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Resumen

Objetivo: En el presente estudio se pretende evaluar la
prevalencia de la mutacion -866 G/A del gen de la UCP2
y conocer su influencia sobre el fenotipo de los nifios (11-
12 anos) navarros obesos.

Antecedentes y dmbito del estudio: L.a obesidad es una
enfermedad de origen multifactorial, que puede estar re-
lacionada con la presencia de mutaciones y polimorfis-
mos en diversos genes candidatos. El gen de la proteina
desacoplante UCP2 es uno de los mas estudiados en rela-
cion con la obesidad porque parece participar en el con-
trol de la composicion corporal y de diversos procesos
metabolicos. Se han descrito tres polimorfismos en este
gen: una insercion/delecion de 45 nucledtidos, un cambio
del nucleotido guanina por adenina en la posicion -866 y
otro que origina un reemplazo de alanina por valina en
el aminoacido 55. Segiin diferentes estudios, el alelo -
866G esta relacionado con un mayor riesgo de desarro-
llar obesidad, aunque en la literatura aparecen resulta-
dos contradictorios en cuanto a esta asociacion.

Sujetos: El estudio se llevo a cabo en 125 ninos (52%
varones) obesos de 11-12 anos de edad, seleccionados a
través de los Servicios de Endocrinologia Pediatrica de
la Clinica Universitaria y del Hospital Virgen del Cami-
no (Pamplona), obteniendo el consentimiento informado
de acuerdo con la declaracion de Helsinki.

Intervenciones: Tras verificar el camplimiento de los
criterios de inclusion se tomaron medidas antropométri-
cas (peso, talla, IMC, pliegue tricipital y subescapular) y
se determind el porcentaje de masa grasa por medio de
impedancia bioeléctrica. Ademas se midieron los niveles
plasmaticos de colesterol total, glucosa, insulina y lepti-
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INFLUENCE OF THE -866G/A
POLYMORPHISM OF THE
UCP2 GENE ON AN OBESE PEDIATRIC
POPULATION

Abstract

Objective: In the present study, our objectives were to
evaluate the prevalence of -866G/A mutation of UCP2
gene and to study its influence on the phenotype of obese
children (11-12 years old) from Navarra.

Background and study setting: Obesity is a disease
with a multifactorial origin that may related be to the
presence of mutations and polymorphisms in several
candidate genes. The gene of the uncoupling protein
UCRP2 is one of the most studied ones in relation to obe-
sity because it seems to participate in body composition
and several metabolic processes control. Three poly-
morphisms have been described for this gene: an inser-
tion/deletion of 45 nucleotides, a nucleotide change of
guanine for adenine in —866 position, an another chan-
ge that replaces alanine for valine at amino acid posi-
tion 55. According to several studies, the —866G allele is
related to an increased risk of developing obesity, alt-
hough the results are contradictory about this associa-
tion in the literature.

Subjects: The study was carried out on 125 obese chil-
dren (52% male), aged 11-12 years, selected through the
Pediatric Endocrinology Departments of Clinica Univer-
sitaria and Hospital Virgen del Camino of Pamplona
(Spain), the reported results on this association are con-
tradictory.

Interventions: After checking the inclusion criteria,
anthropometrical data (weight, height, BMI, tricipital
and subscapular skinfolds) were taken, and the percen-
tage of fat mass was measured by bioelectrical impedan-
ce. Besides, plasma levels of total cholesterol, glucose, in-
sulin, and leptin were measured. DNA was extracted
from white blood cells to determine the genotype by
PCR technique followed by BstUI digestion and further
visualization in agarose gel with 2% ethidium bromide.

Results: The genetic analysis revealed a 0.404 fre-
quency of the allele A, with a percentage of individuals
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na. Se procedio también a la extraccion del ADN de las
células sanguineas de la serie blanca para determinar el
genotipo mediante la técnica de PCR seguida de una di-
gestion con BstUI y posterior visualizacion en un gel de
agarosa con un 2% de bromuro de etidio.

Resultados: El analisis genético revelo una frecuencia
del alelo A de 0,404, con un porcentaje de individuos
G/G, G/A,y A/A del 40,0%, 39,2% y 20,8 %, respectiva-
mente. Los portadores del alelo A presentaron un valor
significativamente mayor de la suma de los pliegues tri-
cipital y subescapular (p=0,034). No se observaron dife-
rencias significativas entre los sujetos mutados y los no
mutados en cuanto a las variables bioquimicas estudia-
das.

Conclusiones: Los sujetos portadores del polimorfis-
mo presentan valores mas altos para los pliegues tricipi-
tal y subescapular frente a los no mutados lo que podria
indicar una relacion entre la presencia del alelo A en ni-
os obesos y niveles mayores de grasa subcutanea.

(Nutr Hosp. 2006;21:52-6)
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Introduccion

La obesidad es un trastorno metabdlico cronico ca-
racterizado por una excesiva acumulacion de energia
en forma de grasa en el organismo, que conlleva un
aumento del peso corporal con respecto al valor espe-
rado seglin sexo, talla y edad!. Diversos estudios epi-
demiologicos revelan que existe una asociacion entre
obesidad y tasa de mortalidad?, de tal manera que a
medida que aumenta el indice de masa corporal (IMC)
aumenta el riesgo de padecer otras patologias como
diabetes, enfermedad cardiovascular, cancer, etc.

La obesidad infantil ademas de compartir complica-
ciones con la obesidad en el adulto puede tener reper-
cusiones especificas, tanto médicas como psicologicas
(trastornos en el desarrollo puberal, problemas derma-
toldgicos, repercusiones en la funcion pulmonar, re-
percusion en el desarrollo psicoldgico y adaptacion
social) debidas a la peculiar etapa de crecimiento y de-
sarrollo en la que se encuentra el nifio y el adolescen-
te. Ademas, en algunos paises la prevalencia de la
obesidad se ha duplicado en adultos y nifios y triplica-
do en adolescentes en las dos tltimas décadas’.

Los factores que determinan el incremento del peso
corporal y, por tanto, el riesgo de obesidad son tanto
factores genéticos como los ambientales, relacionados
con el estilo de vida*’. La parte mas compleja del estu-
dio de la obesidad se refiere a la investigacion de los
factores genéticos implicados, ya que resulta dificil
separar la contribucion genética de los factores am-
bientales®. La proteina desacoplante 2 (UCP2) es uno
de los genes candidatos estudiados en relacion a la
obesidad. Pertenece a la familia de proteinas desaco-
plantes, que se localizan en la membrana mitocondrial
interna. Esta proteina de 309 aminoacidos se encuen-

G/G, G/A, and A/A of 40.0%, 39.2%, and 20.8 %, respec-
tively. Carriers of the A allele had a significantly higher
sum of tricipital and subscapular folds (p = 0.034). No
significant differences between mutant and non-mutant
subjects with regard to the studied biochemical variables
were observed.

Conclusions: Subjects carrying the polymorphism
present higher values of tricipital and subscapular
skinfolds as compared to non-mutant subjects, which
may indicate a relationship between the presence of the
A allele in obese children and higher amounts of subcu-
taneous fat.

(Nutr Hosp. 2006;21:52-6)
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tra ampliamente expresada en: tejido adiposo, miscu-
lo, y 6rganos linfoides. Se ha postulado una funcidon
termogénica para esta proteina, que pudiera actuar di-
sipando el gradiente de protones de la cadena de trans-
porte electronico® en forma de calor, aunque la fun-
cion fisiologica de la UCP2 es todavia tema de debate
e investigacion'.

Diversos estudios sobre la UCP2 en sujetos obesos,
controles o con sindromes metabodlicos en poblaciones
de diferentes origenes: americanos, japoneses, indios
Pima, etc, han permitido, hasta el momento, identificar
una serie de variantes o mutaciones en la secuencia del
gen de la UCP2. Las variantes genéticas mas estudiadas
son un cambio que origina el reemplazo de una alanina
por una valina en el aminoacido 55 del exo6n 4
(Ala55Val) asociada en algunos estudios a un menor
gasto energético y a un aumento del coeficiente respira-
torio", la insercidon/deleccion de 45 nucleodtidos en el
exon 8§ asociada a un mayor riesgo de obesidad, segin
un estudio reciente’ y el cambio del nucledtido guanina
por adenina en la posicion —866 de la region del promo-
tor (—-866 G/A). Existen diversos estudios*'* que indi-
can una asociacion entre el polimorfismo -866 G/A, la
diabetes tipo 2 y el IMC (tabla I). La existencia de re-
sultados contradictorios entre los diferentes estudios in-
dica la necesidad de nuevos trabajos. Este estudio tiene
por objeto evaluar la prevalencia de la mutacion -866
G/A del gen de la UCP2 y conocer su influencia sobre
el fenotipo de nifos obesos de Navarra.

Material y métodos

El estudio se llevo a cabo en 125 ninos, de unos 11
anos de edad y con un IMC superior al percentil 97 se-
gun las tablas de referencia de Sobradillo y cols.??,
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Tabla I
Efecto del polimorfismo -866 G/A de la UCP2 en humanos (modificado de Ochoa MC et al, 2004)

Poblacion Efecto Significacion Referencia
Caucésicos Menor IMC p <0,05 13
Obesos no diabéticos Diferencias en la funcion de células beta p <0,05 14
Italianos no diabéticos Variacion secrecion insulina p <0,05 15
Mujeres Diabetes tipo 2 p <0,05 16
Italianos adultos Obesidad Sin asociacion 17
Daneses obesos, control Obesidad Sin asociacion 18
Caucasicos de Italia Riesgo reducido de diabetes tipo 2 p<0,05 19

seleccionados a través del Servicio de Endocrinologia
Pediatrica de la Clinica Universitaria y del Hospital
Virgen del Camino (Pamplona). Se obtuvo el consen-
timiento informado de acuerdo con la declaracion de
Helsinki. Se tomaron medidas antropométricas (peso,
talla, IMC, pliegue tricipital, subescapular, didmetro
de perimetro cintura y cadera y perimetro braquial),
ademas de medir el porcentaje de grasa corporal me-
diante impedancia bioeléctrica para poder caracteri-
zarles correctamente (TBF-410, TANITA®, Tokio, Ja-
pon). Se midieron los niveles plasmaticos de
colesterol total, asi como los niveles de glucosa, insu-
lina y leptina. Se calcularon los indices QUICKI y
HOMA, a partir de los niveles de insulina y glucosa
basales, para valorar la tolerancia a glucosa (QUICKI)
y resistencia a insulina (HOMA) de los sujetos.

El anélisis de las muestras de ADN gendmico obte-
nido de las células de la serie blanca de la sangre se
realizd mediante la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa seguido de una digestidon con enzimas
de restriccidon (PCR-RFLP) descrita en la literatura'.
El anilisis estadistico se realizo con el programa SPSS

para Windows version 11.0, utilizando los test de t-
student y ANOVA para variables de distribucion nor-
mal y U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para las
de distribucion no normal. Las diferencias de frecuen-
cias se analizaron por medio del test de Chi-cuadrado.

Resultados

La muestra estudiada estaba formada por nifios de
11 anhos (= 6 meses) y un IMC medio de 28,5 + 0,5
kg/m? para los varones y 27,2 + 0,6 kg/m? para las ni-
fas (p = 0,120). Como era de esperar, las ninas pre-
sentaron mayor porcentaje de masa grasa (p = 0,003).

No se observaron, diferencias significativas entre
ambos sexos en ninguno de los parametros bioquimi-
cos estudiados, aunque las diferencias en los niveles
de leptina se acercaron a la significacion estadistica,
siendo para las chicas de 41,6 + 2,9 mU/ml y para los
chicos de 35,0 + 2,2 ng/mL.

El analisis genético para la mutacion —866 G/A en
el gen de la UCP2 en los sujetos estudiados, reveld
una frecuencia del alelo A de 0,404, con un porcentaje

Tabla II
Pardmetros antropomeétricos y bioquimicos de la poblacion infantil obesa segiin la presencia del polimorfismo -866 G/A

No Mutados (n=50) Mutados (n=75) P
Media SEM Media SEM
Peso (kg) 62,82 3,48 68,31 2,28 0,215
Talla (m) 1,47 0,03 1,54 0,01 0,108
IMC (Kg/m2) 27,57 0,74 28,41 0,55 0,804
9% de masa grasa 36,47 1,01 35,86 0,93 0,684
Pliegue tricipital (PT, mm) 24,04 0,78 25,21 0,63 0,179
Pliegue subescapular (PS, mm) 23,79 1,24 27,05 0,91 0,056
Suma PT y PS (mm) 48,10 1,72 52,02 1,26 0,034
Glucosa (mg/dL) 88,17 0,07 89,74 0,05 0,695
Insulina (mU/mL) 17,34 9,76 17,26 7,74 0,773
Leptina (ng/mL) 36,57 2,90 39,26 2,35 0,469
Colesterol (mg/dL) 162,07 0,12 162,41 0,09 0,897
HOMA 3,77 0,35 3,84 0,29 0,801
QUICKI 0,323 0,00 0,322 0,00 0,825

HOMA-= Indice de resistencia a insulina; QUICKI= Indice de tolerancia a glucosa
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Tabla IIT
Datos de la frecuencia del alelo A en la posicion —866 G/A del gen de la UCP?2 segiin la literatura

Poblacion Frecuencia Referencia

Tipo Niimero alélica

Varones daneses obesos 749 0,400 18
Italianos no diabéticos 301 0,322 15
Italianos obesos 122 0,282 17
Italianos obesos extremos 76 0,349 17
Italianos no obesos 374 0,290 17
Alemanes obesos y no diabéticos 39 0,333 14
Alemanes con diabetes tipo 2 201 0,413 14
Alemanes 791 0,375 13

de individuos G/G, G/A, y A/A del 40%, 39% y 21%
respectivamente. La mutacion se repartid de forma si-
milar entre ambos sexos.

No se observaron diferencias significativas en nin-
guna de las medidas antropométricas entre individuos
mutados y no mutados, aunque se pudo observar un
aumento ligeramente significativo (p = 0,056) del
pliegue subescapular en los sujetos mutados (tabla
II). Ademas, la suma de los pliegues tricipital y su-
bescapular dio un valor estadisticamente significativo
(p = 0,034), siendo 48,1 = 1,7 mm para los no muta-
dos y 52,0 + 1,3 mm para los mutados. El anélisis
bioquimico no reveld diferencias significativas entre
individuos portadores de la mutacion y no portadores
(tabla II).

Discusion

En los tltimos ahos se han realizado numerosos es-
tudios sobre las variantes genéticas de la UCP2 y su
contribucidn a la obesidad, aunque es mucho lo que
falta por elucidar?®. Este proyecto es quiza el primer
estudio que examina la prevalencia del polimorfismo
—866 G/A de la UCP2 en nifios obesos espafioles.

La frecuencia del alélo A fue de 0,404 en los ninos
obesos. Esta prevalencia esta en el rango de la sefialada
en otras poblaciones adultas europeas (tabla III). En
concreto, los valores de frecuencia de este alelo se apro-
ximan a los publicados para subpoblaciones alemanas y
danesas 0,413, 0,375 y 0,400'31+!% siendo ligeramente
superiores a los descritos en subpoblaciones italianas'>'".
Ademas, el porcentaje de individuos homozig6ticos en
nuestra muestra fue del 20%, similar al observado en
una poblacion danesa'®, con un valor del 18%.

El analisis de los sujetos mutados indica que la dis-
tribucion del polimorfismo fue similar en nifios y en
nifhas. El estudio de los parametros bioquimicos no re-
velo diferencias significativas con respecto al poli-
morfismo —866 G/A. En cuanto a los indices antropo-
métricos, el estudio no mostrd diferencias
significativas seglin la presencia de la mutacion —866
G/A (homozigotos, heterozigotos y no mutados). Los
individuos homozigotos G/G son los que presentaron

un IMC ligeramente menor (datos no mostrados), a di-
ferencia de lo observado en una subpoblacion alema-
na', en la que los sujetos homozigotos A/A presenta-
ban el menor IMC.

Sin embargo, la suma de los pliegues tricipital y su-
bescapular mostrd una diferencia estadisticamente
significativa entre los sujetos mutados y no mutados
(p = 0,034). Este dato podria indicar que los nifos
portadores de la mutacidn poseen un mayor porcentaje
de masa grasa subcutanea que los no mutados, ya que
los pliegues sirven para predecir la grasa corporal y,
en particular, la grasa subcutanea.

En conclusion, la mutacion —-866 G/A del gen UCP2
en la poblacion infantil estudiada no parece estar rela-
cionada con la obesidad considerada como un aumento
de todos los depositos grasos, aunque podria tener un
papel en la distribucion de la grasa corporal, favorecien-
do el crecimiento de los depdsitos grasos subcutaneos.
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