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Resumen

La obesidad es una enfermedad multifactorial que se relaciona con estilos de vida y factores medioam-
bientales y genéticos. Uno de los genes candidatos de la obesidad es el UCP2. Su polimorfismo -866G/A
se ha asociado con obesidad en algunas poblaciones. Sin embargo, se han reportado resultados con-
tradictorios alrededor del mundo, lo cual indica la necesidad de nuevas investigaciones al respecto.
Objetivo: Analizar el polimorfismo -866G/A del gen UCP2 asociado con obesidad en adultos de la
ciudad de Valledupar. Materiales y métodos: Se estudiaron 103 individuos con sobrepeso u obesi-
dad y 100 con normopeso. El polimorfismo de UCP2 -866G/A fue determinado por PCR-RELP. Se
evaluaron también medidas antropométricas, perfil de lipoproteinas y glucemia basal. Resultados:
Se observé que el alelo mutado y su genotipo homocigoto fueron significativamente mas frecuentes
en pacientes con IMC > a 25 kg/m?2 [A: OR=2,9 (IC 95%=1,765-4,751) y AA: OR=5,8 (IC 95 %=
1,264-2,745)]. No se encontraron diferencias significativas entre UCP2 -866G/A vy las variables cli-
nicas estudiadas en individuos obesos. Sin embargo, se observa que los sujetos con alelos y genotipos
mutados presentaron cifras mas elevadas de triglicéridos, glucemia e ICC y menor promedio de cHDL.
Conclusiones: la mutacion -866G/A del gen UCP2 se asocia a obesidad en la poblacién estudiada y
aunque no parece influir en las medidas antropométricas y bioquimicas en sujetos obesos, podria
estar relacionado con aumento de ICC, glucosa y triglicéridos y disminucién de cHDL.
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Abstract

Obesity is a multifactorial disease that is related to lifestyles, and environmental and genetic
factors. One of the candidate genes for obesity is the UCP2. Its polymorphism -866G/A was
associated with obesity in some populations. However, conflicting results have been reported
around the world, indicating the need for further investigations. Objective: To analyze the poly-
morphism -866G/A UCP2 gene associated with obesity in adults in the city of Valledupar. Ma-
terials and methods: We studied 103 overweight or obese individuals and 100 normal weight.
The polymorphism of UCP2 -866G/A was determined by PCR-RFLP. Anthropometric measures
were also evaluated, lipoprotein profile and fasting glucose. Results: We found that the mutated
allele and homozygous genotype were significantly more frequent in patients with BMI > 25
kg/m?2 [A: OR = 2.9 (95% ClI= 1,765 to 4,751 ) and AA: OR=5.8 (95% CI = 1,264 to 2,745)]. No
significant differences were found between UCP2 -866G/A and the clinical variables studied in
obese individuals. However it is observed that subjects with mutated alleles and genotypes had
higher triglycerides, glucose and ICC and lower average HDL cholesterol. Conclusions: mutation
-866G/A UCP2 gene is associated with obesity in the population studied, and although it seems
to influence the anthropometric and biochemical measures in obese subjects could be related to
increased ICC, glucose and triglycerides and decreased HDL.

Key words: Polymorphism, UCP2 -866G/A, Uncoupling Protein 2, Obesity, PCR-RFLP.

Resumo

A obesidade é uma doenga multifatorial que se relaciona com estilos de vida, e fatores meio am-
bientais e genéticos. Um dos genes candidatos da obesidade é o UCP2. Seu polimorfismo -866G/A
tem se associado com obesidade em algumas populagdes. No entanto, tem se reportado resulta-
dos contraditérios ao redor do mundo, o qual indica a necessidade de novas pesquisas a respeito.
Objetivo: analisar o polimorfismo -866G/A do gene UCP2 associado com obesidade em adultos
da cidade de Valledupar. Materiais e métodos: estudaram-se 103 individuos com excesso de peso
ou obesidade e 100 com normopeso. O polimorfismo UCP2 -866G/A foi determinado por PCR
-RFLP. Avaliaram-se também medidas antropométricas, perfil de lipoproteinas e glicemia basal.
Resultados: observou-se que o alelo mudado e seu genétipo homozigoto foram significativamente
mais frequentes em pacientes com IMC > a 25 Kg/m2. (A: OR= 2,9 (IC 95%= 1,765-4,751) y
AA: OR=5,8 (IC 95%=1,264-2,745)). Néo se encontraram diferencas significativas entre UCP2
-866G/A e as variaveis clinicas estudadas em individuos obesos. No entanto, observa-se que os
sujeitos com alelos e gen6tipos mudados apresentaram cifras mais elevadas de triglicerideos, gli-
cemia, [CC e menor média de cHDL. Conclusdes: a mutagao -866G/A do gene UCP2 associa-se a
obesidade na populagao estudada, e ainda que nao parecesse influir nas medidas antropométricas
e bioquimicas em sujeitos obesos, poderia estar relacionado com aumento de ICC, glicose, trigli-
cerideos e diminuicao de cHDL.

Palavras-chave: Polimorfismo, UCP2 -866G/A, Proteina desacoplante 2, obesidade, PCR-RFLP.
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Introduccion

La obesidad es un trastorno metabdlico crénico
caracterizado por excesiva formacion de tejido
graso que conlleva un aumento de peso corpo-
ral con respecto al valor esperado segtin sexo,
talla y edad (1). Esta alteracion es el quinto
factor principal de riesgo de defuncién en el
mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8 mi-
llones de personas adultas como consecuencia
del sobrepeso u obesidad (2). Ademds, a me-
dida que aumenta el Indice de Masa Corporal
(IMC) aumenta también el riesgo de padecer
otras patologias. Es asi como el 44 % de la carga
de diabetes, el 23 % de la carga de cardiopatias
isquémicas y entre el 7% vy el 41% de la car-
ga de algunos canceres son atribuibles a este
trastorno (2).

La obesidad es una enfermedad compleja y
de origen multifactorial, producida principal-
mente por malos habitos alimenticios combina-
dos con sedentarismo. Sin embargo, también se
ha relacionado con la presencia de mutaciones y
polimorfismos en diferentes genes candidatos.
Uno de estos genes codifica la proteina desaco-
plante UCP2, la cual se expresa en tejidos muy
importantes para el gasto energético tales como
el masculo esquelético, higado y grasa parda,
participa en el metabolismo de los lipidos y
actta disipando el gradiente de protones de la
cadena de trasporte electrénico en forma de
calor, aunque la funcién fisioldgica de UCP2
es todavia tema de debate e investigacion (3).

Se han descrito tres polimorfismos de este
gen: una insercion/delecién de 45 nucleétidos,
uno que origina un reemplazo de alanina por
valina en el aminoacido 55 y un cambio del
nucledtido guanina por adenina en la posicion
-866. Este tltimo polimorfismo podria tener
efectos relevantes en la etiopatogenia de la obe-
sidad (3); debido a que es un elemento proximal
del promotor del gen con posible sitio de unién
a factores de transcripcion, razon por la cual al

sustituirse una guanina por una adenina se po-
dria presentar un funcionamiento diferente por
disminucion en la expresion de la proteina (4).
Wang y colaboradores, demostraron que los
individuos portadores del genotipo AA tenian
niveles disminuidos de mRNA en el tejido
adiposo al compararlos con sujetos portadores
del genotipo GG (5). La mayor expresion en
los niveles de transcripcion puede resultar en
una disminucién de la producciéon de UCP2, lo
que reduce el gasto de energia vy, por lo tanto,
aumenta la acumulacion de la grasa corporal
(6, 7). Este estudio tiene por objetivo analizar
el polimorfismo -866G/A del gen UCP2 aso-
ciado con obesidad en adultos de la ciudad de
Valledupar, Colombia.

Materiales y métodos

Poblacién y muestra:

El estudio se llev a cabo en 203 adultos oriun-
dos de la ciudad de Valledupar divididos en dos
grupos; uno conformado por 103 individuos
que tenian sobrepeso u obesidad (IMC entre
el percentil 85-95 y >95, respectivamente),
los cuales fueron seleccionados a través de las
consultas médicas realizadas en la Fundacion
Diabetes y Obesidad de Valledupar. El otro
grupo estuvo conformado por 100 sujetos con
IMC < a 25 kg/m?.

La totalidad de los participantes de este
estudio carecen de antecedentes personales y
familiares en primer grado de diabetes mellitus
y dislipidemia, por lo tanto ninguno de ellos
consume medicamentos para el control de es-
tas enfermedades. En el caso de los sujetos con
sobrepeso u obesidad, esto fue confirmado por
el médico diabet6logo de la Fundacién Diabe-
tes y Obesidad de Valledupar de donde fueron
captados. Y en el caso de los sujetos con IMC
<a 25 kg/m? la informacién fue suministrada
por cada uno de ellos. Estos tltimos hacen parte
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de la comunidad académica de la Universidad
de Santander UDES, sede Valledupar.

Los sujetos presentaron el consentimiento
informado de acuerdo con la declaracién de
Helsinki y el estudio conté con la aprobacion
del comité de bioética de la Universidad de
Santander UDES, sede Valledupar.

Genotipificacion:

Se obtuvo ADN gendmico utilizando el kit co-
mercial UltraClean T™ Blood DNA Isolation
Kit (Non-Spin) siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis del polimorfismo
-866G/A del gen UCP?2 se realizo por el méto-
do PCR-RFLP descrito por Esterbauer (8). Las
secuencias de los primers utilizados fueron
5-CAC GCT GCT TCT GCC AGG AC-3"y
5°-AGG CGT CAG GAGATG GACCG-3". La
mezcla de reaccion para la PCR contenfa: ADN
genémico (30-100 ng), dNTPs 0,18 mM, Bu-
ffer PCR 1X (20mM TRis- HCl ph 8,4, 50 mM
KCl), MgCl, 1,5 mM, 12,5 pmoles de cada uno
de los primers y 0,5 unidades de Taq polimerasa
y agua destilada para un volumen final de 25
pL. La amplificacion inici6 con una desnatura-
lizacién a 95 °C por 5 minutos y continud con
35 ciclos con las siguientes condiciones: 95 °C
por 1 minuto, 65 °C por 1 minuto, 72 °C por
1 minuto; y una extensién final a 72 °C por 7
minutos, obteniéndose un amplicon de 360 pb.
Posteriormente, se mezclaron 10 uL del ampli-
ficado con 1,7 unidades de la enzima MIUI. Esta
mezcla se incubd toda la noche a 37 °C para la
digestion enzimatica. Los fragmentos digeri-
dos fueron separados en gel de agarosa al 2 %
tefiido con bromuro de etidio y visualizados
con luz ultravioleta. Si el genotipo G/G estaba
presente, se observaban en el corrido electro-
forético dos fragmentos de 290 y 70 pb, en el
caso del genotipo A/A solo se visualizaba una
banda de 360 pb, cuando se trataba del genotipo
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G/A se observaban las tres bandas (360,290 y
70 pb) (figura 1).

Figura 1. En la posicion 9 se observa el marcador de peso
molecular (100 pb); en las posiciones 1-8 se observan
muestras de algunos individuos participantes en este estudio:
posicion 1y 4 genofipo A/G (fres bandas: 360, 290y 70
pb), posicion 2-3 y 5-7 genotipo 6,/ (dos bandas: 290 y
70 pb), y posicion 8 genofipo A/A (una banda: 360 ph)

Evaluacion antropomeétrica:

Los pacientes fueron pesados con ropa ligera sin
zapatos y después de vaciar la vejiga, utilizando
una balanza electronica con una precision de 100
g, Tanita BF-556 (Tanita Corporation de Amé-
rica, Arlington Heights, IL). El peso se registr6
en kilogramos con un decimal. La estatura se
midi6 con tallimetro de madera y se registrd en
centimetros con un decimal. El perimetro de cin-
tura y cadera se midi6 utilizando cinta métrica.
Cada medida se evalud y se registrd dos veces. El
indice de masa corporal se calculé como kg/m?.
Se consider a los participantes con sobrepeso
cuando el TMC estuvo entre el percentil 85-95 y
obesos cuando superaron el percentil 95 (9).

Pruebas sanguineas (glucemia y perfil lipidico):
Se obtuvieron muestras de suero por veno-
puncién convencional, previo ayuno mayor de
12-14 horas. El colesterol total, los triglicéridos
y la glucemia se determinaron por métodos
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enziméticos fotocolorimétricos comerciales
(Biosystems); al igual que el colesterol de la
lipoproteina de alta densidad (c-HDL) previa
precipitacion de las demas lipoproteinas con
fosfato fosfotungstico. El colesterol de la lipo-
proteina de baja densidad (c-LDL) se calculd
empleando la ecuacion de Friedewald en aque-
llos pacientes que tenian triglicéridos inferiores
a 400 mg/dL (10).

El control de calidad interno se efectud con
sueros controles nivel I y nivel 11 (Biosystems)
y el control de calidad externo fue contratado
con el Instituto Nacional de Salud para garan-
tizar la veracidad de los resultados.

Analisis estadistico

La estimacion de las frecuencias alélicas se rea-
liz6 mediante conteo alélico. La prueba de chi
cuadrado se utilizé para comprobar si las fre-
cuencias alélicas observadas estaban de acuerdo
con las esperadas segun la ley de equilibrio de
Hardy-Weinberg. Se estableci6 la asociacion
entre los alelos y genotipos del polimorfismo
-866G/A del gen UCP2 con la obesidad calcu-
lando el odds ratio (OR) con un intervalo de

confianza del 95 %. Finalmente, se compararon
los niveles de lipidos y glicemia en sangre, asi
como el promedio de las medidas antropomé-
tricas de los sujetos con sobrepeso u obesidad
con los genotipos y alelos del polimorfismo
estudiado, utilizando el analisis de varianza
Anova. El valor de significancia estadistica se
estableci6 a partir de p<0,05. Para esto se em-
pled el software estadistico sPss version 17.0

Resultados

Se estudiaron 103 individuos con IMC > a 25
kg/m? de los cuales el 54,4 % pertenecian al se-
xo femenino y el 45,6 % al masculino con edad
promedio de 42+13 afios. En el grupo de sujetos
con IMC < a 25 kg/m? (n=100) se observé un
promedio de edad de 39+11 afos. En la tabla
1 se muestran las caracteristicas clinicas de la
poblacién estudiada.

Las frecuencias relativas de los alelos G y A
fueron 0,768 y 0,231. Estas frecuencias estdn
de acuerdo con las esperadas segun la ley de
Hardy-Weinberg. En la tabla 2 se expone la
frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo
UCP2 -866G/ A en los sujetos objeto de estudio,

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada

Variable Individuos con Individuos con Valor de p
IMC >25 kg/m? IMC <25 kg/m?
Sexo (Femenino/Masculino) % 54,4% / 45,6% 80% /20% 0,001
IMC 32,48 + 5,0 Kg/m? 21,83 + 2,6 Kg/m? 0,001
Perimetro de cintura 103,7 £ 12 cm 73,72 £9,2 cm 0,003
Perimetro de cadera 106,6 + 12 cm 85,8+ 11 cm 0,001
I1CC 0,98 +£0,16 0,79 £0,08 0,001
Colesterol total 201,8 + 42 mg/dL 173,0 + 55,7 mg/dL 0,005
Triglicéridos 137,5 + 74 mg/dL 134,1 + 48 mg/dL 0,699
cHDL 37,26 + 11 mg/dL 42,06 + 6,2 mg/dL 0,002
cLDL 137,0 + 44 mg/dL 123,2 + 41 mg/dL 0,024
Glicemia en ayunas 90,9 + 17 mg/dL 90,5 + 8,7 mg/dL 0,855

A excepcion del sexo, los datos son reportados en promedio + desviacion estdndar. cHDLy cLDL: colesterol de las lipoproteinas de alta y beja densidad respectivamente, IMC: indice de Masa Corpo-

tal, ICC: fndice de Cintura,/Cadera. Valor de p. fue calculado con ANOVA comparando las medias de cada variable dlinica entre los grupos. Para el sexo el valor de pfue calculado con chi cuadrado.
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Tabla 2. Asociacion del polimorfismo UCP2 -866G,/A con obesidad

Polimorfismo Individuos con Individuos con Valor de p OR (IC95%)
IMC >25 IMC <25
kg/m? kg/m?
Genotipos
G/G 46,6% 75% 0,001 0,003 (0,000 - 0,026)
G/A 42,7% 23% 0,005 2,3 (1,293 - 4,314)
A/A 10,7% 2% 0,012 5,8 (1,264-2,745)
Alelos
G 68% 86 % 0,016 0,3 (0,210-0,567)
A 32% 14% 0,016 2,9 (1,765-4,751)
Vialor de p calculado con Chi cuadrado.
asi como su asociacion de riesgo parala obesidad.  Discusion

Se observa que el alelo mutado fue més frecuente
en pacientes obesos o con sobrepeso con respecto
a los normales (32 % frente a 14 %) p<0,05; su-
cediendo lo mismo con los genotipos portadores
de este alelo (G/A y A/A) (42,7 % frente a 23 %
y 10,7 % frente a 2 %, respectivamente). De la
misma manera, se pudo evidenciar una asociacion
significativa del polimorfismo con la obesidad,
puesto que aquellos sujetos con alelo A y genoti-
po A/A presentaron 2,9 (IC 95 %=1,765-4,751)
y 5,8 (IC95 %=1,264-2,745) veces mds riesgo de
padecer esta alteracion, respectivamente.

Por otra parte, también se analizd la influen-
cia que el polimorfismo UCP2 -866G/A ejer-
ce en las medidas antropométricas y pruebas
bioquimicas en sujetos obesos o con sobrepeso.
Se encontré que los participantes portadores
del alelo y genotipos mutados (A, G/A y A/A)
presentaron cifras mas elevadas de triglicéri-
dos, glicemia en ayunas, perimetro de cintura
y de cadera e indice cintura cadera (ICC). Por el
contrario, el colesterol total, el cLDL y el cHDL
fueron mas bajos en estos individuos con res-
pecto a los portadores del alelo G y su genotipo
homocigoto p>0,05 (tabla 3).
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La frecuencia relativa del alelo mutado en la
poblacién estudiada (0,231) coincide con la re-
portada por Mancini en sujetos obesos italianos
siendo ligeramente inferior a la reportada en po-
blaciones como Dinamarca, Alemania y sujetos
del noroeste colombiano (4, 11, 13).

El polimorfismo -866G/A del gen UCP2 se
ha asociado con obesidad en otras poblaciones.
Algunos estudios informan una mayor preva-
lencia del alelo A en sujetos obesos, mientras
que otros reportan un efecto protector de este
alelo frente a la obesidad y otros no reportaron
asociacion alguna (4, 8, 14-18).

El anélisis genético realizado en este estu-
dio indica que el alelo y los genotipos mutados
predominaron significativamente en los suje-
tos con IMC > a 25 kg/m?, presentando mayor
riesgo de sufrir obesidad que aquellos que no
lo portaban. En este sentido, los individuos con
alelo A y genotipo A/A presentaron 2,9y 5,8
veces el riesgo de padecer esta alteracion con
respecto a los demas participantes (p<0,05).
Estos resultados coinciden con lo reportado por
Martinez-Hervas y colaboradores quienes en
2012 estudiaron la asociacion del polimorfismo
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UCP2 -866G/A en dos poblaciones espariolas,
y concluyeron que este puede influir en el au-
mento de la circunferencia de cintura y en la
susceptibilidad a la obesidad central (19).

Asi mismo, Srivastava y colaboradores, in-
formaron que el alelo A se asociaba con obesi-
dad e hiperinsulinemia en poblacién del norte
de India (7); y en un estudio realizado en tres
grupos étnicos de Asia se concluyé que los
portadores del genotipo A/A se encontraban
en mayor riesgo de desarrollar obesidad central
y sindrome metabdlico, asi como las complica-
ciones asociadas a la obesidad (6). Por su parte,
Zurbano y colaboradores informaron que los
sujetos con alelo A 'y su genotipo homocigoto
presentaron valores mas altos para los pliegues
tripcipital y subescapular; indicando que el
polimorfismo de UCP2 -866G/A podria tener
un papel en la distribucion de la grasa corporal,
favoreciendo el crecimiento de los depdsitos
grasos subcutdneos (20). Otras investigacio-
nes coinciden en reportar al genotipo A/A con
diferentes grados de obesidad, resistencia a la
insulina, aumento de riesgo de enfermedad
cardiovascular, de presion arterial y del estrés
oxidativo en poblacién caucasica (14, 15, 21).

En contraste, en otras poblaciones no se en-
contrd asociacion del alelo y genotipo mutados
con obesidad. Por ejemplo, Otabe y colabora-
dores analizaron la presencia de este polimor-
fismo en caucdsicos franceses con obesidad
morbida y no reportaron asociacion significa-
tiva (22). Estos mismos resultados se encon-
traron en poblacion danesa, indigenas Pima y
adolescentes caucdsicos de Europa (4, 22, 23).

Otros estudios reportan que el genotipo ho-
mocigoto del alelo A se asocia con disminucién
de IMC, lo que sugiere un efecto protector de
este genotipo para la obesidad al compararlo
con G/G (8, 24).

Estas discrepancias quedan demostradas en
el meta-analisis realizado por Li Qian y colabo-
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radores, donde se concluy6 que UCP2 -866G/A
se asocia con obesidad en poblacion europea,
pero no en sujetos asiaticos (25).

La diferencia en los resultados de estos es-
tudios se puede deber a que cada poblacién estd
expuesta a diferentes factores medioambienta-
les o de estilo de vida, los cuales son fundamen-
tales para definir la influencia del polimorfismo
sobre la obesidad. Es necesario realizar estudios
adicionales con muestras més grandes, e incluir
el estilo de vida en el anilisis estadistico, para
aclarar la contribucién que el polimorfismo
UCP2 -866G/ A hace sobre el IMC.

También se evalud la influencia que este poli-
morfismo ejerce sobre las medidas antropométri-
cas y las pruebas sanguineas en sujetos con IMC
>a 25 kg/m? (tabla 3). Respecto a la glucemia ba-
sal, es importante destacar que estudios recientes
han enfocado al polimorfismo -866G/A del gen
UCP2, responsable del aumento de la actividad
transcripcional, como el causante de la insuficien-
te secrecion de insulina en respuesta a la glucosa,
mal funcionamiento de las células  del pancreas,
un aumento severo de glucemia y, por supuesto,
de diabetes (26). Esto respalda los datos obtenidos
en este estudio, pues se observa que los sujetos
con alelo y genotipos mutados presentaron cifras
mds elevadas de glucemia (p>0,05).

Por su parte, Gable y colaboradores demostra-
ron que el alelo A se relaciona con disminucién
del ICC en caucasicos europeos (27). Sin embar-
go, otros investigadores reportaron significancia
estadistica entre el genotipo A/A con aumento
de ICC y aumento de grasa central coincidien-
do con los resultados de este estudio (6, 7). Por
otro lado, en diabéticos franceses se encontré
que el genotipo homocigoto mutado se asocié
significativamente con aumento de triglicéridos
y colesterol total (28). Y tal como se reporta en
este estudio (tabla 3), en poblacién caucasica y
coreana se informo que este genotipo se relaciona
con disminucion de colesterol total, cLDL y cHDL
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(17, 29, 30); mientras que en sujetos chinos no
hubo diferencia estadistica entre los genotipos
de UCP2 -866G/A con IMC, ICC, triglicéridos,
cHDL, cLDL y relacion cHDL/cLDL; sin embargo,
entre los que pertenecian al grupo con diabetes
mellius tipo 11, los portadores del alelo A presen-
taron cifras mas elevadas de cLDL (31).

En conclusion, la mutacion -866G/A del gen
UCP2 se asocia a obesidad en la poblacion anali-
zada y, aunque no parece influir en las variables

clinicas estudiadas, podria estar relacionado
con el aumento de ICC, glucosa, triglicéridos y
disminucién de cHDL. Se recomienda realizar
estudios con un tamafo muestral mayor para
esclarecer estos resultados.

Descargos de responsabilidad
Proyecto cofinaciado por la Universidad de
Santander y la Fundacion Diabetes y Obesidad
convocatoria interna 2011, acta 004-11.
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