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RESUMEN

Fundamento. La proteina desacoplante UCP1 se ha
relacionado con el desarrollo y/o mantenimiento de la obe-
sidad a través de su implicacién en la regulacién del balan-
ce energético. El papel de esta proteina mitocondrial en
humanos es incierto por la escasa presencia del tejido adi-
poso pardo en el individuo adulto. El polimorfismo -3826
A/G de la UCP1 solo o conjuntamente con la mutacion
Trp64Arg del receptor adrenérgico B3 se ha asociado con
obesidad, diabetes mellitus y enfermedades relacionadas
aunque con resultados contradictorios.

Con objeto de conocer la influencia del polimorfismo -
3826 A/G de la UCP1 sobre los componentes clasicos del sin-
drome metabdlico en nuestra poblacion, se han estudiado
159 individuos obesos y 154 en normopeso, con un disefo
de casos y controles. A todos ellos se les ha determinado
IMC, indice cintura/cadera, % de grasa corporal, TA, perfil
lipidico, leptina, glucemia e insulinemia basales. Asimismo
se les ha analizado la presencia de la mencionada mutacion
en el gen de la UCP1.

Resultados. Se obtuvieron diferencias significativas en
todas las variables estudiadas entre obesos (casos) y nor-
mopeso (controles) Dentro del grupo de obesos, el poli-
morfismo -3826 A/G del gen de la UCP1 (n=53) se asocid
con un mayor IMC (p=0,03), mayor % de grasa corporal
(p=0,04) y TA mas elevada tanto sistolica (p=0,009) como
diastoélica (p=0,02) No hubo diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los demas indices evaluados.

Conclusién. El factor fundamental que influye sobre
los componentes del sindrome metabdlico es la obesidad.
No obstante, el polimorfismo -3826 A/G del gen de la UCP1
se asocia con un mayor grado de obesidad y unas cifras
mas elevadas de TA.

Palabras clave. Polimorfismo -3826 A/G gen UCP1.
Sindrome metabolico. Obesidad, Tension arterial (TA).

An. sis. sanit. Navar. 2003; 26 (2): 231-236.

ABSTRACT

Background. The uncoupling protein UCP1 has been
related to the development and/or maintenance of obesity
through its involvement in regulating energy balance. The
role of this mitochondrial protein in humans is uncertain due
to the scarce presence of the brown adipose tissue in the
adult individual. The polymorphism -3826 A/G of the UCP1
alone or in conjunction with the mutation Trp64Arg of the
adrenergic receptor B3 has been associated with obesity,
diabetes mellitus and related diseases although with
contradictory results.

With the aim of determining the influence of
polymorphism -3826 A/G of the UCP1 on the classical
components of the metabolic syndrome in our population,
we studied 159 obese individuals and 154 of normal weight,
with a study design of cases and controls. In all of them Body
Mass Index (BMI), hip/waist index, % of body fat, arterial
tension (AT), lipidic profile, leptine, basal glucemia and basal
insulinemia were determined. Similarly, the presence of the
above mentioned mutation of the UCPI gene was analysed.

Results. Significant differences were obtained in all of
the variables studied between obese (cases) and normal
weight (controls). Within the obese group, polymorphism
-3826 A/G of the UCP1 gene (n=53) was associated with a
greater BMI (p=0.03), greater percentage of body fat
(p=0.04) and higher AT both systolic (p=0.009) and
diastolic (p=0.02). There were no statistically significant
differences in any of the other indices evaluated.

Conclusion. The fundamental factor that influences
the components of the metabolic syndrome is obesity.
However, the polymorphism -3826 A/G of the UCP1 gene is
associated with a greater degree of obesity and very high
figures of AT.

Key words. Polymorphism -3826 A/G of the UCP1 gene.
Metabolic syndrome. Obesity. Arterial tension (AT).
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INTRODUCCION

En fisiologia humana, y con respecto al
mantenimiento del peso corporal, es desea-
ble la obtenciéon del equilibrio energético'.
Dicho equilibrio o balance existe cuando el
gasto energético corporal total iguala la
ingesta de energia de la dieta. La termogé-
nesis es uno de los mecanismos implicados
en el gasto energético y, a su vez, la familia
de las proteinas desacoplantes o UCP parti-
cipa del proceso de pérdida de energia en
forma de calor’. Hasta la actualidad se han
descrito 5 proteinas desacoplantes (UCP1,
UCP2, UCP3, UCP4 y BMCP-1). La UCP1
acttia como un transportador de protones,
desacoplando la cadena transportadora de
electrones de la fosforilaciéon oxidativa, a
través de la membrana mitocondrial inter-
na, evitando asi la sintesis de ATP y disi-
pando la energia como calor®.

La localizacién habitual de la UCP1 en
humanos se sitiia en el tejido adiposo pardo
que participa asi de la terméregulacién’. No
obstante, dada la escasa presencia de dicho
tejido adiposo pardo en adultos, la funcién
de la UCP1 es incierta. A pesar de ello, se
trata de una proteina candidata a jugar un
papel en la apariciéon de obesidad y meta-
bolopatias asociadas que configuran el sin-
drome de resistencia insulinica.

El gen de la UCP1 humano fue clonado
en 1990 y esta localizado en el cromosoma
4, en la regién 4q28-q31°. Se ha identificado
un polimorfismo, resultante del cambio de
una adenina por una guanina en la posicién
-3826 de la region 5’ del promotor del gen®
que ha sido asociado con obesidad, diabe-
tes mellitus y enfermedades relacionadas’.

En el presente trabajo se evalaa la pre-
sencia del polimorfismo -3826 A/G en el
gen de la UCP1 en una muestra de pobla-
cion de Navarra, obesos y en normopeso, y
se analiza su posible relacién con la pre-
sencia y grado de obesidad asi como con
las restantes metabolopatias que caracte-
rizan el sindrome metabélico.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion estudiada

Se estudiaron 313 personas con edades
comprendidas entre 20 y 60 afos. El estu-
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dio se bas6 en un disefio de casos y con-
troles. Los casos (indice de masa corporal:
IMC> 30 Kg/m?) se reclutaron desde el Ser-
vicio de Endocrinologia del Hospital de
Navarra. Fueron criterios de exclusion: lle-
var cualquier tipo de tratamiento hormo-
nal, obesidad secundaria a endocrinopatia
y enfermedad intercurrente severa. Los
sujetos afectos de diabetes mellitus tipo 2
que no llevaban tratamiento farmacolégico
hipoglucemiante entraron en el estudio,
representando el 9% de los casos. Los con-
troles se incluyeron desde el Servicio de
Medicina Laboral del mismo hospital y
eran individuos sanos, con IMC <25 Kg/m?
y TA <130/90. En total 159 pacientes obe-
sos (IMC: x=37,6+5,7 Kg/m? y 154 indivi-
duos con peso normal (IMC: x=22,3+1,8
Kg/m?) fueron seleccionados.

El estudio fue aprobado por el Comité
Etico de la Universidad de Navarra y todos
los sujetos dieron su consentimiento infor-
mado por escrito antes de su participa-
cion. La presente investigacion se ha lleva-
do a cabo de acuerdo con los principios de
la Declaracién de Helsinki.

Métodos

Las medidas antropométricas (peso,
talla, IMC, indice cintura/cadera -ICC-) y la
TA sistélica y diastolica fueron realizadas
por procedimientos validados y la masa
grasa se midi6 por impedancia bioeléctri-
ca. Siguiendo un ayuno de 12 horas, se
extrajo sangre venosa para medir: glucosa,
colesterol total, HDL-colesterol y triglicéri-
dos en plasma por métodos enzimaticos
convencionales. El colesterol LDL se calcu-
16 a través de la férmula de Friedewald. La
insulina sérica se midié por radioinmunoa-
nélisis y la leptina plasmatica por enzi-
moinmunoensayo (EIA-1863).

Se obtuvieron muestras de sangre para
la extraccion de ADN gen6mico de los leu-
cocitos. El segmento de DNA conteniendo
el gen de la UCP1 fue amplificado por PCR.
La PCR se realiz6 en un volumen de 30 pl
que contenia 100 ng/pL de muestra de ADN,
3 pl de tampon 10X, 0,9 pl de CloMg, 1,2 pl
de solucién de dNTPs, 1 pl de cada una de
las dos soluciones de cebadores (sentido:
5-CCAGTGGTGGCTAATGAGAGAA-3’;
antisentido: 5-GCACAAAGAAGAAGCAGA-
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GAGG-3"), 0,16 pl de ADN polimerasa y el
resto de agua autoclavada. La mezcla se
incub6 en el termociclador siguiendo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial durante 5 minutos a 95°C, 35 ciclos
que comprendieron desnaturalizaciéon (30
segundos a 95°C), emparejamiento (25
segundos a 66°C) y extension (30 segundos
a 72°C) finalizando con una extensién
durante 10 minutos a 72°C.

La digestion enzimdtica para generar
los fragmentos de restriccion se realizé en
un volumen final de 20 pl que contenian 10
pl del producto de PCR, 2 pl de tampén, 6
U/pl de Bell y el resto de agua autoclavada.
Se incub6 la mezcla a 50° C durante 2
horas.

El proceso experimental consiste en la
eleccion de dos cebadores® que generan
un fragmento de 279 pb que contienen la
zona correspondiente a la mutaciéon. Este
fragmento es digerido con la enzima de
restriccion Bcell que reconoce la secuencia
T/GATCA originandose 2 fragmentos (123
y 156 pb) si la secuencia del gen es normal.
Cuando se produce la mutacion, una base
de la zona de restriccién cambia (A - G) y
la enzima ya no reconoce la diana. Depen-
diendo de si el individuo es heterocigoto u
homocigoto se generaran 3 fragmentos
(123, 156 y 279 pb) 6 1 (279 pb) corres-
pondiente a la banda del producto de PCR
inicial, respectivamente.

Los fragmentos de restriccion genera-
dos se visualizan mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 2% con bromuro de
etidio.

Analisis estadistico

Los valores correspondientes a las
variables analizadas se expresan como la

media y su intervalo de confianza al 95%.
Se consideran diferencias significativas
cuando p<0,05 y altamente significativas
cuando p<0,01 mediante el test de la t de
Student, con las variables ajustadas por
edad y sexo.

RESULTADOS

La frecuencia alélica de la variante
-3826G en el grupo de los casos (obesos)
es 0,19 y en el grupo de controles (normo-
peso) 0,21, no existiendo diferencias signi-
ficativas entre ambas (test y*; p=0,574). La
prevalencia del genotipo normal entre la
poblacién obesa y con normopeso es simi-
lar y, en cuanto al genotipo heterocigoto u
homocigoto, tampoco existen diferencias
entre ambas poblaciones (Tabla 1).

Los casos mostraban valores significa-
tivamente mas elevados no sélo de IMC, %
de grasa corporal e ICC, sino también de
TA sistélica y diastolica, glucosa, insulina,
leptina, colesterol total, LDL-colesterol y
triglicéridos que los controles . Las cifras
de HDL-colesterol fueron significativamen-
te menores en casos que en controles
(Tabla 2).

Los obesos que presentaban la muta-
cion -3826G en el gen de la UCP1 tenian
mayor IMC, % grasa corporal y TA sistélica
y diastélica que aquellos otros obesos sin
dicha mutacién. No hubo diferencias signi-
ficativas en el resto de los indices evalua-
dos (Tabla 3).

DISCUSION

El sindrome metabdlico o sindrome de
resistencia insulinica (entre otras denomi-
naciones), se caracteriza por obesidad
abdominal, dislipemia aterogénica, hiper-
tension arterial, resistencia a la insulina

Tabla 1. Frecuencia alélica y prevalencia de la mutacion -3826G en el gen de la proteina desacoplan-
te UCP1. Casos: obesos; controles: normopeso.

Casos (n= 159) Controles (n= 154)
Frecuencia alélica -3826G 0,19 0,21
Prevalencia (%)
-3826 A/A 66,7 63,6
-3826 A/G 28,9 31,2
-3826 G/G 4,4 5,2
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Tabla 2. Diferencias entre casos (obesos) y controles (normopeso). IC: intervalo de confianza; IMC:
indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera; TAS: Tension arterial sistolica; TAD: Ten-
sion arterial diastdlica.

Casos (159) Controles (154) p
Media IC 95% Media IC 95%
IMC 37,6 36,7-38,5 22,3 22-22,6 < 0,001
% GRASA 434  42,3-44,6 275  26,7-28,3 < 0,001
CcC 0,89 0,88-0,9 0,8 0,79-0,80 < 0,001
TAS 138 135-141 111 109-113 < 0,001
TAD 88 86-90 69 68-70 < 0,001
GLUCEMIA mg/dl 101 97-106 92 90-95 0,001
INSULINA pmol/I 148,5 126-171 54,3  49,3-59,2 < 0,001
LEPTINA ng/ml 344 29,5-39,3 7,9 6,7-9,1 < 0,001
Colesterol total mg/dl 209 201-212 197 189-201 < 0,05
HDL-colesterol mg/dl 54 50-54 62 62-66 < 0,001
LDL-colesterol mg/dl 131 127-139 120 116-124 < 0,05
Triglicéridos mg/dl 113 104-122 61 60-69 < 0,001

Tabla 3. Diferencias entre pacientes obesos segiin presentaran o no la mutacion -3826G en el gen de
la UCPL1. IC: intervalo de confianza; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera;
TAS: Tension arterial sistolica; TAD: Tension arterial diastoélica.

Mutados (53) No Mutados (106) p
Media IC 95% Media IC 95%
IMC 39 37,4-40,6 36,9 35,8-38 < 0,05
% GRASA 45,1 43,3-46,9 42,6 41,2441 < 0,05
ICC 0,9 0,88-0,92 0,89  0,88-0,90 0,278
TAS 142 137-148 136 132-140 < 0,01
TAD 90 8793 86,5 84-89 < 0,05
GLUCEMIA mg/dl 103 95-108 101 95-106 0,835
INSULINA pmol/1 1514 111,8-191 147,1 119-175,2 0,871
LEPTINA ng/ml 34,8 26,8428 34,2 28-40,5 0,958
Colesterol total mg/dl 205 193-216 209 205-216 0,333
HDL-colesterol mg/dl 54 50-54 50 46-54 0,449
LDL-colesterol mg/dl 128 120-139 135 128-143 0,206
Triglicéridos mg/dl 122 104-139 113 104-122 0,354

(con o sin intolerancia a la glucosa) y esta-
dos protrombético y proinflamatorio®. En
nuestro estudio hemos comprobado que la
obesidad “per se” es el principal determi-
nante de las modificaciones metabolicas
que caracterizan el sindrome metabéblico,
puesto que todos los parametros evalua-
dos eran mas aterogénicos en los casos
que en los controles.

El polimorfismo -3826 A/G en el gen de
la UCP1 se ha asociado con obesidad, dia-
betes mellitus y enfermedades relaciona-
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das e integrantes de dicho sindrome aun-
que con resultados contradictorios’. Ade-
mas, en adultos humanos, la UCP1 puede
ser detectable pero no se puede cuantifi-
car el tejido adiposo pardo que es el lugar
donde se expresa de forma exclusiva', por
lo que su papel es incierto.

Oppert et al® establecieron la relacion
entre el polimorfismo -3826 en el gen de la
UCP1 y la capacidad para ganar peso en
individuos canadienses y Clement et al"
hallaron lo mismo en franceses. En cam-
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bio, estos resultados no se han reproduci-
do en poblacion danesa', holandesa®” ni
polaca'. En nuestro trabajo hemos podido
observar que esa mutaciéon se acompaia
de mayor obesidad y % de grasa corporal,
por lo que coincidimos con los primeros
autores. Posiblemente caracteristicas
metodologicas diferenciales entre los dis-
tintos estudios o aspectos de tipo étnico
expliquen las divergencias.

A pesar de que algunos autores opinan
que existe una asociaciéon entre el poli-
morfismo objeto de este estudio y la dia-
betes mellitus en humanos’, la mayoria no
hallan modificaciones en los niveles de
glucemia, insulinemia ni en la sensibilidad
a la insulina'". Nosotros coincidimos con
estos dltimos aunque, dado que excluimos
a los diabéticos que estaban en tratamien-
to farmacolégico -para no alterar la deter-
minacién de insulina- hemos introducido
un sesgo que probablemente justifica la
ausencia de relacién entre la mutacion y
los parametros de tolerancia hidrocarbo-
nada. Por otra parte, a través de estudios
en ratones transgénicos”, se ha observado
que la induccién de la expresiéon de la
UCP1 conlleva mayor sensibilidad a la
insulina con menores niveles de glucosa e
insulina, por lo que, en conjunto, su rela-
cion con la diabetes mellitus sigue estando
en entredicho.

Mayor acuerdo existe con respecto a la
asociacion entre el polimorfismo -3826 A/G
y la TA, puesto que nuestros resultados
consistentes en unas cifras superiores de
TA tanto sistbélica como diastblica, son
acordes con los hallados en el estudio de
ratones transgénicos mencionado ante-
riormente” y en el que se obtenia que los
ratones que expresaban correctamente
UCP1 tenian menor TA.

En cuanto a la dislipemia, no hemos
encontrado diferencias en el perfil lipidico
entre obesos que presentaban la mutacién
y aquellos que no la presentaban. Con ello
coincidimos con los datos de Urhammer
en daneses'y diferimos de Kiec-Wilk et al*
que hallan mayores niveles de triglicéridos
y menores de HDL-colesterol en individuos
polacos homocigotos para la mutaciéon
(G/G) y de Proenza et al** que, también en
sujetos homocigotos observan incremento
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en los niveles de colesterol a medida que
aumenta el IMC. Probablemente el carac-
ter homocigoto de sus pacientes frente al
mayoritariamente heterocigoto de los
nuestros explica las diferencias en los
resultados. Curiosamente, en el estudio de
ratones transgénicos mencionado ante-
riormente”, también se observaban meno-
res niveles de triglicéridos y colesterol
total en los ratones con expresion de
UCP1.

Es sabido que la obesidad es una enfer-
medad multifactorial en la que se entre-
mezclan factores genéticos y adquiridos. A
su vez, las alteraciones monogénicas que
justifican el exceso de peso son raras, por
lo que a menudo se estudian asociaciones
de polimorfismos que potencien la ganan-
cia ponderal, la dificultad para perder
peso o ambas cosas a la vez. En este senti-
do, desde 1996 se viene hablando de un
efecto aditivo del polimorfismo Trp64Arg
en el gen del receptor adrenérgico beta-3 y
la variante de la regién promotora (A/G)
del gen UCP1*'"*, En nuestra serie, s6lo 10
pacientes obesos presentaban ambos poli-
morfismos a la vez y el estudio estadistico
practicado no mostraba diferencias, por lo
que no hemos incluido los datos del poli-
morfismo de beta-3 en esta publicacion,
aunque si en otra'.

En conclusién, nuestros resultados
indican que el factor fundamental que
influye sobre los componentes del sindro-
me de resistencia insulinica parece estar
ligado al propio estado de obesidad. No
obstante, el polimorfismo -3826 A/G del
gen de la UCP1 también se asocia con la
magnitud de alguno de los componentes
del sindrome, en concreto, mayor IMC,
mayor % de grasa corporal y cifras méas
elevadas de TA tanto sistolica como dias-
tolica.
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