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. RESUMEN

Las proteinas desacoplantes (UCPs) son transportadores de la membrana interna
mitocondrial involucradas en el desacoplamiento del gradiente electroquimico, formado
a través de la membrana interna mitocondrial, y su actividad esta relacionada con la
disminucion de la sintesis de ATP. Se han descrito cinco miembros en esta familia, tres
de los cuales (UCP1, UCP2, UCP3) han sido relacionados con la termogénesis, la
obesidad, la diabetes, la biologia de los radicales libres, ademas, se han considerado
como genes candidatos de patologias como la obesidad y la diabetes. La obesidad es
un trastorno metabdlico, caracterizado por la excesiva acumulacion de grasa,
provocado por problemas genéticos, ambientales y psicosociales. A nivel bioquimico, la
obesidad es resultado de un metabolismo energético anormal, que implica el
desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético del organismo. En este trabajo, se
estudiaron tres polimorfismos relacionados con las proteinas desacoplantes, UCP2y
UCP3 en dos poblaciones de estudio: control y con sindrome metabdlico. Se
encontraron diferencias significativas al analizar y comparar la presencia del
polimorfismo con respecto a parametros como el IMC, TG, RS y HOMA En ambos
grupos se estudiaron tres variantes polimorficas, UCP2 -866, 55 y UCP3 -55 por PCR-
TR. EI SNP de UCP2 -866 C/T encontramos que el genotipo CT esta relacionado con
TG, colesterol y HDL del subtipo HDL3s, aumentados en ambos grupos; asimismo se
encontraron niveles de colesterol HDL disminuidos en el genotipo CCvs CTy TT. En el
caso del SNP 55 A/G se observaron valores elevados de TA diastolica y sistélica en los
genotipos, AG y AA vs GG. El genotipo AG presentd niveles de colesterol bajos asi
como valores de IMC y de TA sistdlica y diastédlica aumentados en el grupo de casos
con respecto al control. El analisis del SNP 55 A/G del gen UCP2 respecto a las
subpoblaciones de colesterol HDL no proporciono resultados significativos. En el
polimorfismo -55 A/G del gen UCP3 se observé un IMC elevado en aquellos genotipos
con el alelo silvestre (A) También se encontraron valores significativamente menores
de colesterol total en el homocigoto GG respecto al heterocigoto. Se observaron
diferencias significativas en las HDL del subtipo HDL3. en el genotipo AG del

polimorfismo -55 A/G del gen UCP3 en al comparacion por grupo de estudio.
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. ABREVIATURAS

ApH
aMSH
AC
ADRP3
ADP
ATP
ATPasa
CcC

CO;
FADH,
GDP
GSH
H>0>
HNE
HOMA IR
IMC
LEP
LEPR
MC4R

MACF

Gradiente electroquimico de protones
Gradiente eléctrico

Gradiente de pH

a melanocito

Adenilato ciclasa

Receptor B 3 adrenérgico
Adenosin difosfato

Adenosin trifosfato

F1Fo ATP sintasa

relacion cadera/cintura

Dioxido de carbono

Flavin adenin dinucleotido
Guanosin trifosfato
g-glutamilciteinilglicina (glutation)
Peréxido de hidrégeno
4-hidroxinonenal

indice de resistencia a la insulina
indice de masa corporal

Leptina

Receptor de leptina

Receptor 4 de melanocortina

Familia de acarreadores anidnicos mitocondriales
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MEF2 Factor potenciador de miocitos

Mn-SOD Superoxido dismutasa mitrocondrial

MyoD Proteina de diferenciacion miogénica
NADH Nicotin adenin dinucleotido

0O, Oxigeno

(ory lon superdxido

OMS Organizacion Mundial de la Salud

Pb Pares de bases

POMC Propiomelanocortina

PPAR Receptor de activacion de proliferacion peroxisomal
ROS Especies reactivas a oxigeno,

SLR1X Solucion de lisis

TAB Tejido adiposo blanco

TAP Tejido adiposo pardo

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos

TG Triglicéridos

UCP Uncoupling protein o proteina desacoplante
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IIl. INTRODUCCION

IV.1 LA FOSFORILACION OXIDATIVA

Las mitocondrias son organelos esenciales en las células eucariotas aerobias; porque
es donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo celular. Este organelo tiene su
propio genoma (Grivell, 1999). Moléculas como los acidos grasos, los carbohidratos y las
proteinas son catabolizados en la mitocondria, a través de una serie de reacciones
enziméticas que los transforman en CO,, H,0O, asi como coenzimas como el NADH y
el FADH,, utilizadas como sustrato de la cadena transportadora de electrones en la

membrana interna mitocondrial ennedy y Lehninger, 1949)-

QUTER MEMBRANE

CRISTAE

&

INNER MEMBRANE

Figura 1. Tomografia crio-electrénica de una mitocondria hidratada y congelada, aislada de higado de rata. Esta

mitocondria tiene un didametro de 700 NM (mannella, 2006)-

La mitocondria esta formada por dos membranas: una externa y una interna que
forman dos compartimentos, la matriz mitocondrial, rica en proteinas y contenida por la
membrana interna, y el espacio intermembranal ubicado entre ambas membranas

(Mannella, 2006)- SIN embargo esta imagen ha cambiado con los avances en la microscopia.
(Rasmussen N, 1995)-
En la mitocondria se lleva a cabo una de las rutas metabdlicas mas importantes de la

célula, la fosforilacion oxidativa, que se divide en dos partes, la cadena respiratoria y la
sintesis de ATP.
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La cadena de transporte de electrones esta formada por cuatro complejos enzimaticos:
Complejo | (NADH:ubiquinona CoQ oxidoreductasa), Complejo Il (Succinato:
ubiquinona CoQ oxidoreductasa), Complejo Il (Citocromo bc;) y el Complejo IV
(Citocromo c oxidasa) (Hatefi, 1985). 10dos ellos localizados en la membrana interna
mitocondrial. Esos complejos estan conectados electronicamente por la ubiquinona 'y el
citocromo c; y se encargan de transferir electrones al O, de manera acoplada a la
translocacion de protones a través de la membrana interna mitocondrial. La
translocacion de protones genera un gradiente electroquimico util para la sintesis de

ATP via la ATP (Figura 2) sintasa (witchell 1961)-

Figura 2. Componentes de la cadena respiratoria y formacion del gradiente electroquimico de protones, formado a
través de la membrana interna mitocondrial y utilizado por la Fi-Fo ATPasa para fosforilar al ADP y sintetizar ATP.
También se muestra el “proton leak” o fuga de protones que desacopla la interaccion entre la cadena respiratoria y

la ATPasa (Rousset, 2004)-

Se han propuesto dos modelos que describen la organizacion molecular de la cadena
respiratoria; en el primero, los complejos proteicos de la cadena respiratoria difunden
libres e independientes en el plano de la membrana y la transferencia de electrones
entre ellos se lleva a cabo por colisiones upe y cols, 1984 En el segundo, los
componentes de la cadena respiratoria estan interaccionando entre si, formando
estructuras macromoleculares o supercomplejos llamados respirasomas. Se han

identificado y caracterizado diferentes supercomplejos de la cadena respiratoria, como
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el dimero de la ATPasa, el supercomplejo I+lll;, el supercomplejo lll,+IVi,, 0 el

supercomplejo I+I112+I1V1-2. (witig y cols., 2006).

IV.2 LOS TRANSPORTADORES MITOCONDRIALES

Ademas de llevarse a cabo la sintesis del ATP, en la mitocondria se realizan diversos
procesos metabdlicos que implican un constante intercambio de metabolitos entre el
citosol y la matriz mitocondrial. Debido a la alta impermeabilidad de la membrana
interna mitocondrial a una gran cantidad de metabolitos, los transportadores de la

membrana interna mitocondrial se hacen cargo de facilitar su intercambio paimieri, 2004)-

La mayoria de estos sistemas transportan moléculas aniénicas y metabolitos neutros
como la ornitina, carnitina o glutamina. Los acarreadores anionicos son parte de la
familia de proteinas de acarreadores aniénicos mitocondriales (MACF), de los cuales,

se han descrito 17 miembros, con un peso molecular entre 28 y 34 kDa (pamisano y cols.,

1998).-

En esta familia se encuentra la translocasa de adenin nucleétidos (ANT), que es un
intercambiador ADP/ATP, las proteinas desacoplantes (UCPs) relacionadas con la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa; el acarreador de fosfato (PiC) que transporta el
fosfato citosélico a la matriz mitocondrial para ser utilizado principalmente en la sintesis
de ATP. Se encuentran también, transportadores para el de piruvato (PYC), el

oxoglutarato (OGC) y el de glutamato/aspartato (AGC) krammery cols., 2009).
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FIGURA 3 Estructura del acarreador de adenin nucleétidos. A, muestra la estructura secundaria del acarreador
donde se observan, las hélices transmembranales (H), las hélices en la matriz (h), los loops entre las hélices
transmembranales (C) y los loops entre las hélices de la matriz (M). B, muestra una vista lateral de la estructura
terciaria del acarreador. La estructura esta coloreada de acuerdo a su secuencia, por ejemplo, azul (N-terminal) o

roja (C-terminal) (pevay-peyroia, 2003)-

Estos transportadores estan formados por 3 dominios proteicos de 100 aminoacidos
con una alta homologia entre ellos, cada dominio estd formados por dos regiones
transmembranales altamente hidrofébicas, unidas entre si por una region hidrofilica
localizada en la matriz mitocondrial; y una pequefia region hidrofilica localizada en el
espacio intermembranal la cual esta encargada de ligar a los dominios. Se han descrito
sitios altamente conservados en los dominios de estos transportadores considerados
como las “huellas dactilares” de la familia, utilizados para localizar nuevos miembros.
Estas secuencias estan localizadas cerca del sitio de union del sustrato. La primera,
PX[DE]JXX[RK] est4 en el extremo carboxilo terminal de la primera hélice de cada
repeticion y forma un puente salino cuando el sitio de unidn al substrato esta abierto
hacia el espacio intermembranal, y la segunda [FY][DE]XX[RK], esta en el extremo
carboxilo terminal del loop, forma un puente salino cuando el sitio de union del
substrato esta abierto hacia la matriz. Se ha planteado que estos puentes salinos son
necesarios para el transporte del sustrato y que la apertura y cierre del transportador

depende de la formacion y destruccion de estos puentes robinson y cols., 2008).
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La alta homologia entre los dominios y entre los transportadores sugiere que esta
familia se origino tras la triplicacion de una secuencia ancestral comdn a partir de la
cual se diferenciaron los transportadores, como se ve en la estructura del acarreador

de adenin nucledtidos (Figura 3) (vartial Rey y cols., 2010)-

IV.3 DESCRIPCION DE LAS UCPs

Las UCPs son transportadores mitocondriales localizados en la membrana interna;
poseen una masa molecular de entre 31 y 34 kDa. Tienen seis cruces
transmembranales y su grupo amino y carboxilo terminales estan localizados en el
espacio intramembranal viroux y cols., 1993) y fungen como - LOS cruces transmembranales
corresponden a a hélices ordenadas en pares, cada par estd conectado por un loop
hidrofobico 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 que
hay una translocacién hidrofébica en el centro de la proteina, que se comportaria como

un acceso controlado ya descrito en otros canales (arechaga y cols., 2001)-

La UCP1 fue la primer proteina desacoplante identificada (ricquier y kader, 1976), Y S€
expresa exclusivamente en tejido adiposo pardo (TAP) formado por adipocitos ricos en
mitocondrias, en los humanos, el TAP esta presente principalmente durante la infancia
después de la cual desaparece casi totalmente aunque se ha reportado su presencia
en los adultos (schrauwen y cols., 2006) (Figura 4). La funcion 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 termogeénesis (icholis y Rial, 1999). La termogénesis esta regulada por el
sistema nervioso simpatico, la noradrenalina liberada en las fibras simpaticas que se
conectan con el tejido adiposo pardo, interacciona con los receptores Bs-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 liberacion de los acidos grasos almacenados en el

TAP. Estos &cidos grasos actian junto con la UCP1, activando el transporte de
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protones y estimulando la produccion de calor, o son transportados como acil-
carnitina, a la matriz mitocondrial para ser degradados por la B-oxidaciéon. Lo cual
significa que los acidos grasos funcionan como los segundos mensajeros de la

noradrenalina (rial y Gonzalez-Barroso., 2001)-

La estimulacién simpatica prolongada del TAP promueve el aumento de la actividad de
las UCPs, asi como su transcripcion, lo cual implica el aumento de los niveles de ARN.
El frio también es un potente regulador, varios estudios han demostrado un incremento

en el contenido de UCP1 del TAP tras una exposicion al frio. (ricquier y Bouillaud, 2000)-

P !
[ gpe-

UCP3

= [99niNgeeery

Figura 4. Esquema de expresién de las UCPs en diferentes tejidos TAB: tejido adiposo blanco, TAP: tejido adiposo

pardo (ricquier y Bouillaud, 2000)

En 1997 se identifico otra proteina con una homologia del 59% a UCP1, a la cual se le
llam6 UCP2. La distribucion de esta proteina es mayor que UCP1l ya que se ha
encontrado en tejido adiposo blanco (TAB), bazo, pulmdn, corazén, higado, intestino,
testiculo, cerebro, Utero y las células B-pancreaticas, entre otros (Figura 4). De acuerdo
a los datos bibliograficos su papel parece estar relacionado con el control de las
especies reactivas a oxigeno, la citoproteccion, la modulacién de células inmunitarias
asi como la regulacion de niveles de glucosa en el cerebro y pancreas (reshimay cols.,

2003)-

En células de timo se ha visto que la UCP2 disminuye el acoplamiento entre la

oxidacion de sustratos y la produccion de ATP. La disipacion del potencial de
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membrana mitocondrial mediada por UCP2 y el gradiente de pH resultan en la

formacion de especies reactivas, particularmente durante el transporte de electrones

FEVErsO (Lamberty cols., 2004)-

La UCP2 se encarga de atenuar la secrecion de insulina, basicamente a través de dos
sistemas, el primero es disminuyendo la eficiencia de la fosforilacion oxidativa, debido
principalmente al cambio de la relacién ATP/ADP lo cual resulta en la disminucion de la
estimulacién del canal Karp disminuyendo la secrecion de insulina; y el segundo

mecanismo funciona disminuyendo la produccion de ROS (krauss y cols., 2003)-

Casi al mismo tiempo en que se identific6 UCP2 se publicé el descubrimiento de otra
proteina con una homologia del 54% a UCP1 y 73% a UCP2, a la que se le dio el
nombre de UCP3 (vida-puig y cols., 1997). ESta proteina esta localizada principalmente en
musculo esquelético, corazon y tejido adiposo pardo donde su funcion parece ligada al

metabolismo de los lipidos o al control de ROS (Figura 4).

La capacidad desacoplante de UCP3 no esta relacionada directamente con el control
sobre el consumo de energia, al parecer participa en la produccion de calor, via el
metabolismo de los lipidos, principalmente a través de oxidacion de los &cidos grasos
en aquellos tejidos donde los acidos grasos son el sustrato principal para la generacion
de energia via fosforilacién oxidativa, tal como sucede en grasa parda y muasculo
esquelético. Se ha demostrado que aunque la UCP3 si presenta una actividad
desacoplante su ausencia no es capaz de afectar la respiracion mitocondrial en el
musculo, la temperatura corporal durante el frio, el peso corporal, la oxidacion de
acidos grasos o la termogénesis inducida por frio, lo cual significa que la UCP3 no

tiene un papel primordial en la termogénesis o en la regulacion del peso corporal

(Hesselink, 2003)-

La UCP3 puede ser activada con iones superéxido y con productos derivados de la
oxidacion de los lipidos, provocando la disipacion del potencial electro quimico,
disminuyendo de este modo los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Ademas de su funcién sobre la regulacién de la produccién de ROS, a UCP3 se le ha

relacionado con el metabolismo de los acidos grasos en musculo esquelético, ya que
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es rapidamente regulada durante el ayuno y cuando los niveles de acidos grasos

circulantes son elevados weigle y cols., 1998)-

Otras dos proteinas, UCP4 y UCP5 (o BMCP1, del inglés brain mitochondrial carrier
protein 1), fueron descritas poco después con una homologia de 29% y 34% con la
UCP1 respectivamente. Se encuentran principalmente en cerebro y actualmente no
existen datos concluyentes sobre su funcién, aunque algunos autores han propuesto

que estén involucradas en la respuesta a estrés oxidativo (kim-Han y bugan, 2005)-

IV.4 FILOGENIA DE LOS UCPs

Estudios filogenéticos recientes sobre la linea evolutiva de las proteinas desacoplantes
han mostrado que todos los transportadores mitocondriales evolucionaron a partir de la
triplicacion de una proteina primordial formada por dos dominios transmembranales.
Las UCP1, UCP2, UCP3 y las UCPs de plantas comparten el mismo ancestro,
mientras que UCP4 y UCP5 se les considera evolutivamente mas distante, de hecho
se ha propuesto que estas dos proteinas no deberian formar parte de esta familia. Por
su parte, el gen ancestro de la UCP1 se duplico generando UCP2 y UCP3, quien se
encargd de duplicarse en UCP2 y UCP3  (rial y zardoya, 2009). EStOS tres genes se han

encontrado tanto en mamiferos como en anfibios y peces (Figura 5).

Se ha propuesto que el gen ancestro de UCP1 probablemente tenia una funcion
antioxidante, el cudl, de acuerdo a los estudios evolutivos después de su duplicacion
presentd un fendmeno evolutivo llamado cooptacion génica, en el que la seleccion
natural encuentra usos nuevos para un gen ya existente. Este proceso ayudo a que la

UCP1 se especializara en el procesos de la termogénesis en el tejido adiposo pardo

(Jiménez-Jiménez y cols., 2006)-

Mientras que hay genes ortélogos de UCP1 en peces, anfibios y mamiferos su
actividad termogénica solo se ha observado en mamiferos euterios (o placentarios), lo
cual significa que UCPL1 en los placentarios sufrié variaciones en su estructura que a su
vez han sido acompafiados por cambios funcionales, uno de los ejemplos mas

conocidos es el de Glu 134, localizado en el en el segundo dominio de la proteina, este
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residuo esta en todos los mamiferos euterios y participa en la capacidad de conducir
protones a través de la membrana interna mitocondrial por parte de la UCP, pero en
organismos no euterios asi como en las otras UCPs se ha demostrado que en lugar del
Glul34 se encuentra un aspartato. Hay que tener en cuenta que el tejido adiposo
pardo se encuentra solo en los mamiferos euterios, exactamente donde se ha

detectado la funcion termogénica de UCP1 (yghes y cols., 2009)-

FIGURA 5. Arbol filogenético de las UCPs, que representa la linea evolutiva de las UCPs y de los transportadores
mitocondriales con mayor homologia a las UCPs. PIiC (transportador de fosfato), ANT (translocasa de adenin
nucleétidos), OAC (transportador de oxaloacetato), DIC (transportador de dicarboxilatos), UnkC (transportador con
funcién desconocida), OGC (transportador de oxoglutarato), KMCP (proteina transportadora especifica de rifion),
pUCP1, UCP1, pUCP2 UCP2 de plantas (Luvano-Martinez y cols., 2010)-

El arbol filogenético muestra que las secuencias correspondientes a diferentes
acarreadores anionicos mitocondriales estan localizadas en diferentes centros, los
cuales consisten de dos ramas de plantas y animales homdélogos, como parece ser el
caso de UCPs, AACs o PiCs (Figura 5).

En los ultimos afios se han descrito proteinas desacoplantes no solo en tejidos de
mamiferos sino también de otros organismos incluidas las plantas. Las UCPS de
mamiferos han sido llamadas UCP1, UCP2, UCP3, UCP4 y BMCP1l con una

distribucion de tejidos diferente (Tabla 1).
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Tabla 1. Descripcién de las proteinas desacoplantes y su papel fisioldgico.

Proteina Distribucion Rol fisiologico Identidad (%) con
la UCP1

UCP1 33 TAP Termogénesis 100

Control de ROS

UCP2 33 Ubicua Secrecion de insulina. 58
Termogénesis. Control de
ROS
UCP3 34 Musculo esquelético Termogénesis. Control de 54
ROS
UCP4 - Cerebro y sistema Termogénesis 29

nervioso central

BMPC1 - Cerebro Termogénesis 34

TAP: Tejido adiposo pardo, ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

IV.5 ESTRUCTURA GENICA DE LAS UCPS EN MAMIFEROS

En humanos el gen de la UCPL1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 4 (4928-
g31) con una longitud de 8.9 kb. El gen se compone de seis exones que codifican una
hélice transmembranal cada uno (Ledesma y cols., 2002). EXisten diferentes moléculas que
funcionan como activadores de la expresion de UCP1, entre los que se encuentran las
catecolaminas (via AMPc), las hormonas tiroideas, los acidos grasos, el &cido retinoico
y los receptores que activan la proliferacion de los peroxisomas (PPAR). Todos ellos
interaccionan con una secuencia de aproximadamente 211 pares de bases (pb.)
localizada antes del sitio de inicio de transcripcion (cassard-doulcier y cols., 1993). También se
moléculas como la insulina, TNFa, glucocorticoides y IGF-1 se encargan de regular de

manera indirecta la expresion de UCP1 (ricquie.y Bouillaud, 2000)-

En los ultimos afios se ha demostrado que los PPAR, tienen un papel importante en la
regulacién de la expresion de los genes UCP1, UCP2 y UCP3. Por ejemplo en el tejido

adiposo pardo se expresan tres subtipos de la familia de PPAR: PPARa, PPARYy vy
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PPARDY, de los cuales PPARYy esta relacionado con la induccién de la diferenciacion de
los adipocitos debido a que regula la expresion de genes involucrados con la

adipogénesis y del metabolismo lipidico @garberay cols., 2001)-

Varios polimorfismos han sido encontrados en el gen de UCP1, como el -3826 A/G,
gue corresponde a un fragmento de restriccion reconocido por la enzima Bcl | y que es
una mutacion adenina-guanina en la posicion 3826 rio arriba del codon de inicio de
UCP1; 1766 A/G, es un polimorfismo localizado 1766 pb rio arriba del codén de inicio y
ha sido relacionado con la acumulacion de grasa corporal (Figura 6). y el polimorfismo
Ala64Th.
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FIGURA 6. Mapa de UCP 1 en 4428-031 (shiny cols., 2005)-

El gen de la UCP2 se localiza en el cromosoma 1113 cerca de una region asociada a
obesidad y diabetes. Una caracteristica de este gen es que tiene varios codones de
inicio ATG con un marco de lectura abierto para un péptido desconocido de 36
aminoécidos. La region promotora de la UCP2 no tiene caja TATA que es tipica en
muchas otras regiones promotoras, en lugar de eso tiene una region rica en GC. Tiene
seis exones codificantes y uno en el extremo 5’ que no se traduce. La transcripcion del

gen inicia en el exén 3 (Figura 7) pecqueury cols., 1999)-

Se han descrito regiones cercanas al promotor, que son sitios de unién a factores de
transcripcion como Spl, AP-1, AP-2 y sirven como receptores de PPAR, de hecho, se
ha demostrado que la PPARa, PPARS, SREBP-1c y Sirt-1 regulan la expresion del gen

de UCP2 en el masculo esquelético y corazon iliarroya y cols., 2007)-

Traduccionalmente hablando, el cambio en los niveles de ARN mensajero no esta

acompafado de cambios en los niveles de proteina y viceversa, debido a que la
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secuencia no codificante de 36 aminoacidos localizada en la posicion 5’ del gen es una

region altamente conservada en distintas especies (urtaud y cols., 2006)-

Varios polimorfismos relacionados con el gen que codifica para UCP2 han sido
reportados, como el -866 G/A, localizado en el promotor y cuya presencia correlaciona
con los fenotipos relacionados con obesidad (paigaard, 2011)- EN las células B pancreaticas
el factor de transcripcibn PAX6 interacciona preferentemente con el alelo A,
aumentando asi la actividad de UCP2 (sasanara y cols., 2004 EN adipocitos los resultados
han sido controversiales pues el alelo -866 A se ha relacionado tanto con el aumento

como con el descenso de los niveles de expresion del ARNM empler y cols., 2002)-

En el humano, los genes de UCP2 y UCP3 estan separados entre ellos por pocas Kb.
El gen para UCP2 se localiza a unos 20 kb rio abajo del codon de terminacion del gen
para UCP3. EL gen para UCP3 tiene seis exones codificantes y dos exones situados
en el extremo 5’ que no se traducen y se localiza en el cromosoma 11 (11q13); puede
codificar para dos isoformas: UCP3L de 312 aminoacidos y UCP3S de 275
aminoacidos. El factor de transcripcion biogénico MyoD, es un fuerte regulador de la
transcripcion del promotor del gen de UCP3, el cudl es sensible al estimulo mediado
por PPAR, el acido retinoico o las hormonas tiroideas. Como en el caso de la UCP2,
también UCP3 es regulada por PPARa y PPAR® en musculo esquelético y corazén

(Figura 7) (Vllaroya y cols., 2007)-

Genamic arganization of the UCP3-LUCP2 region,

Chr. 11: 73.72 7371 757 7369 Mbp

uces LUCP2
ATG IGAs  TGA ATG TGA

R LR e

BSOT Ty Tyr B66 GIA Ala33Val ¥UTR
inseriion

FIGURA 7. Organizacion genomica de la region UCP3-UCP2 en el cromosoma 11. ATG codoén de inicio, TGA:
codén de paro. Las flechas horizontales indican sitios de inicio transcripcionales reportados. La proteina UCP3

existe en forma corta (TGAs) y forma larga (TGAL) (ricquier y Bouillaud 2000)
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También se han descrito polimorfismos asociados al gen para UCP3, uno de ellos esta
localizado en el exon 3 del gen y se relaciona con la tasa metabdlica, tanto antes como
después de un periodo de sobrealimentacién, pero no con los cambios inducidos por la
sobrealimentacion en la tasa de reposo metabdlico. Otro de los polimorfismos de este
gen es el localizado en el exdn 5, asociado con la tasa de reposo metabdlico en
mujeres afroamericanas pero no en caucasicas. Adicionalmente se ha investigado la
asociacion entre los polimorfismos del gen UCP3 y la regulaciéon del peso corporal
como resultado del metabolismo energético, pero no hay resultados consistentes,
aunque se debe considerar que la regulacion del peso corporal es compleja y no sélo

depende del metabolismo energético (imm y cols., 2002).

IV.6 REGULACION A NIVEL MOLECULAR DE LAS UCPs

Como ya se ha mencionado, la actividad de las UCPs esta relacionada con el
desacoplamiento de la respiracién mitocondrial, disminuyendo la eficiencia energética
y produciendo calor durante la termogénesis no dependiente de tiritacién. Sin embargo,
en condiciones normales (no termogénicas), la respiraciéon en las mitocondrias del
tejido adiposo pardo esta acoplada a la sintesis de ATP. De esto se deduce que la
actividad de las UCPs debe estar altamente regulada. Actualmente se conocen varios
reguladores moleculares para las UCPs principalmente para UCP1, mientras que la
regulacion de la actividad de las proteinas UCP2 y UCP3 no se ha determinado aun

con exactitud.
IV.6.1 Purinas

Las purinas inhiben el transporte de protones a través de la UCP1, con la siguiente
afinidad: GTP>GDP>ATP>ITP>ADP>IDP y su interaccion es dependiente del pH, a pH
mayor de 6.5 la afinidad disminuye, mientras que a valores menores de 6.5 la unién de

los nucledtidos es independiente del pH (kiingenberg, 1988)-

El sitio de union de los nucleétidos a la UCP1 esta localizado en el tercer loop de la

proteina, ubicado del lado que ve hacia la matriz mitocondrial, por lo tanto, los
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nucledtidos tienen que cruzar la membrana interna mitocondrial, y se ubican entre la
region 261-269 de la proteina. Experimentos de mutagénesis dirigida, donde se elimina
la region 267-269 generan una proteina no regulable por nucleotidos. Trabajos
posteriores demostraron que son los tres loops los implicados en la union de los
nucleatidos, y por tanto, en los encargados de regular el transporte via UCP1 Gonzalez-
Barroso y cols., 1999)-

La alta homologia entre las secuencias de UCP2 y UCP3 con la de UCPL llevo a varios
investigadores a buscar los posibles reguladores de UCP2 dentro de los conocidos
para UCP1, algunos encontraron que el GDP era capaz de aumentar el potencial de
membrana en mitocondrias que expresan UCP2 y lo que llevaba al aumento de ROS
(Negre-Salvayre y cols., 1997). Otros reportes mostraron que en sistemas reconstituidos la
actividad transportadora de UCP1, UCP2 y UCP3 podia ser inhibida por nucleétidos de
purina en forma parecida aourek y carlid, 2003). Sin embargo, hasta la fecha no hay un dato
completamente especifico ya que, también se ha reportado que no hay efecto de los

nucleatidos sobre la actividad desacoplante mediada por la UCP2 o la UCP3 (rial y cols.,

1999)-
IV.6.2 Acidos grasos

Los acidos grasos desacoplan la fosforilacién oxidativa y, durante mucho tiempo se
creyl que su efecto era similar al efecto de los tipicos desacoplantes, sin embargo, la
presencia del -carboxiatractilosido (CAT), inhibidor del acarreador de adenin
nucleodtidos, inhibié parcialmente el desacoplamiento inducido por &cidos grasos,
indicando que el acarreador de adenin nucleétidos también forma parte de la accién

desacoplante de los acidos grasos (wojtczak y Schonfeld, 1993).

Se han propuesto dos modelos que tratan de explicar la funcion de los acidos grasos
en la regulacion de la actividad de UCP1. En el primero o ciclo protonoférico, se
postula que los acidos grasos entran a la mitocondria por difusién a través de la
membrana, en forma protonada por un mecanismo de flip-flop y, ya en el interior de la
mitocondria, el H* es liberado en la matriz, provocando el desacoplamiento del

gradiente electroquimico. El ciclo se cierra cuando los acidos grasos son transportados
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en su forma anidnica por la UCP1 hacia el lado citosdlico, el resultado neto, es la

transferencia de un H* hacia la matriz (Figura 8A) (cariidy cols., 1996)

El segundo modelo supone que no existe transporte de los acidos grasos via
membrana, sino que estos se unen a un sitio especifico de la proteina actuando como
grupo prostético, asi el carboxilo del acido graso, transfiere los protones a los
aminoécidos del canal de translocacion, desde donde pasan a la matriz (Figura 8B)

(Winkler y Klingenberg, 1994)-

Figura A FiguraB

Figura 8. Accion de los acidos grasos sobre la UCP1. A, la funcion principal de las UCPs es exportar acidos grasos
aniénicos cuando la acetil CoA unida a acidos grasos es hidrolizada por tioesterasas para liberar CoA para continuar
la oxidaciéon de éacidos grasos (flecha roja). Por otra parte, los acidos grasos anidnicos son producidos por una
entrada excesiva de acidos grasos protonados desde el citosol (flechas verdes) y este ciclo de entrada de acidos
grasos protonados y salida de acidos grasos aniénicos produce una conductancia neta de protones como reaccion
secundaria. B, las ROS causan peroxidacion de la membrana fosfolipidica generando aniones perdxido de acidos
grasos (HOOfa-) que son exportados por la UCP (fleche roja). Si los perdéxidos pueden protonarse y regresar

(flechas verdes), el ciclo cataliza una conductancia neta a protones. (grandy cols., 2004)-

De hecho, se ha visto que la UCP3 podria estar implicada en el transporte de los
acidos grasos hacia la matriz mitocondrial, ya que se ha observado que una de las
funciones de la UCP3 es exportar los acidos grasos en su forma aniénica, de la matriz

al espacio intermembranal, donde se reactivan por la acil-CoA sintasa lo que garantiza
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la disponibilidad de la CoA y por lo tanto la alta tasa de oxidacion de los acidos grasos
(Himms-Hagen y Harper, 2001). UNa hipotesis sugiere que cuando hay un elevado aporte de
acidos grasos, el gradiente de pH facilita su acumulacién dentro de la mitocondria,
ejerciendo un efecto toxico. Entonces la UCP3 se encarga de transportar a los acidos
grasos en su forma anionica desde la matriz hacia el espacio intermembranal, evitando
su acumulacion en la matriz y disminuyendo el dafio mitocondrial. Aunque, en
mitocondrias de musculo esquelético de raton (UCP3 knockout y silvestre), no se

observaron diferencias significativas en la exportacion de los acidos grasos en forma

aniénica (Seifert y cols., 2008)-

IV.6.3 Especies reactivas de oxigeno.

El ion superoxido (O2”) activa la UCP1, UCP2 y UCP3 de manera especifica. Primero
se observo el efecto del ion superdxido sobre la actividad de UCP1 en mitocondrias del
tejido adiposo pardo, demostrando que tiene efecto sobre la conductancia mitocondrial
regulada por UCP1. En el caso de UCP2, el efecto del ion superéxido se analizé en
mitocondrias de higado y corazén, donde no se expresa UCP2, y, en mitocondrias de
células B pancreaticas, rifidn y bazo, que si la expresan. En higado y corazén no se
observaron cambios en la conductancia a protones en presencia del ion superdxido,
por el contrario, en pancreas, rifidn y bazo si se detectd6 aumento en la conductancia.
En UCP3 se demostré que el ion superoxido también funciona como activador de la
conductancia a protones, al estudiarse en mitocondrias aisladas de musculo
esquelético de ratas. En todos los casos, la activacion requiere la presencia de acidos

grasos y se inhibe con nucledtidos de purina (wikay cols., 2002

Ademas del ion superoxido, moléculas como el 4-hidroxinonenal (HNE) tienen efecto
sobre la actividad de las UCPS (murphy v cols., 2003). Debido a que el superoxido generado
en la matriz reacciona con los centros Fe-S de proteinas como la aconitasa, liberando
el cation Fe** o, con proteinas como la MnSOD produciendo peréxido de hidrogeno. El
Fe** y H,0, al reaccionar entre si, forman OH’, radical que promueve la peroxidacion

lipidica y la formacién de aldehidos como el HNE, que activa las UCPs (Figura 9).
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Figura 9. Modelo de activacion de las UCPs por ROS (grandy cols., 2004a)-

La produccion de superoxido en la cadena respiratoria es alta durante la oxidacion de
acidos grasos, provocando que el ion superoxido interaccione con las cadenas
poliinsaturadas de los &acidos grasos de la membrana, principalmente &cido
araquiddnico, formando radicales libres de oxigeno (ROS) que lleva a la produccion
masiva de HNE y otros alquenos reactivos. Los alquenos activan la conductancia de
UCP a protones, disminuyendo la fuerza protén-motriz y atenuando la produccion de
superoéxido. Lo cual promueve una retroalimentacion local en la que UCP2 y UCP3

controlan la produccion de ROS

IV.7 PAPEL DE LAS UCPs EN EL ESTRES OXIDATIVO

La actividad de la cadena respiratoria mitocondrial promueve la liberacion de diferentes
especies reactivas a oxigeno en la célula, como el ion superéxido (O;), peréxido de
hidrogeno (H20;) y el radical hidroxilo (OH’). De hecho, se ha encontrado que hay
electrones mitocondriales que pasan directamente al oxigeno molecular formando el
radical superoxido, quien es disociado por la superéxido dismutasa mitrocondrial (Mn-
SOD) a H,0..
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Termodinamicamente, la transferencia de electrones por la cadena respiratoria, es

altamente especifico, sin embargo, en dos sitios de la cadena respiratoria se pueden

generar ROS, el complejo Il y el complejo | (Figura 10) (tumens y cols, 1985)-
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Figura 10. Los sitios en la cadena transportadora de electrones donde se producen ROS vy los sitios de accién

donde se usan inhibidores respiratorios (rurrensy cols., 1985)-

La formacién del ion superdxido depende de la velocidad del flujo de los electrones a
través de los centros de los complejos | y lll, si el flujo es lento (Ay elevado), los
centros redox se encuentran reducidos, por lo que el oxigeno tiene mas posibilidad de
captar un electron y transformarse en el anién superéxido. En el complejo Il la CoQ
juega un papel clave en la generacién del anion superdxido, sufriendo una oxidacion y
una reduccion durante el llamado “ciclo Q”, en donde se genera la ubisemiquinona
(CoQH-), un radical libre intermedio altamente reactivo (rana y rRobinson, 2000). EN €ste caso,
la formacion del anion superoxido es favorecida el tiempo en el que permanece el CoQ
en estado de ubisemiquinona (cuando la respiracion mitocondrial es lenta y el Ay
elevado).

Se ha demostrado que la UCP1 reduce potencialmente la produccion de superoxido
mitocondrial después de la aclimatacion al frio y durante la oxidacion de los acidos
grasos (Oelkrug y cols., 2010)-

También se ha propuesto que UCP3 puede ser activada por superéxido, asi como por

los productos de peroxidacién de los lipidos, disipando el potencial de membrana

mitocondrial y disminuyendo asi la produccion de ROS. Esta teoria se apoya en
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trabajos que muestran que UCP3 neutraliza la oxidacion de proteinas en el masculo
esquelético y puede reducir la produccion de ROS durante el ejercicio giang y cols., 2009).
En ratones knockout de UCP3 hay un mayor dafio oxidativo y la sobrexpresion de

UCP3 en ratones reduce la produccion de ROS durante el envejecimiento (nabben, 2008)-

A la UCP2 se le ha implicado en la proteccidbn contra el estrés oxidativo.
Recientemente se observé que la sobrexpresion de la UCP2 consigue prevenir la

apoptosis causada por una hipertermia (zhang y cols., 2007)-

También se ha demostrado que la expresion de UCP2 se induce en respuesta a un
aumento de la formacién de ROS, de hecho se ha visto que en presencia de TNF-a la
expresion de UCP2 aumenta de manera proporcional al aumento de los niveles de

ROS durante el proceso de regeneracion de higado (eey cols., 1999)-
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Figura 11 Esquema del balance redox celular. El equilibrio redox es el resultado de la formacion y eliminacién de
ROS en la célula. Cuando la homeostasis de oxido reduccion es alterada por una excesiva produccion de ROS, la
célula entra en un estado de estrés oxidativo que puede provocar importantes dafios oxidativos y apopotosis (anedda y

cols., 2008)-
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Se ha postulado que UCP2 ejerce una accién sinérgica con el sistema antioxidante
para prevenir que los niveles de ROS no sobrepasen el umbral fisiol6gico. Cuando la
concentracion intracelular de las ROS es excesiva y supera el umbral fisiologico, se
origina un desequilibrio del balance redox conocido como estrés oxidativo, puede
provocar dafios por oxidacién de lipidos, proteinas y nucleétidos produciendo la
acumulacion de agregados intracelulares, la disfuncién mitocondrial y la apoptosis.

(Figura 11) (Ott, Gogvadze y cols 2007)

Ya que la UCP juega un papel importante en la defensa contra el dafio oxidativo ha
adquirido un gran protagonismo en el campo de la patologia porque se ha confirmado
que el estrés oxidativo esta implicado en desarrollo de las principales patologias
humanas tales como enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades

neurodegenerativas, diabetes mellitus, obesidad, envejecimiento y otras mas. (cannon y

cols., 2006)

IV.8 PAPEL DE LAS UPCs EN EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Recientemente se propuso que las UCPs podrian estar implicada en el metabolismo de
la glucosa, el modelo sugiere que UCP2 no funciona como transportador de protones,
sino que su funcién es limitar la entrada del piruvato a la mitocondria, lo cual implica
que parte del piruvato se transforma en lactato, y que la oxidacién de &cidos grasos y

glutamina aumenta para mantener la demanda de ATP celular (Figura 12) @ouillaud, 2009)-
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Figura 12. Esquema de la posible funcion de la UCP2 en la regulacion del metabolismo de la glucosa (souiaud, 2009)-
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El posible papel de las UCPs sobre el metabolismo de la glucosa se determing en
fibroblastos embrionarios de ratones knockout para el gen de UCP2, donde se observo
gue la oxidacion de la glucosa y la proliferacion celular eran mayores con respecto a
fibroblastos embrionarios de ratones silvestres, en decir que la sintesis de ATP
dependiente de glucosa era del 67% en los ratones silvestres, frente al 89% en el caso
de los ratones deficientes en el gen de UCP2 (pecqueury cols., 2008)-

Otra teoria propone que la exposicion prolongada de los islotes B pancreaticos a altas
concentraciones de glucosa o &cidos grasos libres causa secrecion de insulina
estimulada por glucosa. La oxidacion de glucosa promueve la sintesis de ATP a través
de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. El aumento en los niveles de ATP bloquea los
canales de potasio sensibles a ATP, lo que resulta en la despolarizacion de la
membrana y en el flujo de calcio ionizado estimulando asi la secrecién de insulina. Por
lo tanto el aumento del gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial,
seguida de un proceso de oxidacion de glucosa resulta en un aumento en la secrecion
de insulina. Un mecanismo que puede causar la disminucion del gradiente de protones
mitocondrial es la fuga de protones via UCPs. De este modo los protones vuelven a
entrar a la mitocondria de las células B via proteinas desacoplantes y liberan energia

en forma de calor no estando disponibles para la sintesis de ATP (L angin, 2001

Se ha demostrado que la expresion de ARNm de UCP2 en musculo esquelético
humano aumenta durante la perdida de peso inducida por ayuno, una condicién en la
que la termogénesis es disminuida y aumenta el uso de lipidos por el organismo.
Debido a que una mayor oxidacion de lipidos puede alterar el metabolismo de la
glucosa (el ciclo de Randle), el aumento de expresion de UCP2 podria resultar en la

resistencia periférica a la insulina randie y cols., 1963)-

IV.9 RELACION DE LAS UCPs EN LA OBESIDAD

El balance energético es un estado metabdlico donde el gasto energético esta en
equilibrio con la energia consumida en la dieta. Cuando la energia proveniente de la
alimentacion es mayor que la energia gastada, el exceso es acumulado en forma de

grasa, provocando el aumento de peso, lo cual puede derivar a alteraciones
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metabdlicas como la obesidad, por ejemplo, la acumulacién de lipidos en miocitos y
hepatocitos esta correlacionada con la resistencia a insulina en individuos diabéticos y

0bes0S (oden y Shulman, 2002)-

La obesidad, es un trastorno metabdlico que conduce a la acumulacion excesiva de
grasa. La clasificacibn de sobrepeso y obesidad aplicable tanto a hombres como
mujeres en edad adulta (wHo, 1998), iNvolucra para obesidad un valor de indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30 kg/m?, para sobrepeso un valor de IMC entre 25 —

29,9 kg/m? y para la normalidad un IMC de entre 18,5 — 24,9 kg/m? (errira, 2008) (Tabla 2)

Tabla 2. Clasificaciéon de sobrepeso y obesidad segun el IMC (OMS)

Clase de obesidad IMC (kg/m?)

Infra peso <18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad | 30.0-34.9
Obesidad Il 25.0-39-9
Obesidad extrema o mdrbida Il >40

WHO, 1998

En funcion de la grasa corporal, los sujetos obesos son aquellos que tienen
porcentajes de grasa corporal arriba del 20% en los varones y del 30% en mujeres
adultas. La obesidad se asocia con un aumento del riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2 y cancer, en el que podria influir la inflamacién

cronico asociada con el exceso de adiposidad (gray y cols., 1998)-

Diversos estudios relacionan la expresion de las UCPs con una mayor o menor
propension 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

homologas. Experimentos realizados con ratones deficientes de UCP1 han sugerido
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gue la proteina no ejerce un papel protector contra la obesidad sino que mas bien

desempefia un papel primordial en la termogénesis inducida por frio enerback y cols., 1997)-

Se han relacionado algunas mutaciones del gen de la UCP2, que parecen estar
involucradas con desordenes metabdlicos, por ejemplo, el polimorfismo -866 A/G, del
gen de UCP2, aumenta su transcripcion y disminuye el riesgo de tener desordenes
metabolicos (shen y cols., 2006)- D€ la misma manera se ha observado que una mutacion en
el aminoacido 55 del exon 4 del gen de la UCP2, que consiste de la substitucion de
una alanina por una valina (Ala55Val), parece estar implicada en el desarrollo precoz
de la obesidad (wang y cois., 2007). Otras investigaciones han determinado que pacientes
adultos con el genotipo Alanina/Alanina del gen de UCP2 con la mutacién Ala55Val,
tienen una mayor predisposicion en desarrollar obesidad, con respecto a

Alanina/Valina o Valina/Valina «osuge y cols., 2008)-

Teniendo en cuenta que la funcién fisiolégica de UCP3 esta relacionada con la
regulacion del gasto energético y la oxidacion de acidos grasos, su expresion ha sido
sugerida como un factor de riego determinante para padecer obesidad. 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 en manifiesto una correlacién positiva entre los niveles de UCP3 muscular y las
concentraciones de acidos grasos no esterificados, asi como el metabolismo de
reposo; en contraparte esta relacionada negativamente con el indice de masa corporal.
Esto significa que bajos niveles de UCP3 suponen un bajo consumo energético de

reposo y un IMC elevado (schrauwen P, y cols1999)-

Asimismo en un estudio de sujetos con obesidad morbida se asocio el alelo T con un
aumento de IMC y dislipidemia, mientras que en otro se estima que el genotipo -55C/T
tiene menor riesgo de padecer obesidad (aionso y cols., 2005.). 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 -55T aumenta su expresion en

comparacion con el alelo C (scrauwen y cols., 1999)-
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IV.10 PAPEL DE LAS UCPs EN EL SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM), es una enfermedad que ha ido en aumento,
caracterizada por un grupo de rasgos fisicos y bioquimicos relacionados con la

obesidad asociada a la resistencia de insulina (raven, 200s).

Se considera al SM como una constelacion de factores de riesgo lipidicos y no lipidicos
gue pueden aparecer de forma simultanea o secuencial en un mismo individuo como
manifestaciones de un estado de resistencia a la insulina cuyo origen parece ser

genético o adquirido en utero.

No se trata de una simple enfermedad sino de un grupo de problemas de salud
causados por la combinacion de factores genéticos y factores asociados al estilo de
vida, especialmente la sobrealimentacion y la ausencia de actividad fisica.

El diagndstico de SM se establece cuando se presentan tres o mas de los factores de

riesgo establecidos: obesidad abdominal, dislipidemias, hiperglicemia e hipertension

(Tabla 3) (cep, 2001).

Tabla 3. Criterios Diagnésticos del Sindrome Metabdlico propuesta por el NCEP ATPIII

Criterio Adulto Nifio

Obesidad abdominal, por >a 102 cm >= 90 percentillo
toma del Perimetro de >a88cm >= 90 percentillo
cintura en la consulta

Varones

Mujeres

Triglicéridos >=a 150 mg/dl >=a 110 mg/dl
Colesterol HDL < de 40 mg/dI =< de 40 mg/dI
Varones < de 50 mg/dI =< de 40 mg/dl
Mujeres

Tension arterial >=130/85 mmHg >= 90 percentillo
Glucemia en ayunas >=a 110 mg/ dI* >=a 110 mg/ dI*

* Las nuevas recomendaciones de la Asociacion Estadounidense de Diabetes (ADA)

determina glucemia en ayunas >=100 mg/dl en vez de 110 mg/dl.

NCEP ATP 111 2005
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En pediatria, para diagnosticar el sindrome metabdlico también se requiere la
presencia de por lo menos tres de estos criterios (obesidad abdominal, dislipidemias,
hipertension arterial, intolerancia a la glucosa o diabetes). Los valores normales para
cada uno de estos componentes varian segun la edad y sexo, lo que caracteriza al
diagndstico en la infancia y adolescencia, por que se hace necesaria la elaboraciéon y
consulta de tablas de valores normales para cada edad.

Las UCPs desempefian una serie de funciones fisiologicas involucradas con la
termogénesis, el gasto de energia, movimiento de acidos grasos y control de glucosa,

los cudles estan involucrados con los factores de riesgo determinados para el SM.

Las asociaciones genéticas recientes de los polimorfismos de las UCPs con fenotipos,
en humanos han demostrados la influencia de estas proteinas en patologias como la
diabetes tipo 2, la enfermedad arterial coronaria, la obesidad y las dislipidemias;

enfermedades relacionadas con los factores de riesgo de el sindrome metabdlico.

IV.11 RELACION DE LAS UCP CON LA OBESIDAD INFANTIL

En México los problemas de mala nutricion se ven reflejados en el aumento en los
casos de nifios con sobrepeso, obesidad y desnutricion. El riesgo de obesidad en un
nino es 4 veces mayor si alguno de los padres es obeso y, 8 veces mayor si ambos
padres los son. Lo cual quiere decir que la obesidad puede estar relacionada con los
habitos alimenticios de una familia genéticamente predispuesta. También existen
factores ambientales que pueden estar implicados en la patogénesis de la obesidad
durante la infancia, como por ejemplo el exceso de alimentacién durante el periodo
prenatal y lactancia, la malnutricion materna, el nivel socioeconémico, los factores
asociados con el clima, la falta de ejercicio fisico, el aumento de tamafio de las
porciones en los alimentos comercialmente, fuentes baratas de alimentos como la

comida rapida, etc.

El sobrepeso en la poblacién infantil de 5 a 11 afios de edad aument6 del 18.6 al 26%
en los ultimos 7 afos. En los adolescentes de 12 a 19 afios, 1 de cada 3 jévenes tiene

sobrepeso u obesidad (shaman, 2010)-
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Figura 13. Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en estudiantes de primaria y secundaria por Sexo (sepulveda,

2006)-

La prevalencia nacional de sobrepeso se presentd en 19.8% de los hombres y 21.0%
de las mujeres estudiantes de primaria y en 22.3 y 23.2%, respectivamente, de
secundaria. La obesidad se observé en 10.8% de los varones y 9.0% de las mujeres de
primaria y en 10.5 y 7.5%, respectivamente, de secundaria (Figura 13). Estas cifras
representan mas de 3 millones de estudiantes de primaria, de ambos sexos, y cerca de
1 500 000 estudiantes de secundaria, también de ambos sexos, con exceso de peso

en nuestro pais.

Es probable que el contenido corporal de grasa esté modulado a lo largo de la vida de
una persona mediante una diversidad de efectos surgidos de interacciones entre
genes, factores ambientales y estilo de vida. Estos efectos son el resultado de las
diferencias en sensibilidad a la exposicion al ambiente segun la individualidad genética
y a los diferentes estilos de vida de un individuo a otro.

Entre los genes que se han propuesto como candidatos a “generar o participar en la
obesidad” (Tabla 4), cabe destacar los que codifican las proteinas desacoplantes
(UCPs), el receptor B-3-adrenérgico (ADR B3), la Pro-opiomelanocortina (POMC),
melanocortina (MCR) y el neuropéptido Y (NPY).

Entre los posibles factores genéticos asociados con la obesidad, las proteinas

desacoplantes UCP2 y UCP3, han sido consideradas como genes candidatos para la
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obesidad y el sindrome metabdlico, ya que estan implicados en la homeostasis de la
energia- (Esterbauer y cols., 2001)-

Tabla 4. Genes que han sido relacionados con el desarrollo de obesidad en humanos y su localizaciéon cromosémica

Leptina Lep 7931.3
Receptor de la Leptina Lep R 1p31
Receptor B 3 adrenérgico Adrb3 8pl2-p11.2
Proteina desacoplante 1 Ucpl 4931
Proteina desacoplante 2y 3 UCP2 UCP3 11913
Receptor de la 4- melanocortina MC4R 18922
Proopiomelanocortina PDMC 2p23.3
Rec2petor 32 adrenérgico ADRB2 5q32-934
Factor de necrosis tumoral TNF 6p21.3
Sustrato 1 para el recepctor de la IRS1 2936
insulina

Receptor de la gluocorticoides GRL 5q31

Aun son pocos los estudios de asociacion de las variantes de la UCP y obesidad que
han considerado factores externos como el estilo de vida o la edad. Un estudio sugiere
gue alteraciones en los genes que regulan la homeostasis energética (entre ellos
UCP2 y UCP3) pueden contribuir al desarrollo de obesidad infantil en mayor medida

que la obesidad en adultos ochoa y cols., 2007)-

IV.11.1 OBESIDAD Y DISLIPIDEMIAS PEDIATRICAS

Es preocupante el incremento epidémico de la obesidad en los nifios, ya que estudios
de larga duracion han demostrado la continuacion de la obesidad, hipercolesterolemia
e hipertension desde la infancia hasta la vida adulta. Un estudio realizado con nifios
mostréo que los niveles de colesterol elevados durante la infancia se asocian con
hipercolesterolemia en la adultez (g aver y cols1988).

El desarrollo de la placa aterosclerética, mas que la simple acumulacion de colesterol

en la intima de las paredes vasculares, representa la culminacion de un proceso

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 30
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



complejo que involucra sustancias inflamatorias, macréfagos y linfocitos T activados,
ademas de las lipoproteinas circulantes. En apretada sintesis, la secuencia comienza
cuando el colesterol LDL se acumula debajo del endotelio de la pared arterial. La
porcidn lipidica central de la LDL sufre oxidacion y las proteinas de la superficie de la
particula se glucosilan. Asi se desencadena la respuesta inflamatoria, ya que se
estimulan las células endoteliales, del muasculo liso, monocitos y linfocitos T. Estos
ultimos amplifican la respuesta inflamatoria, los monocitos maduran a macroéfagos,
éstos se cargan de lipidos y se convierten en las células espumosas, las cuales
combinadas con las células T activadas forman la estria grasa en la intima arterial,
elemento aterosclerético inicial. A medida que continta el proceso inflamatorio, las
células del musculo liso y fibroblastos cubren la estria grasa segregando colageno y
formando asi una capa fibrosa. Esta placa va madurando y al crecer produce
obstruccion de la luz arterial. Esto conducira a fendomenos como enfermedad
cerebrovascular, infarto de miocardio, o desencadenan la formaciéon de trombos que
produce el episodio coronario (gelayy cols 2004)-

En los niflos mayores de 2 afios hasta los 20 afios, se debe investigar los lipidos en los
casos que presenten enfermedades con riesgo cardiovascular, tengan padres con
colesterol total mayor o igual a 240 mg/dl o historia familiar de enfermedad
cardiovascular temprana (IAM menores de 55 afios, enfermedad cerebrovascular,
enfermedad vascular periférica) en padres y abuelos

El estudio de Framingham demostr6 que la relacién entre el colesterol LDL elevado (y
el colesterol HDL bajo), y el riesgo de enfermedad cardiovascular era continuo y que no
tenia valores umbral. Por ende, los limites de corte en los niveles de lipidos no
representan valores ideales sino valores estadisticos, por encima de los cuales el
riesgo de enfermedad cardiovascular es inaceptablemente alto. Los niveles de lipidos
de lipoproteinas en los nifios muestran pequefias diferencias, aunque continuas, segun
la edad, sexo, estado puberal y raza. Cabe destacar que en la pubertad, los varones
experimentan una disminucion de los niveles de colesterol HDL y un leve aumento del
colesterol LDL, lo que explica en parte la propension de los hombres a padecer

enfermedad cardiovascular a una edad mas temprana que las mujeres.
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V. JUSTIFICACION

Como ya se menciond, el sindrome metabdlico esta asociado a la obesidad,
dislipidemia y la resistencia a la insulina. La mayor incidencia de enfermedades
cardiovasculares en personas obesas es en su mayor parte resultado de la asociacion
de estos factores de riesgo. Los nifios obesos tienen niveles séricos mas elevados de
apolipo-proteinas (APO-A1l, APO-B= colesterol total y LDL colesterol), sin embargo, los
niveles séricos de colesterol-HDL son mas bajos en los obesos, hecho que constituye
un riesgo de enfermedad cardiovascular independientemente de las concentraciones

de colesterol LDL.

La obesidad infantil que existe en la poblacion mundial, contribuye al aumento de la
obesidad durante la edad adulta y con esto un aumento de las complicaciones
metabdlicas relacionadas. Por eso, es importante estudiar las alteraciones metabdlicas
gue caracterizan a la obesidad juvenil y los factores genéticos asociados. Debido a su
funcién, las proteinas desacoplantes UCP2 y UCP3 son algunos de los muchos genes
gue estan asociados con los problemas como la obesidad. De acuerdo con este punto
de vista los polimorfismos de las UCP, presentes en la poblacion infantil, pueden
predisponer que estos mismos individuos al llegar a la edad adulta, mantengan su

sobrepeso.

Los nifios portadores del genotipo UCP2 866 GA o AA asi como el alelo 55Val en la
misma proteina muestran un menor riesgo de padecer sobrepeso, comparados con
aguellos que tienen el genotipo GG y el alelo 55Ala. Estas observaciones muestran

gue los polimorfismos de UCP2 tienen un papel predisponente en la obesidad infantil

(Jun, 2008)-

Los nifios obesos con el genotipo -866 A/A, tienen un aumento significativo del gasto
energético durante el reposo, posiblemente consistente con la disminucion del riesgo
de obesidad durante su etapa adulta (esterbaver y cols., 2001)- También se observo que la
oxidacion de la glucosa, los acidos grasos libres y los niveles de insulina en los nifios
obesos con genotipo -866 A/A es mayor que en los infantes con los genotipos -866
G/G o G/A (Le Fury cols., 2004)-
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V. HIPOTESIS

Si las proteinas desacoplantes UCP2 y UCP3 han sido relacionadas como posibles
factores genéticos involucrados con problemas como la obesidad, y la obesidad es un
problema de salud provocada por complejas interacciones entre los genes y el
ambiente; entonces, se espera que la presencia de los polimorfismos de las proteinas
desacoplantes en pacientes menores de edad estén involucrados con los diferentes
factores caracteristicos de la obesidad.
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VI. OBJETIVOS

VII.1 Objetivo general

Determinar la relacion entre los polimorfismos de las UCPs (UCP2 -866 C/T y +55 A/G

y UCP3 -55 A/G) con la obesidad en pacientes menores de edad.

VII.2 Objetivos particulares

e Determinar la frecuencia alélica y genotipica de las proteinas desacoplantes, UCP2 -
C866T, UCP2 A55G y UCP3 -C55T, en una poblacién infantil con sindrome

metabdlico y en una poblacion sana.

e Comparar las caracteristicas clinicas de cada grupo de estudio con los
polimorfismos analizados para conocer si existe alguna relacion entre ambos

parametros.

e Determinar la relacion que existe entre la distribucibn de tamafios de las
lipoproteinas de alta densidad con los polimorfismos de los genes de las proteinas
desacoplantes UCP2 y UCP3, en las poblaciones de estudio.

¢ Una vez definidas las frecuencias, compararlas con otras poblaciones previamente

reportadas para identificar las diferencias o semejanzas existentes.
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VIl. METODOLOGIA

VIIl.1. Poblacién de estudio

El estudio se llevé a cabo utilizando dos poblaciones de estudio en menores de 17
afios de edad, la primera consisti6 de pacientes con sindrome metabdlico,
seleccionados en el servicio de Endocrinologia Pediatrica del Hospital Médico la Raza,
y la segunda, fueron pacientes control seleccionados en el Hospital Infantil de México
“Federico Gémez. Para ambas poblaciones no import6 el sexo. Ambos grupos fueron
informados del tipo de estudio a realizar y firmaron una carta de consentimiento

informado.
Las siguientes caracteristicas fueron tomadas en cuenta como criterios de inclusion:

- Pacientes con sindrome metabdlico y confirmados como resistentes a insulina. Para
ser clasificados con sindrome metabdlico, los pacientes debieron cumplir con por lo
menos tres de los siguientes criterios: 1. Obesidad central, circunferencia de la
cintura mayor a la percentilla 90 para edad y sexo, 2. Niveles de triglicéridos mayores
a 110 mg/dL, 3. Niveles de colesterol HDL menor a 40 mg/dL, 4. Tension arterial
sistélica mayor a la percentilla 90 para edad, sexo y altura, 5. Glucosa en ayuno

mayor de 100 mg/dL y, 6. indice de resistencia a la insulina HOMA mayor a 2.01
Las siguientes caracteristicas fueron tomadas en cuenta como criterios de exclusion:

- Se excluyeron aquellos pacientes con problemas renales, tiroideos, hepéticos, con
problemas cardiovasculares y/o neurovasculares previos al estudio, o cualquier otra
enfermedad cronica relacionada con el sindrome metabdlico. También se excluyeron
aguellos pacientes medicados con farmacos hipolipemiantes (estatinas, fibratos o
acido nicotinico) o aquellos que ingerian farmacos que afectan el metabolismo de los
lipidos y lipoproteinas (beta blogueadores o tratamientos hormonales). Y a los

pacientes que no desearon participar voluntariamente.
VIIIL.2. Variables
VII.2.1. Variables independientes

e Polimorfismos del gen UCP2 en la regién -866 (cambio C/T) y 55 (A/G)
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e Polimorfismo en la region promotora de la proteina UCP3 con un cambio A/G en la
posiciéon -55

e Proporcion de subclases de HDL: es el porcentaje de proteina determinado por
densitometria 6ptica con respecto a la proteina total de HDL, comprendido entre 7.9-
8.45nm para las HDL3c, 8.45-8.98 nm para las HDL3p, , 8.98-9.94nm para HDL3,, 9.94-
10.58 nm para las HDL,; y 10.58-13.5 nm para HDL;, con respecto a la proteina HDL
total

VII.2.2 Variables dependientes

e Sindrome metabdlico: caracterizada la presencia de por lo menos tres de estos
criterios: obesidad abdominal, dislipidemias, hipertension arterial, intolerancia a la
glucosa o diabetes.

¢ Resistencia a la insulina, se refiere a un indice HOMA>2.01
VII. 3. Medidas antropomeétricas

e La poblacion de estudio consisti6 de 66 pacientes, con una edad promedio de
11.06+2.97, 36 femeninas y 30 masculinos. Sujetos de la misma familia no fueron
reclutados.

e El peso y la estatura fueron medidos en posicion estandar erecta, de espaldas al
registro de la medida y sin zapatos.

e Las circunferencia de cintura fue medida entre la costilla inferior y la cresta iliaca en
posicion erecta con bolsillos vacios y sin ropa abultada; la circunferencia de la cadera
a la altura del trocante mayor. La relacion entre estas dos medidas (C/C) representa
una medida de adiposidad de la parte superior del cuerpo y fue utilizada en los
andlisis.(Anexo 2) El indice cadera cintura (C/C) se calcula mediante la division de la
circunferencia de la cintura (en cm) por la circunferencia de la cadera (cm).

e El indice de masa corporal (IMC) fue calculado como peso (medido en kg) dividido
entre la talla (medida en metros) al cuadrado.

e La presencia de obesidad se determino cuando el IMC ajustado por edad, talla y
género se encontrd por arriba de la percentilla 85 (Anexo 3)

e los niveles de lipidos considerados altos son valores estadisticos, por encima de los

cuales el riesgo de enfermedad cardiovascular es inaceptablemente alto de acuerdo

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 36
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



a la percentilla 90 para edad y género (Anexo 4) o inaceptablemente bajos de
acuerdo a la percentilla 90 para edad y género en el caso de HDL

e La presion arterial se midié con baumandmetro de mercurio, después de 10 minutos
de reposo, en cada sujeto se tomaron tres mediciones y se reportd el promedio de la
segunda y la tercera. La presencia de hipertension (HTA) se considerdé cuando la
tension arterial sistélica y/o diastdlica, ajustada por edad, talla y género se encontrd

por arriba de la percentilla (TAS y/o TAD >p95) (Anexo 5)
VIl. 4. Toma de muestra y separacion de fases

A cada paciente se le tomo una muestra de sangre venosa después de un ayuno de 12
horas, colectada en tubos con EDTA o heparina como anticoagulante. Las muestras
fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos, al término de este tiempo se
separ6 el plasma, que fue almacenado a -70°C hasta el momento de su analisis. El

paquete celular fue mantenido en refrigeracion hasta su posterior extraccion de DNA
VIL5. Purificacion de DNA

Se llevé a cabo con la técnica de expulsion salina de Miller (miler y cois. 1998). Al paguete
celular almacenado, proveniente de sangre periférica, se le adicionan 40 ml en solucion
de lisis hipotonica (Tris HCI 10mM, pH 7.6, MgCl, 5mm y NaCl 10mM) para lisar los
glébulos rojos mezclados con los leucocitos. La muestra se agita con fuerza y
centrifuga durante 10 minutos a 2500 rpm, el sobrenadante se desecha. Este proceso
se repite hasta obtener un botdn limpio y libre de eritrocitos. El boton se resuspende
con 160 pL de buffer de proteinasa, 40 pL de proteinasa K (10 mg/ml) y SDS al 20%, y
se transfiere a un tubo eppendoff estéril. La mezcla se deja incubar durante toda la
noche a 37°C y al dia siguiente se le agregan 240 pL de NaCl 5 M. Después de agitar
la muestra se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se traspasa
a un tubo nuevo, este paso se repite hasta que se obtenga un sobrenadante

translucido libre de particulas suspendidas.

Una vez obtenido el sobrenadante se le agrega 750 uL de etanol frio al 96% y se agita
suavemente, en éste paso el DNA precipita y se decanta el sobrenadante. Se agrega
etanol frio al 70% y se agita hasta separar el pellet formado por la centrifugacién. Se

centrifuga nuevamente bajo las mismas condiciones. Posterior a la centrifugacion se
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retira el sobrenadante y se deja secar el precipitado, permitiendo que se evapore todo
el etanol.

El DNA extraido se cuantifica por espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm

y ajustamos todas las muestras a 10 ng/pL.
VII. 6. Perfil de lipidos

Se utilizaron métodos colorimétricos y enziméticos de punto final estandarizados
(Boehringer Mannheim, Germany) adaptado a un analizador Hitachi 750 para el
analisis de los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos. El colesterol HDL (C-
HDL) fue medido después de la precipitacién de las lipoproteinas que contienen apoB
mediante la utilizacién de fosfotugstato /Mg?*. Las lipoproteinas de baja densidad (C-
LDL) fueron calculadas en las muestras con triglicéridos menores a 400 mg/dL usando

la férmula de Friedewald (griedewald, 1972)-
VII. 7. Andlisis de glucosa

La glucosa en ayunas se determind por métodos enzimaticos colorimétricos
comerciales (Boehinger-Mannheim, Alemania). La insulina se midid6 en alicuotas de
suero conservadas a -70°c, mediante un radioinmunoensayo de fase sélida (Coat-A-
count; Diagnostic Products, Los Angeles CA). En donde un anticuerpo especifico,
inmovilizado en a pared de un tubo de polipropileno, es incubado en una cantidad
constante de insulina marcada con 125l y la muestra del paciente. Este es un ensayo
de inmunocompetencia, en donde la concentracion de insulina en la muestra es
proporcional a la cantidad de marca (125l) desplazada. Cada muestra fue procesada
por duplicado e interpolada en una curva patrén incluida en cada ensayo. El indice
HOMA fue determinado de acuerdo al modelo propuesto por Matthews y colS. (atthews y
cols., 1985). Utilizando la siguiente formula: Insulina de ayuno (MU/mL)x glucosa de ayuno
(mmol/L)/22.5.

VI1.8. Distribucion de subclases de HDL

Las subclases de HDL fueron determinadas en HDL aisladas por ultracentrifugacion
secuencial. Mediante electroforesis en gradiente (4% al 30%) en gel de poliacrilamida

en condiciones nativas (PAGE) como referencia se utilizaron estandares de alto peso

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 38
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



molecular (Amersham Biosciences, England) con didmetros conocidos (tiroglobulina 17
nm, ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2 nm y albumina 7.1
nm). Posteriormente se tifio el gel con azul de Coomasie R250 y la proporcién relativa
en las diferentes subpoblaciones de HDL fueron cuantificadas por densitometria con un
scanner BIO-RAD GS670, considerando los siguientes intervalos: HDLs. 7.8-7.2nm,
HDL3, 8.2-7.8nm, HDL3;, 8.8-8.2nm HDLy, 9.7-8.8nm y HDL,, 12.9-9.7 nm. El
coeficiente de variacién para cada una de las subpoblaciones de HDL fue menor al
10% (warnick y cols., 2006). El tamafio promedio de particula representa la distribucion total
de las subpoblaciones y se calculé considerando la proporcion de cada subpoblacion

por su tamafo. El coeficiente de variacion para esta determinacion fue menor del 1%.
VII1.9. Determinacién del genotipo

El analisis de los polimorfismos se llevdé a cabo mediante amplificacion por PCR en
Tiempo Real (Applied Biosystems Assay By Design). La deteccion de los polimorfismos
se realizé por medio de sondas marcadas con dos fluorocromos (VIC y FAM Tagq Man )
para el alelo silvestre se utilizd la sonda marcada con VIC y el alelo mutante la sonda

marcada con FAM. Las sondas utilizadas se enlistan a continuacion:

SNPs Fluorocromo . Sonda
| UCP2snp-866C/T  VIC  TGACCCGTCCTGTGGGGGTAACTGACGCGTGAACAGCCAACAATTGGGCCC
FAM TGACCCGTCCTGTGGGGGTAACTGATGCGTGAACAGCCAACAATTGGGCCC
UCP2 snp 55 A/G vIC CATCACACCGCGGTACTGGGCGCTGACTGTAGCGCGCACTGGCCCCTGACT
FAM CATCACACCGCGGTACTGGGCGCTGGCTGTAGCGCGCACTGGCCCCTGACT
UCP SNP -55 A/G vIC GGCTTGGCACTGGTCTTATACACACAGGCTGACCTGAAACCTTATCCTAGA
FAM GGCTTGGCACTGGTCTTATACACACGGGCTGACCTGAAACCTTATCCTAGA

La amplificacion se llevo a cabo en las siguientes condiciones (por pozo):

Master Mix® (1X) 5 uL
SNP (sonda) (10x) 0.85 pL
ADN (10 ng/pl) 4.5 pL
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Agua destilada y estéril 0.01 pL

a
AmpliTag Gold DNA Polymerasa, dNTPs, con dUTP y buffer son componentes optimizados

Condiciones de PCR tiempo Real

Desnaturalizacion inicial 50°C 2 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 1 ciclo
Alineamiento 95° C 50 segundos 40 ciclos
Extension 60°C 1 minuto 40 ciclos

El sistema de deteccidon por fluorescencia (sondas TagMan) empleado en la PCR en
tiempo real son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo
5’que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor (apagador) en el extremo 3"que
absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptar deben estar especialmente préximas. Mientras la sonda esta
intacta, la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar especialmente proximas. Mientras la sonda este
intacta la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin
embargo, durante la amplificacion de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accidén de sintesis, la
ADN polimerasa de Thermus aquaticus que tiene actividad 5 exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5°de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador.
Como donador y aceptor estan, ahora, especialmente alejados, la fluorescencia emitida

por el primero es aptada por el lector (TD3)
VII.10. Discriminacion alélica

La discriminacién alélica se realizo con el programa ABI Prism 7000 SDS Software, el
cual detecta la sonda especifica para cada uno de los alelos, y los grupos indicando si

son homocigotos o heterocigotos.
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FIG 14. Discriminacion alélica. En la imagen se muestra un ensayo de discriminacion alélica en el que se observan agrupadas las

muestras de acuerdo a la fluorescencia emitida en homocigotos silvestres, heterocigotos y homocigotos mutantes

VII.11. Analisis estadistico

Las frecuencias génicas se obtuvieron mediante cuenta directa para las familias y por
medio de la formula de Haldane para los individuos no relacionados (TD)

Fg=1-V1-A
Donde Fg es la frecuencia génica y A es la frecuencia del alelo en la poblacién
determinada como porcentaje. La comparacion entre casos y controles se analizé por
la prueba de t de Student y por un andlisis de covarianza (ANOVA) para evaluar el
posible efecto de los polimorfismos estudiados.
Se realizo una prueba de chi cuadrada para evaluar diferencias significativas entre las
variables nominales de los grupos de estudio. Se realiz6 la prueba de chi cuadrada con
la comparacion de las frecuencias observadas y esperadas, mediante la formula (p+q)"
donde p y g representan las frecuencias de dos alelos alternativos en un gen (donde
p+g=1) y n=2 que representa el par de alelos de la posicion en el gen autosomico, para
determinar si las variantes individuales estaban en equilibrio de Hardy- Weinberg en
cada loci en la poblacién.
El equilibrio de Hardy- Weinberg es un modelo tedrico para genética de poblaciones,
gue se basa en las siguientes hipotesis:
e La poblacion es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad de

aparearse y el apareamiento es el azar)
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e La poblacion es suficientemente grande (para minimizar las diferencias existentes
entre los individuos)

e La poblacién no esta sometida a migracion, mutacion o seleccion (no hay perdida ni
ganancia de alelos)

e Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de generacién en

generacion.

Bajo estas circunstancias se dice que las poblaciones genéticas estan en equilibrio.
Las comparaciones estadisticas fueron realizadas con el software para Windows SPSS
version 19 (SPSS Inc. Chicago USA). Los resultados estan expresados como media
+S.D., para variables continuas. Las diferencias entre grupos fueron analizadas por
ANOVA considerando significativo un valor de p<0.05. La asociacion simple entre las
variables estudiadas fue analizada con la prueba de Pearson, y la independencia de

las asociaciones mediante un analisis multivariado de regresion por pasos.

Para el analisis de asociacion multiple de los polimorfismos estudiados con al
enfermedad se utilizé el programa SNPstat (Instituto Catalan de Oncologia, Barcelona,

Espana).
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VIll. RESULTADOS

VIII.1 Caracteristicas clinicas de la poblacidn total y por grupo de estudio (controles y casos-SM)

Los promedios de las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se muestran

en la Tabla 6. El estudio se realiz6 con 66 individuos menores de 17 afios, el 55% de

género femenino y el 45% restante fueron del género masculino. Siguiendo el criterio

modificado para nifios y adolescentes establecido por el NCEP/ATP Il se considero

que los pacientes con valores de CT>200 mg/dl tenian hipercolesterolemia,

hipertrigliceridemia con niveles >110 mg/dl e hipoalfalipoproteinemia aislada cuando

los niveles de C-HDL fueron <40 mg/dl en hombres y mujeres. Los valores de

glucemia mayores a 100 se asumieron como glucosa en ayuno alterada (GAA). Bajo

estos criterios los niveles de CT en la poblacion total del estudio fueron 171.14+36.8

mg/dL, C- HDL 41.27+10.40 y glucosa de 96.90+9.30 mg/dL.

Tabla 6 Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

N=66

Género (M/F) 36/30

Edad 11.06+2.97
IMC 23.44+4.92
cc 0.87+0.06
TAS 96.03+19.14
TAD 61.77+11.60
Glucosa (mg/dL) 96.90+9.30
TG (mg/dL) 140.96+71.65
CT (mg/dL) 171.14+36.84
C-HDL (mg/dL) 41.27+10.40
insulina en ayuno 11.08+7.69
HOMA IR 2.70+£1.96

IMC=indice de Masa Corporal (peso/talla®). C/C= Coeficiente cintura-cadera.
TAS=Tensién Arterial Sistélica. TAD= Tension Arterial Diastélica HOMA IR=
indice de resistencia a la insulina. CT: colesterol total

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



En base a los criterios anteriores se dividi6 a la poblacibn en dos grupos, los
diagnosticados con sindrome metabdlico o casos (n=28) y el grupo control o individuos
clinicamente sanos (n=39). Reclutados en el Hospital Infantil de México “Federico
Gbmez” en la Ciudad de México. Las caracteristicas clinicas de nuestra poblacion de

estudio se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 Caracteristicas clinicas por grupo de estudio

Grupo

Control
N 39 28
Género F/M 21/18 15/13 0.731
Edad (afios) 9.84£2.6 12.9+2.5 0.41
IMC (kg/m2) 22.315.0 25.0+4.5 0.938
CI/C 0.88+0.06 0.87+0.07 0.154
TAS 97.0+12.5 98.4+18.3 0.479
TAD 61.9+7.3 63.7£10.5 0.347
Glu (mg/dL) 94.4+6.14 100.5+11.8 0.017*
TG (mg/dL) 138.9+£72.0 142.1+73.1 0.617
CT (mg/dL) 175.8+25.6  164.4+48.8 0.047*
C-HDL (mg/dL) 435+11.4 38.148.1 0.038*
Insulina ayuno (mg/dL) 10.3+5.1 14.54+9.3 0.643
Insulina 2 hrs (mg/dL) 54.8+6.3 83.7+13.9 0.010
HOMA-IR 2.7£1.3 3.2£2.6 0.05*

Valores medios +D.E.; prueba post hoc *P<0.05. IMC=indice de Masa Corporal (peso/talla®).
C/C= Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tension Arterial Sistdlica. TAD= Tensién Arterial

Diastolica HOMA IR= indice de resistencia a la insulina. CT: colesterol total

Con respecto a las medidas antropométricas, el nivel de glucosa en sangre (94.4+6.14
vs 100.5+11.8; p=0.017) presenta diferencias significativas con respecto al grupo

control. El grupo de pacientes presenta niveles de colesterol total (175.8£26.6 vs
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164.4+48.8; p=0.009) asi como de colesterol HDL disminuidos con respecto al grupo
control (43.4+11.5 vs 38.1+8.1; p=0.038).

También se observo un aumento en el indice de resistencia a la insulina en los sujetos
con sindrome metabdlico con respecto a aquellos clinicamente sanos (2.7+1.3 vs
3.2+2.6; p=0.05), lo cuél esta relacionado con los niveles aumentados de insulina a las
2 horas en el grupo de pacientes (54.8+6.3 vs 83.7£13.9; p=0.01)

VIII.2 Frecuencias alélicas y genotipicas de las proteinas desacoplantes mitocondriales

en la poblacién total y dividida por grupo de estudio

La Tabla 8 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicion -866
del gen UCP2 tanto en pacientes como controles.

Tabla 8 Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicion -866 del gen

cc 23.5% 21.4% 0.85 0.88 (0.026-2.94)
CT 58.8% 50.0% 0.48 0.70 (0.25-1.91)
TT 17.68% 28.6% 0.30 1.86(0.55-6.22)
Alelos

C 53.0% 46.4% 0.47 0.77 (0.37-1.56)
T 47.0% 53.5%

Valores comparados mediante X2, Intervalo de confianza del 95%

La frecuencias alélicas para este polimorfismo mostraron una disminucion del alelo C
en los pacientes con sindrome metabdlico con respecto a los sujetos control (46.4% vs
53.0%) y por ende un aumento del alelo T en los pacientes (53.5 vs 47.0%). Sin
embargo no se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias
alélicas para este polimorfismo (Gréfica 1).

El analisis del genotipo TT se encontr6 aumentado casi al doble en los pacientes

(17.6% vs 28.6) y el genotipo CT se observé disminuido en un 8.8% en los pacientes
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(58.8% vs 50.0%); ambos comparados con los sujetos control. No obstante, ninguno de

estos cambios mostré diferencias estadisticamente significativas.

Grafica 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicion -866 del gen UCP2 en pacientes y controles
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La Tabla 9 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicion 55 del
gen UCP2 tanto en el grupo diagnosticado con sindrome metabdélico como en

controles.

Tabla 9 Frecuencias genotipicas y alélicas de UCP2 55 AG

AA 63.64 46.4 0.17 0.48(0.17-1.38)
AG 18.2 32.13 0.20 2.13 (0.64-6.9)
GG 18.2 21.4 0.58 1.42 (0.39-5.08)
Alelos

A 64.7 62.5 0.81 0.90 (0.41-2.0)
G 35.2 375

Valores comparados mediante x°. Intervalo de confianza del 95%

Para el analisis genotipico correspondiente a este polimorfismo se observa una
disminucién del 17.2% en el genotipo AA del grupo de pacientes con respecto al de
individuos sanos (63.64% vs 46.4%) y el genotipo AG se observdé aumentando a

practicamente el doble en el grupo con sindrome metabdlico comparandolo con el
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grupo control (32.13% vs 18.2%) pero sin encontrarse diferencia estadisticamente
significativas (Grafica 2).

Gréfica 2 Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicion 55 del gen UCP2 en pacientes y controles
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Para el ultimo SNP estudiado, el referente al gen UCP3 en la posicion -55 en su
analisis por genotipos observamos una disminucion del 9.3% (12.9% vs 3.6%) del
genotipo GG en el grupo de casos, es decir, que el genotipo GG se presenta en una
proporcién tres veces menor en el grupo con sindrome metabdlico que en aquel con
individuos clinicamente sanos. También se observé un aumento significativa del 9.8%
(58.1% vs 67.9%; p=0.05) en el genotipo AA en el mismo grupo comparandolos con el
grupo control. (Tabla 10 y Gréfica 3)

Tabla 10 Frecuencias genatipicas y alélicas de UCP3 -55 A/G

AA 58.1 67.9 0.05* 0.41 (0.16-1-03)
AG 29.0 25.3 0.79 0.85 (0.26-2.72)
GG 12.9 3.6 0.21 0.25 (0.02-2.47)
Alelos

A 72.7 83.3 0.16 1.88 (0.76-4.68)
G 27.8 16.6

Valores comparados mediante X" Intervalo de confianza del 95%
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Respecto a las frecuencias alélicas de este polimorfismo se encontré una disminucién
del alelo G en el grupo de casos con respecto al control (27.8% vs 16.6%) y por ende
un aumento del alelo A en los pacientes (83.3% vs 72.7%). Sin embargo no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las frecuencias
alélicas del polimorfismo (Gréfica 3)

Gréfica 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicién -55 del gen UCP3 en pacientes y controles
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Para determinar si la poblacién estudiada se encontraba en equilibrio Hardy Weinberg
se realizé6 una prueba de x 2. El célculo de las frecuencias genotipicas y alélicas se
realizd por conteo directo y se observé que la poblacion de estudio no presentaba

sesgo Yya que el valor de p no fue significativo en ningun caso (datos no mostrados)

VIII.3 Andlisis de las caracteristicas clinicas de cada grupo de estudio (controles vs
casos- SM) de acuerdo al genotipo de cada uno de los polimorfismos estudiados
(UCP2 -866 CI/T Y 55%/G asi como UCP3 -55 A/G)

Los SNPS de las proteinas desacoplantes mitocondriales y su relacion con los
parametros clinicos (edad, IMC, TAD, TAS, colesterol total, CHDL, etc.) se agruparon
de acuerdo a cada uno de los polimorfismos estudiados. Los datos se muestran como

el promedio y su respectiva desviacion estandar.
VIII.3.1 UCP2 C-866T

En la Tabla 11 se muestran las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio total

por genotipo para el polimorfismo en la posicion -866 del gen UCP2. Se encontraron
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diferencias significativas en los niveles de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL,
insulina medida después de 2 horas de consumo de una solucion glucosada. (P>0.05)

Se puede observar un aumento en los niveles de triglicéridos (p<0.05;
142.37+62.41mg/dL vs 102.42+34.65 mg/dL), colesterol total (168.00+36.02 mg/dL vs
154.13+53.41mg/dL; p<0.05); asi como también se pueden apreciar niveles menores
de colesterol HDL (39.28+7.55 mg/dL vs 45.65+9.93 mg/dL) en el homocigoto CC al

compararlo con el homocigoto TT.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de la poblacion total para el genotipo UCP2. Pollimorfismo -866 C/T

N 14 33 14
Género (M/F) 5/9 15/19 717
Edad 12.46+2.93 10.58+3.04 12.15+2.55
IMC 22.82+4.11 23.41+4.88 23.64+4.01
cC 0.87+0.08 0.87+0.06 0.87+0.07
TAS 97.54+12.33 97.26%16.73 94.67+14.50
TAD 60.46+4.70 63.42+8.42 61.67+12.09
Glu (mg/dL) 95.46+10.07 96.87+6.97 99.38+12.08
TG (mg/dL) 142.37+62.41 159.55+81.96 102.42+34.65*
CT (mg/dL) 168.00+£36.02 179.81+28.20 154.13+53.41*
CHDL (mg/dL) 39.28+7.55  40.75#8.97  45.65+9.93
Insulina en ayuno 11.0946.79 12.59+8.65 10.92+4.28*
HOMA IR 2.71+£1.86 2.80+£2.18 2.42+1.47*

Valores medios #D.E.; prueba post hoc *P<0.05 t de student IMC=indice de
Masa Coproral (peso/tallaz). C/C= Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tension
Arterial Sistolica. TAD= Tension Arterial Diastdlica HOMA IR= indice de

resistencia a la insulina. CT: colesterol total *CC vs TT

También se encontraron diferencias significativas en los niveles de insulina entre los

genotipos homocigotos (11.09£6.79 vs 10.92+4.28) lo cual esta relacionado con la
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diferencia significativa encontrada entre los mismos genotipos respecto al indice de

resistencia a insulina (2.71+1.86 vs 2.42+1.47)

Se realiz6 el estudio de las caracteristicas clinicas divididas de acuerdo al grupo de

estudio y genotipo (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacién de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo -866 C/T

cc CT T cc CT T
N 7 19 6 6 14 8
Género 3/4 7/12 4/2 2/4 6/8 3/5
(M/F)
Edad 11.43+3.15 9.32+2.63 10.33+1.63 13.67+2.33 12.71+2.43 12.38+2.62
IMC 20.98+4.21 21.62+3.99 23.07+2.75¢ 24.96+3.00 25.64+4.85 24.10+4.88
CcC 86.86+5.27 87.47+6.26 87.3346.02 87.83+10.63  86.00+5.90 88.50+6.93
TAS 94.29+15.11* 96.05+11.62 95.00+8.37 101.33£7.66  98.57+21.43 95.00+18.52
TAD 58.57+£3.78 61.31+7.04** 62.50£6.12 62.67+5.01 66.64+9.16 59.75+14.31
Glu (mg/dL) 94.43+7.18* 94.37+4.22** 97.80+9.18 96.67+13.35  100.28+10.5 103,00+13.1
TG ((mg/dL) 140.6+67.7 144.6+64.18 90.18+25.02 ¢ 147.8+55.6 164.7+73.6 121.14+24 .4
CT (mg/dL) 168.57+30.34 182.31+22.57 161.93+£15.3 167.33+44.82 171.40+35.6 163.75+45.0
C-HDL 38.41+5.36 43.04+9.58 53.82+15.27 ¢ 40.28+10.00 36.42+7.14 39.50+7.61
(mg/dL)
insulina en 15.34+11.75*% 10.00+5.03** 8.55+4.85 11.83+7.29 14,21+12.64 11.33+5.09
ayuno
HOMA IR 3.57+2.65* 2.33+1.18** 2.14+1.23 2.97+2.19 3.52+3.16 2.94+1,55

Valores medios +D.E.; prueba post hoc *P<0.05.ANOVA IMC=indice de Masa Corporal (peso/talla®). C/C=

Coeficiente cintura-cadera. TAD=Tension Arterial Sistélica. TAD= Tension Arterial Diastélica HOMA IR= indice de
resistencia a la insulina. CT: colesterol total *CC control vs CC casos, **CT control vs CT casos, ¢ TT control VS TT
casos

Al comparar las caracteristicas clinicas del grupo en el grupo control para el SNP -866
C/T dividido por genotipos (Tabla 12) se pudo observar un aumento significativo
(p<0.05) entre los valores de indice de masa corporal en el genotipo TT (23.07+2.75 vs
24.10+4.88) en los niveles de triglicéridos (90.18+ vs 121.14+24.4) asi como una
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disminucién en los niveles de colesterol HDL (53.82+15.27 vs 39.50+7.61) entre el
grupo de individuos que padecen el llamado Sindrome X al compararlos con los
individuos sanos.

También se observan diferencias significativas al presentarse una disminucion en los
valores de TAS (94.29+15.11 vs 101.33+7.66) y un aumento en los niveles de insulina
en ayuno (15.34+11.75 vs 11.83+7.29) y en el indice de resistencia a la insulina
(3.57+2.65 vs 2.97+2.19) del grupo clinicamente sano respecto al grupo de casos en el
genotipo homocigoto AA.

Respecto al genotipo heterocigoto CT podemos apreciar un aumento significativo
(p>0.05) en los valores de Tension Arterial Diastolica (61.31+7.04 vs 66.64+9.16) y en
los niveles de glucosa (94.37+4.22 vs 100.28+10.5) asi como en los niveles de insulina
en condiciones de ayuno (10.0+£5.03vs 14.21+12.64) y en el indice de resistencia a la
insulina (2.33+1.18 vs 3.52+3.16) en el grupo con sindrome metabdlico al compararlo

al grupo clinicamente sano.

IX.3.2 UCP2 A 55G

En cuanto al andlisis del polimorfismo SNP 55 en la poblacién de estudio (Tabla 13) del
gen UCP2 se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en los valores de Tension
Arterial Diastélica tanto del genotipo heterocigoto (65.43+9.91) como del homocigoto
silvestre (AA) (61.66+£8.93) al compararlos con el genotipo homocigoto GG
(60.0+4.55);la presion sistolica arterial se encuentra aumentada significativamente en
el genotipo AA (91.19+14.86) respecto al homocigoto GG (87.5+8.29). También se
encuentro una diferencia estadisticamente significativa en los niveles disminuidos de

colesterol total en el genotipo heterocigoto respecto al genotipo GG (p<0.05).
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Tabla 13 Caracteristicas clinicas de la poblacién en general por genotipo UCP2 para el polimorfismo 55 AG

N 34 14 13
Género (M/F) 13/21 5/7 718
Edad 11.38+2.78 11.64+2.82 10.6£3.45
IMC 23.17+£4.92 23.64+5.08 21.8+2.96
CcC 0.87+0.06 0.88+0.07 0.9+0.1
TAS 97.19+14.86* 96.07+20.21 87.5+8.29
TAD 61.66+8.93* 65.43+9.91¥ 60+4.55
Glu (mg/dL) 98.59+9.30 95.2148.17 97.1+11.5
TG ((mg/dL) 129.61+63.97 140.79+75.24 150+95.52
CT (mg/dL) 163.84+41.41 173.64+25.52¥% 185.3+£39.23
CHDL (mg/dL) 41.74+10.88 40.87+10.55 42.3+8.85
Insulina en ayuno 12.14+7.65 11.83+8.02 11.546.97
HOMA IR 2.71+2.06 2.75+¥1.91 2.7+£2.2

Valores medios +D.E.; prueba post hoc *P<0.05 t de student IMC=indice de Masa
Coproral (peso/tallaz). C/C= Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tensién Arterial
Sistolica. TAD= Tension Arterial Diastolica HOMA IR= Indice de resistencia a la
insulina. CT: colesterol total *AA vs GG; ¥AG vs GG; ®AG vs AA

Aunque las demds caracteristicas clinicas no presentan diferencias significativas entre
sus valores se pueden vislumbrar ciertas tendencias como son: los valores de
triglicéridos elevados asi como los niveles de insulina en ayuno disminuidos en la
poblacién general con el alelo T en relacién al alelo A.

Comparando las caracteristicas clinicas por grupo de estudio del polimorfismo en la
posicion 55 del gen UCP2 (Tabla 14) pudimos observar que al comparar casos contra
controles encontramos valores significativamente aumentados del indice de masa
corporal (22..22+3.23 vs 24.42+5.89) asi como de la tensién arterial sistélica
(95.00+£12.23 vs 96.67+23.98) y en la tension arterial diastélica (63.00+9.75 vs
66.78+10.32) en el grupo de pacientes del genotipo heterocigoto (AG) al compararlo

con el grupo de menores sanos (Tabla 14).

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 52
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



Tabla 14 comparacién de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo 55 AG de la proteina UCP2

AA AG GG AA AG GG
21 5 7 13 9 6

Género 9/12 Ya 34 716 217 2/4
(M/F)
edad 10.19+2.52 10.20£2.17 8.43+3.26 12.92+2.60 12.44+2.92 13.17+£1.17
IMC 21.40+4.37 22.22+3.23¥% 21.02+3.83 26.56+3.85 24.42+5.89 22.73+1.25
cc 86.71+4.96* 88.20+9.58 89.00+6.14 87.69+6.52 87.33+6.25 85.50+10.45
TAS 96.19+12.03 95.00+12.23¥  95.71+9.76 98.46+18.19 96.67+23.98 99.67+6.38
TAD 61.19+5.90 63.00+9.75¥% 58.57+3.78 ¢ 62.77+12.24 66.78+10.32 61.67+5.13
Glu 95.9046.71 91.60+3.85 94.00+4.55 102.23+11.19 97.22+9.40 100.65+16.29
(mg/dL)
TG 167.57+195.37  159.40+94.90  134.86+91.33 141.97+61.54 130.44+66.02 167.62+105.80
(mg/dL)
CT 174.08+22.93 174.20+£23.99 187.86+34.10 158.40+41.67 173.33+£27.75 182.40+47.74
(mg/dL)
CHDL 45.42+11.16* 43.88+15.42 41.47+6.00 35.03+4.30 39.20+7.28 43.23+11.95
(mg/dL)
insulina 10.96+8.18 10.644.82 13.76+£10.86 13.37+10.53 12.49+9.56 12.40+10.08
en ayuno
HOMA IR  2.61+1.88 2.40+1.09 3.12+2.28 3.37+2.68 2.94+2.27 3.39+2.96

Valores medios #D.E.; prueba post hoc *P<0.05.ANOVA
Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tension Arterial Sistélica. TAD= Tension Arterial Diastélica HOMA IR= indice de

IMC=indice de Masa Corporal (pesoftalla®). C/C=

resistencia a la insulina. CT: colesterol total. *AA control vs AA casos; ¥AG vs AG casos; ¢ GG control VS GG casos

Para el genotipo heterocigoto AA al comparar el grupo control contra el grupo de
individuos con sindrome metabdlico obtuvimos una diferencia significativa de p=0.048
entre la relacion cadera cintura del grupo control al compararlo con el grupo de
pacientes (86.71+4.96 vs 87.69+6.52). también podemos observar una disminucion
(p=0.016) en los niveles de colesterol HDL (45.42+11.16 vs 35.03+4.30) en el grupo

con sindrome metabdlico.
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Por ultimo, en el genotipo GG existe una diferencia significativa en la TAD (58.57+3.78
vs 61.67+5.13) al existir un aumento en el grupo con el sindrome de Reaven.

Adicionalmente podemos afiadir que observamos un incremento en los valores de
resistencia a insulina en el grupo con sindrome X respecto al grupo control en todos los
genotipos igualmente en los niveles de glucosa aunque esta tendencia no presenta
diferencias significativas. Por el contrario los valores de colesterol se encuentran

aumentados en todos los genotipos del grupo control al compararlos con los pacientes.

IX.3.3 UCP3 A-55G

Para el polimorfismo -55 A/G del gen UCP3 (Tabla 15) se hallaron diferencias
significativas en el género ya que se observd que habia mayor nimero de mujeres en
los genotipos con el alelo A en comparacion con aquellos con el alelo G. Asimismo se
observd un indice de masa corporal significativamente acrecentado en aquellos

genotipos con el alelo silvestre (A) respecto al homocigoto GG.

También se encontraron valores significativamente menores de colesterol total en el
homocigoto GG (162.60+29.04mg/dL) respecto al heterocigoto (179.87+£28.36)

Se puede observar que el genotipo heterocigoto presenta niveles disminuidos de
colesterol de alta densidad HDL (38.14+8.19mg/dL) respecto a los homocigotos asi
como niveles de colesterol total (179.87+28.34) vy triglicéridos aumentados
(196.95+90.42mg/dL) aunque no se presentan diferencias significativas al compararlo
con los otros genotipos (para colesterol CC:170.11+42.28 mg/dL y GG 162.60+£29.04
mg/dL vy triglicéridos CC:130.35+50.30 mg/dL y GG: 103.65+42.78mg/dL)

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 54
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



Tabla 15 Caracteristicas clinicas de la poblacién en general por genotipo UCP3 para el polimorfismo -55AG

N 37 16 5
Género (M/F) 19/18* 4/12 1/4¥

Edad 11.03+2.85 10.33+3.20 12.80+2.49
IMC 23.4514.4* 22.85+4.25¢ 21.63+4.47
ccC 0.88+0.07* 0.88+0.04¢ 0.85+0.05
TAS 94.81+16.09 97.33+11.63 100.00+15.81
TAD 61.75+8.49 64.27+9.65 58.00+4.47
Glu (mg/dL) 98.19+10.74 94.53+6.62 96.60+9.15
TG ((mg/dL) 130.354#50.30  196.95+90.42  103.65+42.78
CT (mg/dL) 170.11+42.28 179.87+28.34 162.60+29.04¥%
CHDL (mg/dL) 42.96+11.41 38.14+8.19 43.08+7.67
Insulina en ayuno 11.3747.51 13.51+7.18 10.26+6.08
HOMA IR 2.51+2.07 3.17+1.76 2.50+1.58

IMC=indice de
Masa Corporal (peso/tallaz). C/C= Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tension
Arterial Sistdlica. TAD= Tension Arterial Diastélica HOMA IR= Indice de
resistencia a la insulina. CT: colesterol total *AA vs GG; ¥AG vs GG; PAG vs AA

Valores medios +D.E.; prueba post hoc *P<0.05 t de student

Sin embargo al hacer la comparacion de las caracteristicas clinicas dentro del mismo
grupo de estudio por genotipo (Tabla 16) no se encontraron diferencias significativas
en los genotipos AA y AG. Sin embrago para el heterocigoto GG se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) tanto en el indice de masa corporal, en el cual se
aprecian niveles menores en el grupo de pacientes (29.10+4.18 vs 22.64); asi como en

la relacién C/C que presenta el mismo comportamiento (91.00+4.00 vs 84)
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Tabla 16. Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo - 55 AG de la proteina UCP3

AA AG GG AA AG GG
N 18 9 4 19 7 1
Género M/F  10/8 217 1/3 9/10 2/5 0/1
Edad 12.86+2.32 12.50+3.12 12.33+2.08 12.58+2.67 13.57+1.99 12
IMC 22.95+3.42 27.64+4.46 29.10+4.18 @ 25.81+4.53 25.52+4.58 22.64
CcC 87.29+7.91 89.12+4.22 91.00+4.00 @ 87.37+8.35 87.57+3.95 84
TAS 97.71+9.73 102.50+£20.53 86.67+41.63 93.61+11.57 101.42+12.15 100
TAD 61.21+7.42 67.50+15.23 66.67+11.55 63.05+£10.36 67.00+11.96 60
Glu (mg/dL) 101.70+11.55 101.88+£13.92 93.33+£9.45 101.84+12.97 96.00+8.81 102
TG (mg/dL) 131.98+62.49 151.0+75.8 108.6+47.7 137.02+50.6 202.60+69.2 84
CT (mg/dL)  168.31+47.15 172.75+28.43 190.33+18.90 168.14+40.43 159.43+31.48 163
CHDL 38.64+8.71 36.20+7.95 38.63+4.40 38.57+7.67 35.01+6.80 53.6
(mg/dL)
Glu 2 hrs 109.86+43.45 128.88+66.14 111.67+20.74 110.84+60.62 119.28+23.39 78
insulina en 12.16+£11.70 14.24+4.17 20.97+9.81 12.49+10.66 14.06+8.83 7.4
ayuno
HOMA IR 3.14+3.08 3.58+1.17 4.90+2.55 3.20£2.79 3.37%£2.22 1.86

Valores medios +D.E.; prueba post hoc *P<0.05.ANOVA IMC=indice de Masa Corporal (pesoftalla®). C/C=
Coeficiente cintura-cadera. TAS=Tensién Arterial Sistolica. TAD= Tensién Arterial Diastdlica HOMA IR= indice
de resistencia a la insulina. CT: colesterol total ¢ GG control VS GG casos.

IX.4 Analisis de las subpoblaciones de HDL de acuerdo al genotipo de cada de uno de
los polimorfismos estudiados (UCP2 -866 C/T Y 55 A/G asi como UCP3 -55 A/G)

Para establecer los cambios en la distribucion de subclases de HDL entre grupos de
pacientes con SM y el grupo control se aislaron las HDL por ultra centrifugacion
secuencial y posteriormente se someti0 a una electroforesis en gradiente de
poliacrilamida en condiciones nativas segun se describe en la seccion de métodos. Los
geles una vez tefiidos para proteinas, se analizaron por densitometria 6ptica para

obtener los porcentajes de HDL correspondientes a cada subclase. En la Tabla 17 se
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observan las proporciones de HDL en nuestra poblacion de estudio observandose que
la que se encuentra en mayor porcentaje es la HDL del subtipo HDL3,

Tabla 17. Tamafo de lipoproteinas en la poblacién de estudio

HDL 2 15.21+9.53
HDL 24 13.81+5.69
HDL 34 31.15+10.35
HDL3p 19.40+8.24
HDL 3¢ 12.86+8.75

En la Tabla 18 se muestran las proporciones de las diferentes subclases de HDL en el grupo
con SMy el grupo control.

Tabla 18. Tamafio de lipoproteinas por grupo de estudio

HDL 2, 15.32+7.42 18.21+10.51 0.530
HDL 24 14.69+4.54 15.31+3.78 0.359
HDL3a 34.35£6.53 32.70£2.43 0.035*
HDL3p 21.70+6.58 19.89+5.78 0.70 *
HDL3c 13.93+8.53 13.88+7.98 0.560

Los valores expresan la media +D.E. Pruebat de student

Se puede observar que las HDL grande tipo HDLy, y HDL,; existen en mayor
proporcién en el grupo con SM comparado con el grupo control aunque no presentan
diferencia estadistica significativa. Las HDL del subtipo HDL3, y HDLg, representan a
la subpoblacion mas abundante y contrario a las HDL grandes, éstas se ven
disminuidas en proporcion en el grupo control con respecto al grupo con SM
presentando una diferencia significativa entre grupos.
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Gréfica 4. Distribucién de los subtipos de HDL en pacientes y controles
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IX 4.1.Polimorfismo C-866T del gen UCP2 y su relacion con los subtipos de HDL

Al separar los subtipos de HDL de la poblacién de estudio en funcion al genotipo

determinado del polimorfismo -866 del gen UCP2 (tabla 19) se encontraron diferencias

significativas en los subtipos intermedios al comparar el genotipo heterocigoto con el

homocigoto TT puesto que las HDL del subtipo HDL3;a de encuentran aumentadas en el

homocigoto (34.62+5.42 vs 34.36+5.88) y el subtipo HDL3, se encuentra disminuido en
TT (18.9148.32 vs 21.75+5.63) en las HDL grandes de subtipo HDL,, se aprecia un
aumento en el porcentaje del homocigoto respecto al heterocigoto (15.86+4.88 vs

14.47+4.16).

Tabla 19. Tamafio de C-HDL en general por genotipo UCP2 para el polimorfismo -866 C/T

N 13 33 14
HDL 24 13.44+3.61 14.47+4.16 15.86+4.88¥%
HDL 2 18.43+3.31 15.22+1.25 18.16+4.14
HDL 34 31.75+4.71 34.36+5.88 34.62+5.42¥
HDL 3p 23.1945.02 21.75+5.63 18.91+8.32¥
HDL 3¢ 16.59+6.93 14.82+8.55 10.92+8.84

Valores medios + Error tipico de la media; prueba ANOVA
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Al realizar el analisis genotipico por grupo de estudio (Tabla 20) no se encontraron

diferencias significativas al comparar los subtipos de HDL. Pese a eso podemos

observar que el subtipo intermedio HDL3, se observa una disminucion en el porcentaje

del genotipo homocigoto polimérfico del grupo control respecto al grupo de pacientes

(26.59+13.24 vs 32.45%1.43) y por el contrario un aumento de este mismo tipo de HDL

en el homocigoto TT del grupo clinicamente sano respecto al grupo con sindrome

metabdlico (37.60+2.01 vs 19.38+5.77). También vale la pena mencionar la notable
disminucion de HDL del subtipo HDL3;, (23.33£1.44 vs 8.50£3.40) y HDLs (13.45+3.62

vs 4.95+2.53) en el grupo con sindrome metabdlico del genotipo TT al compararlo con

el control.

Tabla 20. comparacién de los tamafios de colesterol HDL para el polimorfismo — 866 C/T de la proteina UCP2

CcC CT TT CcC CT TT
N 7 19 6 6 14 8
HDL 2 16.41+5.7 15.54+1.53 18.65+4.78 17.95+3.30 13,32+2.06 17,80+6.59
HDL 4 9.93+2.1 14.91+1.04 13.25+1.50 15.30+1.00 12.91+1.33 11.88+3.63
HDL 34 26.59+5.0 34.76+1.70 37.60£2.01 32.45+0.58 31.06+2.44 19.38+5.77
HDL 3, 22.46+4.1 21.21+1.53 23.33+1.44 20.1667+1.28  20.61+1.82 8.50+3.40
HDL 3¢ 16.37+3.6 13.51+2.07 13.45+3.62 14.08+2.77 14.94+2.33 4.95+2.53

Valores medios + Error tipico de la media; prueba post hoc Para la comparacién entre genotipos por grupo de

estudio se realiz6 un ANOVA p<0.05

IX 4.2 Polimorfismo A55G del gen UCP2 y su relacion con los subtipos de HDL

En la Tabla 21 se aprecia el analisis del SNP 55 A/G en la poblacion de estudio del gen

UCP2 respecto a las subpoblaciones de colesterol HDL no se encontraron diferencias

significativas entre los genotipos pero se puede observar que las HDL subtipo HDL 3. se

encuentran en menor proporcién en todos los genotipos respecto a los demas subtipos.

Relacidn entre los polimorfismos de las proteinas desacoplantes mitocondriales, UCP2 y 59
UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



Tabla 21. Tamafio de C-HDL en general por genotipo UCP2 para el polimorfismo 55 A/G

N 37 16 5
HDL 24 15.24+4.27  13.65+4.62 15.3+3.96
HDL 2p 17.67+2.04  14.43+2.06 16.4+3.16
HDL 3a 34.32+4.25  31.87+7.47 34.8£3.72
HDL 3p 20.38+5.92  23.63+6.77 18.7+6.18*
HDL 3¢ 13.20+8.65  16.74+9.87 12.4+5.78

Valores medios + Error tipico de la media; prueba post hoc *P<0.05 t
de student comparacion: *GG vs AG

Al observar los subtipos de HDL por genotipo para el polimorfismo 55 A/G del gen
UCP2 en cada uno de los grupos (Tabla 22) se observaron diferencias significativas en
el subtipo HDL3;, entre los heterocigotos de nuestros grupos de estudio, encontrandose
significativamente elevada (p=0.038) en el grupo control (26.62+3.83 vs 22.52+3.26).
En el homocigoto GG tanto el subtipo HDL3, y (35.97+1.48vs 21.72+1.85) y HDLj3c
(11.76+2.45 vs 9.07+£3.90) se observa una disminucién significativa en el grupo de

sindrome metabdlico respecto al grupo control.

Tabla 22. comparacion de los tamafios de colesterol HDL para el polimorfismo 55 A/G de la proteina UCP2

AA AG GG AA AG GG
21 5 7 13 9 6
HDL 2 17.78+2.40 13.28+3.20 18.44+3.82 17.51+1.64 12.94+2.32 13.03+4.67
HDL 24 14.05+1.13 12.18+2.41 15.66+1.88 13.75+1.01 10.93+1.93 9.77+2.03
HDL 34 34.00+1.92 28.44+5.54 35.97+1.48 ¢ 26.94+2.49 28.53+4.06 21.72+1.85
HDL 3 20.47+1.45 26.62+3.83¥  18.13+2.98 15.49+1.71 22.52+3.26 13.07+3.45
HDL 5 12.72+1.94 19.46+5.18¥  11.76+2.45¢ 10.89+2.48 13.94+2.76 9.07+3.90

Valores medios * Error tipico de la media; prueba post hoc. Para la comparacion entre genotipos por grupo de
estudio se realiz6 un ANOVA p<0.05. Comparacion . ¥AG vs AG casos ¢ GG control VS GG casos
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IX 4.3 Polimorfismo A-55G del gen UCP3 y su relaciéon con los subtipos de HDL

Como se observa en la tabla 23 no se encontraron diferencias significativas entre las
subpoblaciones de colesterol HDL en los genotipos del gen UCP3 en el polimorfismo
de la posicion promotora -55 A/G al comparar los grupos de estudio pero se observa
gue las HDL subtipo HDL3; se encuentran en menor proporciéon en todos los genotipos
respecto a los demas subtipos.

Tabla 23. Tamarfo de C-HDL en general por genotipo UCP3 para el polimorfismo -55 A/T

N 37 16 5
HDL 22 14.84+4.17 14.14+3.89 12.03+5.64
HDL 2p 16.82+1.73 15.33+2.06 15.4+4.82
HDL 34 33.62+4.19 33.46+8.14 29.86+143
HDL 3p 20.7616.01 23.07+5.89 25.86+4.77
HDL 3¢ 13.36+7.41 15.58+9.79 20.71+8.91

Valores medios + Error tipico de la media; prueba ANOVA

Al efectuar el analisis por genotipo dentro de los grupos de estudio del polimorfismo -55
A/G del gen UCP3 (Tabla 24) se observaron diferencias estadisticamente significativas
en las HDL del subtipo HDL3. (15.3£3.57 VS 12.79+2.38) en el genotipo heterocigoto al
comparar los grupos de estudio entre si. También se determiné que las HDLgp
(19.38+6.74 VS 28.4) y HDL3 (15.52+6.33 vs 27.0) estaban en niveles
significativamente superiores en el genotipo homocigoto GG del grupo de individuos
con sindrome metabdlico respecto al de individuos sanos sin embargo, cabe destacar
gue dado que la muestra experimental fue limitada estos resultados no son
contundentes dado que sélo se contd con un individuo con genotipo homocigoto

polimdrfico en el grupo de casos.
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Tabla 24. Comparacién de los tamafios de colesterol HDL para el polimorfismo — 55A/G de la proteina UCP3

AA AG GG AA AG GG

N 18 9 4 19 7 1
HDL 2 17.61+2.06 13.38+1.76 19.25+10.25 16.32+2.07 13.64+1.56 5.9
HDL 2a 13.80+1.00 14.76+1.36 9.03+3.77 15.03+1.26 12.40+1.52 9.5
HDL 3, 34.67+1.16 33.48+3.55 22.38+7.48 31.26+2.52 36.73+£1.89 29.2
HDL 3 22.32+1.32 23.03+2.38 19.38+6.74 ¢ 19.81+2.02 24.46+1.59 284
HDL 3¢ 13.66+1.76 15.3+3.57¥ 15.52+6.33¢ 12.27+£2.15 12.79+2.38 27.0

Valores medios *Error tipico de la media.; prueba post hoc. Para la comparaciéon entre genotipos por grupo de
estudio se realiz6 un ANOVA p<0.05. Comparacion . ¥AG vs AG casos ¢ GG control VS GG casos

IX.5 Analisis de asociacion multiple de los polimorfismos estudiados

Se realiz6 el analisis de asociacion multiple de los SNPs del gen UCP2 (posiciones -
866 y 55) y el correspondiente al gen UCP3 (posicidn -55) tanto los pacientes como
para los sujetos control; los resultados se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Andlisis de asociacion mdltiple para los SNP en las posiciones -866 y 55 del gen UCP2 y del gen UCP3
en posicién 55 en grupo de casos y controles

UCP2 - UCP2 55 UCP3 -55 Casos Controles Total
866

T A A 0.3993 0.3778 0.3826
C G A 0.1856 0.2025 0.2089 0.42
C A A 0.2257 0.1285 0.1597 0.95
C A G 0 0.1873 0.1223 1
T G G 0.0853 0.063 0.0741 0.93
T G A 0.0324 0.0124 0.0269

C G G 0.0717 0.0285 0.0256

T A G NA NA 0

Ninguna de las combinaciones posibles de los polimorfismos estudiados mostro diferencias estadisticamente
significativas
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IX. DISCUSION

El sobrepeso y la obesidad son entidades que afectan a cerca de 70% de la poblaciéon
(71.9% mujeres y 66.7% hombres) entre 30 y 60 afios de edad, de ambos sexos. La
frecuencia de obesidad en adultos mexicanos ha aumentado en un grado considerable.
En 1993, la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC) mostré una
prevalencia en adultos de 21.5%, la ENSA 2000 de 24% y la ENSANUT 2006 de 30%,

con predominio €N MUJEres (sepiiveday cols., 2006)-

Dado que UCP2 y UCP3 disminuyen el potencial de membrana mitocondrial y median
la fuga de protones son genes candidatos de obesidad y diabetes tipo 2. Estas
proteinas desacoplantes también cumplen un papel importante en la termogénesis por
lo que las mutaciones que reducen la actividad o expresion de alguna de estas
proteinas podria disminuir el gasto energético por medio de un aumento de la
fosforilacion oxidativa o una disminucion en la termogénesis y de este modo contribuir

al desarrollo de la obesidad payiky cois., 1998)-

El gen de la proteina desacoplante UCP2 en humanos estd ampliamente expresado en
varios tejidos como el tejido adiposo blanco, el pancreas, musculo esquelético e
higado. Varios polimorfismos han sido identificados en el gen y su analogia con los
fenotipos relacionados con la obesidad han sido ampliamente estudiados (svastay cols., 2010)-
Nuestro estudio se enfoc6 a dos de estos polimorfismos el ubicado en la region
promotora -866 con un cambio Citocina- Timina y el localizado en la region codificante

con un cambio Adenina-Guanina que desemboca en un cambio Alanina Valina.

Al comparar las caracteristicas clinicas del grupo en el grupo control para el SNP -866
C/ dividido por genotipos (Tabla 12) se encontraron valores de Tension Arterial
Sistdlica significativamente mas altos (p>0.05) en el genotipo AA entre los grupos de
estudio (94.29+15.11 vs 101.33+£7.66). La UCP2 es un regulador fisioldégico negativo de
la generacion de ROS y desempefia un papel antiaterogénico en la pared vascular.
Una variante comun en el promotor de la UCP2 (-866G> A) modula la expresion del
ARNmM, con incremento en la expresion asociado con el alelo A. Se observé una

asociacion inversa entre el alelo A con casos incidentes de CAD relacionados a
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hipertension (cheurfta n. y cols 2008), 10 cual coincide que los valores obtenidos en este
genotipo son los menores al compararlos con el genotipo heterocigoto y homocigoto

polimorfico.

De igual manera encontramos diferencias estadisticamente significativas en el indice
de Masa Corporal en el genotipo homocigoto polimorfico entre los individuos con
sindrome metabdlico y aquellos clinicamente sanos (23.07+2.75 vs 24.10%4.88)
Diversos estudios previos ha determinado que IMC elevados estan asociados con una
morbilidad y mortalidad elevada en la adultez y han hecho énfasis en la correlacion
entre los valores de indice de Masa Corporal entre adultos e infantes (rayior y cols., 2000)- El
establecimiento de la relacion entre los IMC entre adultos y poblacion pediatrica
facilitaria la seleccion de los puntos de corte de valores de IMC en infantes para
canalizarlos a programas de salud publica que tienen como objetivo detectar y tratar a
los niflos con mayor probabilidad de tener sobrepeso en la edad adulta. Hay
numerosos informes de que los valores de IMC mayor a 28 para los hombres y 26 para
las mujeres se asocian con un mayor riesgo de muerte, padecimiento de
enfermedades cardiovasculares, calculos biliares, y diabetes mellitus tipo Il Guo y cols.,

1994)-

Se notd que los nifios portadores del genotipo UCP2-866TT mostraron menor riesgo de
presentar sobrepeso pues presentaron niveles de colesterol y triglicéridos menores al
compararlo con el genotipo heterocigoto y el homocigoto polimorfico tanto en el grupo
control (colesterol: 161.93+15.3 vs182.31+22.57 y 168.57+£30.34; triglicéridos:
90.18+25.02 vs 144.6+64.18 y 140.6+67.7) como en el de Sindrome Metabdlico
(triglicéridos: 121.14+24.4 vs 164.7+73.6 y 147.84+55.6; colesterol: 163.75+45.0 vs
171.40+35.6 y 167.33144.82). Asimismo este genotipo presento niveles
significativamente altos en el grupo del llamado sindrome X al efectuar la comparacion
entre grupos (90.18+25.02 vs 121.14+24.4). Estos resultados son congruentes con
otras publicaciones reportadas que muestran asociaciones significativas entre este

SNP y niveles de colesterol wangy cols., 2004)-

La resistencia a insulina esté involucrada en la etiologia de varias enfermedades como

la diabetes mellitus tipo 2, la enfermedad coronaria y la hipertension arterial, y la UCP2
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es un regulador negativo de la secrecion de insulina (zhang y cols., 2001). La&s mutaciones en
la regién promotora de UCP2 pueden alterar la secrecion de insulina dependiente de
glucosa mediante una relacion alterada de ATP/ADP en las células 8 pancreaticas y
asi, promover el desarrollo de diabetes. Algunos estudios han reportado que el alelo -
866 T aumenta el riesgo de diabetes mellitus tipo Il en sujetos obesos adultos krempler y
cols. 2002 LO cual es congruente nuestro estudio pues los valores del indice de
Resistencia a la Insulina (HOMA IR) obtenidos son mayores en el grupo de casos los
genotipos con alelo T al compararlos con los del grupo control, el genotipo
heterocigoto muestra un aumento significativo en este parametro (2.33£1.18 vs
3.52+1.16), mientras que en el homocigoto TT se aprecia esta tendencia (2.14+1,23 vs
2.94+1.55) aunque no mostré diferencias significativas. Estos resultados no son
contundentes ya otros estudios sobre la relacion entre los polimorfismo de UCP vy la

obesidad infantil han publicado resultados inconsistentes (paigaard,y cols., 2001)-

Los niveles de glucosa e insulina no difirieron entre los grupos genotipicos del SNP-
866, esto puede suponer que la secrecion de insulina dependiente de glucosa es

independiente del genotipo -866 UCP3 en pacientes jovenes obesos.

El otro SNP con una asociacion significativa rs660339, es una variante caracterizada
por la sustitucion de Tiamina por Citosina en el exon 4 que resulta en la sustitucion de
alanina a valina. Ha sido ampliamente estudiado por otros autores. Algunos estudios
han encontrado una mayor eficiencia metabdlica y una menor tasa de oxidacion de
grasas en los homocigotos para el alelo menor waider y cols., 1998). Sin embargo, el
polimorfismo Ala55Val (rs660339) resulta en un cambio conservativo de aminoéacido,
y hasta ahora, no ha habido pruebas de que causa un cambio funcional de la proteina.
Por lo tanto, teniendo en cuenta que el polimorfismo Ala55Val esta estrechamente
vinculado con el polimorfismo -866 C/T en la regién del promotora, es posible que el
polimorfismo Ala55Val no sea un verdadero causante de la enfermedad, y que la
variante esté reflejando simplemente los efectos polimorfismos de -866 C/T pues hasta
ahora la mayoria de los estudios no son compatibles con un impacto funcional del

p0|ImOI’fI3mO ASSG en |a ObeS|dad (Dalgaard y Pedersen, 2001)-
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En nuestra poblaciéon después de realizar el andlisis genotipico entre nuestras
poblaciones de estudio (Tabla 14) obtuvimos diferencias estadisticamente significativas
en los indices de Masa corporal del genotipo heterocigoto (22.22+3.23 vs 24.42+5.89).
No obstante no existen bibliografia que reporte una asociacion entre este genotipo con
el IMC si se ha reportado que los individuos portadores del alelo G tienen una
tendencia a una mayor circunferencia de cintura y cadera lo que se ve podria ver

reflejado en el IMC.

A pesar de que recientemente se ha demostrado que en ratones ob/ob la deficiencia de
UCP2 ha influenciado en el incremento de los niveles séricos de insulina, y en gran
medida en la disminucién de los niveles de glucemia; los resultados de nuestro estudio
indican que no hay diferencias significativas en la insulina en suero asi como en los
niveles de glucosa en ayunas entre los genotipos de UCP2 Ala55Val. Por otra parte,
nuestros datos indican que no hay diferencias significativas entre los grupos de
genotipos con respecto a los niveles de colesterol total y triglicéridos (Tabla 14).
Hallazgos similares han sido previamente reportados en la poblacion Sueca lo cual
respalda nuestros resultados (zhang y cols., 2001). Sin embargo en el genotipo AA se
determinaron diferencias en los niveles de colesterol HDL, estando éste disminuido en
el grupo de pacientes (45.42+11.16 vs 35.03+4.30; p=0.016), sabemos que el perfil
bajo de HDL y elevado de triglicéridos, sugiere un mayor riesgo de estos nifilos obesos

a enfermedad cardiovascular

En el genotipo heterocigoto del mismo polimorfismo observamos un aumento tanto en
la presion arterial sistdlica (95.00£12.23 vs 96.67+23.98) como en la diastdlica
(63.00+9.75 vs 66.78+10.32) en el grupo de infantes con sindrome metabdlico. Debido
a que la sobreproduccion de O2:-- en el sistema nervioso central contribuye a los
mecanismos neurales de la hipertensién mediante el aumento de flujo simpatico a los
vasos sanguineos periféricos y la UCP2 funciona como un regulador negativo de la
produccion de ROS en células musculares endoteliales y lisas de la pared vascular
(Nagae y cols., 2009) UN cambio polimorfico en el gen podria suponer un desajuste en la

regulacion dada por UCP2 lo cudl contribuiria a un aumento en la presion arterial.
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La proteina desacoplante 3 (UCP3) pertenece a una familia de transportadores
mitocondriales que pueden desacoplar la fosforilacion oxidativa por medio del aumento
de la fuga de protones de la membrana interna mitocondrial. Una disminucion de la
expresion o funciébn de UCP3 podria reducir el gasto energético y aumentar el
almacenamiento de energia en forma de grasa. Algunos estudios han sugerido que
UCP3 esta involucrada en la regulacion de la homeostasis de la energia corporal, la

obesidad inducida por dieta y la regulacion de lipidos como sustratos metabolicospe Luis

y cols., 2009)-

Para el caso del SNP -55 A/G del gen UCP3 al realizar el andlisis genotipico en la
poblacion de estudio, (Tabla 15) se hallaron diferencias significativas, en el género se
observd que habia mayor nimero de mujeres en los genotipos con el alelo A en
comparacion con aquellos con el alelo G. Aunque la distribucion por edad y sexo
fueron diferentes entre los grupos, no se consider6 como un factor de confusion en
nuestro estudio dado que diversos estudios no han mostrado ninguna relacion
contundente entre el polimorfismo UCP3-55C> T y el IMC o la obesidad, sin embargo
debemos recordar que existen factores de confusion que no se tomaron en
consideracion como la interaccidon con otras variantes de los genes o el nivel de
actividad fisica. Asimismo se observo un indice de masa corporal significativamente
acrecentado en aquellos genotipos con el alelo silvestre (A) respecto al homocigoto
GG. En la bibliografia se ha relacionado este alelo con un IMC alto y niveles altos de
adiposidad (gisher y warden, 2006), 10 que también corroboramos al encontrar niveles
significativamente menores de colesterol total en el homocigoto GG
(162.60+29.04mg/dL) respecto al heterocigoto (179.87+£28.36). Estos resultados no son
contundentes debido a que, se ha visto relacion entre el genotipo AA y el elevado IMC
en una una poblacion francesa (otabe y cols., 2000), Y POr otro lado, en una en la poblacion
britanica se ha asociado a la circunferencia cadera cintura e IMC menor respecto a los
individuos con genotipo GG (Guo y cols, 2005), 10 cual respalda nuestros resultados

(.85+0.05) de un menor indice C/C en la poblacion con genotipo GG-

Estas discrepancias pueden explicarse en parte, por las diferencias en el disefio del
estudio y/o poblacion de estudio, incluyendo las diferencias en el tamafio de la
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muestra, edad, raza, estilo de vida, estado de la enfermedad y el grado de obesidad.
Se ha demostrado que las variantes del gen UCP afectan la expresién del ARNm de
UCP in vivo e in Vitro (esterbaver y cols., 2001). Puede ser que los efectos de las variantes del
gen UCP en la expresién de UCP son mayores en la obesidad durante la infancia que
en la obesidad del adulto. Ademas, los efectos de las variantes del gen UCP sobre la
obesidad en los adultos pueden estar enmascarados por muchos factores de confusion

ambientales y conductuales.

Se puede observar que el genotipo heterocigoto presenta niveles disminuidos de
colesterol de alta densidad HDL (38.14+8.19mg/dL) respecto a los homocigotos asi
como niveles de colesterol total (179.87+28.34) vy triglicéridos aumentados
(196.95+90.42mg/dL) aunque no se presentan diferencias significativas al compararlo
con los otros genotipos (para colesterol AA: 170.11+42.28 mg/dL y GG 162-60+£29.04
mg/dL vy triglicéridos AA:130.35+50.30 mg/dL y GG: 103.65%+42.78mg/dL). Otros
estudios también han relacionado el rs1800849 con niveles superiores de colesterol

total y niveles disminuidos de C-HDL (saiopuro y cols., 2009)-

No se encontraron diferencias significativas al comparar las caracteristicas clinicas
entre grupos de estudio por genotipo lo cual puede deberse a que la muestra es

pequefia

Para conocer cOmo se encuentra nuestra carga genética en relacion a las UCPs se
realizé un analisis comparativo entre las frecuencias genotipicas y alélicas de nuestra
poblacion de estudio con otras poblaciones previamente reportadas (Tabla 27). En la
comparacioén se utilizaron tnicamente las frecuencias alélicas de los grupos control de
las diferentes publicaciones consultadas, debido a que los grupos de estudio
presentaban patologias que pueden influir en los genotipos de nuestro grupo de

estudio.
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Tabla 27. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCP2 -866 A/G en nuestra poblacion y en distintas poblaciones

del mundo
Poblacion || GG \ GA AA G A

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
México 7 (21.9) 19 (59.38) 6 (18.75) 33 (51.6) 31 (48.4)
(nuestro estudio)
Corea 366 (26.4) 691 (49.9) 328 (23.7) 1429 (51.6) 1341 (48.4)
n=123858
Norte de India 106 (44.1)* 113 (47.1) 21 (8.8)* 325 (67.7)* 155 (32.3)*
n=240
PIMA, Nativos 51 (19.4) 132 (50.2) 80 (30.4) 234 (44.5) 292 (55.5)
Americanos de Arizona
n=2RA2
Caucésicos 93 (41)* 99 (43.6) 35 (14.4) 285 (63)* 169 (37)*
n=227
Afroamericanos n=287 89 (32.8) 130 (48) 52 (19.2) 308 (56.8) 266 (43.2)
Hispanos EUA 132 (27.2) 227 (46.7) 127 (26.1) 491 (50.5) 497 (49.5)
n= 494
Noreste de Colombia 144 (32) 229 (51) 76 (17) 539 (60) 359 (40)
n=449
*p<0.05. analisis x; diferencia significativa entre genotipos de otras poblaciones comparadas con
las obtenidas en nuestro estudio en la poblacidn infantil mexicana

Para el polimorfismo -866 del gen UCP2 (Tabla 27) se encontraron diferencias
significativas para el genotipo GG y el alelo G con la poblacién del Norte de India (GG:
21.9% vs 41.0%) y con la poblacion caucasica (GG: 21.9% vs 41%). Por otra parte
para Genotipo AA se encontraron diferencias estadisticamente significativas solamente
en la poblacién del Norte de India (8.8%) ya que en nuestra poblacion la frecuencia fue
de 18.75%, respecto a las frecuencias alélicas se observan diferencias con un valor de

p menor a 0.05 en las poblaciones mencionadas.
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Tabla 28. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCP2 Ala55Val en nuestra poblacion y en distintas poblaciones

del mundo

Ala/ala Ala/val Val/val Ala Val
México 21(63.6) 5(15.2) 7(21.2) 47 (71.2) 19(28.8)
(nuestro estudio)
n=33
Suecia 78 (29.3) 144 (54.2) 44 (16.5) 300 (56.0)* 32(44.0)*
N=284
Hortega Espafia 231(16.1) 795 (49.2) 497 (34.7) 1257(43.9) 1789 (62)*
N=1433
Pizarra Espafia 155(17.2) 418 (46.5) 326(36.3) 728 (40.5)* 1070 (59.5)*
N=899

las obtenidas en nuestro estudio en la poblacidn infantil mexicana

*p<0.05. analisis x; diferencia significativa entre genotipos de otras poblaciones comparadas con

Al comparar las frecuencias alélicas reportadas por otras poblaciones del SNP del gen

UCP2 Ala55Vval (Tabla 28), podemos observar que nuestra poblacién tiene un

frecuencia significativamente superior del alelo A (que en el proceso de traduccion

resulta en el aminoacido Alanina) respecto a las otras poblaciones reportadas (71.2%

vs 56.0%, 43.9% y 40.5%) y que por lo tanto la frecuencia del alelo recesivo aparece

en una proporcion menor (28.8%). Esto se ve reflejado en la comparaciéon genotipica

con las mismas poblaciones en las que el genotipo homocigoto Ala/Ala se ve

aumentado en proporcion (63.6%) respecto a la poblacion sueca (29.3%) y espafiola

(16.1% y 17.2%).
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Tabla 29. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCPs en nuestra poblacién y en distintas poblaciones del

mundo

GG AG AA A
México 4 (12.90) 9 (29.03) 18 (58.06) 45 (72.6) 17(27.4)
(nuestro estudio)
n=31
Japon 139 (49.3)* 115 (40.8) 28 (9.9) 171 (30.3)* 393 (69.7)*
n=282
Corea 679 (49)* 588 (40.8) 120 (8.6)* 827 (29.8)* 1947(70.2)*
n=1387
Alemania 38 (55.1)* 29 (42) 2 (2.9)* 33 (23.9)* 105(76.1%)
n=69
Caucasicos 144 (63.4)r 74 (32.6) 9 (8)* 92 (20)* 362 (80)*
n=227
Afroamericanos 42 (73.7)* 13 (22.8) 2 (3.5)* 17 (4.9)* 97 (85.1)*
n=57
EUA 36 (64.3)* 16 (28.6) 4 (7.1)* 24 (21.4)* 88 (78.6)*
n=56
Noreste de Colombia 324 (72)* 112 (25) 13 (3)* 144 (16)* 754 (84)*
n=449
*p<0.05. andlisis x, diferencia significativa entre genotipos de otras poblaciones comparadas con las obtenidas en
nuestro estudio en la poblacion infantil mexicana

Para el polimorfismo -55 A/G de la UCP3 (Tabla 29) es notorio que en nuestra
poblacién el genotipo polimoérfico se presenta en frecuencias muy elevadas al
compararlo con otras poblaciones reportadas. Se encontraron diferencias significativas
con la poblacién coreana (8.6%), alemana (2.9%), caucasica (8.0%) afroamericana
(3.5%), americana(7.1%) y del noreste de Colombia (3%). En contraparte, el genotipo
homocigoto silvestre de nuestra poblacion (%) se encuentra significativamente
disminuido respecto a otras poblaciones, se encontraron diferencias con la poblacion
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japonesa (49.3%), coreana (44.0%), alemana (55.1%), caucasica (63.4%),
afroamericana(73.7%), americana (64.3%) y del noreste de Colombia (72.0%). Estas
tendencias en las diferencias se repitieron en las frecuencias alélicas correspondientes
en las mismas poblaciones.

Estos datos indican que nuestra poblacién tiene una carga notoriamente diferente a
otras poblaciones; estas variaciones en las frecuencias poblaciones se pueden deber a
gue estas asociaciones entre SNPs y fenotipo sea dependiente de la poblacion, por
ejemplo la poblacion colombiana tiene una fuerte influencia negroide y la poblacion del
norte de india tiene influencia arabe y mongodlica; de esta manera la frecuencia alélica
y penetrancia se modifican en diferentes poblaciones. Otra explicacién es que estas
asociaciones entre un SNP no funcional y un fenotipo obeso varian entre diferentes
poblaciones y por supuesto no podemos descartar que nuestra poblacion esta

constituida por un numero reducido de individuos experimentales.

Como sabemos el sindrome metabdlico es una entidad poligénica y multifactorial. Una
susceptibilidad genética adicional a los factores ambiental propicia que este trastornos
e exprese como enfermedades diversas: hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias y obesidad, entre otras; que, a su vez condicionan mas la afectacion

endotelial la cual, finalmente acelera y agrava la aterosclerosis.

Se ha sugerido que las propiedades antiaterosclerosas de las HDL dependen de su
estructura y por esta razon, las HDL se han agrupado en diferentes subclases. Una de
las estrategias mas aceptadas es la separacion por electroforesis en gradiente de
poliacrilamida en condiciones nativas de las lipoproteinas previamente aisladas de
plasma por ultra centrifugacion. Este método permite clasificar a las HDL en HDLyp

HDL22 HDL3a HDL3, HDL3: en orden decreciente de tamafio (perez Méndez y cols., 2008)-

El estudio entre las diferencias individuales de la dislipidemia temprana y la evolucién
de los factores de riesgo de inicio es muy importante, debido a que los nifios no estan
expuestos a factores ambientales como el consumo de bebidas alcohdlicas y el
tabaquismo, la influencia genética sobre el perfil lipidico es mayor que en adultos. La
evidencia experimental sugiere que el estrés oxidativo es un factor clave en el inicio de

trastornos vasculares asociados con la aterosclerosis. La aterosclerosis inducida por la
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dieta en diferentes modelos animales se relaciona con la produccion de ROS umary cols.,

2006)-

Si bien los mecanismos de los efectos potenciales de UCP2 Y UCP3 en los niveles de
colesterol sérico permanecen sin dilucidarse se ha demostrado que las proteinas
desacoplantes tienen una influencia directa sobre estos. Las UCPs juegan un papel
importante en la produccion de ROS, por lo que un polimorfismo en su secuencia

génica podria derivar en un estado pro-oxidante, lo que resulta en la modificacion de

las IipoprOteinaS (Hamada y cols., 2008)-

Al determinar las subpoblaciones de HDLs en nuestra poblacion de estudio de acuerdo
a sus caracteristicas clinicas se determind que las HDL grandes HDL,, y HDL,, se
encuentran en mayor razon en el grupo con SM comparado con el grupo control
aunqgue no presentan diferencia estadistica significativa. Las HDL mas densas, HDLz,4
(34.35+£6.53 vs 32.70+2.43) y HDLj, (21.70+£6.58 vs 19.89+5.78) representan a la
subpoblacién mas abundante y contrario a las HDL grandes, éstas se ven disminuidas
en proporcion en el grupo control con respecto al grupo con SM presentando una
diferencia significativa entre grupos. Nuevas evidencias sugieren que el subtipo de
lipoproteinas de alta densidad méas denso y pequefio, las HDL; poseen una mayor
capacidad para proteger a las LDL frente a la oxidacion, en relacion a los subtipos mas

grandes y menos densos, lasHDL; (g y cols., 2010)-

Al comparar entre grupos de estudio los genotipos del polimorfismo -866 del gen UCP2
no se presentaron diferencias estadisticas entre los genotipos, sin embargo cabe
resaltar que en el genotipo homocigoto polimorfico existe una tendencia de disminucién
en la proporcion de la HDL3 en sus tres subclases: HDL3, (37.60£2.0 vs 19.38+5.8),
HDLgp (23.33+1.4 vs 8.50+3.4) y HDLj3: (13.45+3.6 vs 4.5£2.5) en el grupo con SM
respecto a aquel de individuos sanos. Observamos la misma tendencia de disminucion
en el genotipo homocigoto mutante en las lipoproteinas del HDL3. (11.76+2.45 vs
9.07+3.90) y HDL3, (35.97£1.48 vs 21.72+1.85) y en el heterocigoto en la lipoproteina
HDL3c (19.46+5.8 vs 13.9£2.8) del grupo de casos al comparalo con el control en el
polimorfismo Ala55Val del mismo gen y en el genotipo GG del polimorfismo -55 A/G del
gen UCP3 (15.3+£3.6 VS 12.69+2). En este contexto, se puede decir que la actividad
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antioxidante de las particulas HDL3 esta disminuida dado que su proporciéon es menor
en los pacientes con sindrome metabdlico. Cabe destacar que los niveles altos de HDL
tienen un efecto protector contra la aterosclerosis, en particular, la subfraccion de

menor dlémetrO HDL3 (Duggira|ay cols., 2001).

La obesidad y resistencia a la insulina estan asociados con las HDL totales y las HDL,
bajas (riny-kiesi y cols., 1996) 10 que es congruente con la disminucion significativa encontrada
entre las HDL,, (18.44+3.82) y HDL,, (15.66+1.88) del genotipo GG entre el grupo
control contra el de pacientes (13.03+£4.67) y (9.77+£2.03) en el polimorfismo 55 A/G de
la proteina UCP2. Esta misma tendencia se observa en las HDL,, (19.25+10.25 vs 5.9)
del polimorfismo — 55A/G de la proteina UCP3 y en el polimorfismo -866 C/T de la
proteina UCP2 en las HDL;, (18.65+4.78 vs 17.80+6.59) y HDL,,; (13.25+1.50 vs

11.88+3.63) aunque en estos genotipos no se encontraron diferencias significativas

Con base en nuestros resultados podria argumentarse que los polimorfismos
estudiados de las UCPs tienen en efecto en la distribucion de tamafio de HDL,
particularmente en el subtipo HDLj3, sin embargo debemos considerar que nuestra
poblacién estudiada fue reducida, por lo que se propone realizar un estudio con una

poblacién mas amplia para reforzar nuestros resultados.
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X. CONCLUSIONES

e Para el SNP de UCP2 -866 C/T encontramos que el genotipo CT esta relacionado

con TG y colesterol aumentados tanto en pacientes como en sujetos sanos

e En el polimorfismo UCP2 -866 C/T se observaron niveles de colesterol HDL
disminuidos en el genotipo CC respecto a CT y TT esto sugiere que el alelo C
podria estar asociado a factores de riesgo relacionados con el sindrome
metabolico.

e Respecto al mismo polimorfismo se encontraron diferencias significativas en HDL
del genotipo TT pues las HDL del subtipo HDL3, se encuentran aumentadas en el
homocigoto y el subtipo HDL3, se encuentra disminuido en razon a los otros
genotipos

e En cuanto al SNP 55 A/G del mismo gen se encontraron diferencias significativas
en los valores elevados de TA diastdlica y sistélica tanto del genotipo heterocigoto
como del homaocigoto silvestre (AA) al compararlos con el genotipo homocigoto
GG

e También se encontraron diferencias significativas en los niveles disminuidos de
colesterol total en el genotipo heterocigoto respecto al genotipo GG.

e Para el mismo polimorfismo obtuvimos valores de IMC asi como valores de tensién
arterial tanto sistdlica como diastélica aumentados en el genotipo AG en el grupo
casos respecto al de

e El analisis del SNP 55 A/G en la poblacién de estudio del gen UCP2 respecto a las
subpoblaciones de colesterol HDL no proporciono resultados significativos

e En el polimorfismo -55 A/G del gen UCP3 se observo un indice de masa corporal
significativamente acrecentado en aquellos genotipos con el alelo silvestre (A)
respecto al homocigoto GG

e También se encontraron valores significativamente menores de colesterol total en

el homocigoto GG respecto al heterocigoto Sin embargo al hacer la comparacion
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de las caracteristicas clinicas dentro del mismo grupo de estudio por genotipo no
se encontraron diferencias significativas

e En el analisis por genotipo por grupo de estudio se observaron diferencias
significativas en las HDL del subtipo HDL3. en el genotipo AG del polimorfismo -55
A/G del gen UCP3.

e También se encontr0 que las HDLs. estaban en niveles significativamente
superiores en el genotipo homocigoto GG del grupo de individuos con sindrome
metabalico respecto al de individuos sanos

e En el analisis de asociacién multiple de los SNPs del gen UCP2 (posiciones -866 y
55) y el correspondiente al gen UCP3 (posicion -55) ninguna de las

combinaciones posibles mostro diferencias estadisticamente significativas
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XIl. ANEXOS

Anexo 1- Publicacion de cartel en el XXVII Congreso Mexicano de Cardiologia

Relacion de los polimorfismos de los genes que codifican parz
las proteinas desacoplantes UCP1, UCP2 y UCP3 en pacientes
menores de edad con obesidad

Aﬁéhivos

de Cardiologia
S Castrejon-Tellez Vicente, Castellanos-Mendoza Andrea Eugenia, Esquivel-
dE MEXICO Macedo Dejanira, Huesca-Gomez Claudia, Gamboa-Avila Ricardo.

Departamento de Fisiologia. Instituto Nacional de Cardiologia lgnacio Chdvez, Méxica.

Resumenes de Introduccion: La enfermedad arterial coronaria, es una de las principales causas g
Trabajos Libres del mortalidad en Mexico, un factor de riesgo importante es la obesidad, la cual &
rabajos Libres de ido en aumento en la poblacién general en los Gltimos afos. La obesidad, es um

sindrome de etiopatogenia multifactorial caracterizado por el aumento del tegp-
do graso, que es producto del desequilibrio en la generacion y gasto de energa
del organismo. Las proteinas desacoplantes o UCP tienen un papel fundamental &
el metabolismo energético celular y por ende en la regulacion del peso corporal.
Objetivo: Estudiar las variantes genéticas como los polimorfismos asociados a las pre-
teinas desacoplantes y su relacion con el desarrollo de la obesidad, enfermedas
arterial coronaria en pacientes menores de edad con obesidad.
Métodos: Se estudiaron 100 sujetos menores de edad, 50% obesos y 50% controles. B8
PUERTO VALLARTA 2011 ambos grupos se estudiaron tres variantes polimérficas de las UCP (UCP1 -382&
UCP2Z -866 y UCP3 -55) par PCR-FLRP.
Resultados: En la UCP1, la frecuencia del alelo G del polimorfismo -3826 fue de 0.4%
CENTRO INTERNACIONAL DE CONVENCIONES en la UCP2, la frecuencia del alelo G del polimorfismo -866 fue de 0.53 y, en k&
UCP3, la frecuencia del alelo C del polimorfismo -55 fue de 0.67. El genotipo AA c=t
polimorfismo UCP1 -3826, tiene bajos niveles de C-HDL en relacion con las otras des
isoformas, GA y GG. El genotipo GG del polimorfismo UCP2 -866, tiene diferenciss
significativas en los niveles de triglicéridos, p <0.05, con respecto a las otras iss-
formas, GA y AA. Los genotipos del polimorfismo de UCP3 -55 esta aln en estudio.
Conclusiones: Este estudio ha permitido relacionar los polimorfismos de las UCP caom
b 5 ‘ la enfermedad arterial coronaria y la obesidad, como factor de riesgo y su influenca
ELSEVIER e, en la etiologia de la enfermedad arterial coronaria.

20 al 24 de noviembre
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Anexo 2. Percentillos de la circunferencia de cintura (cm) en nifios y nifias

Tabla 30 Percentilos de la circunferencia de cintura (cm) en mujeres

Edad N Percentillos
3 10 25 50 75 90 95
6 126 43.62 47.00 52.00 55.00 58.00 63.00 65.65
7 140 44.23 48.10 52.00 56.50 61.00 66.90 71.90
8 156 50.71 52.70 56.00 59.00 66.00 73.30 78.00
9 128 50.00 52.90 56.00 61.00 66.00 73.10 75.00
10 147 52.44 55.80 59.00 65.00 73.00 82.00 86.60
11 165 55.00 57.60 61.00 66.00 70.00 79.00 83.00
12 159 54.00 59.00 63.00 67.00 74.00 82.00 85.00
13 49 56.50 60.00 63.50 70.00 74.50 83.00 88.50

Fuente: Hirschler Valeria, Delfino Ana Maria y col. “¢Es la circunferencia de cintura un componente del sindrome metabdlico en la infancia?” Arch.
Argent. Pediatr. 2005 Vol 1 pag8.

Tabla 31 Percentilos de la circunferencia de cintura (cm) en varones.

Edad N Percentillos
| 3 10 25 50 75 90 95
6 127 43.62 47.00 52.00 55.00 58.00 63.00 65.65
7 161 44.23 48.10 52.00 56.50 61.00 66.90 71.90
8 142 50.71 52.70 56.00 59.00 66.00 73.30 78.00
9 171 50.00 52.90 56.00 61.00 66.00 73.10 75.00
10 148 52.44 55.80 59.00 65.00 73.00 82.00 86.60
11 147 55.00 57.60 61.00 66.00 70.00 79.00 83.00
12 172 54.00 59.00 63.00 67.00 74.00 82.00 85.00
13 44 56.50 60.00 63.50 70.00 74.50 83.00 88.50

Fuente: Hirschler Valeria, Delfino Ana Maria y col. “¢Es la circunferencia de cintura un componente del sindrome metabdlico en la infancia?” Arch.
Argent. Pediatr. 2005 Vol 1 pag8.
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Anexo 3 IMC para sobrepeso y obesidad en nifias y nifios

Se confeccionaron tablas de IMC, tanto para varones como para nifias de 2 a 18 afios, a nivel
internacional y se determinaron los puntos de corte extrapolados de los valores de IMC 25y 30

del adulto, para sobrepeso y obesidad respectivamente (pietrobelii A. 2001)

Tabla 32 IMC varones y nifias de 2 a 18 afios

IMC 25kg/m* IMC 30kg/m?
Nifios Nifias Nifios Nifias
3a 17.9 17.6 19.6 19.4
3a6m 17.7 17.4 19.4 19.2
4a 17.6 17.3 19.3 19.1
4a6m 175 17.2 19.3 19.1
5a 17.4 17.1 19.3 19.2
5a6m 175 17.2 19.5 19.3
6a 17.6 17.3 19.8 19.7
6 a6m 17.7 175 20.2 20.1
7a 17.9 17.8 20.6 20.5
7 a6m 18.2 18.0 21.1 21.0
8a 18.4 18.3 21.6 21.6
8a6m 18.8 18.7 22.2 22.2
9a 19.1 19.1 22.8 22.8
9a6m 195 195 23.4 235
10a 19.8 19.9 24.0 24.1
10 a6m 20.2 20.3 24.6 24.8
1la 20.6 20.7 25.1 25.4
11a6m 20.9 21.2 25.6 26.1
12a 21.2 217 26.0 26.7
12 a6m 21.6 22.1 26.4 27.2
13a 21.9 22.6 26.8 27.8
13 a6m 223 23.0 27.2 28.2
14a 22.6 23.3 27.6 28.6
14 a6m 23.0 23.7 28.0 28.9
15a 233 23.9 28.3 29.1
15a6m 23.6 24.2 28.6 29.3
16a 23.9 24.4 28.9 29.4
16 a 6m 24.2 245 29.1 29.6
17a 245 24.7 29.4 29.7
17 a6m 24.7 24.8 29.7 29.8
18a 25.0 25.0 30.0 30.0
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UCP3, con la obesidad en pacientes menores de edad |



Fuente: Cole TJ, Bellizzi MC, Fiegal KM, Dietz WH. Establishing a standard definition for child overweight and obesity worldwide : international survey. BMJ 2000;
320:1240-3

Anexo 4 Niveles lipidicos

Tabla 32 Clasificacion de niveles lipidicos en nifios y adolescentes Clasificacion de niveles lipidicos en nifios y

adolescentes

[itvetes pfdicos | etotes Bl s oo vetores nmodl

Colesterol >= 200 C-LDL >=130
Elevado 170-199 Elevado 110-129
Limitrofe <170 Limitrofe <110
Aceptable <140 Aceptable 50-109
Recomendable <110 Recomendable <50
Ideal Ideal
C-HDL <35 Triglicéridos > 130
Bajo >40 Muy elevados > 100
Recomendable Moderadamente <100
elevados
Aceptable

Fuente: American Academy Of Pediatric.: National Colesterol Education Program:. “Report of the expert panel on bloood cholesterol levels in children and

adolescentes”. Pediatrics. Vol 89. 1992

Tabla 33 Niveles plasmaticos de colesterol LDL en nifios y adolescentes

Edad (afios) Percentillo (mg/dL)

5 10 25 50 75 90 95

Varones

5-9 65 71 82 93 121 133 133
10-14 66 74 83 97 126 136 136
15-19 64 70 82 96 127 134 134
Mujeres

5-9 70 75 91 118 129 144 144
10-14 70 75 83 113 130 140 140
15-19 61 67 80 114 133 141 141

Fuente: American Academy Of Pediatric.: National Colesterol Education Program:. “Report of the expert panel on bloood cholesterol levels in children and

adolescentes”. Pediatrics. Vol 89. 1992
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Tabla 34 Niveles de colesterol HDL en nifios y adolescentes

Edad (afios) Percentillo (mg/dL)

5 10 25 50 75 90 95
Varones
5-9 39 43 50 56 65 72 76
10-14 38 41 47 57 63 73 76
15-19 31 35 40 47 64 61 65
Mujeres
5-9 37 39 48 54 63 69 75
10-14 38 41 46 54 60 66 72
15-19 36 39 44 53 63 70 76

Fuente: American Academy Of Pediatric.: National Colesterol Education Program:. “Report of the expert panel on bloood cholesterol levels in children and

adolescentes”. Pediatrics. Vol 89. 1992

Tabla 35 Niveles plasmaticos de triglicéridos en nifios y adolescentes

Edad (afios) Percentillo (mg/dL)

5 10 25 50 75 90 95

Varones

0-4 30 34 41 53 69 87 102
5-9 31 34 41 53 67 88 104
10-14 33 38 46 61 80 105 129
15-19 38 44 56 71 94 124 152
Mujeres

0-4 35 39 46 61 79 99 115
5-9 33 37 45 57 73 93 108
10-14 38 45 56 72 93 117 135
15-19 40 45 55 70 90 117 136

Fuente: American Academy Of Pediatric.: National Colesterol Education Program:. “Report of the expert panel on bloood cholesterol levels in children and

adolescentes”. Pediatrics. Vol 89. 1992
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Anexo 5 Valores de tension arterial para nifios por percentilos de edad y peso

Tabla 36 Valores de tension arterial para nifios por percentilos de edad y peso

TAS, mm Hg TAD, mm Hg
Edad JPecentilo
{afios) TA Percentilo de peso Percentilo de peso
= 10 25 =0 T o0 o5 = 10 15 =0 7= o0 05
1 50 50 81 83 55 87 B8 59 G4 35 36 37 38 39 39
an G4 R a7 k] 100 102 103 48 0 51 52 53 53 54
95 98 99 101 103 104 106 106 54 54 55 56 57 58 S8
a9 105 106 105 110 112 113 114 [} 62 ] L) i) [ila] [4]a]
2 50 24 35 57 25 a0 a2 92 549 40 41 42 43 44 44
an o7 e 100 102 104 105 106 54 55 56 57 S8 58 59
a5 101 102 104 106 105 109 110 549 549 a0 61 i) 63 63
EEl 109 110 111 113 115 117 117 14} 657 6 il 70 71 71
] 50 a6 87 59 91 93 94 95 44 44 45 46 47 48 45
a0 100 101 103 105 107 108 109 59 59 a0 61 G2 53 53
a5 104 105 107 109 110 112 113 63 63 5] =) [i]1] 67 &7
93 111 112 114 116 118 119 120 71 71 72 e 74 e 75
4 50 5E 59 91 93 95 98 a7 477 48 439 50 51 51 52
a0 102 103 105 107 109 110 111 [ 63 &) =) [4]a] [ila] &7
95 108 107 109 111 112 114 115 i34 a7 i 5a Fit 71 71
a9 115 114 116 118 120 121 122 74 = il i 7E TE el
5 50 a0 91 a3 EE) 96 a5 EH 50 51 54 53 54 55 55
a0 104 105 106 108 110 111 112 65 [ila] 67 65 69 69 Fitl
a5 1038 109 110 112 114 115 114 649 70 71 7 73 74 74
a9 115 116 1158 120 121 123 123 77 TE EEl &0 &l &l G2
i] 50 91 92 94 el 9E 98 100 53 53 54 55 56 57 57
an 105 106 108 110 111 113 113 65 65 il 7o 71 72 e
a5 109 110 112 114 115 117 117 72 72 73 74 75 ¥l il
EE] 116 117 115 121 123 124 125 30 E0 31 i) B3 34 4
7 50 9z o4 a5 a7 EEl 100 101 545 55 56 57 58 59 59
an 106 107 109 111 113 114 115 il 7o 71 7 73 74 74
a5 110 111 113 115 117 1158 119 74 74 = TE 77 78 T8
a9 117 115 120 122 124 125 126 52 52 33 34 25 36 26
B 50 54 95 a7 29 100 102 102 56 57 58 58 &0 G0 61
an 107 109 110 112 114 115 116 71 T2 T2 73 74 Ei=) T6
95 111 112 114 116 118 119 120 e i I TE 79 79 30
a9 119 120 122 123 125 127 127 33 4 i) il 57 37 35
E 50 95 96 9E 100 102 103 104 57 58 59 60 Gl [} [
a0 102 110 112 114 115 117 118 72 73 4 75 Fid il T
a5 115 114 116 115 119 121 121 i 77 78 79 a0 i1 i1
99 120 121 123 125 127 128 129 B4 55 i) 87 58 ks el
10 50 97 98 100 10z 103 105 106 58 59 a0 f1 il [ 63
an 111 112 114 115 117 119 119 73 73 74 = il 7T 7E
a5 115 116 117 119 121 122 125 77 T8 EE 30 il i1 32
EE] 122 123 125 127 125 130 130 35 26 36 35 25 39 a0
11 50 EE 100 10z 104 105 107 107 59 59 a0 61 [ 63 63
a0 115 114 115 117 119 120 121 74 74 75 il 77 78 78
a5 117 118 119 121 123 124 125 T8 T8 el 30 i1 52 52
a9 124 125 127 129 130 132 132 fifa] B a7 35 9 a0 a0
12 50 101 102 104 106 105 109 110 549 a0 61 62 63 63 64
an 115 116 118 120 121 123 123 74 = = TE 77 78 EEl
a5 119 120 122 125 125 127 127 7E el 30 31 52 52 33
EEl 126 127 129 151 133 1354 135 &6 57 B8 Ll o0 o0 o1
13 50 104 105 106 108 110 111 112 60 60 3] 62 63 fi4 fid
an 117 115 120 122 124 125 126 e = il 77 75 74 79
a5 121 122 124 126 128 129 130 e e &0 &1 B2 B3 B3
a9 1238 130 131 1335 135 136 137 57 57 35 39 a0 a1 a1
14 50 108 107 109 111 113 114 115 G0 61 62 63 64 65 65
a0 120 121 123 125 126 1238 128 e T 77 7E 79 74 30
95 124 125 127 128 130 132 132 20 50 81 i 83 54 B4
a9 131 152 134 156 135 139 140 a7 35 el a0 a1 N e
15 50 109 110 112 115 115 117 117 61 [ 63 64 65 [il4] i3]
a0 122 124 125 127 129 130 131 Ei] 77 78 79 30 a0 i1
a5 12d 127 128 131 133 134 135 31 a1 3 33 34 a5 35
EEl 134 135 136 138 140 142 142 BE 59 o0 o1 02 K] 03
Fuente : Arch.argent.pediatr 2005;103(4) pag 356
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Tabla 37 Valores de tensién arterial para nifas por percentilos de edad y peso

TAS, mm Hg TAD, mm Hg
Edad Percentilo
(afios) TA Percentilo de peso Percentilo de peso
5 10 25 =0 = 90 05 5 10 15 50 75 o0 05
1 50 83 54 g5 il 88 il a0 38 39 39 40 41 41 42
a0 97 a7 98 100 101 102 103 52 53 53 54 55 55 56
95 100 101 10z 104 105 104 107 56 57 57 58 59 59 a0
99 105 1058 109 111 112 113 114 fid fid4 5 fi5 it 7 i7
2 50 35 55 57 53 59 71 91 43 44 44 45 44 44 47
o0 05 o 101 101 103 104 105 57 58 58 59 6l i1 61
a5 102 103 104 105 107 108 109 6l 62 62 63 4 K 65
a9 109 110 111 112 114 115 116 69 69 70 70 71 72 T2
3 50 36 57 38 30 a1 22 13 47 43 48 44 50 50 51
a0 100 100 102 103 104 106 106 fil 62 2 63 fid fi4 65
95 104 104 105 a7 108 108 110 i) i1 fifi a7 i i i
249 111 111 113 114 115 116 117 73 73 74 74 75 i i
4 50 fil i a0 91 £ 24 94 50 50 51 52 52 53 54
a0 101 102 103 104 106 107 108 4 4 65 il 67 67 it
95 105 106 107 108 110 111 112 65 i 69 7 71 71 7
a9 112 113 114 115 117 118 119 i i i i 73 fE] 74
5 50 ikl a0 91 93 34 25 96 52 53 53 54 55 55 56
a0 103 103 105 106 107 108 109 i1 67 67 i 69 69 7
95 107 107 108 110 11 112 113 70 71 71 7 73 73 ]
99 114 114 116 117 11§ 120 120 TE 7E 73 79 30 il 51
i 50 51 B 93 94 96 27 95 54 54 55 56 56 57 58
a0 104 105 106 108 109 11n 111 65 68 B 70 70 71 72
05 108 109 110 111 113 114 115 7z 72 73 74 75 i
a9 115 116 117 119 120 121 122 20 20 30 il 31 33 23
7 50 3 a3 a5 a6 a7 29 a3 55 56 56 57 5% 58 59
a0 106 107 108 109 111 112 113 69 T 70 71 72 72 T
95 110 111 112 113 115 114 116 73 4 74 F5 T 76 7
249 117 118 119 120 122 123 124 1 31 §2 i) 53 4 34
g 50 95 95 96 98 a9 100 101 57 57 57 58 59 1] al
a0 108 gy 11a 111 113 114 114 7l 7l 71 Frqs 74 e
95 112 112 114 115 116 11§ 118 = 75 75 e T 78 7
a9 119 120 1341 122 123 145 125 i) i 33 53 84 §5 36
g 50 96 a7 98 100 101 102 103 58 58 58 59 6l il il
a0 110 11a 112 113 114 116 116 72 7l 72 i = 75
95 114 114 115 117 118 118 120 7h 76 76 TP 79 7
a9 121 121 123 124 125 127 127 53 53 34 34 i35 [ 57
10 50 98 99 101 102 103 104 105 59 59 59 al il i 62
a0 112 112 114 115 116 115 1g] 73 73 73 74 75 Th 7
95 116 114 117 119 120 121 12z 77 77 77 78 79 0 30
03 123 123 125 126 127 129 120 34 34 35 36 86 57 i1
11 50 100 101 102 103 105 104 107] 60 a0 60 61 62 63 63
a0 114 114 115 117 118 113 1200 74 74 T4 TE5 76 T 77
95 113 118 119 121 122 123 1240 78 T3 T3 T 30 31 31
249 125 125 126 128 129 130 131 55 55 i1 57 37 it 59
12 50 102 103 104 105 107 108 109 il il il 62 63 4 64
a0 116 116 117 119 120 121 122y 75 75 75 i i 7 78
95 119 120 121 123 134 125 126 79 7 7 g0 g1 82 g2
a9 127 127 128 130 131 132 133 i1 i3] 57 58 38 g9 a0
13 50 104 105 106 1a7 109 11a 110 i 62 i 63 4 5 65
a0 117 11§ 119 121 122 123 1240 7d 76 7h 778 7 7
95 121 122 123 124 126 127 128 g0 g0 g0 il 82 83 83
a9 128 129 130 132 133 134 135 g7 g7 i1 il L a0 91
14 50 106 106 107 109 110 111 112 63 63 63 4 5 a6 i3]
a0 119 120 121 122 134 125 125 77 77 77 7 79 0 50
95 123 123 125 126 137 129 129 gl gl gl 52 33 34 34
99 130 131 132 133 135 134 136 [ifd it il a0 a0 91 92
15 50 107 10§ 109 110 111 113 113 64 64 64 45 il 67 67
o0 120 121 122 123 125 124 127] 78 73 78 7 0 g1 g1
95 124 125 126 127 129 130 131 32 32 32 33 34 g5 g5
749 131 132 133 134 136 137 138 30 30 a0 91 91 032 a3

Fuente : Arch.argent.pediatr 2005;103(4) pag 357
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