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2 RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son el principal problema de salud a nivel mundial y
la enfermedad arterial coronaria (EAC) o enfermedad isquémica del corazon son la
segunda causa de muerte a nivel mundial.

En previos estudios se ha encontrado la participacion de proteinas desacoplantes
(UCPs) en el desarrollo de los factores de riesgo de la EAC, como son: dislipidemias,
obesidad, diabetes, hipertension arterial, y los cuales son incrementados por el consumo
de tabaco y alcoholismo. Las UCP's participan en el desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa, regulando la sintesis de ATP y generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), debido a un incremento en la oxidacion de combustibles (lipidos o carbohidratos).
Por su participacién en el metabolismo y en la generacion de ROS, es importante estudiar
los polimorfismos y expresién de las UCP’s, ya que podrian estar asociados con los
factores de riesgo y promover una mayor incidencia de la EAC.

Se estudiaron 157 sujetos en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” donde
101 fueron pacientes con EAC sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria (grupo
EAC) y 56 fueron pacientes sometidos a cirugia de reemplazo valvular (grupo control).
En ambos grupos se estudiaron 4 polimorfismos de las UCP’s (UCP1 -3826, UCP2 -866
y +320, UCP3 -55), y la expresién del mARN de la UCP1, 2y 3.

El genotipo GG del polimorfismo -3826 A/G de la UCP1 presento una disminucion de la
expresion del mARN de la UCP1. El genotipo AA del polimorfismo -866 G/A de la UCP2
presento un incremento de la expresion del mARN de la UCP2. El genotipo TT del
polimorfismo A55V C/T de la UCP2 presento un incremento de la expresion del mARN
de la UCP2. El genotipo CC del polimorfismo -55 C/T de la UCP3 presento una
disminucién de la expresion del mMARN de la UCPS3.

No se encontrd una asociacion de los cuatro polimorfismo estudiados con el desarrollo

de la enfermedad arterial coronaria



3 ABSTRACT

Cardiovascular disease is the leading health problem worldwide and coronary artery
disease (CAD) or ischemic heart disease are the second leading cause of death
worldwide.

Previous studies have found the involvement of uncoupling protein (UCP’s) in the
development of risk factors for CAD, such as: dyslipidemia, obesity, diabetes,
hypertension, and which are increased by the consumption of snuff and alcoholism.
UCP s involved in the uncoupling of oxidative phosphorylation, ATP synthesis regulating
and generation of reactive oxygen species (ROS), due to an increase in the oxidation of
fuel (lipids or carbohydrates). For his part in the metabolism and ROS generation is
important to study polymorphisms and expression of UCP's, and that might be associated
with the risk factors and promote greater incidence of EAC.

157 subjects were studied in the " Ignacio Chavez " National Cardiology Institute where
101 were patients with CAD undergoing coronary of revasculation surgery (CAD group)
and 56 were patients undergoing valve replacement surgery (control group). In both
groups the four polymorphisms UCP's (-3826 UCP1, -866 and A55V UCP2, -55 UCP3),
and mRNA expression of UCP1, 2 and 3 were examined.

GG genotype of the -3826 A/ G showed a decrease of UCP1 mRNA expression of UCP1.
The AA genotype of -866 G / A of the UCP2 presented increased mRNA expression of
UCP2. The TT genotype of A55V C / T of the present UCP2 increased mRNA expression
of UCP2. The CC genotype of -55 C/ T of the present UCP3 decreased mRNA expression
of the UCP3.

No association of four polymorphism studied with development of coronary artery disease

was found.



4 INTRODUCCION

El mantenimiento del peso corporal y de las reservas energéticas necesarias para la
supervivencia constituye un sistema homeostatico que incide en el equilibrio entre la
ingesta y el gasto calorico, y que responde a sefales de diversa procedencia (Rojas et
al., 2008).

La regulacion del balance energético es un proceso complejo, controlado por multiples
factores genéticos y ambientales, asi como por la dieta y la actividad fisica, que actian
en uno o ambos componentes. Pequefios desajustes del balance energético son
compensados mediante la activacion de mecanismos de contra-regulacion. Asi, la
obesidad puede verse como un trastorno en el balance energético, que conlleva a un
aumento excesivo del contenido adiposo en el organismo. La acumulacion ectopica de
grasa inducida por la obesidad activa la sefalizacion de estrés celular y vias inflamatorias.
Ademas, juega un papel central en el desarrollo del sindrome metabdlico (Hernandez-
Jiménez, 2004).

El sindrome metabdlico es una asociacion de condiciones interrelacionadas con obesidad
abdominal, hipertrigliceridemia, aumento de estrés oxidante, bajos niveles del colesterol
de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), presion arterial elevada, y altas
concentraciones plasmaticas de glucosa en ayuno, que sinérgicamente aumentan el
riesgo de enfermedad arterial coronaria (EAC), diabetes e infarto cerebral (Alegria et al.,
2008).

La termogénesis adaptativa (TA) es la energia disipada en forma de calor en respuesta
a estimulos externos, como la exposicion al frio a un excedente calérico proveniente de
la dieta (Himms-Hagen, 1989; Lowell y Spiegelman, 2000). La TA tiene lugar

principalmente en las mitocondrias del tejido adiposo pardo (TAP), en donde se produce

4



el desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones de la fosforilacion
oxidativa, evitando la sintesis de ATP y disipando la energia en forma de calor.

Los adipocitos que forman el tejido adiposo pardo son multiloculares, almacenan lipidos
en numerosas gotas repartidas por el citoplasma. Desde el punto de vista morfologico,
son ceélulas poligonales, con un nucleo esférico y central, asi como con un elevado
namero de mitocondrias con crestas paralelas y empaquetadas, caracteristicas de este
tejido (Cannon y Nedergaard, 2004) Estas mitocondrias contienen la proteina
desacoplante 1 (uncoupling protein 1, UCP-1), la principal proteina que participa en la
actividad termogénica del TAP. Las UCP’s son proteinas que desacoplan la cadena de
transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa alterando el control del gradiente de
protones (Martinez et al., 2005).

Entre las moléculas que participan en los primeros estadios de la diferenciacion y que
determinan el desarrollo de los adipocitos marrones se encuentra el factor de
transcripcion con dominio PR 16 (PRDM16) (Seale et al., 2007; 2008), que estimula la
adipogénesis del TAP, uniéndose y coactivando al receptor gamma activado por el factor
proliferador de peroxisomas (peroxisome proliferator activated receptor gamma, PPARYy),
e induce genes especificos del TAP.

El TAP es el principal efector de la termogénesis facultativa o adaptativa, siendo un tejido
clave en el metabolismo energético de pequefios mamiferos. La actividad termogénica
del TAP depende de la presencia de UCP-1, encargada de disipar la energia en forma
de calor.

Al catalizar la re-entrada de los protones a la matriz mitocondrial, aceleran la respiracion
mitocondrial y, como consecuencia, reducen las especies reactivas de oxigeno (ROS),

gue son generadas en los tres sitios de acoplamiento en la matriz mitocondrial en los
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complejos I, 1l y IV siendo un elemento adicional de defensa frente al estrés oxidante
(Bondia-Pons et al., 2012).La UCP-1 o termogenina fue la primera proteina desacoplante
en ser identificada. Pertenece a la superfamilia de transportadores de aniones,
localizados en la membrana interna de la mitocondria (MACP) y se expresa Unicamente
en el TAP.

La regulacion de la expresion proteinica de la UCP-1 se realiza principalmente a nivel de
la transcripcion. El gen de la UCP-1 presenta 2 regiones promotoras, una regién proximal
y un elemento activador a la transcripcion localizado en posicion distal.

Los andlisis de homologia de secuencia han permitido identificar nuevas proteinas
desacoplantes, como UCP-2 y UCP-3 con una homologia del 59% y 57%,
respectivamente, con la secuencia de la UCP-1, y entre si de un 71% (Ricquier y Kader,
1976). A diferencia de la UCP-1, que Unicamente se expresa en el tejido adiposo pardo
TAP, la UCP-2 se expresen en varios tejidos y la UCP-3 se expresa en tejidos cuyo
metabolismo es dependiente de la oxidacion de acidos grasos, como el TAM, musculo
esquelético y corazén. La UCP-2 también participa en la disminucion de la secrecion de
la insulina en la células B-pancreaticas (Zhang et al., 2001), en el metabolismo de los
acidos grasos, disminuyendo la acumulacion de grasa en tejidos no adiposos, como el
corazbn (Somoza et al.,, 2007); ademas, disminuye el potencial de membrana
mitocondrial y con ello, también reduce la generaciéon de ROS (Martinez et al., 2005). La
UCP-3 patrticipa en el metabolismo lipidico facilitando el transporte de los acidos grasos
del citoplasma a la mitocondria para su posterior oxidacién. De esta manera protege al
musculo frente a la lipotoxicidad (Himms-Hagen y Harper, 2001; Esteves y Brand, 2005).
En diversos estudios se han encontrado relaciones entre las alteraciones en UCP1 y

UCP3 (Fukuyama et al., 2006), con la obesidad y secrecion de insulina (Wang et al.,
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2009; Cheng et al., 2010). En el caso de las alteraciones en el gen de UCP2 (rs660339 y
rs659366) se han relacionado con el metabolismo de lipidos (Wang et al., 2004), y con
fallas en la secrecion de insulina. Ademas, UCP2 y UCP3, se relacionan o se atribuyen
con la proteccion contra ROS (Ding et al., 2009).

En condiciones fisiolégicas, el papel de la grasa epicérdica no estd del todo claro. El
adipocito epicéardico tiene propiedades interesantes, dado que es de menor tamafio que
los adipocitos abdominales, el contenido proteinico es mayor, la tasa de utilizacion de
glucosa es menor, mientras que la sintesis de &cidos grasos y la posterior degradacion
de los mismos, es mayor que la de otros adipocitos viscerales. Ademas, el adipocito
epicardico puede ser fuente importante de adipocitocinas anti-inflamatorias y anti-
aterogénicas como adiponectina y adrenomedulina, las cuales podrian atravesar la pared
de las arterias coronarias y transportadas luego dentro de la pared arterial por un
mecanismo vasocrino de sefializacion (Lima et al., 2011).

En condiciones como la obesidad y la diabetes hay un deterioro del depdésito de
adipocitos, que determina una menor captacion de &cidos grasos libres, por parte del
adipocito y, por ende, mayor cardio-lipotoxicidad (Lacobellis y Barbaro, 2008).

En el 2009, Wang y colaboradores encontraron en pacientes con diabetes tipo 2 un mayor
volumen de tejido adiposo epicardico en comparacion con sujetos sanos (166.1 + 60.6
cm?® vs 123.4 + 41.8 cm?, p<0.0001), y ademas este volumen se ha asociado con los
componentes del sindrome metabdlico y mayor severidad de aterosclerosis coronaria. En
otros estudios, se realizo la estimacion en el volumen del tejido adiposo intratoracico y
epicardico, encontrando que un incremento en el volumen de los mismos se asocia con
una mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria y con mayores eventos cardiacos

adversos (Ding et al., 2009; Cheng et al., 2010).



5 MARCO TEORICO

5.1 Enfermedad Arterial Coronaria (EAC)

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es una de las principales enfermedades
cardiovasculares --conjunto de trastornos del corazén y de los vasos sanguineos-- El
resultado de la EAC es la aterosclerosis, esta ocurre cuando hay un estrechamiento o
bloqueo de las arterias coronarias por la acumulacion de lipidos (Mendis et al., 2011).
Entre las manifestaciones mas comunes de la EAC estan:

+ Cardiopatia isquémica: que se produce cuando una parte del miocardio recibe una
cantidad de sangre y oxigeno inferior a la que necesita, por lo que se producen
trastorno de tipo bioquimico y funcional.

< Arritmia: que es manifestada como una irregularidad en el ritmo cardiaco, angina de
pecho que es un sindrome clinico caracterizado por dolor o presion en la parte
anterior del térax, debido a la isquemia aguda, transitoria y reversible del miocardio

+ Infarto agudo de miocardio: consiste en la necrosis aguda por isquemia de una parte
del musculo cardiaco (Gutiérrez, 2010).

La incidencia de muerte a causa de EAC o enfermedad isquémica del corazon en

hombres es del 46% y en mujeres del 38% a nivel mundial (Figura 1Ay 1B).
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Figura 1. A) Distribucion de muerte ECV por ataques o accidentes del corazén y otros tipos de ECV en
hombres; B) distribucién de muerte ECV por ataques o accidentes del corazon y otros tipos de ECV en
mujeres (tomada de Mendis et al., 2011).

5.1.1 Aterosclerosis

La aterosclerosis es un proceso activo, largo y lento, que inicia con la formacién de placas
de ateroma en el sistema arterial y en el que participan elementos caracteristicos de la
inflamacion crénica con mecanismos celulares (células endoteliales, monocitos, células
de musculo liso y plaguetas) promoviendo alteracién endotelial y lesion, con aumento de
la permeabilidad. El individuo no presenta sintomas hasta estadios avanzados en los que
se manifiestan complicaciones coronarias, cerebrales, digestivas o enfermedades
oclusivas de las arterias periféricas (Fajad y Chieffo, 2012).

La retencion de lipoproteinas ricas en colesterol como las lipoproteinas de baja densidad
(c-LDL) dentro de la matriz subendotelial de la pared arterial es clave de la aterosclerosis,
induce disfuncion endotelial contribuyendo a la penetracién de una mayor cantidad de
lipoproteinas, dando lugar a la formacién de la placa (Figura 2). Aunque el colesterol de
las c-LDL es considerado como colesterol aterogénico, también la apolipoproteina-B

contribuye al depdésito de colesterol en la intima. Los altos niveles de triglicéridos y bajas
9



concentraciones plasmaticas de colesterol de lipoproteina de alta densidad (c-HDL) en

plasma estan intimamente asociada en las enfermedades cardiovasculares (Chapman et

al., 2011).
Intima Mcdia
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A / lisas
o'
a9
PR
Arteria A'A \Adventicia
normal N
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Fibrosis

Figura 2. Formacion y rompimiento de la placa aterosclerotica culminando en Infarto Agudo de Miocardio
(Traducido de Lebby, 2002)

5.2 Factores deriesgo de EAC
Existen factores de riesgo para el desarrollo de EAC que pueden ser divididos en

modificables (tabaquismo, alcoholismo, hipertension arterial, diabetes, obesidad) y no
modificables (edad, género y herencia). Cuanto mayor sea el numero de factores de
riesgo que presente una persona, sera mayor la probabilidad de presentar eventos

cardiovasculares (Alves y Rosa, 2009).
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El tabaquismo es uno de los factores de riesgo modificable mas importante, ya que la
incidencia de EAC en los fumadores es tres veces mayor que en el resto de la poblacién.
La posibilidad de padecer una enfermedad de corazén es proporcional a la cantidad de
cigarrillos fumados al dia y al nUmero de afios en los que se mantiene este habito, ya que
la nicotina promueve el dafio al endotelio y se ha relacionado con el incremento de los
niveles de c-LDL y reduccién del c-HDL (Talmud et al., 2002).

Evidencias epidemiolégicas han demostrado que el consumo excesivo de alcohol
participa alterando el metabolismo oxidativo e interfiiendo en algunos procesos de
regulacion genética celular como es la induccion de la apoptosis con progresiva lesion
tisular del 6érgano (Raynolds et al., 2003; Fernandez, 2005). El consumo de alcohol se
ha asociado de manera inversa para los niveles de las c-HDL. El consumo excesivo (>
30 g/dia) se ha asociado significativamente con mayor presién arterial, niveles elevados
de triglicéridos y glucosa plasméatica en hombres, vy triglicéridos elevados en mujeres
(Freiberg, 2004).

Otro factor de riesgo es la diabetes mellitus que es un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de
insulina, accion de la insulina, o ambos (Balasubramaniam et al., 2012). Se estima que
entre 7y 8 de cada 10 personas con diabetes mueren por problemas cardiovasculares.
Haffner y colaboradores (1998) encontraron en un estudio epidemiolégico que la
supervivencia de pacientes que padecen diabetes mellitus tipo 2 y EAC se reduce de
manera considerable, ademas de que la calidad de vida del paciente disminuye
comparado con personas que solo tenian diabetes mellitus tipo 2.

Los pacientes diabéticos presentan un aumento de radicales libres y parece ser que la

hiperglicemia es el factor que contribuye a la generacion de ROS que reduce las
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concentraciones de las enzimas antioxidantes (Kesavulu et al., 2001). El estrés oxidativo
inducido por los altos niveles de concentracién de glucosa juega un papel central en las
complicaciones de la diabetes como son: disfuncion e insuficiencia de varios 6rganos,
especialmente los 0jos, riflones, nervios, corazén y vasos sanguineos (Ahmed et al 2006;
Balasubramaniam et al., 2012).

Otro factor de riesgo es la hipertension arterial (HTA), segun la organizacion mundial de
la salud (OMS) se define a la HTA como la elevacion persistente de la tension arterial
(sistdlica y diastolica) por encima de 140/90 mmHg. Ademas, la incidencia de la HTA
aumenta con la edad y en un inicio su prevalencia es mayor en el sexo masculino y
después de los 55 afios es mayor en el sexo femenino por la ausencia la disminucion
estrogenos (Mendis et al 2011).

En personas con hipertension sistélica aislada que se presenta a cualquier edad, el
aumenta de la tension de la pared vascular lleva a engrosamiento, fragmentacion y
fractura de fibras de elastina, asi como aumento en el depdsito de colagena en arterias,
lo que disminuye la elasticidad de estos vasos. El aumento del grosor de la placa, con
aumento relacionado en la velocidad y reflexién de la onda de pulso, lleva al aumento de
la presion sistolica y descenso de la presion diastdlica, lo que compromete en forma
potencial la perfusién coronaria. El aumento de la presion aértica central aumenta el
trabajo cardiaco favoreciendo la enfermedad coronaria y la hipertrofia ventricular
(Mendoza et al., 2008).

Las clasificacion simplificada de las dislipidemias es: hipercolesterolemia (colesterol total
>200 mg/dL con trigliceridos <200 mg/dL), hipertrigliceridemia (triglicéridos >200 mg/dL
con colesterol total <200 mg/dL) e hiperlipidemia mixta (colesterol total >200 mg/dL con

triglicéridos >200 mg/dL). En la tabla 1 se muestra los valores normales de colesterol
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total, colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL), colesterol de lipoproteina de

alta densidad (c-HDL) y triglicéridos (ATP-III, 2002).

Tabla 1. Valores de lipidos considerados normales (tomado de ATP-IlI, 2002)

olestero ota D gliceldo D
g/d g/d g/d g/d
Deseable | <200 Optimo <100 Normal <150 Bajo (H) | <40
Normal-alto| 200-239 | Normal 100-129 | Normal-alto | 150-199 Bajo (M) | <50
alto >240 Normal-alto| 130-159 | Alto 200-499 Alto (M) >60
Alto 160-189 | Muy alto >500
Muy alto >190
H: Hombre; M: Mujer; c-LDL: colesterol de lipoproteinas de baja densidad; c-HDL: colesterol de lipoproteinas
de alta densidad

Cuando existen concentraciones elevadas de c-LDL en la sangre, estas penetran en la
pared arterial, donde sufren modificaciones, tales como la oxidacion lo que desencadena
una respuesta inflamatoria, caracterizada por un aumento de macréfagos en la zona de
la lesion; estos macrofagos fagocitan a las LDL modificadas (oxidadas) transformandose
en células espumosas, que forman parte de las placas de ateromas (lesiones focales en
la capa intima de un arteria, caracteristica de la aterosclerosis). A este proceso antecede
un dafio local a la intima arterial que se agrava con el tabaquismo, la hipertension y la
diabetes (Posada, 1995).

Es caracteristico de las personas que presentan dislipidemia tener un aumento en el flujo
de acidos grasos libres aumentando la anormalidad en el higado y la secrecion de
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)
y/o lipoproteinas de baja densidad (LDL). Cuando se presenta una hiperlipidemia mixta

(niveles elevados de colesterol total y triglicéridos), implica tipicamente una disminucién
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de la concentracion de c-HDL y un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Munguia et al., 2008).

Las personas obesas tienen una mayor frecuencia de factores de riesgo cardiovascular
como la hipertension, la hiperlipidemia y la diabetes. Por tanto, estas personas tienen un
mayor riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares relacionada con la tasa de
morbilidad y mortalidad (Romero et al., 2010; Angeras et al., 2013).

La regulacién del balance energético es un proceso complejo, controlado por multiples
factores genéticos y ambientales, asi como por la dieta y la actividad fisica, que actian
en uno o ambos componentes. Pequefios desajustes del balance energético son
compensados mediante la activacion de mecanismos de contra-regulacion. Asi, la
obesidad puede verse como un trastorno en el balance energético, que conlleva a un
aumento excesivo del contenido adiposo en el organismo. La acumulacién ectépica de
grasa inducida por la obesidad activa la sefalizacion de estrés celular y vias inflamatorias
(Hernandez-Jiménez, 2004). El gasto energético puede disminuir por falta de ejercicio
fisico, por disminucién del metabolismo basal de la termogénesis o por una combinacién

de todos estos factores (Obregon, 2007).

5.3 Tejido adiposo
El tejido adiposo es una variedad especializada de tejido conjuntivo; integrado por un

grupo de células denominadas adipocitos (unidad funcional) o células adiposas,
especializadas en almacenar grasas o lipidos, sustancias consideradas como la fuente
de reserva de energia quimica mas importante de un organismo animal.

Los adipocitos proceden de células precursoras de origen mesenquimal que se

encuentran cerca de las células endoteliales de los capilares sanguineos y que proliferan

14



ante mitbgenos especificos. La angiogénesis o produccién de nuevos capilares
sanguineos estd muy relacionada con la proliferacién del tejido adiposo, y los factores de
crecimiento de fibroblastos y del endotelio vascular (FGFs y VEGF), participan
activamente en la proliferacién de las células precursoras del tejido adiposo. Durante la
diferenciacion, el pre-adipocito aumenta de tamafio y adquiere una apariencia
redondeada; el citoplasma se llena primero de mdultiples gotas y finalmente de una gran
gota de lipidos (Garcia et al., 2011).

Las principales funciones del tejido adiposo son la sintesis y movilizacién de lipidos
(lipogénesis y lipdlisis), funciones para las que se encuentra altamente especializada. La
capacidad del adipocito para almacenar y movilizar lipidos es funcién de varios de genes
que, actuando sincronizadamente, proporcionan las proteinas y enzimas requeridas para
la conversion de los sustratos energéticos en lipidos, para su transporte intracelular y su
movilizacion, con el fin de proporcionar la energia necesaria para las necesidades del
organismo (Obreg6n, 2007).

La distribucion del tejido adiposo es casi general en el cuerpo humano. Existen lugares
en donde el tejido adiposo se acumula ain en mayor cantidad, por ejemplo: en el tejido
subcutaneo, formando el “paniculo adiposo”; en la palma de las manos y la planta de los
pies, en la regién perirrenal, en el tejido conjuntivo que rodea a ciertos rganos como en
el pericardio, alrededor de las visceras abdominales, por detras del globo ocular; en las
glandulas mamarias y en la region glutea (Garcia et al., 2011). Existen dos tipos de tejido
adiposo, y por lo tanto, dos tipos de adipocitos diferentes que los forman: tejido adiposo

blanco y tejido adiposo pardo.
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5.3.1 Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco (TAB) o unilocular, es el mas abundante en el humano adulto y
por lo tanto, el mayor reservorio energético en forma de triglicéridos, estos proveniente
de los quilomicrones y VLDL circulantes. Este tejido adiposo blanco es un 6rgano
productor de sustancias con accidon endocrina, paracrina y autocrina (Cannon y

Nedergaard, 2004, Garcia et al., 2011).

5.3.2 Tejido adiposo pardo

El tejido adiposo pardo (TAP) o multilocular, considerado como un tejido propio de
animales hibernantes, esta presente en roedores y en mamiferos recién nacidos, incluido
el hombre, aumentando su presencia con la exposicion al frio o al nacer. Se encuentra
recubriendo la mayoria de los centros vitales (corazon, rifién, aorta y vias circulatorias),
la funcién principal del TAP es la produccion de calor, la molécula responsable de dicho
fendbmeno es una proteina mitocondrial, conocida como proteina desacoplante 1 “UCP1”
(Uncoupling Protein) de la fosforilacion oxidativa (Cannon y Nedergaard, 2004; Obregon,

2007; Garcia et al., 2011).

5.3.3 Tejido adiposo epicardico
Lacobellis y Barbaro (2008), encontraron que el tejido adiposo epicardico, considerado

tejido adiposo marrén, estd incrementado en personas obesas o con hipertrofia
ventricular, éste puede llegar a cubrir los espacios entre los ventriculos y en ocasiones
recubrir por completo la superficie epicardica.

En condiciones fisioldgicas, el papel de la grasa epicéardica no esta del todo claro. El
adipocito epicardico tiene propiedades interesantes, dado que es de menor tamafio que
los adipocitos abdominales, el contenido proteinico es mayor, la tasa de utilizacion de

glucosa es menor, mientras que, la sintesis de acidos grasos y la posterior degradacion
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de los mismos, es mayor que la de otros adipocitos viscerales. Esto sugiere que el tejido
epicardico protege al corazén de la exposicion a niveles circulantes elevados de acidos
grasos y a la posterior lipotoxicidad generado por los mismos. Siendo considerado
ademas una posible fuente energética para el miocardiocito, cuya energia proviene de un
50-70% de la oxidacion de acidos grasos (lacobellis et al., 2005). Ademas, el adipocito
epicardico puede ser fuente importante de adipocitocinas anti-inflamatorias y anti-
aterogénicas como adiponectina y adrenomedulina, las cuales podrian atravesar la pared
de las arterias coronarias por difusion e interactuar con células en cada una de sus capas,
o ser liberadas directamente a los vasa vasorum y transportadas luego dentro de la pared
arterial por un mecanismo vasocrino de sefializacion (Lima-Martinez et al., 2011).

En condiciones como la obesidad y la diabetes hay un deterioro de los depdésitos de
adipocitos, que determina una menor captacion de &cidos grasos libres, por parte del
adipocito y, por ende, mayor cardio-lipotoxicidad (lacobellis y Barbaro, 2008). Ademas de
gue se activa a nivel del adipocito el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de lass células B activadas (NF-xB), que induce la produccion de mediadores
inflamatorios, que una vez liberados por el adipocito epicardico pueden ser transportados,
alcanzando las arterias coronarias en las cuales pueden ejercer sus efectos pro-
aterogénicos. Asimismo, la presencia de células inflamatorias en el tejido adiposo
epicardico podria ocurrir en respuesta a la ruptura de la placa y conllevar a la
amplificacion de la inflamacion vascular e inclusive a la inestabilidad de la placa, a través
del proceso de apoptosis (lacobellis y Bianco, 2011).

Pacientes con diabetes tipo 2 presentan un mayor volumen de tejido adiposo epicardico

en comparacion con sujetos sanos, y ademas este volumen se ha asociado con los
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componentes del sindrome metabdlico y mayor severidad de aterosclerosis coronaria
(Wang et al., 2009).

En otros estudios, donde se midi6 el volumen del tejido adiposo intratoracico y
epicardico, encontrando un incremento en el volumen de los mismos, asociado con una
mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria y con mayores eventos cardiacos
adversos (Ding et al., 2009; Cheng et al., 2010). Estas asociaciones fueron
independientes del indice de masa corporal y otros factores de riesgo, lo cual sugiere que
el tejido adiposo epicérdico es uno de los factores que contribuye al desarrollo de

enfermedad arterial coronaria (Garcia et al., 2011).

5.3.3.1 Termogénesis
La termogénesis es la generacion de calor y es componente del balance energético. La

generacion de calor es funcion fisiolégica del tejido adiposo marrén (Obregén, 2007,
Garcia et al., 2011).

El cuerpo tiene varios mecanismos para evitar la obesidad, uno de ellos es el control del
apetito. Otro es la termogénesis facultativa, que involucra la liberacion de noradrenalina
del cerebro en respuesta a el frio, su union a los receptores B-adrenérgicos del TAM que
induce un aumento en la concentracion de AMPc, que a su vez inicia la cascada de
fosforilacion enzimatica que activa a la triacilglicerol lipasa (Nicholls y Looke, 1984). El
aumento resultante de la concentracion de los acidos grasos no solo proporciona energia,
sino que también induce la activacion de las proteinas desacoplantes o UCP. La
activacion de estas proteinas trae como consecuencia la disipacion del gradiente de

protones a través de la membrana interna mitocondrial; de este modo se desacopla el
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transporte de electrones de la produccién de ATP, la energia generada es liberada en

forma de calor (Rial y Gonzélez, 2001; Rial y Zardoya, 2009).

5.4 Proteinas desacoplantes (UCP’s)

La mitocondria es el organelo responsable de la sintesis de ATP. Este fenémeno esta
determinado por el flujo de protones obtenidos de substratos reducidos (NADH y en
menor medida FADH) derivados del metabolismo de la glucosa y de los &cidos grasos.
De acuerdo con la teoria quimiosmatica definida por Mitchell (1961), la translocacién de
electrones conduce al transporte de protones a través de la membrana interna
mitocondrial, resultando en un gradiente electroquimico. Si este gradiente de protones es
suficiente, se inicia el flujo de protones hacia la matriz mitocondrial a través del complejo
FO-F1 ATPasa, liberandose asi la energia necesaria para fosforilar al difosfato de
adenosina (ADP) y generar ATP, que es la mayor fuente de energia celular, a esté
proceso se le conoce como fosforilacién oxidativa.

Para que la fosforilacion oxidativa se lleve a cabo, se necesitan varios requerimientos,
entre los cuales se encuentran, impermeabilidad de la membrana interna mitocondrial a
los protones que es una condicion clave para asegurar el acoplamiento de la cadena
respiratoria y la ATP sintasa. La libre permeabilidad de protones a través de la membrana
interna mitocondrial disminuye la disponibilidad de protones para la ATP sintasa, por lo
que afecta el rendimiento de la sintesis de ATP por oxigeno consumido. TeGricamente,
los protones retornan a la matriz mitocondrial solo a través del complejo ATP sintasa, lo
que daria como resultado un acoplamiento eficiente entre la degradacion del sustrato y
la formacion de ATP. Sin embargo, la eficacia del proceso no es perfecta; la mitocondria

utiliza oxigeno aun en ausencia de ADP (Lowell et al., 2000).

19



El desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa se logra por una disminucién del
gradiente mitocondrial, que bien se puede alcanzar al permitir el flujo de protones del
espacio intermembranal a la matriz o a través de la exportacion de aniones cargados
negativamente de la matriz al espacio intermembranal. Esta caracteristica confiere
ventajas al sistema, debido a que permite mantener una cadena respiratoria sin
saturacion y disminuye la generacion de radicales superoxido. En forma indirecta regula
la concentracion de NADH, factor determinante en la activacion de la cetogénesis y la
lipogénesis. El principal activador en este proceso son los acidos grasos, mientras que
los nucle6tidos de adenosina y guanina lo inhiben (Obregén, 2007).

La familia de proteinas transportadora de la membrana mitocondrial que se encarga de
regular la eficiencia de la fosforilacion oxidativa son las UCP’s de aproximadamente 32
Kda de masa molecular aparente. Esta familia esta constituida por 5 UCP’s (UCP1,
UCP2, UCP3, UCP4 y UCP5) las dos ultimas se encuentran en el cerebro (Kim y Dugan,
2005). Estas proteinas se localizan en la membrana interna mitocondrial y cada una de
éstas, cataliza la conductancia de protones, lo que causa una disminucién del gradiente
de protones originado durante la cadena respiratoria (Klingenberg y Huang, 1998). A
través de este mecanismo las UCP’s participan en la termogénesis, manteniendo el
balance redox y una disminucién en la generacién de especies reactivas de oxigeno
(Tabla 2); esto permite responder a la fluctuaciones en la demanda energética, ya que
como resultado del proceso de desacoplamiento se induce la movilizacidn de triglicéridos
almacenados, el mantenimiento de la homeostasis celular y un adecuado funcionamiento

corporal (Vian, 2010).
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Tabla 2. Caracteristicas de las 3 primeras UCP’s en el humano.

UCP 1

UCP 2

UCP3

Distribucion

Tejido adiposo marrén

Varios tejidos

Tejido muscular esquelético

y marrén

Papel bioquimi

co
Exportacion y

desprotonacion de
acidos grasos

Transporte de ROS

Transporte de protones.

Transporte de protones
Exportacion y
desprotonacion de
acidos grasos.
Transporte de ROS

Transporte de protones
Exportacion y
desprotonacion de
acidos grasos
Transporte de ROS

Activador NEFA NEFA Superoéxido
Superéxido Superéxido Ubquinona
Ubiquinona Ubiquinona

Inhibidor GDP, GTP, ADP ATP GDP, ATP GDP, ATP

Papel fisiol6gi

co | Termogénesis inducido

por el frio y dieta.

Adaptacion al incremento
de oxidacion de acidos
grasos.
Limitacién de ROS.
Regulacion en contra
aterosclerosis.
Inhibicién de la secrecion
de insulina.
Inhibicién de adhesién

de macroéfagos, etc.

Adaptacion al
incremento de la oxidacién
de acidos grasos

Limitacion de ROS, etc.

UCP: Proteina desacoplante; NEFA: Acido grasos no esterificados; GDP: Guanidosina difosfato; GTP: Guanidosina difosfato

ADP: Adenosina difosfato; ATP: Adenosina trifosfato; ROS: Especies reactivas de oxigeno

La familia de las UCP’s, tienen caracteristicas estructurales y funcionales muy similares.

Comparten una estructura con tres repeticiones con aproximadamente 100 residuos de

aminoacidos, tales repeticiones estan unidas por dos regiones hidrofébicas semejantes

que corresponden a a-hélices transmembranales. La cadena polipeptidica cruza la capa

lipidica seis veces y la region amino y carboxilo terminal sobresalen hacia el espacio

intermembranal mitocondrial. Las hélices estan conectadas por un bucle largo hidrofilico
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que se localiza en la matriz mitocondrial. La unidad funcional es un dimero formado por
dos subunidades idénticas (Ricquier y Kader, 1976).

Los mamiferos tienen 5 proteinas homologas de UCP, de las cuales las UCP1 a la UCP3
estan estrechamente relacionadas, mientras que UCP4 y 5 (BMCP1l) son mas
divergentes. Después del descubrimiento de la UCP1, se encontraron otras dos proteinas
mitocondriales méas, que tenian la misma actividad desacoplante, la UCP2 y la UCPS3. La
UCP2 fue clonada en 1997, a partir de esto se dedujo que la secuencia de aminoacidos
es 57% idéntica a la UCP1 (Fleury et al., 1997), en tanto que la secuencia de UCP3 es
59% idéntica a la UCP1y 73% idéntica a la UCP2 (Boss et al., 1997).

El descubrimiento de esta familia de proteinas, su amplia distribucion en diversos tejidos
y su participacion en la termorregulacién las hace un tema de estudio interesante debido
a gue se ha establecido participan en la regulacion del peso corporal y la generacion de

ROS (Lowell et al., 2000).

5.4.1 Proteina desacoplante 1 (UCP 1)
La UCP-1 o termogenina fue la primera proteina desacoplante en ser identificada.

Pertenece a la superfamilia de transportadores de aniones, localizados en la membrana
interna de la mitocondria (MACP) y se expresa Unicamente en el TAP. En humanos el
gen UCP1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 4 y se compone de seis exones
que codifican cada uno por una hélice transmembranal (Figura 3). Ademas, presenta 2
regiones promotoras, una region proximal y un elemento activador a la transcripcion
localizado en posicion distal. La regulacion de la expresion proteinica de la UCP-1 se

realiza principalmente a nivel transcripcional (Ricquier y Bouillaud, 2000).
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Figura 3. Gen UCPL1. Los exones se indican mediante nimeros romanos. ATG: coddn de iniciacion de la
traduccién; TGA: codén de terminacion de la traduccion. Exones codificantes se muestran en cajas de
color rosa (imagen tomada de Ricquier y Bouillaud, 2000).

Esta proteina desacopla la cadena de transporte de electrones de la fosforilacidon
oxidativa mediante el control de gradiente de protones (Martinez et al., 2005). Al catalizar
la reentrada de los protones a la matriz mitocondrial, se acelera la respiracion mitocondrial
y, como consecuencia, se reducen las ROS, que son generadas en los tres sitios de
acoplamiento en la matriz mitocondrial en los complejos I, 11l y IV siendo un elemento

adicional de defensa frente al estrés oxidante (Figura 4) (Bondia et al., 2012).
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Figura 4. Funcion de la UCP1 en tejido adiposo marrén (TAM).La actividad de la UCP1 disipa, en forma
de calor, parte del gradiente proténico generado por la cadena respiratoria durante la oxidaciéon de
combustible (imagen tomada de Palou et al., 2004).

La importancia de la UCP1 en la termogénesis y en la regulacion del peso corporal se
demostrd en animales transgénicos deficientes de esta proteina. Cuando esta proteina
se sobre-expresa en tejido adiposo, los ratones no aumentan de peso cuando consumen
una dieta rica en grasas. Los 4cidos grasos juegan un papel fundamental en la actividad
de la UCPL1. Sin embargo, el mecanismo por el cual la funcién de la UCP1 es activado
por los acidos grasos no se encuentra completamente delucidada (Nicholls y Rial, 1999).
Se sabe que la UCP1 se expresa en TAP, sin embargo han reportado mARN y proteinas
en tejido adiposo blanco (TAB) en humanos y ratones (Garruti y Ricquier, 1992). La
UCP1 también se encuentra en grasa peri-renal en pacientes adultos con
feocromocitoma (tumor en la medula suprarrenal), alrededor de las arterias del cuello y

en el pericardio de humanos (Hattunen et al., 1981).

5.4.2 Proteina desacoplante 2 (UCP 2)

El gen de la UCP2 en humanos se encuentra en el cromosoma 1113, cerca de una
region asociada a obesidad y diabetes. El gen presenta 6 exones codificantes y dos en
el extremo 5 que no se traducen (Ricquier y Bouillaud, 2000) (Figura 5). La region
promotora de la UCP2 no tiene caja TATA que es tipica en muchas otras regiones
promotoras, en vez de ésta, tiene una regién rica en GC, con varios posibles sitios de
unién para factores de transcripciéon como SP-1, AP-1, AP-2, proteinas de elementos de
unién de respuesta al AMPc (CREB) y el regulador muscular MyoD (Ledesma y Garcia,

2002) aungue no hay evidencia experimental que lo sustente.
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Figura 5. Gen UCP2. La posicién +1 del gen UCP2 se encuentra 8.2 kb rio abajo del sitio poli A del gen
UCP3. Los exones se indican mediante nimeros romanos. ATG: codon de iniciacion de la traduccion;
TGA: coddn de terminacion de la traduccion. Exones no codificantes se muestran en cajas negras y
exones codificantes se muestran en cajas de color rosa (imagen tomada de Ricquier y Bouillaud, 2000)

Los ligandos que estimulan la actividad catalitica de la UCP2, también pueden
desempefiar un papel en la expresion de la proteina, tales como &cidos grasos y ROS.
Los acidos grasos estimulan la expresion de la UCP2 a través de los receptores PPAR
gamma (por sus siglas en inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma), el
cual se sabe que induce la actividad del promotor de la UCP2 via elemento de la caja E
y en ausencia de union en la region proximal del promotor (Ricquier y Bouillaud, 2000).
La UCP2 se localiza en mdltiples tejidos incluyendo el sistema inmune, TAP, TAB,
musculo esquelético, corazén, rifiones, pancreas, cerebro y en el higado (Fleury et al.,
1997)

La expresion de UCP2 en el masculo esquelético aumenta durante el ayuno o con el
consumo de dietas bajas en calorias, situacion en que la tasa metabdlica basal

disminuye. Los niveles de catecolaminas elevados aumentan la concentraciones de
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acidos grasos libres en el plasma, debido a que aumentan la lipélisis, y ademas causan
un aumento en la expresion de la UCP2 (Earlanson, 2003).

La UCP2 regula la secrecion de insulina esto se debe a que su accién disminuye la
cantidad de ATP y la secrecién de insulina (Adams, 2000). Ademas, bajo condiciones de
estrés oxidante la expresion de la proteina aumenta, en tales circunstancias la UCP2
desempefia un papel protector por una limitacién de la produccién mitocondrial de ROS,

y por lo tanto, la prevencion de la apoptosis (Diehl y Hoek, 1999).

5.4.3 Proteina desacoplante 3 (UCP 3)
En humanos los genes UCP2 y UCP3 forman un clister en el cromosoma 1113, una

regién sinténica (son genes que se encuentran en el mismo cromosomay muy proximos,
tanto que comparten una region), que ha sido ligado a hiperinsulinemia en ratones (Gong
et al., 1999).

El gen UCP3 consiste de 7 exones de aproximadamente 8.5 Kb, 6 exones codificantes
y uno en el extremo 5 que no se traduce. En humanos este gen se expresa en dos
variantes generadas por splicing alternativo, un transcrito codifica para la proteina larga
(UCP3L, 316 aminoéacidos), mientras que el otro codifica para proteina corta (UCP3S;
275 aminoécidos) deficiente del sexto dominio transmembranal (Figura 6). La variante
UCP3S es generada cuando la sefial de paro, localizada en el ultimo intrén termina el

mensaje de elongacion prematuramente (Ricquier y Bouillaud, 2000).
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UCP3 +1 ATG TG»‘fk5 TGAL

i

Exons IV vove Vil

Figura 6. Gen UCP3. Los exones se indican mediante nimeros romanos. ATG: codén de iniciacion de la
traduccion; TGAs: coddn de terminacion de la traduccion de la forma corta de la UCP3: TGAL: coddn de
terminacién de la traduccién de la forma larga de la UCP3. Ex6n no codificante se muestra en caja negra
y exones codificantes se muestran en cajas de color rosa (imagen tomada de Ricquier y Bouillaud,
2000).

En la region proximal a 5 del gen de la UCP3 tiene una secuencia potencial para
elementos reguladores como MyoD (proteina de diferenciacidn miogénica; regula la
diferenciacion del tejido muscular), MEF2 (factor potenciador de los miocitos, factor de
transcripcion que regula el desarrollo muscular). EI PPAR y los receptores para
hormonas tiroideas que son factores de transcripcion, ayudan a entender los patrones
de expresién musculo especifico de la UCP3 (Nabben y Hoeks, 2008). Actualmente, se
sabe que la transcripcién del gen de UCP3 es controlada por la activacion de los
receptores PPARa y PPARS.

La region promotora de UCP3, también tiene una region para la unién de CREB (AMPc
response element-binding, elementos de respuesta a AMPc), sugiriendo que la
transcripcion puede ser activada por estimulos fisioldgicos que involucren a AMPc como
segundo mensajero, tal como un estimulo adrenérgico. De hecho una estimulacion de
receptores de B-adrenérgicos afecta en cierta medida la expresion de mRNA de UCP3,
esto puede deberse a que al ser activado este receptor, hay un aumento en la lipdlisis,

por lo que aumenta la cantidad de acidos grasos libres en el plasma que son ligandos de
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los receptores PPAR los cuales aumentan la transcripcion del gen de la UCP3 (Ricquier
y Bouillaud, 2000). La UCP3 se expresa en tejido musculo esquelético, TAP, células B-
pancreaticas y corazon (Maedler y Haataja, 2008).

La falta de UCP3 causa el aumento de la produccion de radicales libres, es por ello que
se ha sugerido que la UCP3 desempefia un papel importante en la proteccién contra

ROS.

5.5 Polimorfismos genéticos de las UCP’s
Las UCP’s han sido implicadas con las enfermedades coronarias, diabetes, obesidad,

cancer, envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas, ya que se ha comprobado
que el estrés oxidante esta implicado en el desarrollo de estas patologias (Dalle et al.,
2006).

Los polimorfismos de un solo nucle6tido “SNP” (Single Nucleotide Polymorphism, por
sus siglas en inglés) en la regién del promotor -3826G/A se ha asociado con la obesidad
y otros parametros relacionados como la reduccion de los niveles de c-HDL (Matsushita
et al., 2003; Ramis et al., 2004; Nakano et al., 2006; Sramkova et al., 2007), incremento
de triglicéridos (Oh et al., 2004; Sale et al., 2007; Hamada et al., 2009) o niveles de c-
LDL e incremento en las tensiones sistdlica y diastélica (Forga et al., 2003; Oh et al.,
2004).

El polimorfismo en el promotor -866G/A de UCP2, se ha vinculado con una disminucion
de los desoérdenes metabolicos y responsable del aumento de la actividad transcripcional
(Akami et al., 2007). El polimorfismo-866G/A incrementa la UCP2 asociado con una
disminucién de la sensibilidad a la insulina, mal funcionamiento de las células  y un

incremento severo de la diabetes (Esterbauer et al. 2001; Krempler, Esterbauer et al.,
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2002; D'Adamo et al.,, 2004; Hye et al., 2008). Ademas, se ha relacionado este
polimorfismo con la obesidad, (Esterbauer et al., 1998; Oh et al., 2004; Salopuro et al.,
2009). El genotipo AA prevalece en individuos obesos, hipertensos y con eventos de la
enfermedad arterial coronaria (Dhamrait et al., 2004; Oberkofler et al., 2005; Palmer et
al., 2009).

Se ha observado que una mutacién en el aminoacido 55 del exon 4 del gen de la UCP2
parece implicada en el desarrollo precoz de la obesidad (Wang, Huang et al. 2007), en
la susceptibilidad a la diabetes mellitus tipo 2 en asiaticos (Souza et al., 2013) y el
incremento en los eventos cardiovasculares por la una alteracion en la disfunciéon de la
proteina (Gioli et al., 2013). Esta mutacion consiste en la substitucién de una alanina por
una valina (Ala55Val). Otros autores también han determinado que pacientes adultos
con el genotipo Alanina/Alanina (Ala/Ala) del gen de UCP2 con la mutacion Ala55Val,
presentan una mayor predisposicion en desarrollar obesidad (Chen et al., 2007). Sin
embargo, otros autores han descartado esta implicacion del gen de la UCP2 con la
obesidad (Berentzen et al., 2005).

El SNP -55C/T en la regiéon promotora del gen UCP3 esté relacionado con la obesidad y
diabetes mellitus tipo 2 (Schrauwen et al., 1999; Meirhaeghe et al., 2000, De Sauza et
al., 2013), disminucion en los niveles de c-HDL (Hamada et al., 2008) y con el riesgo de
EAC. El alelo T se ha asociado con la reduccion de la disminucién de la incidencia de la
obesidad y un incremento de los niveles c-HDL en una poblacion japonesa (Hamada et
al 2008), por lo que posiblemente este participando en la disminucion de los eventos

cardiovasculares (Franceschini et al., 1991).
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5.6 Expresion de las UCP’s

En un estudio en el tejido adiposo pardo humano se determin6é un incremento en los
niveles de expresion del mRNA de la UCP1, por una alta ingesta de calorias (Mangareto
et al., 2001). Por otro lado, en el TAB se ha establecido una correlacion entre el
incremento de los niveles de expresion del gen UCP2 con el indice de masa corporal
(Millet et al., 1997), es decir con la disminucion de la adiposidad acompafiado de la
disminucién de acidos grasos. El incremento de acidos grasos libres intracelular en
estado de ayuno puede llevar al incremento de la expresion del gen de UCP2 (Pinkney
et al., 2000). Otros autores demostraron que hay una asociacion entre el alelo A del
polimorfismo -866 G/A y el incremento de la expresion en tejido adiposo, disminuyendo
la obesidad (Esterbauer et al., 2001). Por otro lado, en pacientes diabéticos el alelo G
estd asociado con el incremento de la expresién de la UCP2 en musculo esquelético
(Beitelshees et al., 2010).

Se conoce gue los &cidos grasos actuan en la regulacién de la transcripcion de la
expresion de genes relacionados con los lipidos en el tejido adiposo, se ha reportado
gue las concentraciones fisiol6gicas de acidos grasos monoinsaturados y polinsaturados
regulan los niveles de mARN en pre-adipocitos 3T3-L1, mientras que, los acidos grasos
de la dieta pueden ser posibles reguladores de la expresiéon de UCP2 (Fakuda et al.,
2005).

El incremento de la expresion del mARN de la UCP3 se ha relacionado con el incremento
en la tasa metabdlica durante el suefio y reduccion del IMC. En la poblacion Pima, en los
individuos obesos que presentaron el alelo C se asocio en el musculo esquelético con

un aumento en la expresion del mMARN de la UCP3 (Schrauwen et al., 1999). En otro
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estudio, se observé un incremento de los niveles de expresion de mARN de la UCP3 en

tejido pardo, por una alta ingesta de calorias (Mangareto et al., 2001).

6 JUSTIFICACION

El tejido adiposo es el principal sitio de almacenamiento de energia a largo plazo y es
también el emisor de sefiales metabdlicas centrales y periféricas capaces de regular la
movilizacion de lipidos (Cannon y Nedergaard, 2004).

La acumulacion regional de grasa en los depdsitos viscerales es el factor predictivo de
riesgo cardiovascular mas fiable que la cantidad total de grasa corporal. Por tanto, la
adiposidad abdominal es un factor de riesgo de infarto agudo de miocardio. El tejido
adiposo epicardico constituye una parte importante de la grasa visceral con una intensa
actividad metabdlica. Permanece poco claro si el tejido adiposo epicardico tiene un papel
causal en el desarrollo de aterosclerosis coronaria. Inclusive, se podria argumentar que
la relacion entre ambos es inversa, es decir, que la cantidad de tejido adiposo epicardico
depende del grado de aterosclerosis de la vasculatura adyacente, debido a la inflamacion
vascular local y los cambios post-isquémicos (Ding et al., 2009).

Las UCP’s influyen en el metabolismo de los lipidos y en la regulacién de la generacion
de ROS, que generan un estado de estrés oxidante que esta implicado en el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, cancer, envejecimiento (Dalle et
al., 2006). Ademas, existen pocos estudios de asociacion de polimorfismo y expresion
génica en tejido adiposo epicardio de humano.

Los niveles de expresion de las UCP’s se ven afectados por sus variantes y posiblemente
este alterando el perfil lipidico y la regulacion de la generacion de ROS, pudiendo

favorecer el desarrollo de diabetes mellitus, obesidad y enfermedad de arterial coronaria
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(EAC) (Salopuro et al., 2009). Los polimorfismos de las UCP’s en el tejido adiposo

epicérdico, podrian ser un marcador de susceptibilidad o resistencia a padecer EAC.

7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Determinar la expresion de UCP1, UCP2 y UCP3 con variantes polimérficas, en tejido
adiposo epicardico de pacientes con EAC sometidos a cirugia de revascularizacion

coronaria en comparacion con los sujetos con cirugia de reemplazo valvular.

7.2 Objetivo particulares

> Evaluar la expresion de las UCP’s en tejido adiposo de la region epicardica y
mediastina en la poblacién de estudio.

> Evaluar la frecuencia alélica de los polimorfismos de UCP1, UCP2 y UCP3 de
pacientes con EAC sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria (casos) y
compararlos con sujetos con cirugia de reemplazo valvular (control).

> Determinar si las variantes alélicas se asocian a un mayor riesgo de presentar
EAC en la poblacion mexicana.

> Evaluar si el nivel de expresion de UCP’s, esta asociado con diabetes, IMC y/o

dislipidemia, que puedan estar involucrados en la incidencia de EAC.

8 HIPOTESIS

Los pacientes con EAC sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria, presentaran

diferencias en la frecuencia alélica de los polimorfismos y aumento en la expresion de las
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UCP’s que intervienen en el metabolismo de los lipidos en comparacién a los sujetos

control.

9 MATERIALES Y METODOS

9.1 Calculo de la muestra

Se calculd las proporciones en muestras independientes.

poqn{Zoc+Z,B plql}Z
\/ pogo

(pi—po) Sujetos= 79

Poder estadistico 90% p >0.05.

Se calcul6 a partir de una incidencia aproximada de (0.08) en los casos y en los controles

de (0.02) A = 0.06

(.08)(.92){1.96+1.28 /;)(.02)(.98)}2
1/ (.08)(92)

((:08)=(.02))

9.2 Poblacion de estudio

9.2.1 Tipo de estudio

Observacional y comparativo

9.2.2 El disefio experimental “casos y controles”

El tamafio de la muestra fue de 166 pacientes intervenidos quirirgicamente: 60 pacientes
con EAC y 106 con remplazo valvular (grupo control). El tamafio de muestra se calcul6
tomando en cuenta que en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” en el
altimo afo se realizaron 120 cirugias de revascularizacion coronaria y un total de 155

pacientes fueron sometidos a cirugia de remplazo valvular.
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9.3 Sujetos de estudio

De acuerdo con el calculo de tamafio de muestra, el grupo de pacientes incluyo al menos
166 individuos mexicanos, no relacionados entre si, que ingresaron al Departamento de
Cirugia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” con diagndstico de alguna

enfermadad arterial coronaria o de cambio valvular.

9.3.1 Grupo de casos

9.3.1.1 Criterios de inclusién

v Pacientes con diagnostico de EAC estable.

v" Infarto al miocardio.

v Angioplastia.

v Estenosis coronario mayor de 50% determinada por angiografia.

v' Pacientes programados para cirugia de revascularizacion de arterias en el
Departamento de Cirugia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

v Pacientes de ambos géneros con EAC.

v’ Edad al diagnoéstico menor de 70 afios, que no hayan presentado eventos

cardiovasculares agudos en los tres meses previos al estudio.

9.3.1.2 Criterios de exclusion
v Presencia de insuficiencia cardiaca congestiva.

v Enfermedad hepatica, renal u oncoldgica.
v" Distiroidismo no tratado.

v" Procesos infecciosos y aquellos con tratamiento de corticoesteroides.
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9.3.2 Grupo control

9.3.2.1 Criterios de inclusién

v Pacientes con lesiones de valvulas cardiacas no relacionadas con lesiones
aterosclerosas.
v' Pacientes de ambos géneros, edad similar a los pacientes con EAC y con angiografia

coronaria normal en el preoperatorio.

9.3.2.2 Criterios de exclusién

v' Los criterios de exclusién fueron los mismos que para el grupo con EAC.
v Participaron inicamente los individuos que después de conocer las caracteristicas del
estudio aceptaron y firmaron la forma de consentimiento informado.

En todos los participantes se aplicaron cuestionarios estandarizados para obtener
informacion demografica, nivel de escolaridad, ingreso econémico, historia familiar y
personal de enfermedad cardiovascular, hdbitos dietarios, actividad fisica, consumo de
alcohol y uso de medicamentos y suplementos. La dieta habitual durante el afio previo
fue evaluada utilizando un cuestionario de frecuencias de consumo, disefiado y validado
por el Instituto Nacional de Salud Publica. La actividad fisica se cuantifico mediante un
cuestionario, que proporciono informacién sobre frecuencia, intensidad y duracién de la

actividad.

9.3.3 Antropometria

El peso se determiné en una bascula calibrada, y la talla utilizando un estadimetro de
pared SECA 222 (Hamburgo, Alemania). El indice de masa corporal (IMC) fue calculado
con la féormula peso kg/talla (m?). La circunferencia de cintura se medié con una cinta

métrica de fibra de vidrio, en el punto medio de la distancia entre la parte inferior de la
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Gltima costillay la cresta iliaca. La tension arterial se medié en posicidon sedente, después
de por lo menos cinco minutos de reposo, utilizando un esfigmomandmetro digital
WelchAllyn, series 52000 (SkaneateiesFails, E.U.A.), y la media de las dos ultimas de

tres mediciones consecutivas se utilizdé en el andlisis.

9.4 Determinacion de perfil de lipidos
En ayuno de 12 h y después de reposo durante 20 min en posicion sedente, se colecto

5 mL de sangre venosa en tubos con EDTA y en tubos sin anticoagulante. Después de
centrifugar en frio, el plasma y el suero fueron divididos en alicuotas. A las alicuotas de
plasma se afiadi6 inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 KIU/mL, Benzamidina 1mM).
Todas las alicuotas fueron almacenadas a —70 °C. Los lipidos, lipoproteinas y glucosa
serdn cuantificados en muestras frescas. Las determinaciones de colesterol total,
triglicéridos y glucosa en plasma, se realizaron en un autoanalizador Hitachi 902
(Boheringer Mannheim, Alemania), utilizando estuches enzimaticos comerciales (Roche
Diagnostics, Mannheim Alemania y WakoChemicals, E.U.A). El colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad se determiné mediante un método enzimatico homogéneo
(Roche Diagnostics, Mannheim Alemania). Se realiz6 en el laboratorio de Endocrinologia

del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

9.5 Obtencién del tejido adiposo epicardico y subcutaneo
Las biopsias de tejido adiposo fueron obtenidas durante la cirugia de revascularizacion

o la valvuloplastia. Las muestras de tejido adiposo epicardico (0.5 a 1.0 g) se tomaron
de la region proximal a la arteria coronaria descendente anterior izquierda por presentar
mas lesiones, y la muestra de tejido adiposo mediastino se obtuvieron de la region

pectoral. Ambas muestras, epicéardica y subcutanea fueron divididas en 2 porciones,
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colocadas en recipientes estériles con Tripure y libres de RNasas que fueron congeladas
inmediatamente en nitrdgeno liquido y almacenadas a -70 ° C hasta la extraccion del

ARN vy proteina.

9.6 Estudio molecular de las proteinas desacoplantes

9.6.1 Extraccion DNA
Se tomaron 5 mL de cada individuo en tubos tipo Vacutainer con EDTA como

anticoagulante. Se separaron los glébulos blancos de sangre total mediante la lisis de
los eritrocitos con una solucion hipotonica de cloruro de sodio. Posteriormente, el
paquete de leucocitos se incubo con SDS al 10% (P/V) y con proteinasa K (10 mg/mL) a
37 °C durante toda la noche para su digestion enzimética. La extraccion de DNA se
realizé con la técnica de expulsion salina (Anexo). EI DNA se cuantifico a una longitud

de onda de 260/280 en un espectrofotdmetro (BioPhotometer plus).

9.6.2 Determinacién de los polimorfismos

La determinacioén de los distintos polimorfismos se realizaron utilizando sondas TagMan
en un equipo de PCR en tiempo real (7300 Real Time PCR System, E.U.A.). Las sondas
TagMan fueron sintetizadas por la compafiia AppliedBiosystems (E.U.A). Los alelos
fueron asignados por medio de un programa de discriminacién alélica incluido en los
equipos de PCR en tiempo real (7300 System SDS v 1.3.1).

Se utilizaron 6 yL de una mezcla de TagMan 20X universal PCR master mix en un
volumen de reaccion de 10 pL a una concentracion final de 10 ng de DNA, 700 nM de
iniciadores y 100 nM de sonda marcada con fluorocromo (FAM o VIC). Las condiciones

de la reaccion fueron de 10 min a 95 °C y 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos y 1 minuto
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a 60 °C. Los niveles de fluorescencia de los productos de la PCR fueron cuantificados

usando un programa especifico.

9.6.2.1 Sitios polimérficos analizados

Los polimorfismos se seleccionaron considerando los reportes previamente publicados

de asociacién entre los polimorfismos de estas proteinas con factores de riesgo de EAC

y eventos cardiovasculares, asi como con otros padecimientos asociados con EAC en

otras poblaciones. Después se revisé en el HapMap las frecuencia reportadas en otras

poblaciones y solo incluimos aquellos polimorfismos cuya frecuencia del alelo menor

(MAF del inglés, minor allele frequency) fuera mayor a 1%.

Se amplificaron los sitios de interés de las UCP’s utilizando los respectivos iniciadores

de acuerdo a los pardmetros de la tabla 3:

Tabla 3. Polimorfismos analizados

UCP | Localizacién | Polimorfismg |niciadores Ubicaciéon | Cambio
cromosomica de alelo
1 40928q31 rs1800592 | TGTAGAACACATTAACAAATGCACTIG/ | Promotora | G/A
AJGATCAAACTGTGGTCAATCAGAAAT
2 11913 rs660339 | CATCACACCGCGGTACTGGGCGCTGIC/| Exdn 4 CIT
TICTGTAGCGCGCACTGGCCCCTGACT
rs659366 | TGACCCGTCCTGTGGGGGTAACTGA[G/| Promotora | G/A
A]JGCGTGAACAGCCAACAATTGGGCCC
3 11913 rs1800849 | GGCTTGGCACTGGTCTTATACACACIC/ | Promotora | C/T
TIGGCTGACCTGAAACCTTATCCTAGA

9.6.3 Expresion de UCP del tejido adiposo epicardico y mediastino

El RNA total del tejido adiposo tanto de la region del epicardica como mediastino se aislo

utilizando el reactivo Tripure™ (Roche Molecular Biochemicals), N-Lauroylsarcosine

sodium salt al 1% (Sigma, E.U.A.) y por medio de RNasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN,
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E.U.A.). Los niveles del mARN fueron analizados usando PCR en tiempo real (7300 Real
Time PCR System), como control enddgeno se utilizé el gen HPRT y los genes de estudio
UCP1, UCP2 y UCP3. La cuantificacion del mARN se hizo por el método de Pfaffl,
utilizando la Ct de nuestros genes de estudio (UCP1, UCP2 y UCP3) y del gen enddgeno

(Pfaffl, 2001).

10 ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de las variantes de la UCP's se
obtuvieron por conteo directo. Se realizd la prueba de X?, con la comparacion de las
frecuencias observadas y esperadas, mediante la férmula (p+q)" donde p y g representan
las frecuencias de dos alelos alternativos en un gen (donde p+g=1) y h=2 que representa
el par de alelos de la posicion en el gen autosémico, para determinar si las variantes
individuales estaban en equilibrio de Hardy Weinberg en cada loci en la poblacion.

La fuerza de asociaciones se calcul6 por la razén de momios (OR), para lo cual se realiz6
una tabla de contigencia de 2X2, también se realizé la prueba de X? para determinar la
significancia estadistica de la asociacién. Un valor de p < 0.05 fue considerado
significativo.

Los datos se expresaron como el promedio + desviacion estandar y las frecuencias como
porcentajes. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar como se
encontraban las caracteristicas clinicas en nuestro grupo control en comparacion al grupo
de EAC Se realiz6 un ANOVA con una p < 0.05 para evaluar el efecto de los genotipos
de las UCP’s sobre las caracteristicas clinicas, posteriormente prueba de Post Hoc:

Tukey para la comparacién entre los genotipos del mismo grupo (Control o EAC) y para
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la comparacién de los genotipos entre los grupos de estudio se realizdé una prueba de
Levene. Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo. Todos los datos analisis se

realizaron con el programa estadistico SPSS v.17.

11 RESULTADOS

11.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para determinar si nuestra poblacion se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg, se
realiz6 una prueba de X? (Tabla 4). El calculo de las frecuencias genotipicas y alélicas
se realizd por conteo directo. Se observdé que solo 2 de las cuatro polimorfismos
estudiados (UCP1 -3826 A/G, UCP2 320 C/T) se encontraron en equilibrio con una X?=

0.074, p=0.05 y X2=0.448 p=0.25, respectivamente.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas en la poblacién de estudio.
Genotipo UCP1-3826 A/IG  UCP2-866 A/IG  Genotipo UCP2 320 C/T UCP3-55C/T

AA 27 33 22 24 TT 1 17 71 72
GA 62 49 54 50 CT 82 49 28 26
GG 11 18 24 26 CcC 18 34 1 2
P 0.05 0.005* 0.25 0.005 *
X2 0.074 0.007 0.448 0.010

F.O: Frecuencia observada; F.E: Frecuencia Esperada

11.2 Caracteristicas clinicas de la poblacion total de estudio.

Los datos se muestran como el promedio = desviacion estandar de las caracteristicas
clinicas y las variables nominales (género, alcoholismo, tabaquismo, HTA y diabetes) se
expresan como valores porcentuales.
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En la tabla 5 se muestran las caracteristicas clinicas de la poblacion total de estudio
donde la edad promedio fue de 53.7 £ 14.9 afios, el IMC fue 26.0 + 3.8 indicando
sobrepeso y el 85.4 % de la poblacion de estudio fueron hombres. La HTA en nuestra
poblacion total tuvo una incidencia del 44.6% mismos que se encontraban en tratamiento
con anti-hipertensivos, reflejando valores normales de la presion sistélica (116.3 + 12.4
mmHg) y diastdlica (71.5 + 9.0 mmHg).

En nuestra poblacion total de estudio los valores del perfil lipidico fueron: c-HDL fue de
37.7 + 10.9 mg/dL, colesterol total (171.6 + 58.4 mg/dL), triglicéridos (170.9 + 210.9
mg/dL) y c-LDL (102.6 = 37.8 mg/dL) los cuales que se encontraron los valores dentro de
los pardmetros considerados de no riesgo (Tabla 1), cabe mencionar que el 25.6% de
nuestra poblacion en general estaba en tratamiento con estatinas. Ademas, la incidencia
de la diabetes en nuestra poblacion fue de 19.6% de los cuales el 14.7% estaban en
tratamiento con hipoglucemiantes, y de acuerdo a lo anterior el nivel de glucosa fue de

109.9 + 30.2 mg/dL.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la poblacion total de estudio.

Caracteristicas clinicas (n=156)

Edad (afios) 53.7+14.9
Peso (Kg) 70.3+11.7
Talla (m) 1.6 £ 0.08
IMC 26.0+ 3.8
Hombres % (n) 85.4 (134)
Mujeres % (n) 14.6 (23)
TAD (mmHg) 71.5+9.0
TAS (mmHg) 116.3+ 12.4
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Tabaquismo % (n) 44.9 (70)

Alcoholismo % (n) 24.8 (39)

HTA % (n) 44.6 (70)

Diabetes % (n) 19.6 (31)

Estatinas % (n) 25.6 (40)
Antihipertensivos % (n) 44.6 (70)
Hipoglucemiantes % (n) 14.7 (23)

Colesterol Total (mg/dL) 171.6 £+ 58.4
Triglicéridos (mg/mL) 170.9 £ 210.6

c-HDL (mg/dL) 37.7+10.9

c-LDL (mg/dL) 102.6 + 37.8

Glucosa (mg/dL) 109.9 + 30.2

Frecuencia Cardiaca 75.1+14.3

Frecuencia Respiratoria 16.7+£2.2

IMC: indice de Masa corporal; TA: Tension Arterial; HTA: Hipertension Arterial; c-HDL:
gzl:ssltccjaggl de lipoproteinas de alta densidad; c-LDL: colesterol de lipoproteinas de baja

Posteriormente, se hizo el andlisis de las caracteristicas clinicas, dividido de acuerdo al
tipo de cirugia: reemplazo valvular que son los controles (n=101) y grupo de
revascularizacion coronaria que conforman el grupo caso (n=56) con diagnostico de EAC
para poder observar como se encontraba nuestra grupo control con respecto al grupo de
EAC.

En la tabla 6 se muestran las caracteristicas clinicas divididas por grupo. Se encontraron
diferencia significativa (p < 0.05) en alcoholismo, tabaquismo, diabetes, TAD, triglicéridos
y glucosa entre los dos grupos de estudio. En el grupo de EAC hubo un incremento en la

mayoria de los valores de las caracteristicas clinicas en comparacion al grupo control.
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En el grupo de EAC el nivel de glucosa (120.2 + 35.0 mg/dL) y triglicéridos (221.8 + 337.8

mg/dL) se encuentran arriba del valor considerando normal (Tabla 1).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas por grupo de estudio

Caracteristicas Control (n=101) EAC (n=56)

(n=157)

Edad (afios) 50.3 £16.0 59.9£9.8 NS
IMC 26.0+4.1 26.2+3.4 NS
Hombres % (n) 84.2 (85) 87.5 (49) NS
Mujeres % (n) 15.8 (16) 12.5 (7) NS
TAD (mmHQ) 70.5+8.6 73.5+9.5 0.045
TAS (mmHg) 114.9+10.6 118.7+14.8 NS
Tabaquismo % (n) 34.7 (35) 63.6 (35) 0.000
Alcoholismo % (n) 19.8 (20) 33.9 (19) 0.050
HTA % (n) 41.6 (42) 50.0 (28) NS
Diabetes % (n) 12.9 (13) 32.1(18) 0.003
Estatinas % (n) 8.9 (9) 58.9 (33) 0.000
Antihipertensivas % (n) 41.6 (42) 50.0 (28) NS
Hipoglucemiantes % (n) 9.9 (10) 23.2 (13) 0.024
Colesterol Total (mg/dL) 168.0+45.6 177.9+76.3 NS
Triglicéridos (mg/mL) 142.8+64.8 221.8+337.8 0.024
c-HDL (mg/dL) 39.1+12.0 35.3+7.9 NS
c-LDL (mg/dL) 102.3+33.6 103.3+45.0 NS
Glucosa (mg/dL) 104.1+25.6 120.2+35.0 0.001

*ANOVA p<0.05. TAD: tensién arterial diastdlica. TAS: tension Arterial Sistélica; IMC: indice de masa
corporal; HTA: hipertension arterial; c-HDL: colesterol de lipoproteina de alta densidad; c-LDL:

colesterol de lipoproteina de baja densidad. NS: No significativo.
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Se hizo una regresion logistica (p<0.05) para conocer la influencia del tratamiento con
estatinas en los niveles de colesterol total, triglicéridos, c-LDL y c-HDL, de la misma
manera se realizo el analisis para el tratamiento de antihipertensivos en la relacion a la
incidencia de la HTA y los valores de presion sistdlica y diastolica y, por ultimo el andlisis
entre hipoglucemiantes, el valor de glucosa y la incidencia de la diabetes, se hizo el
analisis tanto en nuestro grupo de estudio control y grupo de EAC. En todos los analisis
realizados no hubo diferencias significativas, por tanto no se consideraron estos
tratamientos en los siguientes analisis.

Posteriormente, se analizO las caracteristicas clinicas de cada grupo de estudio
(controles-valvulares vs casos-EAC) de acuerdo al genotipo de cada uno de los
polimorfismos estudiados (UCP1 -3826 A/G, UCP2 -866 G/A'y A55V, UCP3 -55 C/T) para
poder conocer si existia una asociaciébn entre las caracteristicas clinicas con los

polimorfismos.

11.2.1 UCP 1 -3826 A/G

Para el polimorfismo -3826 A/G de la UCP1 (Tabla 7) se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en los siguientes pardmetros: el genotipo AA se hallé valores
menores de la TAS y en la incidencia del alcoholismo en comparacion a los otro dos
genotipos (AA: 113.7+6.3 mmHg vs AG: 115.9+10.4 mmHg; GG: 122.6£22.3 mmHg) y

(AA: 11.8% vs AG: 25%; GG: 45.5%).
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Genotipo UCP1 -3826

n=154

-3826 A/G.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de la poblacién en general por genotipo UCP1 para el polimorfismo

Mujeres % (n) 14.7 (5) 16.0 (16) 9.1(2)
Hombres % (n) 85.3 (29) 84.0 (84) 90.9 (20)
IMC 255+ 35 26.2+4.1 26.7+3.3
TAD (mmHg) 70.1+ 6.6 71.1+9.3 73.4+11.0
TAS (mmHg) 113.7 £ 6.3* 1159+ 104 122.6 + 22.3
HTA % (n) 38.2 (13) 45.0 (45) 50.0 (11)
Diabetes % (n) 20.6 (7) 17.0 (17) 31.8 (7)
Tabaquismo % (n) 38.2 (13) 44.4 (44) 59.1 (13)
Alcoholismo % (n) 11.8 (4)* 25.0 (25) 45.5 (10)
Estatinas % (n) 23.5 (8) 28.0 (28) 27.3 (6)
Antihipertensivos % (n) 38.2 (13) 74.0(74) 50.0(11)
Hipoglucemiantes % (n) 11.8(4) 16.0(16) 13.6(3)
Colesterol total (mg/dL) 171.0+45.5 172.9+64.8 165.1+46.4
Triglicéridos (mg/dL) 147.0 £ 62.2 177.2 +258.3 | 180.6 + 87.9
c-HDL (mg/dL) 37.4+105 38.2+ 115 354+7.4
c-LDL (mg/dL) 104.8 £ 35.3 104.2 + 39.4 92.0+35.4
Glucosa (mg/dL) 105.6 + 24.0 109.8 + 31.6 116.9 + 32.7
IMC: Indice de masa corporal; TAS: tension arterial sistolica; TAD: tension arterial diastolica; HTA:
hipertension arterial. p<0.05, t-student *AA vs GG.

En la tabla 8 se muestra los parametros de las caracteristicas clinicas de acuerdo al

grupo de estudio, las cuales fueron agrupados por genotipo, permitiendo identificar la
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alteracion de los valores segun el tipo de grupo de estudio (control vs EAC) de acuerdo
al genotipo.

Se hallé en el IMC y niveles de glucosa un incremento significativo en el genotipo GG
del grupo de EAC (28.3 £ 2.9y 135.7 + 34.0 mg/dL, respectivamente) en comparacion al
genotipo GG del grupo control (25.1 + 3.0 y 98.0 £ 17.7 mg/dL, respectivamente). En
nuestro grupo de EAC se observo un incremento en los valores de las caracteristicas

clinicas en comparacion al grupo control.

Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo -3826 A/G de la UCP1.

Grupo control

Grupo EAC
n=55

n=98

AA GA GG AA GA GG

n=27 n=62 n=11 n=7 n=38 n=11
Edad (afios) 51.6+£15.1 50.1+16.5 51.0£14.0 NS 62.7£10.4 60.3+10.1 56.5+8.7 NS
IMC 24.9+3.4 26.6x4.4 25.1+3.0¥ NS 27.5£3.5 25.4+3.3 28.3+2.9% 0.025
Tabaquismo % (n) | 29.6 (8) 35.5 (22) 45.5 (5) NS 71.4 (5) 59.5 (22) 72.7 (8) NS
Alcoholismo % (n) | 11.1 (3) 19.4 (12) 455 (5) NS 14.3 (1) 34.2 (13) 41.7 (5) NS
HTA % (n) 33.3(9) 41.9 (26) 54.5 (6) NS 57.1 (4) 50.0 (19) 455 (5) NS
Diabetes % (n) 14.8 (4) 9.7 (6) 27.3(3) NS 42.9 (3) 28.9 (11) 36.4 (4) NS
Estatinas % (n) 11.1 (3) 8.1(5) 9.1 (1) NS 71.4 (5) 60.5 (23) 45.5 (5) NS
Antihipertensivos 33.3(9) 41.9 (26) 54.5 (6) NS 57.1 (4) 50.0 (19) 45.5 (5) NS
% (n)
Hipoglucemiantes 11.1 (3) 9.7 (6) 9.1 (1) NS 14.3 (1) 26.3 (10) 18.2 (2) NS
% (n)
TAS (mmHg) 113.3+6.0 115.7+11.8 | 116.4+12.1 NS 115.3+7.8 116.4+7.7 128.9+28.4° | 0.035
TAD (mmHg) 70.0+£5.8 71.0£10.0 69.6+5.6 NS 73.0£9.3 72.4+7.9 77.4£13.7 NS
Colesterol total 167.9+41.4 | 167.3+48.8 | 169.6+40.8 NS 182.9+61.2 | 182.0+£84.7 160.5+53.1 | NS
(mg/dL)
Triglicéridos 142.1+65.0 | 134.8+56.6 | 189.3+93.2Y | 0.036 | 165.9+49.9 | 246.4+406.5 | 172.0£85.9 | NS
(mg/dL)
c-HDL (mg/dL) 38.4+11.1 39.7+£12.8 35.5+8.8 NS 33.7£7.4 35.6+8.6 35.348.6 NS
c-LDL (mg/dL) 101.6+30.5 103.4+35.8 | 96.8+32.5 NS 107.0£51.0 | 105.6+45.5 87.2+39.0 NS
Glucosa (mg/dL) 100.4+20.2* | 106.8+28.8 | 98.0+17.7* NS 125.6+28.7 | 114.7+35.6 135.7+34.0¥ | NS
TAS: tension arterial sistélica, TAD: tension arterial diastélica, HTA: Hipertension arterial, IMC: indice de masa corporal. p< 0.05 ANOVA comparacion entre
genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: Prueba Tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, Y GG vs AG del grupo control. ’GG vs AG del grupo
EAC. Paralacomparacion de los genotipos entre los grupos de estudio se realiz6 una Levene p<0.05; comparacion: ¥GG control vs GG EAC. NS. No significativo.

11.2.2 UCP2 -866 G/A
En cuanto al analisis del polimorfismo para el SNP -866 G/A de la UCP2 se muestra en

la tabla 11 que la poblacién que presento el genotipo AA se encontro los valores mas

altos de triglicéridos, colesterol total, c-HDL y glucosa en comparacion a los otros
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genotipos, pero solo los niveles de glucosa (AA: 120.6 + 34.1mg/dL) y triglicéridos (AA:

167.1 + 121.1mg/dL) no se encontraron dentro de los parametros considerados no de

riesgo (Tabla 9). Los portadores del genotipo AA presentaron el valor mas alto de HTA

en comparacion a los otros genotipos (AA: 64.5 % vs AG: 38.4%, GG: 35.3% con una

p<0.05).

Tabla 9. Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo -866 G/A de la UCP2.
Genotipo UCP2 -866

n=151

Edad 56.1 + 13.7 53.8+14.9 53.2+14.4
Mujeres %(n) 17.6(6) 17.4(15) 6.5(2)
Hombres %(n) 82.4(28) 82.6(71) 93.5(29)
IMC 25.7+2.7 26.2+3.8 26.2+49
TAD (mmHg) 71.8+9.2 71.9+9.3 71.7+8.4
TAS (mmHg) 116.3 + 10.4 116.5 + 14.2 117.6 8.3
HTA %(n) 35.3 (12) 38.4 (33) 64.5 (20)**
Diabetes %(n) 11.8 (4) 18.6 (16) 29.0 (9)
Tabaquismo %(n) 52.9 (18) 44.7 (38) 38.7 (12)
Alcoholismo %(n) 29.4 (10) 22.1 (19) 22.6 (7)
Estatinas %(n) 35.3 (12) 19.3 (16) 30.3 (10)
Antihipertensivos %(n) |35.3 (12) 38.4 (33) 64.5 (20)**
Hipoglucemiantes %(n) |8.8(3) 14.0(12) 25.8(8)
Colesterol total (mg/dL) |156.4 £ 46.7 171.1 £50.0 163.0 £41.5
Triglicéridos (mg/dL) 156.4 £62.2 151.6 £70.7 167.1£121.1
c-HDL (mg/dL) 38.2+10.8 38.1 +10.7 35.9+10.7
c-LDL (mg/dL) 101.4 + 38.8 104.8 + 39.3 95.5 + 28.3
Glucosa (mg/dL) 108.9 + 25.7 106.4 + 29.8 120.6 + 34.1

IMC: indice de masa corporal; TAS: tension arterial sist6lica; TAD: tension arterial diastélica;
HTA: hipertensidn arterial. p<0.05, t-student *AA vs GG, *AA vs GA.

47



En la tabla 10 se muestran las caracteristicas clinicas de acuerdo al grupo de estudio, los
cuales fueron agrupados por genotipo. En el grupo de EAC los individuos con el genotipo
AA presentaron un incremento significativo del valor de glucosa (AA: 158.1+32.4) en
comparacion a los otros dos genotipos (GA: 112.7+32.7; GG: 109.9+22.9 mg/dL), ademas
se hallé una aumento significativo en la incidencia de HTA de 88.9% en el genotipo AA a
comparacion de los otros genotipos.

En el genotipo AA del grupo de EAC se encontré un incremento en los parametros de
diabetes (55.6%), estatinas (66.7), colesterol (189.0 + 32.7 mg/dL), triglicéridos (227.2 *
171.4 mg/dL) y glucosa (158.1 + 32.4 mg/dL) en comparacion al genotipo AA del grupo

control. Por lo tanto el grupo de EAC se hallé los valores incrementados en comparacion

al grupo control.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de acuerdo al grupo de estudio del polimorfismo UCP2 -866 G/A

UCP2 -866 Grupo control Grupo EAC

n=97 n=53

AA GA GG AA GA GG

n=22 n=53 n=23 n=9 n=33 n=11
Edad (afios) 49.7+14.9* | 50.7+16.3 52.5+14.8 | NS | 61.6+9.3* 58.6+11.0 | 63.6+6.6 NS
IMC 27.0+5.2 25.9+3.9 25.6+2.9 NS | 24.3+3.8 26.6+3.4 26.0+2.4 NS
Tabaquismo %(n) 31.8(7) 32.1(17) 47.8(11) | NS | 55.6 (5) 65.6(21) 63.6 (7) NS
Alcoholismo %(n) 18.2 (4) 15.1 (8) 30.4 (7) NS | 33.3(3) 33.3(11) 27.3 (3) NS
HTA %(n) 54.5 (12) 39.6(21) 26.1 (6) NS | 88.9 (8)° 36.4(12) 54.5 (6) 0.045
Diabetes %(n) 18.2 (4)* 11.3 (6) 13.0 3) NS | 55.6 (5)* 30.3 (10) 9.1 (1) NS
Estatinas %(n) 9.1 (2)* 7.5 (4) 8.7 (2) NS | 66.7 (6)* 51.5(17) 72.7 (8) NS
Antihipertensivos % (n) | 54.5 (12) 39.6(21) 26.1 (6) NS | 88.9 (8)° 36.4(12) 54.5 (6) 0.045
Hipoglucemiantes% (n) | 18.2 (4) 7.5 4) 8.7 (2) NS | 44.4 (4) 24.2 (8) 9.1 (1) NS
TAS (mmHg) 116.4+8.9 114.8+10.8 115.6+11.4 | NS | 120.8+5.5 119.2+18.3 | 117.848.2 NS
TAD (mmHg) 71.0+8.7 71.048.5 69.7+9.2 NS | 73.3£7.7 73.2£10.6 76.2+7.8 NS
Colesterol total (mg/dL) | 152.4+40.6*| 170.6+47.0 178.3+46.5 | NS | 189.0+32.7* | 171.9+55.4 | 151.8+43.8 | NS
Triglicéridos (mg/dL) 134.3+76.7*| 143.4+65.3 153.1+55.1 | NS | 227.2+171.4* 164.7+77.9 | 163.4+77.7 | NS
c-HDL (mg/dL) 36.1+12.1 | 39.4+12.3 40.7#11.0 | NS | 35.24+6.3 35.8+7.4 32.7+6.3 NS
c-LDL (mg/dL) 90.3+24.6 105.5+34.1 107.5+£39.7 | NS | 108.3+34.1 103.6+47.5 | 87.8+£35.0 NS
Glucosa (mg/dL) 105.2+20.3* 102.4+27.4 108.4+27.4 | NS | 158.1+32.4*° | 112.7+32.7 | 109.9+22.9 | 0.001
TAS: tension arterial sistdlica, TAD: tension arterial diastdlica, HTA: Hipertension arterial, IMC: indice de masa corporal. p< 0.05 ANOVA comparacion entre
genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: Prueba Tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, ®AA vs GA y GG del grupo EAC. Para la
comparacién entre grupos genotipos por grupo de estudio se realizé una Levene p<0.05; comparacién: "AA control vs AA EAC. NS: No significativo
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11.2.3UCP3 -55 C/T

Para el polimorfismo -55 C/T de la UCP3 se muestra en la tabla 11 que hubo diferencia

significativa en la incidencia de la diabetes siendo el genotipo CC el que presento el valor

mas bajo en comparacion al genotipo CT (CC: 15.5 % vs CT: 33.3%). Los valores mas

altos de la mayoria de las caracteristicas clinicas se hallaron en la poblacién con el

genotipo CC.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de la poblacién en general por genotipo para el polimorfismo UCP3 -55

Genotipo UCP3 -55

n=156

CIT.

Edad (afios) 55.3+ 14.6 50.2 + 13.9 15.0 £ 0.0
Mujeres % (n) 15.9(18) 11.9(5) 0.0(0)
Hombres % (n) 84.1(95) 88.1(37) 100.0(1)
IMC 26.3+3.9 26.6 £ 3.5 17.2+0.0
TAD (mmHg) 71.2+94 72.7+7.9 60.0 £ 0.0
TAS (mmHg) 117.0 + 13.6 115.0 + 8.1 100.0 + 0.0
HTA % (n) 47.8 (54) 33.3 (14) 100.0 (1)
Diabetes % (n) 15.0 (17)* 33.3 (14) 0.0 (0)
Tabaquismo % (n) 47.3 (53) 40.5 (17) 0.0 (0)
Alcoholismo % (n) 28.3 (32) 14.3 (6) 100.0 (0)
Estatinas % (n) 26.8 (30) 21.4 (9 0.0 (0)
Antihipertensivos % (n) 47.8 (54) 33.3(14) 100.0 (1)
Hipoglucemiantes %(n) 12.4(14) 21.4(9) 0.0 (0)
Colesterol total (mg/dL) 173.9+63.4 166.7 +43.4 130.0+0.0
Triglicéridos (mg/dL) 175.5 + 244.6 162.0 + 70.9 101.0+0.0
c-HDL (mg/dL) 37.9+11.3 37.4+9.7 42.0+0.0
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c-LDL (mg/dL) 105.2 £40.2 97.0+31.3 68.0 £ 0.0
Glucosa (mg/dL) 109.7 £ 30.5 111.3 +30.0 81.0+£0.0

IMC: indice de masa corporal; TAS: tension arterial sist6lica; TAD: tension arterial diastélica; HTA: hipertension
arterial. p<0.05, t-student *CC vs CT.

Al analizar las caracteristicas clinicas de acuerdo al grupo de estudio del polimorfismo
UCP3 -55 C/T, se hall6é que en el genotipo CC del grupo de EAC presento una diferencia
significativa en los parametros de tabaquismo (63.4%), diabetes (26.3%), estatinas
(57.1%), triglicéridos (235.5 + 387.8 mg/dL) y glucosa (118.4 + 32.5 mg/dL) en
comparacion al genotipo CC del grupo control. De manera general el grupo de EAC tuvo

los valores mas altos de los parametros en comparacion al grupo control (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacion de las caracteristicas de la poblacién en general para el polimorfismo -55 C/T de
la UCPS3.
UCP3 -55 Grupo control Grupo EAC

n=100 n=56

CcC CT TT CcC CT TT

n=71 n=28 n=1 n=42 n=14 n=0
|Edad (aflos) ~ |51.8+15.5* [47.6+16.1 |15.0+0.0 NS [61.3+10.6* 55.5+5.4 0.0+0 NS
IMC 26.2+4.3 25.7£3.4 17.2+0.0 NS 26.5+3.3 25.5+3.8 0.0£0 NS
Tabaquismo % (n) 38.0 (27)* 28.6 (8) 0.0 (0) NS [63.4 (26)* 64.3 (9) 0.0(0) NS
Alcoholismo % (n) 22.5(16) 10.7(3) 100.0 (1) |NS |38.1(16) 21.4(3) 0.0(0) NS
HTA %(n) 45.1(32) 28.6(8) 100.0 (1) |NS |[52.4(22) 42.9(6) 0.0(0) NS
Diabetes % (n) 8.5 (6)* 25.0 (7) 0.0 (0) NS  [26.3(11)* 50.0 (7) 0.0(0) NS
Estatinas % (n) 7.0 (5)* 10.7 (3) 0.0 (0) NS [57.1(24) 64.3 (9) 0.0(0) NS
Antihipertensivos % (n) |45.1(32) 28.6(8) 100.0 (1) NS 52.4(22) 42.9(6) 0.0(0) NS
Hipoglucemiantes % (n) (9.9 (7) 10.7 (3) 0.0 (0) NS 16.7 (7) 42.9 (6)° 0.0 (0) 0.045
TAS (mmHg) 115.6x11.4 114.2+7.9 100.0+0.0 |NS 119.4+16.4 116.5+8.6 | 0.0+0.0 NS
TAD (mmHg) 70.0+£9.0 72.1+7.6 60.0£0.0 NS 73.4+£9.8 73.7+8.6 0.0+£0.0 NS

Colesterol total (mg/dL) |166.3+46.5 |174.5+44.4 |130.0+0.0 |NS 186.8+83.8 151.2+38.2 |0.0+0.0 NS

Triglicéridos (mg/dL) 140.0+64.5* |152.9+67.1 |101.0+0.0 |NS 235.5+387.8* |180.4+77.2 |0.0+0.0 NS
c-HDL (mg/dL) 39.3+12.7 38.8+10.5 42.0+0.0 NS 35.548.0 34.7+7.7 0.0+0.0 NS
c-LDL (mg/dL) 102.5+#35.2 |102.8+30.6 |68.0+0.0 NS 109.9+48.0 85.2#30.5 |0.0+0.0 NS
Glucosa (mg/dL) 104.6+28.3* |104.1+18.1 |81.0+0.0 NS 118.4432.5¢ |125.7+42.5 |0.0+0.0 NS

TAS: tension arterial sistélica, TAD: tension arterial diastélica, HTA: Hipertensidn arterial, IMC: indice de masa corporal. p< 0.05 ANOVA comparacion entre
genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: Prueba Tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, €éCC grupo EAC vs GA, GG del grupo EAC.
Para la comparacion entre grupos genotipos por grupo de estudio se realizé una ANOVA p<0.05; comparacién: "CC control vs +CC EAC. NS: No significativo
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11.2.4 UCP 2 A55V
Al analizar las caracteristicas clinicas del polimorfismo UCP2 A55V C/T en la poblacion

en general se hall6 una alta incidencia de HTA (69.2%) en los portadores que presentaron

el genotipo TT en comparacién a los otros genotipos. En el caso de los triglicéridos (170.3

+ 30.4mg/dL) en el genotipo CC en la poblacién se presenté el valor mas alto en

comparacion a los otros genotipos. Los portadores del genotipo TT tuvieron los valores

mas bajos del perfil lipidico en comparacion a los otros genotipos (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de la poblacion en general por genotipo UCP2 para el

Genotipo UCP2

polimorfismo A55V.

A55V

n=156

Edad 42.7+£19.6 54.0+14.8 53.9+14.8
Mujeres % (n) 0.0 (0) 16.5 (21) 7.7 (2)
Hombres % (n) 100.0 (3) 83.5 (106) 92.3 (24)
IMC 27.914.9 25.9+3.5 26.5+£3.5
TAD (mmHQ) 66.7+5.8 71.8+9.3 71.3+7.6
TAS (mmHgQ) 110.0+10.0 116.6+12.9 116.2+9.3
HTA %(n) 66.7 (2) 38.6 (49)" 69.2 (18)
Diabetes %(n) 33.3 (1) 16.5 (21) 30.8 (8)
Tabaquismo %(n) 16.7 (1) 45.2 (57) 42.3 (11)
Alcoholismo %(n) 33.3(1) 24.4 (31) 23.1 (6)
Estatinas %(n) 33.3(1) 26.0 (33) 26.9 (7)
Antihipertensivos %(n) 66.7 (2) 38.6 (49)* 69.2 (18)
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Hipoglucemiantes %(n) 33.3(2) 11.8(15)* 30.8(8)
Colesterol total (mg/dL) 171.3+31.1 168.6+£47.9 169.3+44.8
Triglicéridos (mg/dL) 170.3+30.4° 157.4+82.6 144.0£74.9
c-HDL (mg/dL) 37.7£17.8 37.6+£10.8 37.7+£9.9
c-LDL (mg/dL) 99.7+15.0 102.3+38.1 99.7+31.4
Glucosa (mg/dL) 119.0+41.8 107.3+£29.1 120.5+£33.3
IMC: indice de masa corporal; TAS: tensi6n arterial sistolica; TAD: tension arterial diastélica; HTA: hipertension
arterial. p<0.05, t-student *CC vs CT, *CT vs TT.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de acuerdo al grupo de estudio en este
polimorfismo se hall6 en el genotipo TT del grupo de EAC una diferencia significativa en
los parametros de glucosa (158.0+32.0 mg/dL) HTA (100.0%), diabetes (62.5%),
estatinas (62.5%) y antihipertensivos (100.0%) en comparacién al genotipo TT del grupo
control. En el grupo de EAC presento un incremento en los valores en comparacion al

grupo control, especialmente en el perfil lipidico (Tabla 14).

Tabla 14. Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo A55V de la UCP2 de
acuerdo al genotipo.

' UCP2 A55V  Grupocontrol ~ GrupoEAC |

n=101 n=55

cc CT T cC CT T

n=1 n=82 n=18 n=2 n=45 n=8
Edad (afios) 20.0£0.0 50.6+15.9 50.6+£16.0 NS 54.0+0.0 60.0£10.3 61.4+8.9 NS
IMC 23.4+0.0 25.7+3.6 27.4+5.7 NS 30.1+4.4 26.3+3.2 24.7+4.1 NS
Tabaquismo % (n) 0.0 (0) 35.4 (29) 33.3(6) NS 50.0 (1) 63.6 (28) 62.5(5) NS
Alcoholismo % (n) | 100.0 (1) 19.5(16) 22.2 () NS 50.0 (1) 33.3 (15) 25.0 (2) NS
HTA % (n) 100.0 (1) 37.8(31) 55.6 (10)¥ NS 50.0 (1) 40.0 (18) 100.0 (8) ¥ NS
Diabetes % (n) 0.0 (0) 12.2 (10) 16.7 (3) ¥ NS 50.0 (1) 24.4 (11) 62.5 (5) ¥ NS
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Estatinas % (n) 0.0 (0) 8.5(7) 11.1(2) ¥ NS 50.0 (1) 57.8 (26) 62.5 (5) ¥ NS
Antihipertensivos 100.0 (1) 37.8(31) 55.6 (10) ¥ NS 50.0 (1) 40.0 (18) 100.0 (8) ¥ NS
% (n)

Hipoglucemiantes 0.0 (0) 7.3 (6) 16.7 (3) NS 0.0 (0) 20.0 (9) 50.0 (4) NS
% (n)

TAS (mmHg) 100.0+0.0 | 115.3+10.7 | 114.1+9.9 NS 115.0+7.1 118.9+16.1 120.9+5.9 NS
TAD (mmHg) 60.0+0.0 70.6+8.8 70.6+8.0 NS 70.0+£0.0 74.0+£10.0 73.1+6.7 NS
Colesterol total 201+0.0 168.8+45.8 | 162.8+46.3 NS 156.5+24.7 | 168.3+52.2 183.8+40.3 NS
(mg/dL)

Triglicéridos 145.0+0.0 | 146.0+62.8 | 128.1+75.1 NS 183.0+29.7 | 161.7+110.0 | 179.6+66.0 NS
(mg/dL)

c-HDL (mg/dL) 57.0+0.0 39.1+12.1 | 36.9+6.4 NS 28.0+8.5 34.8+7.1 36.9+6.4 NS
c-LDL (mg/dL) 115.0+0.0 | 103.6+34.8 | 95.5+28.6 NS 92.0+9.9 99.7+44.1 109.0+37.3 NS
Glucosa (mg/dL) 105.0+0.0 | 104.2+27.5 | 103.8+34.8¥ | NS 126.0+£56.6 | 113.0+£31.3 158.0+32.0¥% | 0.003

TAS: tension arterial sistélica, TAD: tensién arterial diastélica, HTA: Hipertension arterial, IMC: indice de masa corporal. p< 0.05 ANOVA comparacién entre
genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: Prueba Tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, AA grupo control vs GA y GG del grupo control.
Para la comparacién entre grupos genotipos por grupo de estudio se realiz6 una Levene p<0.05; comparacion: ¥TT control vs TT EAC. NS: No significativo.

11.3 Frecuencia alélicas y genotipicas de las UCP’s

En la tabla 15 se muestra las frecuencias tanto alélica como genotipicas de cada uno de

los polimorfismos estudiados (UCP1 -3826, UCP2 -866 y A55V, UCP3 -55) de nuestra

poblacion de estudio, divididas por grupo (control y EAC) para evaluar la asociacion de

cada polimorfismo con la EAC mediante un test de la X2y calculando la razén de momios

(OR) de cada genotipo (la frecuencia esta presentada en %). Se encontré diferencia

significativa en el genotipo CC (p= 0.025) del SNP A55V de UCP2.
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Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP’s por grupo de estudio.

Genotipo Alelo

UCP1 -3826 A/IG AA AG GG A G

Control n=100 |27 62 11 58 42

EAC n=56 13 67 20 46 54

OR 95%(IC) 0.26(0.55-2.88) | 0.61(0.41-0.92) | 1.0(0.43-2.3) | 0.62(0.35-1.08) | 1.62(0.93-2.83)
P 0.50 0.25 0.25 0.25 0.10

UCP2 -866 G/A | AA AG GG A G

Control n=98 | 22 54 24 49 51

EAC n=53 17 62 21 48 52

OR 95%(IC)

0.77(0.42-1.41)

0.97(0.68-1.38)

0.88(0.49-1.58

0.96(0.55-1.67)

1.04(0.60-1.81)

=) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
UCP2 AS5V C/T | CC CT TT C T
Control n=101 1 81 18 42 58
EAC n=55 4 82 14 45 55

OR 95%(IC)

4.0(0.44-35.8)

1.01(0.74-1.37)

0.78(0.39-2.79

1.13(0.65-1.98)

0.89(0.51-1.55)

P 0.025* 0.25 0.25 0.25 0.25

UCP3 -55 C/T CC CT TT C T

Control n=100 |71 28 1 85 15

EAC n=56 75 25 0 88 12

OR 95%(IC) 1.06(0.77-1.46) 0.89(0.52-1.52) | 0.0(0) 1.3(0.57-2.92) | 0.77(0.34-1.75)

P

0.25

0.25

0.25

0.25

OR: Raz6n de momios, X? p<0.05*
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Posteriormente se determino el tipo de herencia de cada polimorfismos estudiado (UCP1
-3826 A/G, UCP2 -866 G/A, UCP2 A55V, UCP3 C/T) en nuestra poblacion (Tabla 16),
de acuerdo a una modelacion y con la aplicacion de un programa estadisco (MedCalc)
donde obtuvo la odds ratio (OR) con un IC de 95% y una p < 0.05. Cada individuo posee
una pareja de alelos, el riesgo asociado con cada genotipo puede depender del nUmero
de copias de un alelo u otro. De acuerdo con la OR: 0.39 y IC 95%: 0.16-0.95 con una
significancia de 0.04, nos indico que el polimorfismo UCP1 -3826 A/G presenta una
herencia dominante en la poblacion estudio, en el polimorfismo UCP2 -866 G/A de
acuerdo a la OR: 0.66 y IC al 95%: 0.27-1.60 con una p>0.354, indico que posiblemente
se trata de una herencia codominante, en el polimorfismo UCP2 A55V la OR: 0.78 IC al
95%: 0.32-1.94 con una p> 0.600, nos indico que posiblemente se trata de una herencia
recesiva y por ultimo en el polimorfismo de UCP3 -55 C/T la OR: 0.85 IC al 95%: 0.40-
1.78 con una p>0.659, nos indico que posiblemente se trata de una herencia

codominante.

Tabla 16. Tipo de herencia de nuestros polimorfismos en la poblacion de estudio.

Herencia Genotipos Control OR IC 95%
27 27 7 13 1
AIG AG 62 62 38 68 0.42(0.17-11.07) |0.068
GG 11 11 11 19 1.63(0.64-4.13) 0.301
Dominancia AA 27 27 7 13 1
AG+GG 73 73 49 87 0.39(0.16-0.95) 0.040*
Recesividad GG 89 89 45 81 1
AA+AG 11 11 11 19 1.98(0.80-4.91) 0.142
UCP2 -866 Codominancia AA 22 22 9 17 1
G/A AG 53 54 33 62 0.66(0.27-1.60) 0.354
GG 23 24 11 21 0.77(0.33-1.78) 0.538
Dominancia AA 22 22 9 17 1
AG+GG 76 76 44 83 0.71(0.30-1.67) 0.429
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Recesividad GG 75 76 42 79 1
AA+AG 23 24 11 21 0.85(0.38-1.92) 0.703
UCP2 A55V |Codominancia |CC 1 1 2 3 1
CT 82 81 45 82 3.64(0.32-41.31) |0.297
TT 18 18 8 15 0.81(0.33-2.01) 0.650
Dominancia cC 1 1 2 3 1
CT+TT 100 99 53 97 3.77(0.33-42.59) |0.283
Recesividad TT 83 82 47 85 1
CC+CT 18 18 8 15 0.78(0.32-1.94) 0.600
UCP3 -55 C/T | Codominancia |CC 71 71 42 75 1
CT 28 28 14 25 0.85(0.40-1.78) 0.659
TT 1 1 0 0 0.66(0.03-17.11) |0.800
Dominancia cC 71 71 42 75 1
CT+TT 29 29 14 25 0.81(0.38-1.72) 0.592
Recesividad TT 99 99 56 100 1
CC+CT 1 1 0 0 0.59(0.02-14.65) |0.746
OR: Raz6n de momios. P<0.05

Para conocer cOmo se encuentra la carga genética de nuestra poblacion de estudio en
relacion a las UCP's, se realizé un analisis comparativo entre las frecuencias genotipica
y alélicas de nuestra poblacion de estudio con otras poblaciones del mundo previamente
reportadas (Tabla 17).

Es importante mencionar que Unicamente se incluyo al grupo control de cada uno de los
reportes de los SNP en las diferentes poblaciones del mundo para realizar la
comparacion, debido a que los grupos de estudio presentaban diversos padecimientos
qgue pueden influir en las frecuencias obtenidas, que podrian estar alterados debido a su
padecimiento.

En el caso del polimorfismo -3826 de la UCP1 se encontraron diferencias significativas
(p =0.05) en el genotipo GG, con una disminucién en la frecuencia del genotipo GG y del

alelo G con respecto a la poblacion alemana (5.8%; 27.5%) mientras que en la poblacién
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afroamericana (42.2%; 62.4%) fue a la inversa, es decir un incremento en estas poblacion
con respecto a nuestra sujetos de estudio (11%; 42%).

En el caso del polimorfismo -866 de la UCP2 se encontr6 una disminuciéon en la
frecuencia para el genotipo AA y el alelo A en la poblacién norte de India (8.8%; 32.3%),
en comparacion a nuestra poblacion (22% y 42% respectivamente), también la poblacion
caucésica y nordeste de Colombia presenta una disminucion en la frecuencia del
genotipo AA (17.2% y 17.0%, respectivamente). En el polimorfismo A55V de la UCP2 la
poblacion caucasica presento una disminucién significativa en la frecuencia del alelo T
(42.5%) con respecto a nuestra poblacion (58%).

Finalmente, para el polimorfismo -55 de la UCP3 en el caso de la poblacion de Japédn,
Corea y Alemania presentaron un incremento en la frecuencia del genotipo TT y el alelo
T (9.9% y 30.3%; 8.6% y 29.8%; 2.9% y 23.9, respectivamente). Nuestra poblacion

presento una frecuencia de 1% y 15%, respectivamente.

Tabla 17. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCP en la poblacion mexicana estudiada y en

distintas poblaciones del mundo.
POBLACION  AA AG GG A G FUENTE

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

UCP]1 | México (Nuestro | 27(27) 62(62) 11(11) 114(58) 84(42)
estudio)

-3826 | -100
Japén 79(26.5) 153(51.3) 66(22.2) 310(52) 286(48) Kotani et al., 2008
N=289
Alemania 35(50.7) 30(43.5) 4(5.8) 100(72.5)* | 38(27.5)* Stefan, 2003
N=69
Caucasico 489(49.9) | 370(37.7) 122(12.4) 674(68.7)* | 307(31.3)* Sauza et al., 2006
N=981
Afroamericano 50(17.4) 116(40.4) 121(42.2) 216(39.4)* | 358(62.4)* Sale et al., 2006
N=287
Hispanos EUA 174(35.2) | 249(50.4) 71(14.4) 597(60.4) 391(39.6) Sale et al., 2006
N=494
Nordeste 162(36) 215(48) 72(16) 539(60) 359(40) Hincapié et al., 2009
Colombia n=449
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UCpP2
-866

México (Nuestro
estudio)
n=98

22(22)

53(54)

23(24)

96(42)

100(58)

Corea
N=1385

328(23.7)

691(49.9)

366(26.4)

1341(48.4)

1429(51.6)

Lee et al., 2008

Norte India
N=240

21(8.8)

113(47.1)

106(44.1)

155(32.3)*

325(67.7)*

Srivasta et al., 2010

PIMA, Nativos
Americanos,
Arizona
N=263

80(30.4)

132(50.2)

51(19.4)

292(55.5)

234(44.5)

Kovacs et al., 2005

Caucasicos
N=778

134(17.2)

372(47.8)

272(35)

458(58.9)*

320(41.1)*

Sauza et al., 2006

Afroamericanos
N=287

52(19.2)

130(48)

89(32.8)

266(43.2)

308(56.8)

Sale et al., 2006

Hispanos EUA
N=494

127(26.1)

227(46.7)

132(27.2)

497(49.2)

491(50.5)

Sale et al., 2006

Nordeste de
Colombia
N=449

76(17)

229(51)

144(32)

359(40)*

491(60)*

Hincapié et al 2009

CC

CT

TT

C

T

UCpP2
A55V

México (Nuestro
Estudio)
N=101

1(1)

82(81)

18(18)

84(42)

118(58)

Caucasicas
N=784

265(33.8)

314(47.3)

148(18.9)

422(57.5)*

362(42.5)*

Sauza et al., 2013

UCP3

México (Nuestro
Estudio)
N=100

71(71)

28(28)

1(1)

170(85)

30(15)

Japén
N=282

139(49.3)

115(40.8)

28(9.9)

393(69.7)*

171(30.3)*

Harmada et al., 2008

Corea
N=1387

679(49)

588(42.4)

120(8.6)

1947(70.2)*

827(29.8)*

Lee et al., 2008

Alemania
N=69

38(55.1)

29(42)

2(2.9)

105(76.1)*

33(23.9)*

Herrman, 2003

Caucasicos
N=822

559(68)

231(28.1)

32(3.9)

675(82.1)

147(17.9)

Sauza et al., 2013

Afroamericanos
N=57

42(73.7)

13(22.8)

2(3.5)

97(85.1)

17(4.9)

Kimm et al 2002

EUA
N=56

36(64.3)

16(28.6)

4(7.1)

88(78.6)

24(21.4)

Kimm et al 2002

Nordeste de
Colombia
N=449

324(72)

112(25)

13(3)

754(84)

144(16)

Hicapié et al., 2009

*p<0.05 vs nuestra poblacion de estudio
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11.4 Determinacion de la expresion del mARN de las UCP’s

Primeramente se hizo un gel de agarosa al 3% para visualizar las dos bandas (28S y
18S) de integridad del ARN total de cada una de las muestras (tejido adiposo epicardico

y tejido adiposo mediastino) (Figura 7) de cada paciente.

Figura 7. Integridad del ARN total. Grasa Epicéardica (A); Grasa Subcutanea (B);
MPM: marcador de peso molecular.

Con el proposito de conocer la expresion de mARN de la UCP1, UCP2 y UCP3 entre los
2 tipos de tejido estudiados (TAE: tejido adiposo epicardico y TAM: tejido adiposo
mediastino) se utiliz6 el método Pfaffl, es decir, primeramente se normalizo con respecto
al gen enddgeno hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT) y posteriormente se
comparo con el grupo control. En la figura 8A se muestra que en el grupo de EAC hubo
un mayor nivel de expresion de mARN de la UCP1 (0.57) en el TAE, que en el TAM
(0.52). Se hall6 una mayor variacion de la expresion del mMARN de UCP2 (2.19) en el

TAE que al de TAM (1.03) (Figura 8B) y por ultimo se encontré una mayor variacion de
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la expresion del mARN de la UCP3 (1.97) en el TAE en comparacion al TAM (1.24)

(Figura 8C). Indicando que se present6 una tendencia al aumento de la expresion de la

UCP1, UCP2 y UCP3 en el TAE a comparacion al TAM.
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Figura 8. Variacion de la expresion del mARN de UCP1, UCP2 y UCPS3 por el método de Pfaffl en el grupo
de EAC. A) La variacion de la expresion del mARN de UCP1 en el TAM fue menor vs TAE; B) La variacién
de la expresion del mMARN de UCP2 en el TAM fue menor vs TAE; C) La variacion de la expresiéon del
mMARN de UCP3 en el TAE fue mayor vs al TAM. TAE: Tejido adiposo epicardico; TAM: Tejido adiposo
mediastino.

Posteriormente, con el propdsito de conocer que genotipo esta posiblemente influyendo
en la expresion del mARN, se analiz6 la variacion de la expresion del mARN de las tres
UCP's con respecto al gen endégeno (HPRT), de acuerdo al polimorfismo estudiado
(UCP1 -3826 A/G, UCP2 A55V C/T y -866 G/A, UCP3 -55 C/T).

En el polimorfismo -3826 A/G de la UCP1 se encontré que en el grupo control (Figura 9A)
y en el grupo de EAC (Figura 9B) el genotipo GG estuvo incrementada la variacion de la
expresion en el TAE (7.60) en comparacion al TAM (2.77).

Para el polimorfismo A55V C/T se encontro una menor variacion de la expresion del
MARN de la UCP2 en el genotipo TT (-3.46) en comparacién al genotipo CT (-4.43) en
el TAE en el grupo control (Figura 9C), sin embargo en el mismo tejido del grupo de EAC
se present6 una mayor variacion de la expresiéon en el genotipo TT (-7.78) (Figura 9D).
En la figura 9E y F se muestra la variacion de la expresion del mARN de la UCP2 de

acuerdo al polimorfismo UCP2 -866 G/A, se encontrd que en el grupo de EAC tuvo una
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menor variacion de la expresion del mARN en el genotipo GG en el TAE (-3.79) en
comparaciéon a los otros dos genotipos (AA: -7.12 y AG: -5.45). La variacién de la
expresion del mMARN de la UCP2 el genotipo AA en el TAM (-1.80) del grupo EAC es
menor en comparacion al genotipo AA del TAE (-2.50) del grupo control.

En la figura 9G y H se muestra que la variacion de la expresion del mARN de la UCP3

en el genotipo TT es menor al del genotipo CT, no importando el tipo de tejido y el grupo

de estudio.
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Figura 9. Variacion de la expresion del mARN de la UCP1, UCP2 y UCP3 de acuerdo al polimorfismo de
estudio (UCP 1 -3826 A/G, UCP2 A55V y -866 G/A, UCP3 -55 C/T) en los dos grupos de estudio por el
TAM y TAE). A) y B) Se muestra la variacion de la expresion del mARN de la UCP1 de acuerdo al
polimorfismo UCP1 -3826 A/G, en el grupo control y EAC; C) y D) se muestra la variacion de la expresién
del mARN de la UCP2 de acuerdo al polimorfismo UCP2 A55V C/T, en el grupo control y EAC; E) y F) se
muestra la variacion de la expresion del mARN de la UCP2 de acuerdo al polimorfismo UCP2 -866 G/A, en
el grupo control y grupo de EAC; G) y H) se muestra la variacion de la expresion del mARN de la UCP3 de
acuerdo al polimorfismo UCP3 -55 C/T, en el grupo control y EAC. TAM: tejido adiposo mediastino; TAE:
tejido adiposo epicardico; EAC: Enfermedad arterial coronaria. * Diferencia significativa t-student p<0.05.

Al realizarse una analisis (correlacién, p<0.05) para observar si existia una relacion del
polimorfismo UCP1-3826, UCP2 -866, UCP2 A55V, UCP3 -55 con la variacion de la
expresion de mARN de la UCP1, UCP2 y UCP3 respectivamente, se encontr0 una
relacion en la disminucion de la expresion del mMARN de la UCP1 en el genotipo AG del

TAE del grupo control con el IMC (26.6 = 4.4) con una p=0.014.
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Con respecto al polimorfismo A55V de la UCP2 el genotipo CT en el TAE del grupo de
EAC se encontr6 una relacion de la disminucion de la expresion del mARN de la UCP2
con la disminucion de c-HDL (34.8 + 7.1 mg/dL), con una p=0.033. De acuerdo con el
polimorfismo -866 UCP2 se encontr6 una relacion con el incremento de la expresion del
MARN de la UCP2 en el genotipo GG en el TAM en comparacién a los otros genotipos y
parece estar influyendo en la disminucion de c-HDL (32.7 = 6.3 mg/dL), con una p=0.014.
De acuerdo al polimorfismo -55 UCP3 se encontrd una relacion del incremento de la
expresion de mARN de la UCP3 en el genotipo CC del grupo de EAC en el TAE y que
posiblemente esta participando el incremento del colesterol total (186.8+83.8 mg/dL)

(p=0.002).

12 DISCUSION

Dentro de nuestra poblacion de estudio dos de los polimorfismos estudiados (UCP2 -866
y UCP3 -55) no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control, por
lo que, posiblemente hubo un sesgo de la poblacién debido al tipo de muestra estudiada.
Las caracteristicas clinicas analizadas en este estudio (IMC, diabetes, tabaquismo,
alcoholismo, HTA, perfil lipidico, glucosa, etc.) estan consideradas como factores de
riesgo para padecer EAC. Una de las principales causas de muerte evitable, es el
consumo de tabaco debido a su alta incidencia y por el dafio endotelial, promoviendo la
oxidacion de lipidos (c-LDL) que esta relacionado con el desarrollo de EAC (Talmud et
al., 2002). El tabaquismo en nuestra grupo de EAC presento una incidencia del 63.5%.

Los tratamientos farmacolégicos para los niveles altos de colesterol, HTA y diabetes

pueden estar influyendo en la disminuciéon del desarrollo de EAC. Gomez (2005) sefiald
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gue el tratamiento con estatinas puede disminuir los niveles de las c-LDL, coincidiendo
con nuestros datos del grupo de EAC. Las personas con HTA suponen una mayor
resistencia para el corazén (tension alta), que responde aumentando su masa muscular,
para hacer frente a ese sobre-esfuerzo, promoviendo un dafio en el endotelio de las
arterias perdiendo su permeabilidad y una mayor entrada de c-LDL, asi como en la
generacion de ROS. Los diabéticos manejan niveles altos de glucosa en ayuno por la
deficiencia de la insulina, causando una toxicidad y un incremento de ROS (Vinocour y
Tortds, 2002). De acuerdo a lo anterior, se sustenta porque en el grupo de EAC presentd
una mayor incidencia de HTA y diabetes.

En el polimorfismo -3826 A/G UCP1 se obtuvo que los portadores del genotipo GG del
grupo EAC presentaron los valores mas altos en la mayoria de los pardmetros en
comparacion al grupo control. Estudios previos, encontraron que el alelo G estaba
asociado con el incremento del IMC, c-LDL, tension arterial sistélica y diastdlica, y con
una disminucién de c-HDL (Forga et al., 2003; Proenza et al., 2000; Hayakawa et al.,
1999; Heilbronn et al., 2000; Nakano et al., 2006). Debido a que la UCP1 promueve la
disminucién del potencial de membrana (gradiente eléctrico) disipando la energia en
forma de calor induciendo la pérdida de peso. En este estudio se encontré que hubo una
mayor variacion de la expresion del mARN de la UCP1 en el TAE en pacientes que
portaban el alelo G. Por otro lado, se ha reportado que el alelo G incrementa la expresion
del mARN de la UCP1 en tejido adiposo, como fue en nuestro caso. Sin embargo, otros
autores asociaron el alelo G con la disminucion de la expresion en tejido adiposo en
obesos (Sramkova et al., 2007). Se hallé una disminucién de la expresion de mARN en
el genotipo AG en el TAE de nuestro grupo de EAC con el incremento de los niveles de

glucosa.
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En el caso del polimorfismo -866 G/A de la UCP2 encontramos que los portadores del
genotipo AA en el grupo de EAC presentaron los parametros mas altos en las
caracteristicas clinicas como el colesterol total, triglicéridos, c-LDL, glucosa, HTA y
diabetes, en comparacion al grupo control. En otras poblaciones al estudiar este
polimorfismo se ha encontrado una mayor frecuencia del alelo A en individuos obesos,
asociandolo a la susceptibiidad de adiposidad central, hipercolesteronemia,
hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina (Li et al., 2013; Oguzkan et al., 2013).
Posiblemente debido a que la UCP2 inhibe la secrecion de la insulina por la disminucion
de la generacion de ATP, promoviendo el almacenamiento de triglicéridos provenientes
de hidratos de carbono. Otros autores encontraron una relacion del alelo A con el
incremento de accidentes isquémicos en mujeres con diabetes mellitus tipo 2, y por lo
tanto, un mayor riesgo de presentar EAC (Chai et al.,, 2013, Stephens et al., 2008),
aunque en otras poblaciones disminuye el riesgo de desarrollar EAC en hombres con
diabetes mellitus tipo 2 (Cheurfa et al., 2008). En el grupo de EAC el genotipo AA en el
TAE tuvo una mayor variacion de la expresion del mARN de UCP2 en comparacion al
grupo control. En diferentes estudios han reportado que los sujetos con el alelo A,
presentan un incremento en la expresion del mARN en el tejido adiposo disminuyendo el
riesgo de obesidad, el incremento en la disipacion de energia, reduciendo la funcién de
células B y con alto riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, disminucion de la
secrecion de insulina y diminucion de la oxidacion de lipidos (Esterbauer et al., 2001;
Krempler et al., 2002; Sesti et al., 2003; Le Fur et al., 2004; Kovacs et al., 2005). Otros
autores hallaron una asociacion de este alelo (A) con el aumento de la expresion y el
diagnostico de aterosclerosis preclinica en mujeres (Dhamrait et al., 2004; Oberkofler et

al., 2005).
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En el polimorfismo UCP2 A55V C/T se hallé que los portadores del alelo T presentaron
los niveles més altos de las caracteristicas clinicas (colesterol total, triglicéridos, glucosa
HTA, diabetes y alcoholismo) en el grupo de EAC a comparacion al grupo control. De
acuerdo a lo reportado en la poblacion brasilefia, esté polimorfismo esta relacionado con
el incremento del riesgo de eventos cardiovasculares en pacientes con EAC y disglicemia
(Gioli et al., 2013). Ademas el genotipo TT en nifios indoneses esta relacionado con la
disminucién de la disipacion de energia, promoviendo el desarrollo de la obesidad por el
incremento del tejido adiposo, ya que se sabe que este polimorfismo induce la
disfuncionalidad de la UCP2 y por tanto un incremento de la expresion de la proteina,
siendo un riesgo para el desarrollo de EAC (Mexitalia et al. 2013; Gioli et al., 2013), este
dato concuerda con lo que se encontrd en nuestra poblacion de estudio. EIl genotipo TT
tuvo una mayor variacion de la expresion del mARN de la UCP2 en el TAE en
comparacion al genotipo TT del TAM, no importando el grupo de estudio (control o EAC).
Se encontrd una relacion de la disminucion de la expresion del mMARN de la UCP2 en el
genotipo CT en el TAE con la disminucién de los niveles de c-HDL.

El polimorfismo UCP3 -55 C/T en nuestro grupo de EAC se hall6 los valores mas altos
en la mayoria de los parametros en el genotipo CC en comparacion al del grupo control
y un incremento en la variacion de la expresién del mARN de la proteina. En un estudio
encontraron que el genotipo TT est& asociado con el incremento del nivel de glucosa y
triglicéridos en pacientes con EAC del Sudafrica (Phulukdaree et al., 2013), asi como en
la disminucion de la disipacion de energia en nifios indoneses (Mixitalia et al., 2013). En
la poblacion Pima el alelo T presenta un incremento de la expresion del mMARN de UCP3
en musculo esquelético en comparacion al alelo C (Schrauwen et al., 1999) y el nivel de

expresion esta correlacionada negativamente con el IMC. También el alelo T fue asociado
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con la tasa cintura-cadera disminuyendo el riesgo a DM2 y perfil de lipidos aterogénicos
(Otabe et al., 2000; Hamada et al 2008). Encontramos una asociacion con el incremento
de la expresion del mMARN de la UCP3 en el TAE con el aumento de colesterol total y c-
LDL.

Al hacer el analisis de asociacion de los cuatro polimorfismos con la EAC, obtuvimos que
ninguno de los polimorfismos esta asociado con la EAC, a pesar de que se present6 una
diferencia significativa en el genotipo CC del polimorfismo A55V de la UCP2 (OR: 4.0, IC
95%: 0.44-35.8 con una p=0.025). Al parecer no hay un genotipo de riesgo de estos
polimorfismos en nuestra poblacion. Sin embargo, cuando el polimorfismo A55V de la
UCP2 se sometid a la modelacién para obtener el tipo de herencia, se obtuvo la
posibilidad de que se tratara de herencia recesiva que podria explicar los eventos

caracterizados en la EAC de la poblacion de estudio.

13 CONCLUSIONES
El genotipo GG del polimorfismo -3826 A/G de la UCP1 presento una disminucién de la

expresion del mMARN de la UCPL1.
El genotipo AA del polimorfismo -866 G/A de la UCP2 presento un incremento de la
expresion del mMARN de la UCP2.
El genotipo TT del polimorfismo A55V C/T de la UCP2 presento un incremento de la
expresion del mMARN de la UCP2.
El genotipo CC del polimorfismo -55 C/T de la UCP3 presento una disminucién de la
expresion del mMARN de la UCP3.
No se encontré una asociacion de los cuatro polimorfismo estudiados con el desarrollo

de la enfermedad arterial coronaria.
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15 ANEXO

I. Técnica de Extraccion de DNA por el método de expulsion salina

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

2.- En un tubo Falcon de 50 mL. Poner 40 mL de solucién de lisis (SLR 1X) y el vaciar
toda la sangre. Mezclar vigorosamente (vortex o con la mano) la solucion.

3.- Centrifugar la solucion a 2500 rpm/10 min.

4.- Quitar el sobrenadante con una pipeta o a vacio con cuidado, sin tocar el paquete.
5.- Agregar nuevamente SLR 1X hasta 40 mL, y centrifugar a 2500 rpm/10 min.

6.- Quitar nuevamente el sobrenadante, sin tocar el paquete. En este caso puede invertir
el tubo y dejado escurrir. Repetir el lavado hasta (aprox. 4 veces) que el paquete este
limpio (color blanco).

7.- Agregar al tubo Falcon: 260 pL de agua estéril; 160 pL de buffer de proteinasa; 40 pL
de SDS al 20% y 40 pL de proteinasa (guardados a 4°C).

8.- Resuspender el paquete conla solucion y transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
Previamente marcado. Mezclar vigorosamente (vortex).

9.- Incubar a 37°C toda la noche o0 a 55°C durante 3-4 horas (en este caso agregar 20 uL
mas de proteinasa).

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

11.- Recuperar el sobrenadante en todo Eppendorf previamente marcado sin tomar el
precipitado.

12.- Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/10min. Y recuperar el sobrenadante. Repetir

este paso hasta que el sobrenadante no tenga sedimentos.

85



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

14.- Centrifugar a 14000 rpm/10 min.

15.- Se elimina el sobrenadante por decantacion y se agrega EtOH frio al 70% (lavado).
16.- Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/5 min.

17.- Se elimina el sobrenadante por decantacion y se deja escurrir el tubo boca abajo.
18.- Secar el tubo a 37°C o en el concentrador de ADN.

19.- Agregar de 50 a 100 pL d Tris-EDTA (T.E) estéril y dejarlo a temperatura ambiente
a 2 h hasta que se resuspenda el ADN en el agua.

20.- Medir la concentracion del ADN a 260 nm. La pureza se obtiene de medir el ADN a
260 nm y las proteinas a 280 nm, la relacion entre 260/280 nos da la pureza. Este valor

debe corresponder entre 1.7 y 1.8.
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Il. Extraccién de ARN usando el Mini kit “RNeasy Lipid Tissue”

1.- Homogenizar del tejido en 1mL de Tripure y 100uL de Sarcosina al 1%.

2.- Agregar 200 pL de cloroformo grado molecular y agitar vigorosamente.

3.- Incubar 5 min a temperatura ambiente.

4.- Centrifugar a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C.

5.- Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL y agregar 600 pL de etanol al 70% y
agitar vigorosamente.

6.- Transferir 700pL de la muestra a la columna y centrifugar 8000 x g, 30 segundos, 4
°C. Descartar lo filtrado.

7.- Agregar 700 pL del Buffer RW1 a la columna y centrifugar a 8000 x g, 30 segundos,
4 °C. Descartar lo filtrado.

8.- Agregar 500 pL del Buffer RPE a la columna y centrifugar a 8000 x g, 30 segundos, 4
°C. Descartar lo filtrado.

9.- Agregar 500 pL del Buffer RPE a la columna y centrifugar a 8000 x g, 90 segundos, 4
°C. Descartar lo filtrado.

10.- Pasar la columna a otro tubo de 1.5 mL. Agregar 40 uL de agua libre de RNasa y

centrifugar a 8000 x g, 1 minuto, 4 °C.
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Ill. Consentimiento informado.
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

COSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre: del Paciente:
Domicilio

Telefono casa: Cel.
No. Expediente/afiliacion:

Por medio de la presen doy mi consentimiento para participar de manera voluntaria y sin
percepcion econdmica alguna, en el protocolo de investigacion intitulado .

Por lo cual acepto donar que me sea tomada una muestra de sangre y de grasa
epicardica durate el procedimiento quirargico al cual voy a ser sometida. Entiendo que
los datos geberados asi como el nombre (s) de (los) participante (s) son totalmente

confidenciales y anénimos.

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

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

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

MEXICO D.F. A DEL MES DE DE 201_
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