compartimentos, en humanos se encuentran dos:
el Tejido Subcutaneo (TAS) y el Tejido Adiposo Visceral (TAV). Este ultimo
dividido en dos tipos: el mesentérico y el omental.

El TAV se encuentra disperso entre los 6rganos, cuya funcion principal es
la de amortiguar y proteger los 6rganos, asimismo de su capacidad de
sintetizar y liberar una variedad de hormonas y citocinas. La grasa visceral
es dos o tres veces superior en el vardn que en la mujer y esto le confiere
mayor riesgo de morbimortalidad cuando estan aumentados en forma
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anormal. Por otro lado, TAS cumple la funcién de aislante térmico,
mediante una capa de células que se encuentran distribuidas por debajo
de la extension de la piel de todo el organismo.

En el caso de los individuos obesos se produce un notable aumento del

TAP debido a hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos.
3.3. Actividad enzimatica de leptina y adiponectina
Adipocitocinas

En los Gltimos anos, se ha descubierto que el tejido adiposo secreta varias
moléculas “bioactivas” produce hormonas que son péptidos
fisioldgicamente activos que tienen propiedades comunes con las citosinas,
por lo que han sido Ilamadas adipocitocinas y que provienen
principalmente del Tejido Adiposo Blanco (TAB).

Entre las adipocitocinas se encuentran la leptina, adiponectina, factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), factor de crecimiento
transformador-B (TGF-B), el activador -inhibidor del plasmindgeno 1 (PAI-
1), la angiotensina, la adipsina, la resistina y la proteina estimuladora de
la acilacién (23-25).

De entre las diferentes adipocitocinas producidas en el tejido adiposo, la
leptina y adiponectina son las mayormente secretadas por las células
adiposas. Ademas de consideradas sustancias de especial interés en el
analisis de la contribucion especifica que tiene la obesidad en la
enfermedad cardiovascular. La adiponectina tiene unas caracteristicas
Unicas porque es la Unica adipocitocina que parece ser sintetizada
exclusivamente en el tejido adiposo (15). Por otra parte, la leptina y la
adiponectina son las Unicas adipocitocinas que proceden de los adipocitos
y no de otros tipos celulares no especificos del tejido adiposo (15). Se ha

demostrado una correlaciéon positiva de los niveles plasmaticos de
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adipocitocinas en relacion al volumen de tejido adiposo, con excepcién de

adiponectina que muestra un comportamiento inverso.
Leptina

La leptina es una proteina de 16kDa que se compone de 167 aminoacidos,
homologo del gen llamado “Obesidad” (Ob) en el ratdén, la cual es
secretada principalmente en los adipocitos teniendo un papel relevante en
la regulacidn del peso corporal a través de sus efectos centrales, sobre el
apetito y periféricos, sobre el gasto energético. Actlua en el cerebro,
principalmente en el hipotalamo, uniéndose al receptor de leptina (LepR),
y en diferentes tejidos periféricos, entre los que se encuentran el pancreas,
el higado, el tejido adiposo y el sistema inmunitario. Esta hormona ejerce
su funcion al unirse con su receptor (LepR) el cual abunda principalmente
en el hipotdlamo. Algunos estudios muestran que la mutacién de los
receptores de leptina cerebrales, conducen al desarrollo de la obesidad. En
condiciones normales con animales normales, el LepR se expresa en
abundancia al nucleo arqueado del hipotdlamo que contiene neuronas
sensibles a la leptina, que expresan el neuropeptido Y (NYP), al péptido
relacionado con la proteina agouti (AgRP) y a la propiomelanocortina
(POMC). Las neuronas que contienen a la POMC promueven el gasto
energético y la pérdida de peso mediante su activacién por leptina,
mientras que las neuronas que expresan al NPY y AgRP promueven la
ingestion de alimentos y la ganancia de peso en ausencia de Leptina.

La leptina actua como una sefal periférica para regular el balance de
energia y el peso corporal (37). Se ha observado que con deficiencia o
niveles reducidos en la secrecion de leptina los humanos y roedores
desarrollan obesidad severa, hiperfagia, asi como defectos en la regulacién
de la temperatura corporal y problemas de fecundidad (38). Ademas, de

que en individuos obesos existen valores marcadamente elevados de
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leptina plasmatica, sumados a una resistencia de los receptores a nivel
hipotalamico (35,39).

No habia sido identificado un gen relacionado con el problema de la
obesidad, hasta que se descubrié en ratones el gen Ob. A partir de ese
momento, en los Ultimos afos, han sido encontradas tanto en modelos
humanos como animales cerca de 200 regiones cromosdémicas
involucradas en el desarrollo de la obesidad, en diferentes poblaciones.
Entre los genes mas importantes se encuentran los genes involucrados en
la regulacion del gasto energético: las Proteinas Desacoplantes
Mitocondriales (UCP’s), el receptor nuclear proliferador de los peroxisomas
gamma (PPARYy), y el receptor adrenérgico B3 -AR-, asi como los genes
de la leptina y su receptor (LepR) (1, 40, 37).

En humanos, los defectos genéticos en la via de la leptina, y ausencia de
su receptor también se asocian a obesidad mérbida de aparicién temprana.
No obstante, estos defectos genéticos se han visto en muy pocos casos de
obesidad humana. Al contrario, lo habitual es que los individuos obesos
tengan niveles elevados de leptina circulante debido a su mayor cantidad
de tejido adiposo y al desarrollo de resistencia a la misma.

Si hay privacién de alimento, la leptina disminuye el gasto metabdlico para
conservar la energia necesaria para los érganos vitales, lo que permite al
individuo sobrevivir en condiciones adversas.

Por otro lado, se ha observado que el sexo presenta influencia en los
niveles de leptina sérica, se encuentra en mayor concentracién en las
mujeres, en comparacion con los hombres, con grasa corporal total
equivalente (47-51); y aumenta en procesos asociados a inflamacién
como: infeccidn, diabetes, asma, endometriosis, hepatitis no alcohdlica,
inflamacién pulmonar crénica, y enfermedad de Graves, entre otras.

En fechas recientes han aumentado las investigaciones encaminadas al
estudio de las variaciones (polimorfismos de un solo nucleétido: SNPs) que
causan susceptibilidad para padecer la enfermedad. Se han encontrado
multiples SNPs tanto del gen de la leptina y de su receptor LepR asociados
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a la obesidad. Los SNPs pueden ser una mutacion funcional o estar en
desequilibrio de vinculo con una variante funcional. Los SNPs son el tipo
de variacion mas abundante en el genoma humano, con esto se disminuye

la amplitud de la region objetivo para la busqueda de genes (16).
Adiponectina

Otra de las hormonas secretadas por los adipocitos que participa en el
control de la ingesta es la adiponectina. Es una adipocitocina, especifica
del tejido adiposo, implicada en la regulacion del metabolismo energético
del organismo que se identificd por primera vez a mediados de los noventa
(17). Es una proteina con un peso molecular de 30kDa (17), constituida
de 247 aminoacidos formando 4 dominios: un péptido de sefializacion, una
region variable, un dominio coldgeno (cAd) y un dominio globular terminal
(gAad) (18) (Figura 1.). En la circulacién, su estructura puede constituir
tres complejos poliméricos diferentes: un trimero, un hexamero y un
multimero de alto peso molecular constituido de 12 a 18 mondmeros (19).
La mayor parte de la adiponectina intracelular se presenta en forma de
multimetros de alto peso molecular, mientras que en la circulaciéon se
presenta como oligdmeros de bajo peso molecular. Se ha descrito que el
multimero de alto peso molecular la forma mas activa de la adiponectina,
gue es responsable de la disminucién de la produccidn de glucosa hepatica.
(20) Las otras formas poliméricas podrian tener mayor actividad en la

vasculatura, el sistema nervioso central y el musculo esquelético (21).
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Figura 1. Adiponectina humana formada por una secuencia amino-terminal, seguida de
un dominio variable, un dominio colageno y un dominio globular carboxilo-terminal; vy el
modelo de la estructura de la adiponectina, tres mondmeros que forman un trimero
unidos por sus dominios globulares, cuatro a seis trimeros unidos por sus dominios

colagenos forman la gran molécula que circula en el plasma.

La adiponectina tiene dos receptores: AdipoR1 y AdipoR2. El primero se
expresa de forma generalizada, mientras el segundo se expresa
principalmente en el higado (22,23). Estos son receptores transmembrana
con siete dominios (22,23). AdipoR1 es un receptor para adiponectina
globular, mientras que AdipoR2 es un receptor para la forma completa de
la adiponectina. La adiponectina ejerce su funcion al unirse a sus
receptores AdipoR1 y AdipoR2 (22).
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Transduccién de sefial via activacion de receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2)
Reverchon M et al. Adipokines and the Female Reproductive Tract. Volume 2014, Article ID 232454
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Figura 2. Mecanismo de Accion de la Adiponectina. La adiponectina al unirse sus
receptores es capaz de activar a la Proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK), la cual
favorece la captacidon de glucosa a nivel muscular, inhibe la glucogénesis hepatica y
aumenta la oxidacion de los acidos grasos, por otro lado, inhibe la via de la MAPK vy
ademas incrementa la actividad del ligando del Receptor Activador del Proliferador de
Perocixomas + (PPAR+)

AdipoR1: Fundamentalmente en musculo esquelético, se une mejor a la forma globular.

AdipoR2: Predomina en higado, mayor afinidad por la forma completa.

Se ha observado que el nivel de adiponectina se reduce con el aumento
del IMC. El gen de expresién de la adiponectina (Acrp30/AdipoQ) vy los
niveles de esta proteina, son mas altos en tejido adiposo subcutaneo que
en el intra-abdominal. Los niveles plasmaticos en humano se encuentran
entre 5-30 pug/mL, lo que contribuye aproximadamente el 0,01% del total
de las proteinas plasmaticas humanas (23,25). El nivel de adiponectina en

plasma es menor en hombres que en las mujeres y esta disminuido en
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individuos obesos, con sindrome metabdlico o con DM2, en mujeres obesas
con sindrome de ovario poliquistico, sobre todo en los que presentan
obesidad visceral. Por otro lado, se han encontrado diferencias raciales en
los niveles de adiponectina que a su vez podrian explicar las diferencias en
la sensibilidad a la insulina. Se describe que a pesar de menor tejido
adiposo visceral en jovenes afroamericanos, los niveles de adiponectina,
asi como la sensibilidad a la insulina, son menores comparados con los
caucasicos (23).

La adiponectina estd asociada a multiples funciones biomoleculares,
incluyendo efectos antidiabéticos, antiinflamatorios y antiarterioesclerotico
(25,54,55), actuando sobre receptores hepaticos (AdipoR1) y del musculo
esquelético (AdipoR2).

Los mecanismos por los cuales la adiponectina ejerce sus acciones son
poco conocidas, entre las que se postulan: a) aumento de la oxidacion de
lipidos, b) mejora la senalizacion de insulina en el receptor y posterior
transduccidon de sefal; incrementando la fosforilacion de la tirosina del
receptor de la insulina en el musculo esquelético, asociado a un incremento
de la sensibilidad a la insulina, activdndose el 5'-AMP cinasa, de esta
manera estimulando la utilizacion de la glucosa y oxidaciéon de acidos
grasos en musculos esquelético e higado; asi mismo en el musculo
esquelético incrementandose la expresion de los genes codificadores de
proteinas involucradas en el transporte y oxidacién de &acidos grasos
(CD36, acyl-CoA oxidasa), todo esto resultando en un incremento de la
combustién de grasas y disipacion de energia. c) inhibicion de la
gluconeogénesis; al mejorar la inhibicién de la produccidn de glucosa
inducida por insulina, a través de la reduccién de produccién de enzimas
gluconeogénicas (PEPCK) y glucosa 6 fosfatasa. d) inhibicién de la
sefalizacion de TNF-a en el tejido adiposo; la adiponectina tiene
propiedades potenciales anti-aterogénicas al inhibir la expresién de

moléculas de adhesion, inhibicion del TNF-a, inhibicion de la adhesion de
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los monocitos al endotelio celular, inhibicidon de la proliferacion y migracion

de las células del musculo liso (24).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la adiponectina sobre la sensibilidad a la insulina en
el higado y el tejido muscular esquelético. AMPK: 5'-AMP cinasa; G6Pasa: glucosa 6-
fosfatasa; IRS: sustrato receptor estimulado por insulina; PPAR: receptores activados del

peroxisoma proliferador.

Los estudios transversales de poblacion muestran que concentraciones
bajas de adiponectina estan relacionadas con un aumento del perfil de

riesgo metabdlico y cardiovascular.

3.4. Proteinas Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s)

Las Proteinas Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s por sus siglas en inglés)
son proteinas de aproximadamente 32KDa, son una familia de
transportadores de la membrana interna mitocondrial (59,60). Tienen seis

cruces transmembranales y su grupo amino y carboxilo terminal esta
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localizado en el espacio intermembranal (25). Los cruces
transmembranales corresponden a a hélices ordenadas en pares, cada par
esta conectado por un /oop hidrofébico localizado del lado de la matriz. La
unidad funcional de estas proteinas es un dimero formado por dos
subunidades idénticas. Tienen un comportamiento dual tanto de
acarreador como de canal; desde el punto de vista estructural se sugiere
gue hay una translocacidon hidrofdbica en el centro de la proteina, que se

comportaria como un acceso controlado ya descrito en otros canales (26).
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Figura 4. Las UCP’s tienen seis cruces transmembranales y su grupo amino y carboxilo
terminales estan localizados en el espacio intermembranal (25). Los cruces
transmembranales corresponden a a hélices ordenadas en pares, cada par estd conectado
por un asa hidrofébica localizada del lado de la matriz. La unidad funcional de estas
proteinas es un dimero formado por subunidades idénticas tienen un comportamiento
dual tanto de acarreador como de canal: desde el punto de vista estructural se sugiere

gue hay una translocacién hidrofébica en el centro de la proteina (26).

Las UCP’s tienen como papel crucial la termorregulacion (produccion de
calor) y mantenimiento del metabolismo energético, por lo que estan
involucradas en el desarrollo de la obesidad (27). Estas proteinas estan
involucradas en el desacoplamiento del gradiente electroquimico, formado
a través de la membrana interna mitocondrial, es decir, promoviendo la

fuga o escape de los protones a través de la membrana interna
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mitocondrial sin que estos pasen por la via encargada de sintetizar ATP, lo
gue resulta en la producciéon de calor. Como resultado de este proceso de
desacoplamiento, se induce la movilizacibn de los triglicéridos
almacenados en el organismo, por lo cual, tiene un papel primordial en el
metabolismo de las grasas (62,63).

Se han descrito cinco miembros en esta familia, tres UCP1, UCP2 y UCP3
de los cuales han sido relacionados con la termogénesis, obesidad,
diabetes, disminucidn de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés reactive oxygen species); ademas se han considerado como
genes candidatos de patologias como obesidad y diabetes; mientras que

UCP4 y UCP5 son mas divergentes.
Termogénesis

El Indice de Masa Corporal (IMC) esta regulado por el balance entre la
ingesta y el gasto energético, y este Ultimo depende del metabolismo
basal, del ejercicio y la de termogénesis. Un gasto energético bajo se ha
asociado con un incremento en el desarrollo de la obesidad.

La termogénesis es la capacidad de generar calor en el organismo debido
a las reacciones metabdlicas reguladas por el sistema nervioso simpatico,
la noradrenalina liberada en las fibras simpaticas que se conectan con el
TAP, interacciona con los receptores B-adrenérgicos de la membrana
celular, y activa la adenilato ciclasa que sintetiza AMPc, sustrato de una
proteina cinasa dependiente de AMPc encargada de activar a la lipasa
sensible a hormonas (HSL), quien promueve la liberacién de acidos grasos
almacenados en el TAP. Estos acidos grasos actuan junto con la UCP1,
activando el transporte de protones y estimulando la produccién de calor,
0 son transportados como acil-carnitina, a la matriz mitocondrial para ser
degradados por la B-oxidacién, lo cual significa que los acidos grasos

funcionan como los segundos mensajeros de la noradrenalina (28).
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El proceso de termogénesis metabdlica contribuye al gasto energético y

puede ser clasificado en termogénesis obligatoria y facultativa (29).
Termogénesis obligatoria.

El proceso de ingestidon durante la alimentacién, digestion, absorcidon y
subsecuente almacenamiento también es un componente obligatorio de la
termogénesis (30). Los cambios en la termogénesis obligatoria son
usualmente pequefos y controlados primeramente por el sistema
hipotaldmico. También incluye el gasto de energia por el crecimiento,

embarazo, lactancia y por crecimiento tumoral.
Termogénesis facultativa

La termogénesis facultativa es acompafada por procesos metabdlicos que
pueden ser modificados relativamente rapido por el sistema nervioso. El
ejercicio induce termogénesis en el musculo esquelético que esta bajo el
control del sistema nervioso central. Usualmente no es posible realizar la
cuantificacion de los componentes individuales tanto de la termogénesis
facultativa como de la obligatoria, primero porque los componentes de
estas pueden presentarse de manera simultdnea y segundo porque la
facultativa solo ocurre cuando el sujeto estd consciente de ello, por
ejemplo, realizar ejercicio. La dieta también es un potente regulador de la
termogénesis facultativa. En el ayuno la tasa metabdlica puede disminuir
en reposo o basal en un 40%.

La termogénesis es un componente que participa en la regulacion del peso
corporal y el gasto energético. Las Proteinas Desacoplantes Mitocondriales
(UCP’s) participan en la termorregulacion y mantenimiento de la tasa
metabdlica basal. Estas proteinas participan en el desacoplamiento de la

fosforilacidon oxidativa y sintesis de ATP y disipan la energia normalmente
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usada para estos procesos en forma de calor en vez de almacenar la

energia en forma de grasa (31).
Fosforilacion oxidativa.

Las mitocondrias son organelos formados por dos membranas, una
externa y otra interna; esta ultima forma una serie de invaginaciones
denominadas crestas. Entre ambas membranas se encuentra el espacio
intermembranal. El interior de la mitocondria constituye la matriz
mitocondrial, donde se lleva a cabo diversos procesos como el ciclo de
Krebs, la B-oxidacidon de acidos grasos, el ciclo de la urea, oxidacion de
ciertos aminoacidos, entre otros (32).

La principal caracteristica de las mitocondrias es su especializacién en la
transduccién de energia y la sintesis de adenosin trifosfato (ATP), el
compuesto energético de mayor importancia para las células. La
produccion del ATP en este organelo se lleva a cabo a través de la
fosforilacidon oxidativa (32).

Este fendmeno estda determinado por el flujo de protones obtenidos de
sustratos reducidos (NADH y en menor medida FADH) derivados del
metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. Los electrones que
residen en estas moléculas son transferidos a través de una serie de
complejos de proteinas integrales de membrana, llamados en conjunto
“cadena respiratoria”, hasta el O, el cual se reduce a agua. Este proceso
ocurre en la membrana mitocondrial interna (MMI) (33). La cadena
respiratoria crea un gradiente electroquimico de protones (H*) (34). Esto
ocurre por el acarreo de electrones a través de una serie de reacciones de
oxido-reduccién. Una vez generado el gradiente, este es utilizado por la
enzima Fi-Fo- ATP sintasa (ATPasa), la cual es capaz de acoplar el paso de
H+ desde el espacio intermembranal a la matriz mitocondrial con la sintesis
de ATP a partir de adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) (35).
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Figura 5. Fosforilacién Oxidativa. Se esquematiza la sintesis de ATP a partir de la

fosforilacion de ADP

3.4.1. Proteina desacoplante mitocondrial 1 (UCP1)

La proteina desacoplante mitocondrial 1 (UCP1) fue la primera proteina
desacoplante mitocondrial identificada (36); se expresa principalmente en
Tejido Adiposo Pardo (TAP), sin embargo, en el caso de los humanos, el
sitio donde se localiza la termogénesis adaptativa no esta restringida solo
al TAP, ya que los adultos no cuentan con grandes depdsitos de TAP (37).
La estructura del gen UCP1 esta altamente conservada en el humano, rata
y ratdn, constituida por seis exones que forman la secuencia codificadora,
cada exdn codifica un dominio transmembranal (38).

La funcién de UCP1 es permitir el paso de protones del espacio
intermembranal a la matriz mitocondrial, provocando la disipacion del
gradiente electroquimico de protones, generando calor en lugar de ATP,
proceso conocido como termogénesis (39) .

A pesar que la cantidad de TAP disminuye en adultos humanos, este tejido
es responsable del 1-2% del gasto energético previniendo asi una ganancia

de peso entre 1-2Kg por ano, y aunque aparentemente la contribucion de
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este tejido al gasto energético es pequefia, la ausencia o disminucion de
esta puede incrementar el riesgo de obesidad y estar relacionado con
desdérdenes metabdlicos cuando la acumulacién de energia en forma de
grasa ha sido por décadas.

La importancia de la UCP1 en la termogénesis y en la regulacién del peso
corporal se demostré en animales transgénicos deficientes de esta
proteina. Los ratones deficientes de UCP1 no son obesos ni hiperfagicos y
son sensibles al frio, por otro lado, cuando esta proteina se sobre expresa
en tejido adiposo, los ratones no aumentan de peso cuando consumen una
dieta rica en grasa. Cuando se sobre expresa en tejido muscular
esquelético resulta en una resistencia al aumento de peso y niveles mas
bajos de glucosa, insulina y colesterol, ademas de una tasa metabdlica
mayor que en el estado basal o durante el ejercicio.

También se ha observado que los niveles de expresién de ARNm de UCP1
en tejido adiposo son significativamente mas bajos en sujetos con
obesidad que en sujetos delgados lo que hace suponer que esta
involucrado en la regulacién del peso corporal tal como ya se menciond.
Su expresion aumenta con la exposicién al frio, varios estudios han
demostrado un incremento en el contenido de UCP1 del TAP tras una

exposicion al frio (36).
3.4.2. Proteina desacoplante 2 (UCP2)

El gen de la UCP2 en humanos se encuentra en el cromosoma 1191, cerca
de una region asociada a obesidad y diabetes (40). Una caracteristica
particular del gen es la presencia de varios codones de inicio (ATG) con un
marco de lectura abierto para un péptido desconocido de 36 aminoacidos,
por lo que podria existir un splicing alternativo, aunque aun no esta
demostrado. La region promotora de UCP2 no tiene caja TATA que es tipica
en otras regiones promotoras, en vez de esto tiene una regién rica en GC,
con varios posibles sitios de unidon para factores de transcripcion como

28



SP1, AP-1, AP-2, proteinas de elementos de unién de respuesta al AMPc
(CREB) y regulador muscular MyoD (41). Todo esto se ha inferido a través
del uso de programas informaticos porque no se cuenta con evidencia
experimental que lo sustente.

La distribucion de esta proteina es mayor que UCP1 ya que se ha
encontrado en Tejido Adiposo Blanco (TAB), bazo, corazdn, rifiones,
pulmones, células B-pancreaticas, cerebro, timo, leucocitos, macréfagos,
medula 6ésea, intestino, estdmago, testiculos, Uutero, hepatocitos,
hipotalamo e hipdfisis, entre otros (74,75). Esta UCP se ve aumentada
cuando hay una dieta baja en calorias, de acuerdo a lo datos bibliograficos
su papel parece estar relacionado con el control de las especies reactivas
a oxigeno (ROS por sus siglas en inglés reactive oxygen species), la
modulacién de células inmunitarias asi como la regulacidon de niveles de
glucosa en el cerebro y pancreas (42). La UCP2 desarrolla un papel
necesario en la regulacién de la termogénesis adaptativa en respuesta al
frio y a la dieta.

Los niveles de ARNm de la UCP2 en tejidos intra-abdominales vy
subcutaneos adiposos son inferiores en sujetos obesos comparados con
sujetos delgados.

La UCP2 se encarga de atenuar la secrecidén de insulina, a través de dos
sistemas, el primero es disminuyendo la eficiencia de la fosforilacidon
oxidativa, debido al cambio de la relacion ATP/ADP provocando la
disminucion de la estimulacién del canal Katp disminuyendo la secrecién de
insulina; y el segundo funciona disminuyendo la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés Reactive Oxygen
Species) (43).

3.4.3. Proteina desacoplante 3 (UCP3)
En humanos los genes UCP2 y 3 forman un clister en el cromosoma

11q13, una regidn sintética son genes que se encuentran en el mismo
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cromosoma y muy préximos, tanto que comparten una region que ha sido
ligada a hiperinsulinemia en ratones (44). En humanos este gen se expresa
en dos variantes generadas por un splicing alternativo, un transcrito
codifica para la proteina larga (UCP3L, 316 aminoacidos), mientras que el
otro codifica para una proteina corta (UCP3S; 275 aa) deficiente del sexto
dominio transmembranal. La variante UCP3S es generada cuando la senal
de paro localizada en el ultimo intron termina el mensaje de elongacidn
prematuramente (45).

La proteina desacoplante mitocondrial 3 (UCP3), es altamente especifica
del musculo esquelético, corazon y tejido adiposo; ademas se ha sugerido
que es uno de los principales reguladores de la termogénesis adaptativa
en el humano (41). La estructura de la UCP3 cuenta con un exoén en el
extremo 5’ no traducidos, lo cual hace que sus genes estén formados por
siete exones (38).

Su ausencia no modifica el peso del organismo, pero su sobreexpresion
propicia la pérdida del mismo.

La capacidad desacoplante de la UCP3 no esta relacionada con el control
de consumo de energia, ya que participa en la produccion de calor, via el
metabolismo de los lipidos, principalmente a través de oxidacion de los
acidos grasos en aquellos tejidos en donde los acidos grasos son el
sustrato principal para la generacion de energia via fosforilacidon oxidativa,

tal como sucede en grasa parda y musculo esquelético (46).
Relacion de la UCP’s en la obesidad

Diversos estudios relacionan la expresién de las UCP’s con una mayor o
menor propensién al desarrollo de la obesidad. Los polimorfismos del gen
UCP1 han sido asociados con el aumento de peso aun con una dieta baja
en calorias. Sin embargo, ésta proteina esta relacionada en menor grado
a la obesidad en comparacion a sus homélogas. Experimentos realizados
con ratones deficientes de UCP1 han sugerido que la proteina no ejerce
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papel protector contra la obesidad sino que mas bien desempefia un papel

primordial en la termogénesis inducida a frio (47) .

Estudios previos del papel del SNP de la UCP2 en la regidon promotora en
la obesidad y diabetes han mostrado resultados controversiales en
diferentes poblaciones. Se ha relacionado algunas mutaciones del gen de
la UCP2, que parecen estar involucradas con desérdenes metabdlicos, por
ejemplo, el polimorfismo -866 A/G, del gen de UCP2, aumenta su
transcripcion y disminuye el riesgo de tener desérdenes metabdlicos (48).
Akami y col, reportaron que ese SNP, en la regidon -866 esta asociada con
los niveles de C-HDL en plasma estos sujetos iranies sanos, encontraron
que el genotipo GG contribuye con altos niveles de HDL plasmaticos mas
que el genotipo AA (49).

De la misma manera se ha observado que una mutacion en el aminoacido
55 del exén 4 del gen de la UCP2, que consiste de la sustitucién de una
Ala por una Val (Ala55Val), parece estar implicada en el desarrollo precoz
de la obesidad (50). Otras investigaciones han determinado que pacientes
adultos con el genotipo Alanina/Alanina del gen de UCP2 con la mutacién
Ala55Val, tienen una mayor predisposicidon en desarrollar obesidad, con
respecto a Alanina/Valina o Valina/Valina (51).

Teniendo en cuenta que la funcion fisiolédgica de UCP3 esta relacionada con
la regulacién del gasto energético y la oxidacién de acidos grasos, su
expresion ha sido sugerida como un factor de riesgo determinante para la
padecer obesidad y DM2. Estudios en humanos han demostrado que la
expresion de ARNm de UCP3 en musculo esquelético es menor en sujetos
obesos en comparacién con sujetos sanos, lo cual pone de manifiesto una
correlacién positiva entre los niveles de UCP3 muscular y las
concentraciones de 4&cidos grasos no esterificados, asi como el
metabolismo de reposo; en contraparte esta relacionada negativamente
con el IMC. Esto significa que bajos niveles de UCP3 suponen un bajo
consumo energético de reposo y un IMC elevado (52). En un estudio que
relaciona el polimorfismo de la UCP3 en la posicion -55 con la obesidad y
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ARNm en el musculo (52) y en un estudio diferente se relaciond a este
alelo con altos niveles de gasto energético durante el reposo en
comparacioén con el alelo C (53). De la misma forma un estudio de sujetos
con obesidad modrbida se asociod al alelo T con un aumento del IMC y
dislipidemia, mientras que en otro se estima que el genotipo -55 C/T tiene
menor riesgo de padecer obesidad (54) por otra parte el genotipo C/C se
ha asociado con una menor expresion de ARNm, en biopsias de musculo
esquelético de indios Pima sugiriendo que el alelo -55 T aumenta su
expresion en comparacion con el alelo C (52). Por lo que se cree que la

UCP3 interviene en la regulacién del IMC.
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4, Planteamiento del problema

Las Proteinas Desacoplantes Mitocondriales UCP1, UCP2 y UCP3 estan
asociados con sobrepeso u obesidad, ya que son encargadas de la
termorregulacion, la utilizacion de la energia y, por lo tanto, en la
regulacidon del peso corporal. La presencia de estas podria ser un indicativo
de predisposicion de los adolescentes de la CDMX que en edad adulta

tengan sobrepeso u obesidad.

5. Hipotesis

Debido a la alta prevalencia de sobrepeso u obesidad en la CDMX, es una
prioridad investigar la relacién entre sobrepeso u obesidad y los factores
involucrados en el desarrollo de esta enfermedad, las Proteinas
Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s) han sido relacionadas con posibles
factores involucrados con problemas de sobrepeso u obesidad en adultos,
se espera observar si existen estas asociaciones de variantes genéticas en

adolescentes mexicanos.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Determinar los polimorfismos de las UCP’s (UCP1 rs1800592 C/T, UCP2
rs660339 A/G, UCP2 rs659366 C/T, UCP3 rs1800849 A/G), asi como los
niveles plasmaticos de adiponectina y leptina y su asociacion con el
sobrepeso u obesidad en una poblacién de adolescentes mexicanos de la
CDMX.

6.2. Objetivos Especificos

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las Proteinas
Desacoplantes Mitocondriales de UCP1 C/T (rs1800592), UCP2 A/G
(rs660339), UCP2 C/T (rs659366), UCP3 A/G (rs1800849), en sujetos con
y sin sobrepeso u obesidad.

2. Comparar los polimorfismos estudiados con las caracteristicas
clinicas de ambos grupos de estudio.

3. Determinar la asociacion de UCP1 C/T (rs1800592), UCP2 A/G
(rs660339), UCP2 C/T (rs659366), UCP3 A/G (rs1800849) con la actividad
enzimatica de adiponectina y leptina en ambos grupos de estudio.

4, Analizar la relacion entre la actividad enzimatica de adiponectina y
leptina con las caracteristicas clinicas de ambos grupos de estudio.

5. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacién
mexicana con otras poblaciones previamente reportadas para identificar

diferencias o semejanzas entre estas.
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7. Diseino experimental

7.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio se llevé a cabo al azar en escuelas publicas de la
Ciudad de México; se analizaron 270 sujetos al azar entre 12 a 18 afos,
145 nifos y 125 ninas, 111 de ellos pacientes con sobrepeso u obesidad
(IMC > percentil 85) y 159 individuos no obesos como grupo control (IMC
< percentil 84.9). Los pacientes con obesidad fueron valorados
previamente por estudios e historial clinico. El grupo control fue formado
por sujetos que estuvieron en un percentil <84.9 y los pacientes con
sobrepeso u obesidad con un percentil 285. Se excluyeron individuos que
tenian alguna relaciéon familiar. La seleccién de ambas poblaciones se
encuentra pareada por edad y sexo.

Todos los participantes se sometieron a una evaluacién antropométrica,
realizada por investigadores capacitados utilizando técnicas estandar. Se
utilizé una bascula digital (Tanita BWB-700, Tanita Corp., Tokio, Japdn)
para determinar el peso, la grasa muscular y corporal, y una barra de
altura digital (Seca modelo 242, Geschaftsfuhrer Finanzen & Techink Seca
Gmbh & Co. Kg. Hamburgo, Alemania) para determinar su estatura. Todas
las mediciones se realizaron entre las 8 a.m. y las 10 a.m. en las mismas
condiciones de ayuno utilizando la técnica de Lohman (55). El IMC se
calculé como el peso en kilogramo dividido por la altura al cuadrado en
metro (Kg / m?2). Los adolescentes se clasificaron de acuerdo con los
percentiles establecidos por la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) en
2007 como bajo peso (<percentil 15), normal (percentil 15 a 84.9),
sobrepeso (percentil 85 a 94.9) u obeso (percentil =95), se requirid
mediante el desarrollo de puntos de corte especificos para la edad vy el
sexo para el IMC (56). Los sujetos que estaban en el percentil de
sobrepeso y obesidad se agruparon para formar el grupo de obesidad. Se
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evaludé el indice cintura-cadera (ICC), adicional a la identificacion de

acantosis nigrincans, y la presién arterial diastolica (PAD) y sistélica (PAS).
Aspectos éticos

Se obtuvo el consentimiento informado firmado de cada padre e hijo
después de una explicacion completa del propdsito y la naturaleza de todos
los procedimientos utilizados en el estudio de investigacion. La
investigacion fue aprobada por la Comité de Etica Bioseguridad e

Investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia.

Criterios de inclusion:

Grupo de control

Niveles de IMC <£24.2 (percentil 84.9)
No estar bajo tratamiento, no padecer ninguna enfermedad croénico-
degenerativa, estar informados y de acuerdo con el tipo de estudio a

realizar con firma de carta de consentimiento.

Grupo de pacientes con sobrepeso u obesidad (Grupo de estudio)

Niveles de IMC >24.3(= percentil 85)

No estar bajo tratamiento, no padecer ninguna enfermedad croénico-
degenerativa, estar informados y de acuerdo con el tipo de estudio a
realizar con firma de carta de consentimiento.

7.2. Toma de muestra

Las muestras de sangre se recogieron mediante venopuncion después de

un ayuno de 12 h.
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A cada sujeto se le tomo una muestra de sangre periférica, se tomaron
aproximadamente 8-10 mL de sangre total periférica que fueron
colectados en 2 tubos con acido etilendiaminotetracético (EDTA) (1
mg/mL). De los tubos recolectados inmediatamente se separd el plasma
por centrifugacién a 3500 r.p.m. durante 5 minutos. Los glébulos blancos
se aislaron para la posterior extraccién de ADN.

Los niveles de colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad
(C-HDL), colesterol de baja densidad (C-LDL) y glucosa se midieron
utilizando el sistema fotométrico enzimatico Lory 2000 Diasys (Holzheim,
Alemania); los niveles séricos de leptina y adiponectina se midieron
utilizando la técnica cuantitativa de inmunoensayo de enzimas sandwich
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EE. UU.). La dosis minima
detectable suele ser inferior a 7,8 pg / mL y una dosis normal con un rango
de 0 a 1000 pg / mL para leptina. A la inversa, para la adiponectina, la
dosis minima detectable suele ser inferior a 0.246 pg / mL y un rango
normal de 0 a 250 ng / mL.

Se realiz6 un recuento completo de células sanguineas utilizando un
contador automatico de células con un coeficiente de variaciéon del 5%
(Coulter Ac-T diff version 1.03; Beckman Coulter, Miami, FL, EE. UU.).

7.3. Extraccion de ADN

El ADN gendmico se aislé de las muestras de sangre por medios de la
técnica de expulsiéon salina de Miller (57), La técnica se explica
detalladamente en el anexo 1. El ADN se cuantifico mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 260nm. Finalmente, el ADN
fue disuelto y rehidratado en solucién TE y ajustado a una concentracion
de 10ng/uL.

Los genotipos se determinaron utilizando una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (en inglés Polymerase Chain Reaction, PCR) mediante el uso
de sondas TagMan®.
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7.4. Determinacion del genotipo

Los genotipos se determinaron utilizando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) en tiempo real mediante el uso
de sondas Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). La
sonda Tagman® presenta en el extremo 5° una marca fluorescente
(reportero) y en el extremo 3" un apagador (quencher). Cuando estas dos
moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia emitida
por el reportero, es absorbida por el apagador, por lo que la fluorescencia
global observada es igual a cero, a este fendmeno se le conoce como de
Foster (o Fluorescent) Resonant Energy Transfer (FRET).

Las sondas TagMan® tienen una Tm mayor que los primers por lo que,
durante la etapa de alineacién, la sonda se une a su secuencia blanco
especifica ANTES que los primers. De esta forma cuando el ADN
polimerasa se una al extremo 3" del primer e inicia la elongacion, en su
paso se encuentra con la sonda y la degrada dada su actividad exonucleasa
5°—3". Al ser degradada, libera al reportero del apagador (quencher) lo
que suprime el fendmeno FRET y la fluorescencia emitida puede ser
determinada por el sistema de deteccion del instrumento. Dado que la
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sonda degrada, y
esta a su vez es proporcional a la cantidad de templado generado, este
sistema permite visualizar el incremento de amplicén a lo largo de la
reaccion de PCR.

Los primers y las sondas que se utilizaron para la discriminacién alélica
fueron especificas para la identificacidon de los alelos.

La deteccion de los polimorfismos se realizd por medio de sondas
marcadas con dos fluorocromos (VIC y FAM). Se amplificaron los
polimorfismos UCP1-3826 C/T (rs1800592), UCP2-55A/G (rs60339),
UCP2-866 A/G (rs659366) y UCP3-55 C/T (rs1800849) utilizando las
sondas que se enlistan a continuacidn:
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SNP Fluorocromo Sondas

+s660339 VIC CATCACACCGCGGTACTGGGCGCTG[AICTGTAGCGCGCACTGGCCCCTGACT

FAM CATCACACCGCGGTACTGGGCGCTG[GICTGTAGCGCGCACTGGCCCCTGACT

VIC TGACCCGTCCTGTGGGGGTAACTGA[CIGCGTGAACAGCCAACAATTGGGCCC

re6s5366 FAM TGACCCGTCCTGTGGGGGTAACTGA[T]GCGTGAACAGCCAACAATTGGGCCC
+s1800849 VIC GGCTTGGCACTGGTCTTATACACAC[A]IGGCTGACCTGAAACCTTATCCTAGA
FAM GGCTTGGCACTGGTCTTATACACACIG]IGGCTGACCTGAAACCTTATCCTAGA
151800592 VIC TGTAGAACACATTAACAAATGCACT[CIGATCAAACTGTGGTCAATCAGAAAT
FAM TGTAGAACACATTAACAAATGCACTIT]IGATCAAACTGTGGTCAATCAGAAAT

La mezcla de reaccion se llevd a cabo en placas de 96 pozos, donde se
incluyeron controles negativos y positivos.

Las condiciones de reaccidn fueron:

- 1 ciclo de 10 min a 95°C

- 45 ciclos a 96°C por 15 segundos

- 1 ciclo de 1 minuto a 60°C

Posteriormente se realizé una lectura en un sistema de deteccidn de
secuencias ABI Prism 7000 segun las instrucciones del fabricante (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Cada Polimorfismo de un solo
nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), genotipo vy
discriminacion de alelos se estudiaron manualmente y automaticamente
con el software de discriminacion alélica (7300 System SDS Software®,
Applied Biosystems). Los datos obtenidos permitieron realizar una

discriminacion alélica por agrupamiento en forma grafica (Figura 7).

7.5. Analisis estadistico

Los datos clinicos entre los grupos se compararon mediante la prueba t de
Student para muestras independientes.

Los niveles de fluorescencia de los productos amplificados de la PCR fueron
cuantificados y analizados usando el software propio del equipo utilizado
(7300 System SDS Software®, Applied Biosystems).
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Las frecuencias de alelos y genotipos de los polimorfismos estudiados en
todos los sujetos se obtuvieron por conteo directo. El equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) se calculd utilizando la prueba de ji cuadrado (58). Los
resultados se presentan como la media = DE (desviacién estandar) y el
porcentaje. La significacion de las diferencias entre los grupos se
determiné mediante el analisis de chi-cuadrado (X?) de Mantel-Haenzel,
gue se combind con las tablas de contingencia 2 x 2. Se calcularon la
razén de momios agrupadas (odds ratios, OR) combinados con intervalos
de confianza (IC) del 95%. Para evaluar las asociaciones de los
polimorfismos de acuerdo a los diferentes modelos de herencia para los
polimorfismos UCP1-3826 A/ G, UCP2 -866 G / A, Ala55Val y UCP3 -55 C
/ T se realizd la siguiente determinacion: modelo dominante (CT + CC vs
TT para UCP1, UCP2 55 y UCP3 y GG + GA vs AA para UCP2 -866G / A),
modelo recesivo (CC vs CT + TT UCP1, UCP2 55 y UCP3 y GG vs GA + AA
para UCP2-866G / A), modelo co-dominante 1 (CT vs CC para UCP1, UCP2
55y UCP3 y GA vs GG para UCP2-866G / A), modelo co-dominante 2 (TT
vs CC UCP1, UCP2 55 y UCP3 y AA vs GG para UCP2-866G / A), modelo
aditivo (2TT + CT vs CC para UCP1, UCP2 55 y UCP3 y 2AA + GA vs GG
para UCP2-866G / A), modelo sobre-aditivo (CT vs CC + TT para UCP1,
UCP2 55 y UCP3 y GA vs AA + GG para UCP2-866G / A) y modelo alélico
(T vs C para UCP1, UCP2 55 y UCP3 y A vs G para UCP2-866G / A),

respectivamente. Estadisticamente la significancia fue definida como p <

0.05. Se realizaron analisis de regresién logistica para evaluar las
asociaciones de UCP’s con variables clinicas, bioquimicas y hormonales,
bajo diferentes modelos de herencia. La prueba U de Mann-Whitney se
utilizd para comparar los niveles de adiponectina y leptina entre los
grupos. Los resultados estan expresados como la media + DE. Todas las
comparaciones estadisticas fueron realizadas con el software para
Windows SPSS versidn 20 (Instituto Broad del MIT vy Harvard;

https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview).
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8. Resultados

8.1. Caracteristicas clinicas de la poblacion total y por grupo de
estudio

Se realizd un estudio transversal a 315 adolescentes resultados al azar
solo 270 individuos cumplieron los criterios de inclusién, 145 nifios y 125
nifas de entre 12 a 18 afios de edad, de los cuales el 53.7% de género
masculino y el 46.3% de género femenino; la poblacion se encuentra
equilibrada con respecto a sexo y edad. Las caracteristicas clinicas
generales, promedios y diferencias estadisticas de la poblacién se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de la poblacion de estudio.

Sobrepeso/
Normal obesidad Valor de p
n=159 n=111
Edad (afios) 16.6+1.08 16.7+1.11 0.518
Peso (Kg) 52.91+6.6 69.7+10.6 <0.001
Estatura (cm) 158+7.2 158.3+8.7 0.711
IMC (Kg/m?) 21.17+1.96 27.83+£3.93 <0.001
ICC (cm) 71.09+8.07 85.86+13.34 <0.001
PAS (mmHg) 111.03+12.69 115.1649.18 0.006
PAD (mmHQ) 74.90+9.16 73.38+9.03 0.451
Peso al nacer (KQg) 2.73£1.06 2.68+1.13 0.721
Estatura al nacer (cm) 48.74+4.87 49.27+3.93 0.727
Grasa (%) 28.8+6.32 35.60+6.60 <0.001
Grasa (Kg) 2.65+2.68 3.22+2.75 0.097
Musculo (KQ) 17.7+4.61 19.27+4.46 0.009
Colesterol total (mg/dL) 154.73+£35.2 168.2+31.58 0.0021
Trigliceridos (mg/dL) 94.76+41.41 127.05+62.5 <0.001
C-HDL (mg/dL) 53.28+8.91 51.29+8.42 0.396
C-LDL  (mg/dL) 79.85+31.77 90.06+24.13 0.326
Glucosa (mg/dL) 91.16+£11.47 93.68+8.84 0.067
Leptina (ng/dL) 9.7(5.4-15.8) 21.1(12.8-28.8) <0.001
Adiponectina (ug/mL) 8.7(6.6-11.1) 7.1(5.0-9.2) 0.173
Acantosis (%) 3% 32.7% < 0.001

IMC, indice de Masa Corporal; ICC, indice Cintura-Cadera; PAS, presion arterial sistélica; PAD,
presioén arterial diastolica; C-HDL, colesterol de alta densidad; C-LDL, colesterol de baja densidad.
Los valores se expresan como media + DE., excepto leptina y adiponectina expresado como media
(p25-p75) utilizando la prueba de Student y la prueba U de Mann-Whitney, respectivamente.
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En base a los criterios anteriores se dividié a la poblacién en dos grupos,
controles o individuos clinicamente sanos (n=159); y pacientes con
sobrepeso u obesidad (casos) (n=111), utilizando los criterios de la OMS,
se considerd a los sujetos control aquellos que presentaran un percentil
<84.9 y a pacientes con sobrepeso u obesidad aquellos que presentaran
un percentil = 85.

Del grupo control 84 nifos y 75 nifias (58% vs 69% respectivamente), 61
nifos y 50 nifias con sobrepeso u obesidad (55% vs 45%). Se encontro
una diferencia significativa en la frecuencia segun el IMC entre nifos y
ninas en peso normal y con obesidad (p=0,001). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas al comparar por género (p=0.730),
se encontrd diferencias significativas en Presidn Arterial Sistolica (PAS)
(p=0.006), porcentaje de grasa (p=0.001), musculo (p=0.009), Colesterol
Total (p=0.002), Triglicéridos (p < 0.001), Leptina (p < 0.001), pero no
en peso (p=0.721) y longitud al nacer (p=0.727), C-HDL (p=0.396), C-
LDL (p=0.326) o adiponectina (p=0.173).

8.2. Curvas de amplificacion y discriminacion alélica

Se obtuvieron curvas de amplificacion tipicas en todos los SNP realizados,
y cada muestra fue analizada segun sus valores de fluorescencia relativa
(RFU, relative fluorescence units), numero de ciclos (Ct, cicle time) y con
la semejanza a una curva tipica de amplificacién, para cada ensayo se

utilizaron 4 controles positivos y 4 controles negativos.
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Amplification

Cycles

Figura 6. Curvas de amplificacion. Mostrada por el software de analisis del aparato
de PCR-tiempo real. En color verde se observa la amplificacién con el fluorocromo VIC y

en azul con FAM.
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Figura 7. Grafica de discriminacion alélica. Se muestran los genotipos de

homocigotos para el alelo marcado con FAM (0O), homocigotos para el alelo marcado con
fluorocromo VIC (o) y heterocigotos (A). Ademds también se muestran los controles

negativos o las o las muestras que no presentaron amplificacion (NTC) (¢).

En la Figura 7 se muestra una grafica con la distribucién de genotipos
generados de una placa representativa, donde en color azul se observan
las muestras que son homocigotos para el alelo marcado con FAM, en color
verde las muestras heterocigotas, en color naranja las muestras que son
homocigotas para el alelo marcado con fluorocromo VIC, y en color negro

los controles negativos o las muestras que no amplificacién (NTC).
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8.3. Frecuencias alélicas y genotipicas de las Proteinas
Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s), divididas por grupo de

estudio.

Para determinar si la poblacion se encontraba en el equilibrio Hardy
Weinberg (HWE) se realizé una prueba de X2y el calculo de las frecuencias
genotipicas y alélicas se realizd por conteo directo. Se analizaron las
frecuencias alélicas y genotipicas de los 4 polimorfismos estudiados en 7
modelos de herencia y se realizd la comparacidén entre nuestros sujetos
pacientes vs controles.

Las distribuciones de genotipos estaban de acuerdo con las predichas por
el HWE, excepto para UCP2-55 en sujetos con sobrepeso / obesidad (chi
2= 4.075, p = 0.040) y para UCP2-866 en el grupo de peso normal (chi?
= 9.07, p = 0.001). La frecuencia del alelo menor (MAF) se consideraba
como una referencia en la construccion de modelos de herencia. La
distribucién alélica de todos los polimorfismos UCP’s no difirid
significativamente entre la poblacion de peso normal y de sujetos obesos.
Cabe destacar que las frecuencias de estos polimorfismos UCP’s tampoco

variaron al asumir diferentes modelos de herencia (p = 0.05) (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencias de los genotipos de las UCP s en diferentes

modelos de herencia.

Frecuencia Genotipica

N (%) Modelo Valor de P OR (95%Cl)
CiC CIT TIT
UCP1-3826
Control 51 (32.1) 81(50.9) 27(17.0) Dominante 0.465 1.21 (0.71-2.07)
Obesidad 31(27.9) 62(55.9) 18(16.2) Recesivo 0.842 0.93 (0.48-1.79)
Co-dominante 1 0.415 1.25(0.72-3.19)
Co-dominante 2 0.808 1.09 (0.52-2.31)
Aditivo 0.500 1.19 (0.71-2.00)
Sobre-aditivo 0.426 1.21 (0.74-1.98)
Alélico 0.696 0.93 (0.66-1.31)
UCP2-A55V

Control 43(27.0) 85(53.5) 31(19.5) Dominante 0.080 1.68 (0.92-3.06)
Obesidad 20 (18.0) 66(59.5) 25(22.5) Recesivo 0.546 1.20 (0.66-2.17)
Co-dominante 1 0.103 1.66 (0.89-3.10)
Co-dominante 2 0.147 1.73 (0.82-3.66)
Aditivo 0.073 1.69 (0.94-3.04)
Sobre-aditivo 0.328 1.27 (0.78-2.08)
Alélico 0.168 1.27 (0.92-1.79)

UCP2-866 G/G G/A AlA
Control 33(20.8) 99(62.3) 27 (17.0) Dominante 0.994 1.00 (0.55-1.82)
Obesidad 23(20.7) 63(56.8) 25 (22.5) Recesivo 0.255 1.42 (0.77-2.61)
Co-dominante 1 0.733 0.91 (0.49-1.69)
Co-dominante 2 0.464 1.32 (0.62-2.84)
Aditivo 0.846 1.05 (0.59-1.90)
Sobre-aditivo 0.484 0.83 (0.51-1.37)
Alélico 0.523 1.11 (0.79-1.57)

UCP3-55 ciC CIT TIT
Control 114(71.7) 39(24.5) 6 (3.8) Dominante 0.801 1.07 (0.62-1.82)
Obesidad 79(71.2)  28(25.4) 4 (3.6) Recesivo 0.606 0.95 (0.26-3.45)

Co-dominante 1 0.902 1.03 (0.58-1.82)
Co-dominante 2 0.853 0.96 (0.26-3.52)

Aditivo 0.943 1.01 (0.60-1.70)
Sobre-aditivo 0.896 0.89 (0.59-1.81)
Alélico 0.955 1.01 (0.63-1.61)

Asociacion de los polimorfismos UCP’s con los parametros

clinicos.

Los analisis de regresidon logistica se realizaron para evaluar las
asociaciones de UCP’s y varios factores de riesgo de obesidad metabdlica

se muestran en la Tabla 3, después de ajustar la edad y el sexo del sujeto

45



utilizando tres modelos de herencia, co-dominante 1, dominante vy
recesivo. En todos los polimorfismos UCP’s estudiados, el modelo recesivo

fue el mas asociado.

Tabla 3. Polimorfismos de UCP’'s y los parametros clinicos en los modelos
co-dominante, dominante y recesivo.

UCP1-3826 UCP2-A55V UCP2-866 UCP3-55
pl p2 p3 pl p2 p3 pl p2 p3 pl p2 p3
IMC (kg/cm2) 0.942 0.995 0.741 0.598 0.326 0.636 0.818 0.936 0.0008 0.486 0.818 0.243
PAS (mmHg) 0.210 0.080 0.829 0.312 0.131 0.938 0.905 0.664 0.894 0.633 0.760 0.202
PAD (mmHg) 0.034 0.011 0.894 0.394 0.183 0.970 0.016 0.437 0.008 0.153 0.393 0.745
Grasa (%) 0.151 0.784 0.002 0.939 0.854 0.185 0.980 0.976 0.146 0.528 0.656 0.958
Masculo (%) 0.161 0.176 0.019 0.716 0.628 0.394 0.498 0.699 0.289 0.242 0.790 0.118
CT (mg/dL) 0.481 0.767 0.210 0.854 0590 0.977 0.855 0.721 0.679 0.541 0.198 0.084
Tg (mg/dL) 0.620 0.940 0.349 0.965 0.825 0.843 0.195 0.153 0.045 0.325 0.963 0.207
C-HDL (mg/dL) 0.776 0.779 0.484 0.563 0.384 0.693 0.640 0.434 0.056 0.798  ------ 0.575
C-LDL (mg/dL) 0.514 0.846 0.271 0.317 0.132 0.977 0.004 0.824 0.003 0.544  ------ 0.794
Glucosa (mg/dL) 0.317 0.740 0.102 0.892 0.637 0.853 0.913 0.674 0.625 0.575 0.777 0.171
HiperTg mg/dL 0.583  ------ 0.570 0.580 ------ @ ------ 0.037 - - 0.001  ------ 0.569
Hipo HDL mg/dL  0.660 0.525 0.920 0.983 0.859 0.859 0.007 0.614 0.670 0.180  ----- 0.180
Hiper LDL mg/dL  0.973 0.866 0.913 0.373 0.280 0.548 0.678 0.396 0.771 0.641  ------ 0.641
Leptina, ng/mL 0.551 0.719 0.274 0.933 0.724 0.853 0.585 0.486 0.466 0.544  ------ 0.549
Adiponectina ug/mL  0.643 0.747 0.448 0.278 0.475 0.153 0.197 0.074 0.071 0.164  ------ 0.164

Andlisis logistico de regresion, ajustado por edad y género. El nimero

muestra el valor de pC en: pl: modelo

co-dominante 1; p2: modelo dominante; p3: modelo recesivo. Los valores significativos estan en negrita, IMC: Indice
de Masa Corporal; PAS: Presion arterial sistélica; PAD: Presion arterial diastolica; CT: Colesterol Total; Tg: Triglicéridos;
C- HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-LDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad; HiperTg
>150 mg/dL, Hipo HDL <40 mg/dL, Hiper LDL >130 mg/dL.

La Tabla 4, muestra los parametros clinicos en un modelo recesivo, en
donde, observamos que el polimorfismo UCP1-3826 (rs1800592) se asocio
con un alto porcentaje de grasa (p = 0,002) y musculo (p = 0.019) en un
modelo recesivo. Alternativamente, el polimorfismo UCP2-866 (rs659366)
se vinculd con el IMC (p = 0.0008), PAD (p = 0.008), triglicéridos (p =
0.045), C-LDL (p = 0.003), bajos niveles de C-HDL (p = 0.056). Por
ultimo, el polimorfismo UCP3-55 C / T (rs1800849) se correlaciond con un
aumento en ICC (p = 0,008).
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Tabla 4. Polimorfismos de UCP’s y los parametros clinicos en un modelo recesivo.

UCP1-3826 UCP2-866 s
rs1800592 rs659366
cc CT+TT P GG GA+AA P cc CT+TT P

IMC (kg/cm2) 23.8 £ 4.0 23.6 £ 4.03 0.741 22.5 £4.0 23.8 £4.0 0.0008 23.6 £ 3.9 24.4 £ 4.4 0.243
ICC (cm) 76.8 £ 10.8 77.1 £ 13.6 0.853 74.5 £ 9.3 77.1 £12.9 0.688 75.8 £ 10.7 81.0 £17.6 0.008
PAS (mmHg) 113.3£10.6 113.0 £ 8.8 0.829 113.7+ 13.8 113.1 £ 9.3 0.894 113.5 £ 8.6 111.7+ 11.3 0.202
PAD (mmHg) 76.0 £ 8.9 75.8 £ 9.3 0.894 70.0 £ 2.4 76.0 £9.2 0.008 75.7 £ 9.5 76.2 £ 8.4 0.745
Grasa (%) 2534075 3.0+02 0002 22+071 294283 0146 290+3.10 292415 0.958
Musculo (%) 17.9 £ 3.9 18.5 £ 4.9 0.019 16.0 £ 2.0 18.4 £ 4.5 0.289 18.1 £ 4.3 19.2 £ 4.8 0.118
CT (mg/dL) 165.8+32.7 159.8+4 35.9 0.210 170.0 £18.2 161.5+ 35.2 0.679 159.4+ 34,9 168.4% 34.8 0.084
TG (mg/dL) 113.3+£55.1 106.1 £ 56.4 0.349 76.6 £ 25.1 108.6+ 76.4 0.045 105.7+£ 50.9 115.8+ 59.5 0.207
C-HDL (mg/dL) 53.4 £9.01 52.2 £ 8.07 0.484 64.5 £ 3.5 52.4 £ 3.7 0.056 52.8 £ 9.3 519+ 7.0 0.575
C-LDL (mg/dL)  86.0+29.3 80.1+32.7 0.271 103.3+2.6 81.6+31.8 0.003 81.5+31.4 83.1+33.1 0.794
Glucosa (mg/dl) ~ 93.6£9.0 914109 0102 92.6+1.5 92.1+10.5 0625 91.5+10.6 93.7+9.6  0.171

Todas las asociaciones fueron probadas utilizando regresién logistica ajustando por edad y género
IMC: Indice de Masa Corporal, ICC: relacidn cintura-cadera; PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastdlica;

CT: Colesterol Total; C-HDL: lipoproteinas de alta densidad; C-LDL: lipoproteinas de baja densidad, TG: Triglicéridos.




IMC. La Figura 8 sugiere que a medida que aumenta el IMC en cada grupo
de estudio, los niveles de leptina tienden a aumentar. En otras palabras,
los niveles mas bajos se encuentran en el grupo de bajo peso, mientras

gue los mas altos se encuentran en el grupo de obesidad.
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Figura 8. Niveles de leptina divididos por el indice de Masa Corporal (IMC).

Alternativamente, se analizaron los niveles de leptina y adiponectina en el
grupo con sobrepeso / obesidad en un modelo recesivo de dos genotipos
de UCP2-866 (rs659366). Se encontrd que GA + AA tenia mayores niveles
de leptina con respecto al genotipo GG, mientras que la tendencia opuesta
se muestra en el caso de la adiponectina. Es decir, que los niveles de
adiponectina para el genotipo GG fueron mayores con respecto a GA + AA
(Figura 9). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre sujetos masculinos y femeninos (datos no presentados).



Del mismo modo, se realiz una comparacion entre diferentes variables
clinicas con niveles plasmaticos de adipocinas. Se encontrd una correlacion
entre la leptina y el porcentaje de grasa (rs = 0,685) e IMC (rs = 0,478)
(p = 0,01).

0.006 p =0.009
20 P

Leptina
Adiponectina

0.0
GA + AA GG GA + AA GG

Figura 9. Niveles de leptina y adiponectina en sujetos con sobrepeso u obesidad en un
modelo recesivo de UCP2-866. Las unidades de leptina estan expresados en unidades de

ng/mL, y adiponectina en pg/mL. Los valores se expresan como media + DE.

8.4. Comparacion de frecuencias alélicas con otras poblaciones

previamente reportadas

Con el propédsito de comparar la carga genética de nuestra poblacion con
respecto a otras poblaciones mundiales, se realiz6 una comparacion
mediante la prueba de chi? de las frecuencias alélicas y del alelo menos
frecuente (MAF) obtenidas del HapMap de los paneles: CEU, CHB, JPT, YRI
y MEX, hallados en la literatura (83). Los resultados se muestran en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Frecuencias alélicas correspondientes a los SNP

y UCP2-55 rs660339  UCP3-55 rs1800849 UCP2-866 rs659366 o 1-3826
Poblacién n n rs1800592
A G P A G P c T P c T
Nuestra 111 48 052 0313 084 016 0993 111 049 051 0615 056 0.44
Poblacion
MEX 100 038 062 0090 011 089 0934 98 061 039 0003+ 041 0.59
CEU 226 042 058 0205 024 076 0002 226 063 037 00001++ 024 0.76
CHB 82 055 045 0365 034 066 00001* 82 046 054 0523 047 054
JPT 172 054 046 0333 029 072 00001* 172 045 055 0545 039 061
YRI 226 0.48 052 0867 009 091 0428 226 052 048 0063 073 027

MEX, poblacion mexicana; CEU, poblacion europea; CHB, poblacion china; JPT,
poblacidon japonesa, YRI, poblacion africana.

CEU: residentes adultos de Utah originarios de Europa occidental y del norte. CHB:
habitantes adultos de Beijin, China. JPT: habitantes adultos de Tokio, Japo6n. YRI:
adultos originarios de la comunidad de Badan, Nigeria. MEX: mexicanos residentes de
Los Angeles, California EUA.

*OR= 0.407 IC95% (0.22-0.73)
**0OR= 0.321 IC95% (0.17-0.58)
+ OR= 0.453 IC95% (0.27-0.77)
++ OR= 0.421 IC95% (0.27-0.64)

9. Discusion

En este estudio, se tuvo como objetivo evaluar a adolescentes mexicanos
con sobrepeso u obesidad sobre el rol que juegan las variantes de
Proteinas Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s) en siete modelos de
herencia en un intento de obtener una conclusién mas definitiva sobre la
asociacion entre polimorfismos UCP’s y la obesidad en los nifos
adolescentes de la Ciudad de México.

Las UCP’s son genes candidatos para obesidad por la relacién con el
balance de energia y produccién de calor dado que las UCP’s disminuyen
el potencial de membrana mitocondrial y median la fuga de protones.
Varios estudios han demostrado que las mutaciones reducen la actividad
de estas proteinas o expresién de alguna de estas, la cual podria reducir
el gasto energético mediante el aumento de acoplamiento de la
fosforilacidn oxidativa o una disminucidon en la termogénesis y de este
modo contribuir a los cambios de IMC y desarrollo de sobrepeso u obesidad

(59). A pesar de estudios amplios entre los polimorfismos UCP’s y la
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concluyentes, sin embargo se han identificado varios polimorfismos en el
gen y su analogia con los fenotipos relacionados con la obesidad (60).
Nuestro estudio se enfocd6 en cuatro polimorfismos (UCP1-3826
(rs1800592 C/T), UCP2-55 (rs660339 A/G), UCP2-866 (rs659366 C/T) y
UCP3-55 (rs1800849 A/G).

El gen de la proteina desacoplante UCP1 se expresa en el TAP, sin
embargo, el sitio en donde se localiza la termogénesis adaptativa no esta
restringida solo a TAP, el gen de la proteina desacoplante UCP2 en
humanos esta ampliamente expresado en varios tejidos como el tejido
blanco, bazo, corazén, rifones, pancreas, musculo esquelético, higado,
entre otros. El gen de la proteina desacoplante UCP3 es altamente

especifica del musculo esquelético, corazoén y tejido adiposo.
Polimorfismos UCP’s

En el presente estudio se muestra que las frecuencias genotipicas y alélicas
en UCP1 rs1800592, UCP2 rs659366, UCP2 rs660339 y UCP3 rs1800849
bajo siete modelos de herencia (dominante, recesivo, co-dominantel, co-
dominante2, aditivo, sobre-aditivo y alélico) fueron similares entre los
nifos de peso normal y sobrepeso / obesidad. Nuestros resultados fueron
similares a otros estudios reportados previamente en diferentes
poblaciones, como Colombia, hispano americanos y nativos Pima de
Arizona, EUA (83-86). En contraste con lo reportado de la poblacién de
etnia europea (86-88), donde se ha informado una alta asociacién entre
las variantes de UCP’s segun el IMC, esto, en las poblaciones europeas.
Por lo tanto, nuestros resultados mostraron que nuestro grupo de estudio

tiene una base genética diferente.
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Polimorfismos UCP’s y parametros clinicos

Por otro lado, en el modelo recesivo, se encontraron correlaciones
significativas en varios polimorfismos UCP’s con diferentes caracteristicas
clinicas y antropométricas. UCP1 rs1800592, se asocié con porcentaje de
musculo y grasa, mientras que la UCP3 rs1800849, con el indice cintura-
cadera. Sin embargo, se encontrd que las diferencias mas significativas
entre los genotipos son en UCP2 rs659366 en los parametros clinicos (IMC,
CT, C-HDL, C-LDL) y los niveles de leptina y adiponectina.

Es sabido que la capacidad de UCP2 podria inducir la pérdida de protones
a través de la membrana mitocondrial interna, y por lo tanto sobre la
participacion en la regulacion del gasto energético, por lo que hace que los
genes candidatos para la diabetes tipo 2 y la obesidad (88,89). Los
polimorfismos -866 G / A se han estudiado ampliamente por su asociacién
con la obesidad. Krauss C, et al 2003 (61), se observd que el alelo G se
asocid a mejorar la expresion de ARNm de tejido adiposo in vivo,
reduciendo la actividad transcripcional y aumentando riesgo de obesidad.
Otros estudios reportaron también aumento de la prevalencia del alelo A
en la obesidad (43) (62), o ninguna asociacion con ellos (93-95). En
nuestro trabajo en un modelo recesivo se encontrd un aumento en el IMC,
PAD, colesterol total, triglicéridos, LDL-C, leptina y ligera disminucién de
C-HDL y adiponectina en el UCP2 rs659366. Se sabe que el perfil lipidico
se asocio a la obesidad y a otros parametros como los altos niveles de
colesterol total, triglicéridos, C-LDL y la disminucién de C-HDL. Todos estos
parametros coinciden con las caracteristicas clinicas y antropométricas
asociadas con UCP2-866 en un modelo recesivo descrito en nuestros
resultados.

Aungque se ha informado una correlacion moderada asociada con la
obesidad en el alelo A -866 los estudios también han podido demostrar
una asociacion entre estos polimorfismos y caracteristicas metabdlicas
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(96,97); sin embargo, en una poblacién pedidtrica con sobrepeso u
obesidad se ha mostrado que tiene grandes cantidades de tejido adiposo.
Estas inconsistencias podrian atribuirse al tamafio pequefio de la muestra,
la cobertura incompleta de las variaciones del gen UCP2 o influencias
especificas de la poblacidn potencial sobre los rasgos metabdlicos, grupos
étnicos, métodos de determinacion genética y / o la edad de los sujetos

de estudio.
Adipocinas y polimorfismos de las UCP’s

La leptina es sintetizada y secretada por el tejido adiposo, cuya funcion es
suprimir el apetito y estimular el gasto de energia, dando como resultado
la reduccién del peso corporal y la masa de tejido adiposo. De este modo,
los niveles elevados de leptina se han relacionado con la obesidad, y la
mayoria de los individuos obesos tienen su accién metabdlica "selectiva",
disminucidon del apetito y aumenta el gasto de energia. De hecho, se
demostrdé en nuestro estudio una relacién directa entre el IMC con los
niveles de leptina. También se encontré una correlacion entre el aumento
de niveles de leptina y de UCP2-866 GA + GG en sujetos con sobrepeso /
obesidad.

Se ha informado de la expresibn de UCP2 esta inversamente
correlacionada con el IMC, porcentaje de grasa corporal y la leptina
plasmatica lo que sugiere que una disminucién en la expresion podria
contribuir a la patogénesis y mantenimiento de la obesidad (63). En el
mismo perfil, el alelo G de UCP2-866, se ha asociado a aumentar el riesgo
de obesidad. Por lo tanto, la UCP2-866 podria ser la modificacién de la
expresion de la proteina y, por lo tanto, influir en los niveles de leptina,
que podria ser un aumento en el indice de Masa Corporal y los factores de
riesgo del sindrome metabdlico; en el caso de la adiponectina se
encontraron niveles disminuidos debido al aumento del IMC, tal como lo
menciona la literatura.
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También es trascendental que estudios adicionales se centren en la
influencia de los polimorfismos, en la leptina y su gen receptor, asi como

la interaccion con factores ambientales.
10. Conclusion

Este trabajo permitié evaluar a adolescentes mexicanos de nivel
secundaria con sobrepeso u obesidad sobre la relacion que tienen las
variantes de Proteinas Desacoplantes Mitocondriales (UCP’s), y la actividad
enzimatica de leptina y adiponectina en un intento de lograr asociar las
UCP’s con la obesidad en los nifios adolescentes de la Ciudad de México.
Se lograron obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de los UCP’s
seleccionados, asi como los 7 modelos de herencia correspondientes a
nuestra poblacion mexicana, tanto en pacientes con sobrepeso u obesidad
como en sujetos sanos, ambas poblaciones cumplen con los criterios de
una seleccidén azarosa y en equilibrio.

Nuestra poblacion de pacientes con sobrepeso u obesidad muestra que hay
un porcentaje de sujetos masculinos mayor que femeninos, también se
determiné que el genotipo CC modelo recesivo de UCP1-3826C/T se
relaciona con niveles de diferencia significativa de porcentaje de grasa y
musculo.

Mientras que el genotipo CC del modelo recesivo de UCP3-55 C/T muestra
diferencia significativa con el indice de cintura-cadera por lo que este
genotipo en nuestra poblacion puede estar asociado con los factores de
riesgo que conlleva al desarrollo de obesidad.

Sin embargo, el genotipo que mostro mas diferencias estadisticamente
significativas es el GG del modelo recesivo de la UCP2-866 G/A se encontro
gue este genotipo esta relacionado con niveles elevados de IMC, PAD, CT,
TG, C-LDL y los niveles de leptina, y ligera disminucién de C-HDL en
comparacién con AA y GA. También se pudo observar que hay una
asociacion entre el alelo G con DM2 y obesidad.
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En conclusion, este estudio demostrd que existe una relacion directa entre
las caracteristicas clinicas y la UCP2 -866 en sujetos con sobrepeso /
obesidad en un modelo recesivo, lo que parece estar asociado a altos
niveles de leptina y la disminucion de los niveles de adiponectina en la
poblaciéon adolescente mexicana con sobrepeso u obesidad.

Las UCP’s son blancos potenciales para el tratamiento farmacoldgico de la
obesidad, por lo que es un campo del que se tiene que estar al tanto.

En nuestra poblacidon se tienen altos niveles de sobrepeso y obesidad, ya
gue, a pesar de ser un pais en vias de desarrollo, aun se cuenta con una
escasa educacion alimenticia y una pobre actividad fisica, lo que conlleva
a que los factores de riesgo sean mayores, por lo que la poblacion se

encuentra condicionado a sufrir este tipo de padecimientos.
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12. Apéndice.
12.1 Apéndice A. Consentimiento Informado
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ"
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del paciente:

Domicilio:

Teléfono casa: cel.:

No. expediente/afiliacion:

Por medio de la doy mi consentimiento para participar de manera
voluntaria y sin percepcion econdmica alguna, en el protocolo de
investigacién titulado "
Por lo cual acepto donar la muestra de sangre que me sea tomada.
Entiendo que los datos generados, asi como el nombre(s) de lo(s)
participante(s) son totalmente confidenciales y anénimos.

Me han explicado la importancia y utilidad de la investigacion, asi mismo
he comprendido las explicaciones las cuales se me han dado de manera
clara y sencilla, y que el médico que me ha atendido me ha permitido
realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que he
planteado. También comprendo que, en cualquier momento y sin
necesidad de dar explicacidon puedo revocar el consentimiento que ahora
presto.

NOMBRE Y FIRMA DEL NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE
RESPONSABLE DEL PROYECTO

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

CDMX A DEL MES DE DE 201_.
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12.2 Apéndice B. Tablas de valores percentilares de acuerdo a edad,
sexo y talla

Nivel de PA para nifios por edad y percentiles de talla

Edad Percendl PA PAS (mumHg) PAD (mmHg)
Percentil de talla Percentil de talla

5th 10th 25th 50th 75th S0th 95th S5th 10th 25th 50th 75th SOth 95th

1 50th B0 81 83 85 87 88 s 3a 35 36 37 38 30 39
90th o 95 97 9°9 100 102 103 49 50 51 52 53 53 54

95th 98 el 101 103 104 106 106 54 54 55 56 57 58 58

9Oth 105 106 108 110 112 113 114 61 a2 63 64 65 66 &6

2 50th 84 85 87 88 S0 92 92 39 40 41 42 43 44 44
90th a7 99 100 102 104 105 106 54 55 56 57 58 58 59

95th 1M 102 104 106 108 100 110 50 59 60 61 62 63 63

9oth 109 110 11 113 115 117 117 66 67 68 69 70 71 71

3 50th 86 87 89 91 o3 94 95 ) 44 45 46 47 48 48
0th 100 101 103 105 107 108 109 59 59 60 61 62 63 63

95th 104 105 107 109 110 112 113 &3 63 64 65 66 67 67

95th 1m 12 14 116 118 119 120 71 71 72 73 74 75 75

4 S50th B8 89 91 o3 o5 96 o7 47 48 49 5 51 51 52
QOth 102 103 105 107 109 110 111 62 &3 64 65 66 66 &7

95th 106 107 109 111 112 114 115 66 &7 68 69 70 71 71

9Oth 113 114 116 118 120 121 122 74 75 76 77 78 78 el

5 50th 90 a1 03 o5 96 o8 o8 50 51 52 53 54 55 55
Q0th 104 105 106 108 110 111 112 65 66 &7 68 69 69 70

95th 108 109 110 112 114 115 116 69 70 71 72 73 74 74

9Oth 115 116 118 120 121 123 123 77 78 70 80 s1 81 82

6 50th 9 o2 o4 9 98 99 100 53 53 54 55 56 57 57
90th 105 106 108 110 111 113 113 68 &S 69 70 71 72 2

95th 109 110 112 114 115 117 117 72 72 73 74 75 76 76

9Oth 116 117 119 121 123 124 125 80 =0 s1 82 5 84 34

7 S50th 92 o4 95 97 9 100 101 55 55 56 57 58 59 59
90th 106 107 109 111 113 114 115 70 0 71 72 73 74 74

95th 110 111 113 115 17 118 119 74 74 75 76 77 78 78

Ooth 117 118 120 122 124 125 126 82 a2 8 84 85 86 86

8 50th o4 Q5 97 99 100 102 102 56 57 58 59 60 &0 61
90Oth 107 109 110 112 114 115 116 71 72 72 73 74 75 76

O5th 111 112 114 116 118 119 120 75 76 77 78 79 79 =0

99th 119 120 122 123 125 127 127 83 24 85 86 87 87 88

9 50th 95 %6 a8 100 102 103 104 57 58 59 60 61 61 62
SO0th 109 110 112 114 115 117 118 72 73 74 75 76 76 77

95th 113 114 116 118 119 121 121 76 77 78 79 S0 81 81

120 121 123 125 127 128 129 54 85 86 87 S8 88 8O

10 50th 97 o8 100 102 103 105 106 58 59 60 61 61 62 &3
111 112 114 115 117 119 119 73 73 74 75 76 77 78

95th 115 116 117 119 121 122 123 77 78 79 80 s1 81 82

9Sth 122 123 125 127 128 130 130 85 =) 86 88 58 859 0

11 50th e 100 102 104 105 107 107 50 59 60 61 62 63 63
90th 113 114 115 117 119 120 121 74 74 75 76 77 78 78

95th 117 118 119 121 123 124 125 78 78 79 80 81 82 82

124 125 127 120 130 132 132 86 86 87 88 89 %0 %0

12 50th 1m 102 14 106 108 100 110 59 0 61 62 63 63 64
90th 115 116 118 120 121 123 123 74 75 75 76 77 78 ~

O5th 119 120 122 123 125 127 127 78 79 80 81 82 82 B3

9Oth 126 127 129 131 133 134 135 86 87 88 89 90 Q0 91

13 50th 104 105 106 108 110 111 112 60 & 61 62 63 64 o4
90th 117 118 120 122 124 125 126 75 75 76 77 78 79 7

95th 121 122 124 126 128 129 130 79 79 80 81 82 83 83

9Oth 128 130 131 133 135 136 137 87 87 88 89 <0 91 91

14 50th 106 107 109 111 113 114 115 60 61 62 63 64 65 65
90th 120 121 123 125 126 128 128 75 76 77 78 79 79 80

95th 124 125 127 128 130 132 132 80 20 81 82 8 84 84

¥th 131 132 134 136 138 139 140 87 88 89 %0 9 92 92

15 50th 109 110 112 113 115 117 117 61 a2 63 64 65 66 o6
9Oth 122 124 125 127 129 130 131 76 77 78 79 S0 80 81

95th 126 127 120 131 133 134 135 81 81 82 83 84 85 85

99th 134 135 136 138 140 142 142 88 89 90 91 92 93 o3

16 50th 111 112 114 116 118 119 120 63 63 64 65 66 67 67
S0th 125 126 128 130 131 133 134 78 78 79 80 S1 82 82

95th 129 130 132 134 135 137 137 52 83 53 84 85 86 87

9Ooth 136 137 139 141 143 14 145 Q0 0 a1 Q2 o3 o o

17 50th 114 115 116 118 120 121 12 65 o6 66 67 68 69 70
90th 127 128 130 132 134 135 136 80 80 81 82 53 84 84

95th 131 132 134 136 138 139 140 84 85 86 87 87 88 8

959th 139 140 141 143 145 146 147 92 93 a9 a4 95 9% 97

*The 90th percentile is 1.28 SD, the 95th percentile is 1.645 SD, and the 99th
percentile is 2.326 SD over the mean
Tomado de “The Fourth Report on the Diagnosis, Evaluation and Treatment of High
Blood Pressure in Children and Adolescent”, Pediatrics 2004, 114(2):555-576,
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Nivel de PA para nifas por edad y percentiles de talla

Edad  Percendl PA PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

Percentil de talla

Percentil de talla

Sth 10th  25th  50th 75th  90th  95th  5th 10th  25th  50th  75th  90th  95th

1 50th 83 84 85 86 88 89 %0 38 39 39 40 41 41 42
90th 97 97 o8 100 101 102 103 52 53 53 54 55 55 56

95th 100 101 102 104 105 106 107 56 57 57 58 59 59 Ly

99th 108 108 109 m 112 113 114 64 64 65 65 66 67 &7

2 50th 85 85 87 88 89 91 91 43 44 44 45 46 46 47
90th 98 % 100 101 103 104 105 57 58 58 59 60 61 61

O5th 102 103 104 105 107 108 109 61 62 62 63 64 65 65

99th 109 110 111 112 114 115 116 69 (2 70 70 71 b n

3 50th 87 88 §9 91 92 93 47 48 48 49 50 50 51
S0th 100 100 102 103 104 106 106 61 62 62 63 64 64 65

95th 104 104 105 107 108 100 110 65 66 66 67 68 68 69

9Oth m m 13 114 115 116 17 73 73 74 74 75 76 76

4 50th 88 88 90 9 R 94 94 50 50 51 52 52 53 54
90th 101 102 108 104 106 107 108 64 64 65 66 67 67 68

95th 105 106 107 108 110 m 112 68 68 69 70 71 71 72

99th 112 113 114 115 17 118 119 76 76 76 7 78 ~ ~

5 50th 89 %0 91 93 o 95 9% 52 53 53 54 55 55 56
90th 103 103 105 106 107 109 109 66 67 67 68 69 69 70

95th 107 107 108 110 111 112 113 70 71 71 72 73 73 74

9oth 114 114 116 nz 118 120 120 8 78 79 el 80 81 81

6 50th 9 92 93 9 % 97 98 54 54 55 56 56 57 58
90th 104 105 106 108 100 110 111 68 68 69 70 70 71 72

95th 108 109 110 m 113 114 115 2 72 73 74 74 ) 76

“th 115 116 17 119 120 121 122 80 80 80 81 82 83 83

7 S0th a 9 05 9% 97 @ 99 55 56 56 57 58 58 59
90th 106 107 108 109 11 112 113 69 70 70 71 72 2 73

95th 110 m 112 113 115 116 116 73 74 74 75 76 76 77

9oth 17 118 119 120 122 123 124 81 81 82 82 8 L2 84

8 S0th 95 o5 9% 9% w9 100 101 57 57 57 S8 50 60 60
90th 108 109 110 111 113 114 114 71 71 71 72 73 74 74

05th 112 112 114 115 116 118 118 75 75 75 76 77 78 78

99th 119 120 121 122 123 125 125 82 82 8 83 84 85 86

9 50th 9% 97 98 100 101 102 103 58 58 58 59 60 61 61
0th 110 110 112 113 114 116 116 72 72 72 73 74 75 75

95th 114 114 115 17z 118 119 120 76 76 76 77 78 ~ e

99th 121 121 123 124 125 127 127 83 83 84 84 85 86 87

10 50th 98 9 100 102 103 104 105 59 59 59 60 61 62 62
90th 112 112 114 115 116 118 118 73 73 73 74 75 76 76

95th 116 116 117 119 120 121 122 77 77 77 78 79 80 80

9th 123 123 125 126 127 120 120 84 84 85 86 86 87 88

1 50th 100 101 10 103 105 106 107 60 60 60 61 62 63 63
90th 114 114 116 117 118 119 120 74 74 74 75 76 77 77

95th 118 118 119 121 122 123 124 78 78 78 n 80 81 81

9Sth 125 125 126 128 129 130 131 85 85 86 87 87 88 8

12 50th 102 103 104 105 107 108 109 61 61 61 62 63 64 64
Q0th 116 116 117 119 120 121 122 75 75 75 76 77 78 78

95th 119 120 121 123 124 125 126 7 ~ 79 80 81 82 82

9Oth 127 127 128 130 13 132 133 86 8 87 88 88 89 %0

13 50th 104 105 106 107 109 110 110 62 a2 62 63 64 65 65
90th 117 118 119 121 12 123 124 76 76 76 77 78 ™ ™

05th 121 12 123 124 126 127 128 80 80 80 81 82 83 83

99th 128 129 130 132 133 134 135 87 87 58 89 89 90 o1

14 S0th 106 106 107 109 110 111 112 63 63 63 64 65 66 o6
0th 119 120 121 122 124 125 125 77 77 77 s 79 80 80

95th 123 123 125 126 127 129 120 81 81 81 82 8 84 84

9Oth 130 131 132 133 135 136 136 88 B8 80 °0 o0 91 2

15 50th 107 108 109 110 111 113 113 64 64 64 65 66 67 67
90th 120 121 12 123 125 126 127 78 78 78 79 80 81 81

95th 124 125 126 127 129 130 131 82 82 82 83 84 85 85

9Oth 131 132 133 134 136 137 138 80 80 @€ 91 9 2 3

16 50th 108 108 110 m 112 114 114 64 64 65 66 66 67 68
90th 121 12 123 124 126 127 128 78 78 79 80 81 81 82

95th 125 126 127 128 130 131 132 82 82 8 84 85 85 86

9th 132 133 134 135 137 138 139 %0 Q0 90 o 92 Ll 93

17 50th 108 109 110 11 113 114 115 64 65 65 66 67 67 o8
90th 122 122 123 125 126 127 128 78 ™~ 79 80D 81 81 82

95th 125 126 127 120 130 131 132 82 83 8 84 85 85 86

99th 133 133 134 136 137 138 139 90 K0 9 9 92 9 93

*The 90th percentile is 1.28 SD, the 95th percentile is 1.645 SD, and the 99th

percentile is 2.326 SD over the mean

Tomado de “The Fourth Report on the Diagnosis, Evaluation and Treatment of High
Blood Pressure in Children and Adolescent”, Pediatrics 2004, 114(2):555-576,
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Abstract

Background: It has been reported that the uncoupling pro-
teins (UCPs) can contribute to energy metabolism, and are
thus involved in the pathogenesis of obesity. The objective
of the study was to analyze the association between UCP
polymorphisms, clinical parameters and leptin and adi-
ponectin plasma levels in an adolescent population with
overweight and obesity.

Methods: We analyzed the UCPI -3826 C/T, UCP2-866 G/A,
Ala55Val and UCP3 -55 C/T polymorphisms and the levels
of adipokines in adolescents with normal weight and with
overweight or obesity. The study included 270 students
aged between 12 and 18 years categorized according to
the percentiles from Mexico City. Adipokines levels were
measured by immunoassay methods and the UCP poly-
morphisms were determined using Tagman real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: No significant differences were found in the UCP
polymorphisms in seven inheritance models studied.
Most of the significant differences in the clinical para-
meters were found under a recessive model, the UCP2 -866
polymorphism was associated with diastolic blood pres-
sure (p= 0.008), triglycerides (p = 0.045), low-density lipo-
protein-cholesterol (LDL-C) (p=0.003), high-density lipo-
protein-cholesterol (HDL-C) (p=0.050) and plasma levels
of leptin (p<0.001). Also, the obese group was found to
have higher leptin levels and lower adiponectin levels in
GA + AA vs. GG (recessive model).

*Corresponding author: Ricardo Gamboa, Department of
Physiology, Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” Juan
Badiano No 1, Col. Seccién XVI, C. P. 14080, Mexico City, Mexico,
E-mail: rgamboaa_2000@yahoo.com

Reyna Samano, Ana Rodriguez-Ventura, Maricruz Tolentino and
Rosa Maria Morales: Department of Nutrition and Bioprogramming,
Instituto Nacional de Perinatologia, Mexico City, Mexico

Claudia Huesca-Gomez, Rebeca Lépez-Marure and Ana-Karen
Heméandez-Cabrera: Depariment of Physiology, Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez™ Juan Badiano No 1, Col. Seccién
XVI, Mexico City, Mexico

Conclusions: This study demonstrated a direct relation-
ship between the clinical characteristics and UCP2-866
in a recessive model, associated with high levels of leptin
and decreased levels of adiponectin in an obese or over-
weight Mexican adolescent population.

Keywords: adipokines; genetic polymorphisms; Mexican
population; obesity; uncoupling proteins.

Introduction

Obesity is a global problem, regardless of gender or socio-
economic status. As a multifactorial disorder, obesity
involves genetic and environmental factors. The etiology,
clinical manifestations and treatment cannot be under-
stood by a single approach; however, under the current
trend in relation to the increase of this disease in school
aged children, there are two essential changes: the kind
and quantity of food and lack of physical activity.

Therefore, obesity can be defined as a chronic disease
characterized by excess storage of fat in the body with
serious comorbidities, such as dyslipidemia, hypertriglyc-
eridemia, prediabetes or diabetes and hypertension [1, 2].

Due to a high prevalence of obesity in Mexico, it is a
priority to investigate the relationship between obesity and
those factors involved in the development of this disease.

Among the many factors are the mitochondrial
uncoupling proteins (UCP13) which have a critical role in
the thermoregulation of heat production, in energy uti-
lization, and therefore, in the regulation of body weight
in animals. Nevertheless, until now it has been dem-
onstrated that the UCPs play a critical role in humans.
UCP1 is present in brown adipocytes, and while UCP2 is
expressed in almost all tissues, its mRNA levels are sig-
nificantly lower in obese subjects |3, 4]. UCP3 expression
is mostly restricted to skeletal muscle and brown adipose
tissue. Furthermore, it is related with the regulation of
fatty acid metabolism, redox state and reactive oxygen
species (ROS) formation [5, 6].

A number of UCP variants have been identified, and
their correlations with obesity-related phenotypes have
been evaluated in adult subjects. In particular, UCPI -3826
C/T, UCP2 -866 G/A, Ala 55 Val and -55 C/T variants of

Authenticated | rgamboaa_2000@yahoo.com author's copy
Download Date | 4/11/18 7:25 PM



2 —— Samano et al.: Association between UCP polymorphisms and adipokines with obesity in Mexican adolescents

UCPT have been associated with the risk of overweight and
obesity [7-9]. These polymorphisms have been reported to
be responsible for changes in the mENA levels of UCP,

On another hand, the adiponectin gene (ADIPOQ)
codes for a human adipose specific protein, which belongs
to a family of adipocytokines that include leptin, resistin
and visfatin [10]. Adipocytokines are soluble mediators
derived from adipocytes, which play an important role in
adipose tissue, inflammation and immunity. Further, adi-
ponectin levels have been found to decrease in cases of
insulin resistance, diabetes, dyslipidemias, atherosclerosis
and coronary artery dizease [11]. Also it has been reported
that adiponectin stimulates food intake and decreases
energy expenditure during fasting through its effects on
the central nervous system, meanwhile [12] weight reduc-
tion increases serum adiponectin levels in humans [13).
Adiponectin  stimulates AMP-activated protein kinase
(AMPE) in the hypothalamus and increases food intake
[12]. Moreover, adiponectin upregulated acyl-coenzyme A
oxidase and UCFP2, leading to enhanced lipid catabolism
[14], whereby some studies have suggested an association
between UCP2 with the concentration of adiponectin in
the female population with obesity, which is related to low
energy expenditure [15, 16]. Although there have been many
studies on ADNPON) genetic variation, they have not been
consistent [17].

Studies on leptin, another adipocytokine have indi-
cated its effects on the hypothalamus as a peripheral
signal to regulate energy balance and body weight [18,
19]. The brain's leptin flow supports its direct action on
the central nervous system [20]. In addition to being an
energy regulating hormone, leptin has divergent effects in
different brain regions [21]. However, little is known about
whether leptin has any effect on mitochondria, the main
provider of cellular energy.

In this context, a relationship between the activ-
ity of UCP2 and the activation of agouti-related peptide/
neuropeptide Y (AgRF/NPY) neurons in arcuate nucleus,
those that are inhibited by leptin [22], as well as an action
of AMPE (activated by adiponectin) regulating energy
expenditure due to its activity in neurons of the ventrome-
dial nuclens of the hypothalamus have been documented
[23]. As leptin repulates the expression of key genes in the
rat adipocyte, upregulation of the expression of UCP2 by a
mechanism that involves protein kinase activity [24].

Furthermore, leptin functions as an adiposity signal
that conveys the status of the body energy storage and
availability to the brain. In the hypothalamus, these adi-
posity signals are integrated and, in consequence, main-
tain energy homeostasis and body weight by controlling
feeding behavior and energy expenditure [25].

DE GRUYTER

Some studies have tried to determine the relationship
between UCP polymorphisms with metabolic syndrome,
obesity or changes dietary habits and exercise. However,
the results are not conclusive [26, 27].

Although there is evidence of linkage between UCPs
and obesity in humans, these genetic variant associa-
tions have only been found in adult subjects. In fact, there
are few studies in children/adolescents which show dis-
crepancies attributable to population selection, genetic
charge and sample size [28]. In this context, the aim of
the present work was to analyze the association between
UCP polymorphisms and body mass index (BMI), clinical,
biochemical and hormonal parameters in overweight and
obese adolescents from Mexico City.

Subjects and methods

We studied 315 subjects (173 boys and 142 girls, between 12 and 18 years
of age) recruited randomly from a public high school in Mexico City.
All of the participants underwent an anthropometric evaluation, per-
formed by trained researchers using standard techniques. A digital scale
(Tanita BWB-T00, Tanita Corp., Tokyo, Japan) was used to determine the
weight, muscle and body fat, and a digital height rod (Seca model 242,
Geschifisfiihrer Finanzen & Techink Seca Gmbh & Co. Kg. Hamburg,
Germany) was used to determine their height. All of the measurements
were taken between 8 am. and 10 a.m. under the same fasting condi-
tions using Lohman's technique |29). BMI was calculated as the weight
in kilograms divided by the squared height in meters (kg/m?). Adoles-
cents were categorized according to the percentiles established by the
World Health Organization (WHO) 2007 as underweight (<15th percen-
tile), normal (15th-84.9th percentile), overweight (35th—-94.9th percen-
tile) or obese (=95th percentile), was required through the development
of age- and sex-specific cut off points for BMI [30]. The subjects who were
in the percentile for overweight and obesity were grouped together to
fiorm the obesity group. We evaluated the waist-hip ratio (WHR), addi-
tional to the identification of acanthosis nigrincans, and diastolic (DBF)
and systolic (SBF) blood pressure.

Ethical aspects

Signed informed consent from each parent and child was obtained
after full explanation of the purpose and nature of all procedures
used in the research study. The research was approved by the Ethical,
Biosecurity and Investigation Committees of the Instituto Nacional
de Perinatologia.

Biochemical analysis

Blood samples were collected by venipuncture after a 12-h fasting.
Levels of total cholesterol, trighycerides, high-density lipoprotein cho-
lesterol (HDL-C), low-density cholesterol (LDL-C) and glucose were
measured using the Lory 2000 enzymatic photometric system Diasys
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(Holzheim, Germany); serum levels of leptin and adiponectin were
measured using the quantitative sandwich enzyme immunoassay
technique (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MM, USAJ. The minimum
detectable dose (MDD) is typically less than 72 pgfmL and a normal
range of 0-1000 pg/mL for leptin. Conversely, for adiponectin, MDD is
typically less than 0.246 pg/mL and a normal range of 0-250 ng/mL.

A complete blood cell count was performed using an automatic
cell counter =5% coefficient of varation (Coulter Ac-T diff version
1.03; Beckman Coulter, Miami, FL, USA).

Genotyping

Genomic DNA was isolated from the blood samples using a commercial
kit (Invitrogen Co., Carlsband, CA, USA). Genotypes were determined
using a TagMan® polymerase chain reaction (PCR) (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). When allele-specific fluorogenic probes
hybridize to the template during PCR, the activity of Teq polymerase
can discriminate alleles. Cleavage results in increased emission of a
reporter dye that is otherwise quenched by another dye. Each assay
requires two unlabeled PCR primers and two allele-specific probes.
Each probe is labeled with a reporter dye (VIC and FAM). TagMan® real-
time PR of the UCFPI C;/T (rs: 1800592), UCP2 55 A/G (rs: 660339), UCF2
-B66 A/G (re: 659366) and UICF3 55 /T (rs:J80084%) polymorphisms
was performed on an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
according to manufacturer’s instrections (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Each single nucleotide polymorphism (SNF) genotype
and allele discrimination was both manually and automatically studied
with the allelic discrimination software (7300 System SDS Software®,

Applied Biosystems),

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of the studied polymorphisms in all
subjects were obiained by direct counting. The Hardy-Weinberg equilib-
rium (HWE] was calculated using the chi-squared (3”}-test. Fesulis are
presented as the mean +50 and percentage. The significance of the dif-
ferences between groups was determined using the Mantel-Haenze] §*
analysis, which was combined with the 2= 2 contingency tables. Pooled
odds ratios (OFs) with 95% confidence intervals (Cls) were calculated o
assess the associations of the UCPT 3826 A/G, UCP2 -86& G/A, Ala55Val,
and UICPT -55 C/T polymorphisms with overweight and obesity under
dominant (CT+CC vs. TT for UCF, UCF2 55 and UCFT and GG +GA vs.
AA for UCP? -866G/4), recessive (CC vs. CT+TT UCP, UCF2 55 and
UCP? and GG vs. GA+AA for -866G/A), co-dominant 1 (CT vs. CC for
UCPL, UCP2 55 and UCF? and GA vs. GG for -366G/A), co-dominant 2
(TT vs. CC UCFI, UICFZ 55 and UCPF and AA vs. GG for -B66G/A), addi-
tive (ITT+CT vs. CC for UCPI, L'CFZ 55 and ['CFF and 2AA + vs. GG for
-B66GJA), over-dominant (CT vs. CC+TT for UCP, U'CP2 55 and UCP?
and GA vs. AA+GG for -866G/A) and allelic (T vs. C for UCPI, UCF2
55 and UCPT and A vs. G for -866G/4) models, respectively. Statistical
significance was defined as p<0.05. Logistic regression analyses were
performed to assess the associations of UCPs with clinical, biochemi-
ral and hormonal variables, under different inheritance models. The
Mann-Whitney U-test was used to compare adiponectin and leptin levels
between the groups. Statistical analysis was performed using SPSS v20
(Broad Institute of MIT and Harvard; https: fwww.broadinstitute.orgf
haploview/ haploview).

Samano et al.: Association between UCP polymorphisms and adipokines with obesity in Mexican adolescents = 3

Results

Clinical characteristics of the study
population

A cross-sectional study was conducted in 315 adolescents
recruited randomly; only 270 met the inclusion criteria, 145
boys and 125 girls. The general clinical characteristics of
the population and statistical differences between groups
are shown in Tahle 1. Eighty-four boys and 75 girls with
normal weight (58% vs. 69%, respectively), and 61 boys
and 50 girls with overweight or obesity were studied. A
significant difference in frequency by BMI was found
between boys and girls in normal weight and with obesity
(p=0.006). However, nodifferences were found when com-
paring by gender (p=0.730). Also significant differences
were found in SBP (p= 0.006), fat percentage (p= 0.001),
muscle (p=0.009), total cholesterol (p=0.002), triglycer-
ides (p= 0.001), leptin (p= 0.001), but not in birth weight
and length, HDL-C, LDL-C or adiponectin.

Table 1: Anthropometric and clinical, biochemical and hormonal
characteristics of the study population.

Mormal Obesity p-Value

n=159 n=111
Age, years 16.6+1.0 16.7+1.1 0.518
Men, % 8% 51% 0.006
Weight, kg 52.9:6.6  69.7+10.6 =0.001
Length, cm 15B+7.2 15B8.3+8.7 0.711
BMI, kg/m’ 71.1£1.9  27.B+3.9 =0.001
WHR, cm T1L0+B.07 B5.B8+13.3 =0.001
SBF, mmHg 111.0+12.6 115.1+9.1 0.006
DBF, mmHg 74.9+9.1 73.3+9.0 0.451
Birth weight_ kg 2.7+1.0 26+1.1 0.721
Birth length, cm 4B.7T+ 4.8 49.213.9 0.797
Fat, % 18.8+6.3 3h.616.6 =0.001
Fat, kg 26426 32427 0.097
Muscle, kg 17.7+4.6 19.2+4.4 0.009
Total cholesterol, mg/dL 154.7+35.2 168.2+31.5 0.002
Triglycerides, mg/dL ~ 94.7+&1.6  137.0+62.5 =0.001
HOL-C, mg/dL 53.2+8.91 51.24B.4 0.39&
LDL-C, mg/dL 7O.8£317  00.0+24.1 0326
Glucose, mg/dL 91.1£11.6 93688 0.067
Leptin, ng/mL 9.7 (5.6-15.8) 21.1(12.8-28.8) <0.001
Adiponectin, pg/mL BT7i(5.6-11.1) 7.1(5.0-0.2) 0.173
Acanthosis, % I% ILT% =0.001

EMI, body mass indax; WHR, waist-hip ratio; SPB, systolic pressure
blood; DPB, diastolic pressure blood; HOL-C, high-density cholesterod;
LOL-C, low-density cholesterol. The values are mean+ 50, except in
leptin and adiponectin expressed as median values (p25-p75) using
Student’s t-test and the Mann-Whitney U-test, respectively.
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Table 2: Frequencies of UCP genotypes and polymorphisms.
UcP1-3826 Genotype frequency Model p-Value OR (95%CI)
n (%)
cfc oT T
Control 51(32.1) 81 (50.9) 27(17.0) Dominant 0.465 1.21 (0.71-2.07)
Obesity 31(27.9) 621(55.9) 18(16.2) Recessive 0.842 0.93 (0.48-1.79)
Co-dominant 1 0.415 1.25(0.72-3.19)
Co-dominant 2 0.808 1.09 (0.52-2.31)
Additive 0.500 1.19 (0.71-2.00)
Over-additive 0.426 1.21 (0.74-1.98)
Allelic 0.696 0.93 (0.66-1.31)
UECP2 ASSV
Contral 43 (27.00 85(53.5) 31(19.5) Dominant 0.080 1.68 (0.92-3.06)
Obesity 20 (18.0) 66 (59.5) 25(22.5) Recessive 0.5&6 1.20(0.66-2.17)
Co-dominant 1 0,103 1.66 (0.89-3.10)
Co-dominant 2 0.147 1.73 (0.82-3.66)
Additive 0.073 1.69 (0.94-3.04)
Over-additive 0.328 1.27 (0.78-2.08)
Allelic 0.168 1.27 (0.92-1.79)
UcP2-856 G/G G/A AfA
Contral 33(20.8) 99 (62.3) 37 (17.0) Dominant 0.994 1.00 (0.55-1.83)
Obesity 23(20.7) 63 (56.8) 25(22.5) Recessive 0.255 1.42 (0.77-2.61)
Co-dominant 1 0.733 0.91 (0.49-1.69)
Co-dominant 2 0464 1.32 (0.62-2.84)
Additive 0.886 1.05 (0.59-1.90)
Over-additive 0484 0.83 (0.51-1.37)
Allelic 0.523 1.11(0.79-1.57)
UCP3-55 Cjc or T
Contral 114 (71.7) 39 (24.5) &(3.8) Dominant 0.801 1.07 (0.62-1.83)
Dbesity 79(71.2) 2B (25.4) §(3.8) Recessive 0.606 0.95 (0.26-3.45)
Co-dominant 1 0.9032 1.03 (0.58-1.82)
Co-dominant 2 0.853 0.94 (0.26-3.52)
Additive 0.943 1.01 (0.60-1.70)
Over-additive 0.806 0.89 (0.59-1.81)
Allelic 0.955 1.01 (0.63-1.61)
Genotype frequencies Association of the UCP polymorphisms with

The genotype distributions were in accordance with those
predicted by the HWE, except for UCP2 55 in overweight/
obese subjects (y'=4.075, p=0.040) and for UCP2-8646
in the normal weight group (y*=2.07, p=0.001). We ana-
Ivzed the associations between UPC genotypes in differ-
ent inheritance models in normal weight and obese group.
The minor allele frequency (MAF) was considering as a
reference in the construction of inheritance models. The
allele distribution of all UCP polymorphisms did not differ
significantly between normal weight and obese subject’s
population. It is noteworthy that the frequencies of these
UCP polymorphisms also did not vary when assuming dif-
ferent inheritance models (p = 0.05) (Table 2).

the clinical parameters

Logistic regression analyses were performed to assess the
associations of UCPs and several metabolic obesity risk
factors is shown in Table 3, after adjusting for the subject’s
age and sex using three inherence models, co-dominant 1,
dominant and recessive models. In all UCP polymorphisms
studied, the recessive model was the most associated.
The UCPI-3826 (rs 1800532) polymorphism was associ-
ated with high percentage of fat (p=0.002) and muscle
weight (p=0.019) in a recessive model. Alternatively, the
UCP2-866 (rs659366) polymorphism was linked to BMI
(p=0.0008), DBF (p=0.008), triglycerides (p=0.045),
LDL-C (p=0.003), lower levels of HDL-C (p=0.056), and
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Table 3: Association of the UCP polymaorphisms with clinical, bicchemical and hormonal parameters in co-dominant, dominant and reces-

sive models.
UCP1-3826 UCP2 ASSV UCP2-B66 UCP3-55
p1 p p3 pl pi p3 pl p p3 pl p p3
EMI, kg/m* 0,942 0995 0741 0598 0326  0.636 0818 0934 0527 0488 0818 0243
SBF, mmHg 0.210 0080 0.829 0312 0131 0938 0905 0.664 0.894 0633 0760 0.202
DEF, mmHg 0.034 0011 0894 0394 0183 0970 0.016 0.437 0008 0453 0393 0745
Fat, % 0151 0788 0002 0939 0854 0.185 0.980 0.976 0.14 0528 0.65% 0.958
Muscle, % 0461 0476 0019 0716 04623 0394 0498 0.6990 02389 0242 0790 0.11E
TC, mg/dL 0.481 0767 0210 085 0590 0.97F 0.855 0721 0.679 0541 0198 0.084
Te, mg/dL 0.620 0940 0.349 0.965 0825 0.8&3 0.195  0.153 0.045 0315 09463 0207
HOL-C, mz dL 0.776 0779 D.4B& 0563 0.3B4  0.4693 0640 0.634 0.050 0.798 - 0575
LDL-C, mg/dL 0.514 0846 0271 0317 0132 0977 0.00& 0.824 0.001  0.544 - 079
Glucose, mg/dL 0.317 0740 0102 0892 0637 0853 0913 0674 0.625 0575 0777 0471
Hyper T, mg/dL 0.583 - 0570 0.580 - - 0037 - - 000 - 0.569
Hypo HOL, mg/dL 0.660 0525 0.920 0981 0859 0859 0007 0614 0670  0.180 - 0180
Hyper LDL, mg/dL 0.873 0866 0913 0373 0280 0588 0678 0396 0771 0.681 - D641
Leptin, ng/mL 0.551 0719 0274 0933 0724 0853 0585  0.4B4 D466 0584 - 0.549
Adiponectin, pg/mL  0.643 0.747 0448 0278 0475 0153 0197 0074 00710 0164 - 0D.16&

Logistic analysis regression test, adjusted for age and gender. The number show the pC value in: pl, model co-dominant 1; p2, model domi-
nant; p3, model recessive. Significant values are in bold. SBP, systolic blood pressure; DBF, diastolic blood pressure; TC, total cholesterol;
Tg, triglycerides; HOL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein-cholesterol.

higher plasma levels of leptin (p= 0.001). Lastly, the UCP3
-55 C/T (rs1800849) polymorphism was correlated with an
increase in WHR (p= 0.008).

Alternatively, we analyzed the levels of leptin and
adiponectin in the overweight/obese group in a recessive
model for two genotypes of UCP2 -866 (rs 6533646). It was
found that GA+ AA had higher leptin levels with respect to
GG genotype, whereas the opposite tendency is displayed
in the case of adiponectin (Figure 1). That is to say that
the adiponectin levels for GG genotype were higher with
respect to GA+ AA. No statistically significant differences
were found between male and female subjects.

Haplotypes analysis

The analysis of haplotypes revealed one block in linkage
disequilibrium with D’ =0.820 and = 0473 composed of
two polymorphisms (UCF2 A55V and UCP2-856). The anal-
vses showed three different possible allele combinations
(GC, AT and AC). However, the distribution of these hap-
lotypes was similar in obese patients and healthy controls
(data not showmn).

Discussion

In this study, we evaluated the role of the uncoupling
protein variants in six inherence models, their association

with clinical parameters and with the serum levels of
adipokines in obese Mexican adolescents. 'CPs are can-
didate genes for obesity as they are related to the energy
balance and heat production. Several studies have dem-
onstrated that mutations reducing the activities of these
proteins can reduce energy expenditure by increasing the
coupling of oxddative phosphorylation and contributing to
BMI changes that lead to overweight or obesity. In spite
of the fact that the relation between UCP polymorphisms
and obesity has been extensively studied, the results of
these associations are still inconclusive. Thus, the aim of
this work was to obtain a more definitive conclusion about
the association between UCP polymorphisms and obesity
in adolescent children.

UCP polymorphisms

The present study shows that the genotype and allele
frequencies of UCPT rs 1801592, UCP2 rs 659366, UCP2 rs
660339 and UCP? rs 1800849 under six different inher-
ence models were similar between normal weight and
obese children. Our findings were similar to those in
studies with Colombian, American Hispanic and Pima
native (AZ, USA) subjects [30-33); vet, they were different
from reports in populations of European ethnicity [34, 35],
where a high association has been reported among the
UCP variants according to BMI, this, in European popula-
tions. These results proved, in short, that our study group
has a different genetic background.
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Figure 1: Levels of leptin and adiponectin in subjects with over-
weight /obesein a recessive model for WOPZ-BES.

The leptin units are expressed in ng/mL, and adiponeactin in pg/mL.
Data are presented as mean £ 50,

UCP polymorphisms and clinical parameters

Indeed, important correlations were found between the
UCP polymorphisms and different anthropometric and
clinical characteristics mainly in a recessive model. UCP1
rs 1801592 was associated with fat and muscle percentage,
whereas UCP3 rs 1800849 was linked to the WHR. Interest-
ingly, the most significant differences between genotypes
were found for UCP2 rs 659366 in the clinical parameters
and in the levels of leptin and adiponectin.

The ability of UCP2 to induce a proton leak across the
inner mitochondrial membrane is well known. Hence,
its involvement in the regulation of energy expenditure
warrants its choice as a candidate gene for obesity and
type 2 diabetes [36, 37]. The -86 G/4 polymorphisms
have been extensively studied for their association with
obesity. In particular, Krauss et al. [38] observed that the G

DE GRUYTER

allele was correlated with enhanced mRNA expression in
adipose tissue in vive, reduced transcriptional activity and
increased risk of obesity. Other studies have additionally
reported either an increased prevalence of the A allele in
obesity [39, 40], or no association at all [41, 42]. Our work
demonstrates a significant increase in BMI, DBP, total cho-
lesterol, triglycerides, LDL-C, leptin and a slight decrease
in HDL-C and adiponectin for rs652366 in a recessive
model., It is known that the lipid profile is associated with
obesity and other parameters, such as high levels of total
cholesterol, triglycerides, LDL-C and diminished levels of
HDL-C. These parameters coincide with the clinical and
anthropometric characteristics associated with UCP2-8668
in a recessive model described in our results.

Although a modest correlation between obesity and
the allele A -866 has been reported, studies have also
failed to show an association between these polymor-
phisms and metabolic traits [43]; however, in a pediatric
population with obesity has been shown to have large
amounts of adipose tissue [28]. These inconsistencies
could be attributed to the small sample size, incom-
plete coverage of the UCPZ? gene variations or poten-
tial population-specific influences on metabolic traits,
ethnics groups, methods of genetic determination and/
or age of study subjects.

Adipokines and UCP polymorphisms

Leptin is synthesized and secreted by the adipose tissue.
The function of this adipokine is to suppress appetite and
stimulate energy expenditure, thus reducing the adipose
tissue mass and body weight. As a result of this, elevated
levels of leptin have been related to obesity. In fact, most
obese individuals have a “selective™ resistance to their
metabolic action. A direct relation between BMI and leptin
levels was indeed demonstrated in our study. We also
found a comrelation between increased leptin levels and
UCFP2-866 (A + GG in obese subjects.

It has been reported that UCP2 expression is inversely
correlated with BMI, percentage of body fat and plasma
leptin, suggesting that a decrease in the levels of this
gene could contribute to the pathogenesis and main-
tenance of obesity [4]. In the same vein, the UCPZ-866
allele G has been associated with an increase in the risk
of obesity and it could be modifying protein expression.
If this allele influenced leptin levels, then it could evoke
an increase in the BMI and the risk factors for metabolic
syndrome.

It is also important that further studies focus on
the influence of polymorphisms on leptin levels and its
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receptor gene, as well as on the interaction with environ-
mental factors,

In conclusion, this study demonstrated that there is
a direct relationship between clinical characteristics and
UCP2-866 in subjects with overweight and obesity in a
recessive model, which seem to be associated with high
levels of leptin and decreased levels of adiponectin in the
studied Mexican adolescent population.
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13. Anexo

13.1 Anexo A. Técnica de extraccion de ADN por el método de expulsion

salina

o Recolectar de 8-10 mL de sangre total periférica con anticoagulante
(EDTA)

. En un tubo Falcon de 15 mL, poner 13 mL de solucién de lisis (SLR

1X) y toda la sangre. Mezclar vigorosamente la solucién (vortex)

. Centrifugar la solucién 2500rpm/15min

o Quitar el sobrenadante con una pipeta o con vacio, con mucho
cuidado sin tocar el paquete

o Agregar nuevamente SLR 1X hasta los 13 mL. Centrifugar a 2500
rpm/10min

o Retirar nuevamente el sobrenadante, sin tocar el paquete. Repetir
lavado hasta que el paquete este limpio (color blanco). En este paso se
puede invertir el tubo y dejarlo escurrir (10 min aprox.).

o Agregar al tubo Falcon:

o 260 pL de agua estéril

<> 160 puL de Buffer de proteinasa

R 40 L de SDS 20%

<> 40 pL de proteinasa K

o Resuspender el paquete con la solucién y transferirlo a un tubo
Eppendorf 1.5 mL previamente rotulado. Mezclar vigorosamente (vortex)
. Incubar a 37°C toda la noche o0 a 55°C durante 3-4hrs en este caso
agregar 20uL mas de proteinasa K

o Terminada la incubacién agregar 240uL de NaCl 5M. Mezclar
vigorosamente. Centrifugar a 14000 rpm/10 min

o Recuperar el sobrenadante en otro Eppendorf previamente rotulado

sin tomar el precipitado



. Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/10 min y recuperar el
sobrenadante. Repetir este paso hasta que el sobrenadante no tenga
sedimentos

o Agregar EtOH frio al 95% e invertir el tubo hasta que aparezca un
precipitado blanco (ADN). Se recomienda dejarlo en el congelador unos
minutos.

o Centrifugar a 14000 rpm/10min

o Se elimina el sobrenadante por decantacidn y se deja escurrir el tubo
boca abajo por 5-10 min, agregar EtOH frio al 70% (lavado)

. Centrifugar 14000 rpm/5min

o Se elimina el sobrenadante por decantacion y se deja escurrir el tubo
boca abajo

. Secar el tubo a 37°C o en el concentrador de ADN

. Agregar 50uL de solucion TE estéril y dejarlo a temperatura

ambiente durante 2 horas hasta que se resuspenda el ADN
o Medir la concentracion del ADN a 260nm. La pureza se obtiene de
medir ADN 260 nm y las proteinas a 280 nm, la relacion entre 260/280

nos da la pureza. Este valor debe corresponder entre 1.7-1.8.



	Portada

	Tabla de Contenido
	1. Abreviaturas
	2. Resumen
	3. Marco Teórico

	4. Planteamiento del Problema   5. Hipótesis

	6. Objetivos
	7. Diseño Experimental

	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusión
	11. Referencias Bibliográficas

	12. Apéndice
	13. Anexo

