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Asociacion entre polimorfismos de la
region promotora del gen del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) con
obesidad y diabetes en mujeres chilenas
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Association between tumor necrosis
factor-alpha promoter polymorphisms
and type 2 diabetes and obesity

in Chilean elderly women

Background: Tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) has an
increased expression in the adipose tissue of obese subjects and is involved in insulin resistance.
Aim: To screen for associations between -308G/A, -238G/A, -376G/A and -163G/A genetic variants
of the TNF-alpha gene, diabetes and obesity-related variables. Material and methods: A group of
263 elderly women aged 60-90 years were recruited. Among them, an oral glucose tolerance test was
performed and serum lipids measured in 100 women. TNF-alpha genotypes were determined by
polymerase chain reaction (PCR) and analysis of restriction fragment lenght polymorphisms.
Results: No significant differences were found when comparing allele frequencies in TNF-alpha
polymorphisms of normal subjects with those having impaired glucose tolerance or type 2 diabetes.
After excluding patients with previous diagnosis of diabetes, no significant differences by
polymorphism carrier status were found for plasma levels of lipids, glucose and insulin. Additionally,
no significant differences were found for the association between variables related to adiposity and
the —308G/A polymorphisms. Conclusions: It is unlikely that polymorphisms in the promoter region
of the TNF-alpha gene have a major influence in obesity and diabetes phenotypes in Chilean elderly
women (Rev Méd Chile 2006; 134: 1099-106).
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| factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) es

una citoquina inducida en procesos inflamato-
rios producida principalmente por macréfagos?.
La participacion de TNF-alfa en la obesidad y la
diabetes se ha puesto de manifiesto en modelos
animales en los que se bloqueé la funcionalidad
de esta citoquina?, asi como en estudios donde se
ha descrito una expresion incrementada de TNF-
alfa en el tejido adiposo de animales de experi-
mentacion con obesidad y en obesos humanos3.
La relacién entre una produccion mas alta de la
TNF-alfa con el desarrollo de la resistencia a la
insulina y diabetes, se ha apoyado en experimen-
tos que han demostrado que TNF-alfa alteraria la
sefializacion insulinica a nivel de sustrato insulini-
co 1, favoreciendo la aparicion de resistencia a la
accion de la insulina y el posterior desarrollo de
diabetes tipo 24°. Varios polimorfismos simples
(SNP's) se han descrito en su regién promotora®,
sugiriéndose que podria existir un mayor nivel de
transcripcion de TNF-alfa en portadores del alelo
-308A comparado con la actividad transcripcional del
alelo -308G"8, Por ello, se esperarfa que las variacio-
nes genéticas en la regién promotora de TNF-alfa
pudieran jugar un papel en la obesidad y la diabetes.

El objetivo de este estudio es evaluar la asocia-
cién entre polimorfismos de la regién promotora
del gen TNF- alfa (-308G/A, -238G/A, -376G/A y
-163G/A) con la obesidad y la diabetes en mujeres
chilenas de edad avanzada.

SUJETOS Y METODO

Sujetos. El presente estudio se plante6 como un
disefio de corte transversal, realizado en mujeres
seleccionadas a partir de una muestra de base
poblacional tomada en adultos mayores de 60
afos, residentes en el gran Santiago®. A partir de
esta muestra, se procedi6 a invitar nuevamente a
mujeres en dos estudios que se realizaron entre
los afios 2001 y 2005.

Estudio 1: Se centré6 en la relacién entre
polimorfismos de TNF-alfa (-308G/A, -238G/A,
-376G/A y -163G/A) con la diabetes tipo 2. Para
evaluar este objetivo, se seleccionaron 100 muje-
res (edad promedio = 67,6 afios; desviacion
estandar = 2,8 afios; rango: 60-69 afios).

Estudio 2: Se centr6 en la relacion entre el
polimorfismo -308G/A de TNF-alfa y la adiposi-

dad. Para esta investigacion se seleccionaron 263
mujeres (las 100 mujeres del estudio 1 mas 163
mujeres adicionales), en las que se midieron
diferentes variables antropométricas. La edad pro-
medio de este grupo fue de 69,5 afios (desviacién
estandar = 5,8 afios; rango: 60-90 afios).

Los participantes del estudio firmaron un con-
sentimiento escrito que fue aprobado por el
comité de ética del Instituto de Nutricion y
Tecnologia de los Alimentos (INTA) de la Univer-
sidad de Chile.

Antropometria y célculo de grasa corporal. En
todos los sujetos del estudio, se determiné peso y
estatura para calcular el indice de masa corporal
(IMC), asi como el indice cintura-cadera, como
medida de distribuciébn de grasa corporal. Las
variables de alto de rodilla, peso, perimetro de
brazo, ancho de mufieca, dinamometria de mano
y grosor de pliegue tricipital fueron medidas para
estimar el agua corporal total y grasa corporal
total, mediante el uso de ecuaciones antropomé-
tricas previamente desarrolladas y validadas en
adultos mayores chilenos!®11, El indice de masa
grasa (IMG) se calculé6 como el cociente entre la
masa grasa en kilogramos dividido por la estatura
en metros al cuadrado’?,

Prueba oral de tolerancia a la glucosa y determi-
naciones clinicas de laboratorio. Se realizaron
pruebas orales de tolerancia a la glucosa y
determinaciones de laboratorio relacionadas con
la resistencia a la insulina en las mujeres del
estudio 1. Las muestras de sangre fueron tomadas
entre las 7:00 y 9:00 h, después de una noche en
ayuno. Tras la prueba oral de la tolerancia a la
glucosa (75 g), las participantes se clasificaron
como “diabetes tipo 2”, “intolerancia a la glucosa”
0 “tolerancia a la glucosa normal” de acuerdo a
los criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud?3,

De las participantes del estudio 1, un grupo de
23 mujeres no realizaron la prueba de tolerancia a
la glucosa completa por tener un diagnéstico
previo de diabetes, y sdlo se les tomé una muestra
de sangre en ayunas. Otras 7 mujeres, que
inicialmente desconocian su condicién diabética,
fueron clasificadas como diabéticas después de la
prueba oral de la tolerancia a la glucosa. La
elevada frecuencia de diabetes tipo 2 en esta
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muestra se debe, en nuestra opinioén, a la existen-
cia de un fenémeno de autoseleccién de personas
gue aceptaron participar en el estudio por tener
un diagnoéstico previo de diabetes. Aunque la
existencia de autoseleccion actuaria como sesgo
en la estimacion de la prevalencia de diabetes tipo
2, este fendmeno no actuaria como sesgo en la
comparacion de frecuencias alélicas entre perso-
nas diabéticas y no-diabéticas. En el estudio 2 (n =
263), un total de 39 mujeres conocia su condicion
diabética por un diagnéstico previo realizado por
un médico.

Los niveles séricos de glucosa fueron determina-
dos mediante la técnica de glucosa-oxidasa, mientras
que los niveles de la insulina plasmatica fueron
medidos con radioinmunoensayo (DPC Diagnostic
Corporation, USA). El colesterol plasmatico, el HDL-
colesterol y los niveles totales de los triglicéridos
fueron determinados con métodos enzimaticos
colorimétricos estandarizados (Boehringer Mann-
heim, Germany). Las concentraciones de insulina y
glucosa plasmatica en ayunas se utilizaron para
calcular el indice de “Homeostasis Model Assessment”
(HOMA) como indicador de resistencia a la insulina.

Determinacion de genotipos. Se utilizé la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
segmentos especificos de la region promotora del
gen TNF-alfa. Los ensayos de PCR fueron realiza-
dos en un termociclador Perkin-Elmer GeneAmp
2400, usando 150-250 ng de ADN gendmico en un
volumen final de reaccién de 35 ml. La reaccién
de PCR contenia buffer 10x (Bioline, London, UK)
y 1 U de Taq polimerasa, asi como una concentra-
cién final de 0,5 mM de cada partidor, 200 mM de
cada dNTP y 2 mM de MgCl,.

Para la determinacion de los genotipos de los
polimorfismos -308G/A y -238G/A, se amplificd un
fragmento de 117 pares de bases usando los
siguientes partidores: 5- AGGCAATAGGTTTTGA-
GGGCCAT-3' (directo) y 5-ACACTCCCCATCCTCC-
CGGCT-3' (reverso). Los nucledtidos subrayados
difieren de la secuencia original, con el fin de crear,
dos sitios de restriccion reconocibles posteriormen-
te por las enzimas Ncol y NLAIV. La PCR se inicid
con un paso de desnaturalizacion (94°C/5 min)
seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C/30 s,
hibridacién a 61°C/30 s y extension a 72°C/30 s),
con una extension final de 72° por 5 min. Un
volumen de 10 ul del producto de PCR se incubé a

37°C durante 3 h con enzimas de restriccion y se
resolvié mediante electroforesis en geles de agaro-
sa 3% para la visualizacion de fragmentos. Especifi-
camente, el polimorfismo -308G/A se determind
mediante la incubacidn con 2U de la enzima Ncol
(New England Biolabs). En este polimorfismo, el
genotipo homocigoto para el alelo salvaje G generé
fragmentos de 20 y 97 pares de bases, mientras que
el genotipo homocigoto para el alelo A gener6é un
fragmento no digerido de 117 pares de bases. El
polimorfismo -238G/A se determind mediante la
incubacion con 2U de la enzima NLAIV (New
England Biolabs). En este polimorfismo, el genoti-
po homocigoto para el alelo salvaje G gener6
fragmentos de 47, 50 y 27 pares de bases, mientras
que el genotipo homocigoto para el alelo A genero
fragmentos de 47 y 70 pares de bases.

Para la determinacion de los genotipos de los
polimorfismos -376G/A y -163G/A, se amplificé un
fragmento de 321 pares de bases usando los
siguientes partidores: 5'-(clamp 25)- TTTTCCTGCA-
TCCTGTCTG -3’ (directo) and 5'- GCTCATCTGGA-
GGAAGCGGTAG -3’ (reverso). Las condiciones de
la reaccién de PCR fueron iguales a las descritas en
el parrafo anterior excepto en la temperatura de
hibridacién que fue en este caso de 59°C. Los
genotipos de los polimorfismos -376G/A y -163G/A
fueron obtenidos mediante la incubacién del pro-
ducto de PCR con 2U de la enzima Tsp509I a 65°C
(SNP -376G/A) o BstUl a 60°C (-163G/A) (New
England Biolabs), y posterior electroforesis en geles
de agarosa de 3% tefiidos con bromuro de etidio. El
genotipo homacigoto para el alelo G del polimor-
fismo -376G/A gener6 un fragmento no digerido de
321 pares de bases mientras que el genotipo
homocigoto para el alelo A generd fragmentos de
46 y 275 pares de bases. Un total de ocho personas
del estudio 1 no pudieron ser estudiadas para
determinar el genotipo -376G/A por fallo repetido
en la amplificacion por PCR. Por otro lado, el
genotipo homacigoto para el alelo G del polimor-
fismo -163G/A generé fragmentos de 261 y 60
pares de bases, mientras que el genotipo homoci-
goto para el alelo A generaria un fragmento no
digerido de 321 pares de bases.

Estadistica. Se calcularon las frecuencias alélicas y
genotipicas por conteo directo y se evalud la
concordancia de las frecuencias genotipicas con el
equilibrio genético de Hardy-Weinberg mediante un
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test exacto!?. Las frecuencias haplotipicas y los tests
de desequilibrio de ligamiento fueron calculados
mediante el algoritmo de Esperanza-Maximizacion
(EM) implementado en el paquete estadistico STATA
8.215. El indice D’ se calculé como medida de
desequilibrio de ligamiento entre pares de SNP's®
usando los programas disponibles en la pagina web
http://www-gene.cimr.cam.ac.uk/clayton/software.
Las variables continuas se expresaron como
promedio = desviacion estandar. Las diferencias
entre los grupos de estudio fueron evaluadas con
la prueba t de Student y técnicas de regresion
lineal. Al evaluar la asociacion entre variables
categoricas, se utilizo el test exacto de Fisher.

ResuLTADOS

La Tabla 1 muestra las frecuencias alélicas y genotipi-
cas de los cuatro polimorfismos estudiados, combi-
nando la informacion de los estudios 1 y 2. Los
polimorfismos G-308A, -238G/A y -376G/A presenta-
ron frecuencias genotipicas concordantes con la ley
de Hardy-Weinberg. La frecuencia del alelo A del SNP
-163G/A es igual a cero por lo que este polimorfismo
no fue incluido en los andlisis posteriores.

Estudio 1. Se detectd un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre -238G/A y -376G/A (D’ = 0,94; p
<0,001). Esto significa que cuando una persona era
portadora del alelo A en la posicién -376G/A,
siempre era portadora del alelo A en -238G/A,
existiendo cuatro personas heterocigotas Gnicamen-
te en -238G/A sin serlo en -376G/A. No se detectd
desequilibrio de ligamiento significativo entre los
otros pares de polimorfismos (D’ = 0,33 para -238G/
Ay -308G/A; D' = 0,04 para -376G/A y -308G/A).

La Tabla 2 muestra la frecuencia de portado-
res del alelo A en las posiciones -308, -238 y -376
en relacion con el estado de diabetes tipo 2. En
esta Tabla, las frecuencias genotipicas mantuvie-
ron la concordancia con la ley de Hardy-Wein-
berg en los diferentes grupos de estudio. No se
encontraron diferencias significativas para la aso-
ciacién entre polimorfismos de TNF-alfa y diabe-
tes tipo 2, manteniéndose la falta de significacion
tras el ajuste por edad e IMC. Dado el alto
desequilibrio de ligamiento encontrado entre -
376G/A y 238G/A, la asociacion -376A/G con
diabetes seria equivalente a evaluar la asociacion
entre portadores del haplotipo de -376A y -238A
con la diabetes.

No se encontraron diferencias relevantes al
comparar portadores y no portadores del alelo A
para los polimorfismos -308G/A y -238G/A, en
relacion con las variables de resistencia a la
insulina en sujetos sin diagnostico previo de
diabetes (Tabla 3). Tampoco se encontraron dife-
rencias significativas segln los genotipos de
-376G/A o los genotipos compuestos de -376G/A
y -238G/A (datos no mostrados).

Estudio 2. La Tabla 4 muestra variables relaciona-
das con la adiposidad segln los genotipos del
polimorfismo -308G/A en las mujeres del estudio
2. De forma similar a la Tabla 3, los resultados de
esta Tabla se restringen a las personas en las que
no existia diagndstico previo de diabetes. No se
encontraron diferencias significativas en relacion
con el IMC, IMG o el porcentaje de grasa corporal
(estimado segun férmula antropométrica valida-
da). Se encontré una asociacion casi significativa
en el indice de cintura-cadera segun los genotipos
de -308G/A (p= 0,06).

Tabla 1. Frecuencia de cuatro polimorfismos de la region promotora de TNF-alfa
en mujeres chilenas de 60-90 afios de edad

Frecuencia Tamafio Frecuencia Valor p para la ley
de genotipos muestral Alélica de Hardy-Weinberg
GG GA AA (Alelo A) (test exacto)
SNP -308 G/A 0,81 0,19 0 263 0,09 0,14
SNP -238 G/A 0,90 0,10 0 100 0,05 1,0
SNP -376 G/A 0,93 0,07 0 92 0,03 1,0
SNP -163 G/A 1 0 0 100 0
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Tabla 2.- Distribucion de genotipos de la regién promotora de TNF-alfa en mujeres chilenas
(60-69 afios) segln su estado de diabetes tipo 2

Estado de diabetes tipo 2

Alelos y haplotipos Normal Intolerancia Diabetes Valor p

a la glucosa (exacto)
Posicién -308G/A (Alelo -308A)
Portadores alelo A 8 (15%) 1 (6%) 3 (10%) 0,71
No portadores 45 (85%) 16 (94%) 27 (90%)
Total 53 17 30
Posicién -238G/A (Alelo -238A)
Portadores 7 (13%) 1 (6%) 2 (7%) 0,66
No portadores 46 (87%) 16 (94%) 28 (93%)
Total 53 17 30
Posicion -376G/A (Alelo -376A)%
Portadores 4 (8%) 1 (6%) 2 (7%) 0,73
No portadores 44 (92%) 15 (94%) 26 (93%)
Total 48 16 28

#El 100% de las personas portadoras del alelo A en la posicion -376 eran también portadoras del alelo A en la
posicion -238. Por tanto, y debido al alto desequilibrio de ligamiento entre ambos polimorfismos, los portadores
del alelo A en -376 son, con casi total seguridad, portadores del haplotipo compuesto por los alelos -376A y -
238A (es decir, el alelo A en ambas posiciones se encontraria en posicion cis en un mismo haplotipo).

Tabla 3. Media (desviacion estandar) de variables relacionadas con la resistencia a la insulina
y la obesidad en mujeres chilenas (60-69 afios) sin diagndstico previo de diabetes

Alelo -308A (SNP -308G/A) Alelo -238A (SNP -238G/A)
Portadores ~ No-portadores ~ P- Portadores No-portadores Valor p
(n=10) (n=67) value (n=8) (n=69)

IMC
(kg/m?) 28,3 (1,2) 29,2 (0,6) 0,56 30,0 (1,2) 29,0 (0,5) 0,56
Cociente cintura-cadera 0,85 (0,01) 0,88 (0,02) 0,10 0,82 (0,04) 0,86 (0,01) 0,14
Glucosa (mg/dl) 93,0 (4,2) 98,9 (2,4) 0,37 94,5 (2,9) 98,5 (2,4) 0,58
Insulina (mU/ml) 9,5 (2,3) 9,4 (0,9) 0,96 8,1 (1,0 9,5 (0,9) 0,58
indice HOMA-IR 2,1 (0,5) 2,4 (0,2) 0,72 1,9 (0,3) 2,4(0,2) 0,51
Colesterol (mg/dl) 225,7 (16,5) 221,5 (5,1) 0,78 230,4 (18,2) 2211 (5,1) 0,57
HDL-colesterol (mg/dl) 44,6 (4,3) 42,3 (1,5) 0,59 44,0 (4,4) 425 (1,5) 0,74
Triglicéridos (mg/dL) 144,2 (20,8) 156,2 (8,5) 0,61 190,9 (33,2) 150,5 (7,9) 0,12

#Los valores p fueron calculados sobre la base de test t de Student comparando portadores versus no-portadores en mujeres del
estudio 1, sin diagnostico previo de diabetes. El ajuste por edad entreg6 valores p similares a los mostrados en la Tabla 3.

Discusion

Se han descrito numerosos polimorfismos en la
region promotora del gen TNF-alfa humano que
podrian ejercer un efecto sobre la expresion de

este gen e impactar, de forma sensible, sobre
diversas patologias de origen multifactorial’. Dado
que TNF-alfa es un gen relacionado con la
obesidad y la diabetes, se ha publicado un gran
namero de estudios epidemioldgicos que han
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Tabla 4. Media (desviacion estandar) de variables relacionadas con la adiposidad en mujeres chilenas
(60-90 afios) sin diagndstico previo de diabetes

Alelo -308A (SNP -308G/A)
Portadores No-portadores Valor
(n = 43) (n = 181) p*
indice de masa corporal (kg/m?) 28,1 (0,6) 28,7 (0,3) 0,42
Cociente cintura-cadera 0,87 (0,01) 0,86 (0,004) 0,06
Masa grasa (porcentaje) 30,2 (0,9) 31,7 (0,4) 0,11
indice de masa grasa (kg grasa /m?) 8,6 (0,4) 9,2 (0,2) 0,18

#Los valores p fueron calculados sobre la base de modelos de regresion lineal ajustados por edad en
mujeres del estudio 2 sin diagnéstico previo de diabetes. El andlisis no ajustado por edad entregd
valores p muy similares a los mostrados en la Tabla 4.

intentado asociar estos polimorfismos con patolo-
gias relacionadas con componentes del sindrome
metabélico maltiplel’32, Al igual que lo que
ocurre en gran parte de los estudios de asociacion
en epidemiologia genética de enfermedades com-
plejas33, los estudios que relacionan los polimor-
fismos de TNF-alfa con obesidad/diabetes han
mostrado una gran discordancia en sus conclusio-
nes'’-32, En un llamativo estudio de asociacion,
realizado en adultos mayores de origen holan-
désl?, se estimé que el riesgo de diabetes asocia-
do al genotipo homocigoto para el alelo A del
polimorfismo -308G/A era mas de 4,5 veces
superior al riesgo de desarrollar diabetes en
personas con el genotipo GG, lo que situaria a
este polimorfismo como un importante determi-
nante del desarrollo de diabetes tipo 2 en la
poblacién de adultos mayores.

Aungue existe aun debate sobre el papel de
los polimorfismos de la region promotora de TNF-
alfa involucrados en la regulacién de este gen4,
existen numerosos estudios que sugieren un pa-
pel relevante del polimorfismo -308G/A sobre la
expresion de TNF-alfa’:8, Especificamente, el alelo
A en la posicion -308 se ha relacionado con una
mayor actividad de transcripcion del gen de TNF-
alfa. Cuenca et al®® estimaron una frecuencia
alélica de polimorfismo -308G/A similar a la
encontrada en este estudio, y sefialaron las impor-
tantes diferencias en las frecuencias alélicas, de-
pendiendo del pais y del grupo étnico estudiado.
Teniendo en cuenta los antecedentes menciona-
dos en estos dos Ultimos pérrafos, se optd por

investigar si efectivamente el polimorfismo -308G/
A de TNF-alfa podria ejercer un efecto mayor
sobre la adiposidad y la distribucién de grasa
corporal en mujeres libres de diabetes.

El presente estudio tiene limitaciones que se
derivan de la baja frecuencia de los alelos de los
polimorfismos y de su naturaleza transversal. Sin
embargo, es importante destacar que el diagnosti-
co de diabetes tipo 2 se realizO mediante una
prueba oral de tolerancia a la glucosa, en contras-
te con otros estudios, en los que el diagnostico de
diabetes se baso en criterios mas simplesl’. De los
pacientes con diabetes, muchos de ellos ya cono-
cian de su condicion antes de iniciarse el estudio
y algunos estaban ya bajo tratamiento farmacolo-
gico, al tiempo que habian modificado sus habitos
de alimentacion en el pasado. Por ello, no hemos
incluidos en las Tablas 3 y 4 a las personas con
diagnéstico previo de diabetes, con el objeto de
permitir una comparacioén no sesgada del impacto
de los polimorfismos de TNF-alfa sobre las varia-
bles metabdlicas y antropométricas relacionadas a
la resistencia a la insulina (Tabla 3) y la adiposi-
dad (Tabla 4).

En conclusién, es improbable que los polimorfis-
mos de la regién promotora de TNF-alfa tengan un
impacto importante sobre la obesidad y la diabetes
en la poblacién chilena de adultos mayores de sexo
femenino. Este reducido impacto puede concluirse,
basandose en la baja frecuencia de los alelos de
susceptibilidad descritos en la literatura y a la
inexistencia de un efecto relevante de asociacion
genotipo-diabetes 0 genotipo-obesidad.
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