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I.  INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica que ha alcanzado proporciones epidémicas en el
mundo. De acuerdo a la Organizaciéon mundial de la Salud (WHQO), méas de un milléon de adultos
tienen sobrepeso y por lo menos 300 millones son obesos (con un indice de masa corporal
mayor a 30 kg/m?)*.

La obesidad y el asma son enfermedades que se han relacionado debido a que las dos
comparten un microambiente inflamatorio ya que el tejido adiposo no sélo es un érgano de
reserva, también un 6rgano endocrino capaz de liberar hormonas, péptidos y citocinas para
efecto del estatus energético y del sistema inmune, dentro de estas sustancias se incluye a la
leptina, adiponectina y el inhibidor del activador del plasminégeno-1 entre otros?3, la
adiponectina es una de las proteinas antiinflamatorias méas estudiadas y se ha observado que

ciertos polimorfimos guardan una relacion estrecha con estas dos enfermedades.
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La obesidad es una enfermedad crénica que ha alcanzado proporciones epidémicas en el
mundo. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), mas de un millén de adultos
tienen sobrepeso y por lo menos 300 millones son obesos (con un indice de masa corporal
mayor a 30 kg/m?)!. El aumento en la tasa de obesidad y su consecuente morbilidad,
representa una mayor epidemia mundial y amenaza con quebrantar el sistema de atencion de
salud. Durante las Ultimas dos décadas se ha observado un aumento sostenido de la
prevalencia de asma y obesidad en muchos paises y diversos estudios epidemioldgicos han
relacionado ambas entidades*’. En México, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud del
2000 (ENSA)® y a la encuesta Nacional de Salud y Nutricion de 2012 (ENSANUT 2012)°
indican que el sobrepeso y la obesidad en adolescentes representa el 35% del total, esto
indica que mas de uno de cada cinco adolescentes tiene sobrepeso y uno de cada diez
presenta obesidad. Los determinantes sociales, ambientales, culturales y genéticos de la
obesidad, tales como la disminucion de la actividad fisica, adopcion de habitos sedentarios,
cambios en los habitos alimenticios y el aumento en el consumo de alimentos hipercaléricos
ricos en grasas saturadas son considerados responsables del incremento en la prevalencia
de la obesidad!®*?. Una medida clinica y epidemiolégica adecuada de la adiposidad es el
indice de masa corporal (IMC), el cual se calcula dividiendo el peso entre el cuadrado de la
altura (peso kg/talla m?)**1¢ | La obesidad en nifios y adolescentes se identifica cuando el IMC

esta por encima del percentil 95° y la obesidad moérbida se considera cuando el IMC es 2



percentil 99° de los valores de referencia para edad y género, segun las tablas de los Centros

de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés)®.

La relacion entre el asma y la obesidad es secundario a un aumento de la masa en la pared
toracica en el obeso ocasionando capacidad residual funcional inferior a la normal, que resulta
en una disminucion del diametro de las vias aéreas. Factores adicionales como el
microambiente inflamatorio relacionado con la obesidad debe también ser involucrado. El
tejido adiposo en humanos es una fuente de mediadores inflamatorios que pueden ser
implicados en la fisiopatologia del asma. Esto incluye a la leptina, adiponectina y el inhibidor
del activador del plasminégeno-1'’. El asma es un sindrome clinico caracterizado por una
alteracion compleja y cronica de la via aérea con obstruccion de la misma, hiperreactividad
bronquial e inflamaciéon que se manifiesta por sintomas recurrentes de tos, sibilancias y
disnea?®. En el estudio Internacional de Asma y Alergia en nifios ISAAC Fase Il B (por sus
siglas en inglés: International Study of Allegy and Asthma in Childhood), la mayoria de los
paises, incluido México, tuvieron un incremento en la prevalencia de sintomas de asma en las
edades de 13 a 14 afios?®. Similares son las cifras encontradas en el norte del Distrito Federal
(DF), donde la prevalencia de sintomas de asma durante los Ultimos 12 meses fue de 6.8%
(IC 95% 5.9-7.6) en nifios de 6-7 afios de edad y en 9.9% (IC 95% 9.0-10.8) de los
adolescentes de 13-14 afios de edad?, lo cual implica que, si bien el asma en nuestro pais se
reporta en cifras intermedias en comparacién a otros paises de América Latina, sigue siendo
un problema relevante de salud. Varios estudios epidemioldgicos?'??, tanto en adultos como
en nifios, han confirmado la existencia de esta conexion entre la obesidad y la
incidencia/prevalencia del asma, independientemente de la dieta, la actividad fisica o la
condicion alérgica; esta influencia ocurre principalmente con el asmay con la hiperreactividad

bronquial pero no con otras enfermedades alérgicas.

Desde el punto de vista pulmonar la obesidad tiene un efecto en la mecéanica ventilatoria
pulmonar, al producir una disminucién del volumen corriente y de la capacidad residual
funcional, que va de acuerdo al grado de adiposidad, de ahi que las mayores alteraciones de
la funcién pulmonar sean observadas en los pacientes obesos moérbidos. Dependiendo del
grado de adiposidad el patron restrictivo de la via aérea se caracterizara por una disminucion
de la Capacidad Funcional Residual (CFR) y de la Capacidad Funcional Total (CPT)?. Con
respecto a los volumenes, estos pueden ser normales o estar discretamente reducidos. El
depdsito graso puede originar una reduccion en el estiramiento del musculo liso y de esta
forma afectar la habilidad para responder al estrés fisiolégico como el ejercicio, que se ve
obstaculizado por el pequefio volumen corriente, lo que altera la contraccién del muasculo liso.
Este tiene un ciclo de excitacion y contraccion, pero en los obesos estos ciclos son mas cortos,

lo que asociado a su capacidad funcional disminuida origina una conversion de los ciclos
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rapidos de actina-miosina hacia ciclos mas lentos?3. Con respecto al paciente asmatico, se
observa un predominio del patron obstructivo por disminucion de la relacién del VEF1 entre la
CVF o indice de Tiffeneau (VEF1/CVF)?*. En los nifios obesos asmaticos se ha demostrado
una relacioén inversa entre el IMC y el indice de Tiffeneau (VEF1/CVF)%, con un incremento
de 5 unidades del IMC asociado a una disminucion del 1% en el indice de Tiffeneau, lo cual
parece apoyar una relacion entre la gravedad de un patron respiratorio obstructivo con la

obesidad en pacientes asmaticos.

Un hecho consistente es que al disminuir de peso disminuyen los sintomas de asma, el uso
de medicamentos para controlar el asma, la capacidad pulmonar total, la capacidad residual
funcional y el volumen de reserva espiratoria,?®?’ e inclusive, puede haber un incremento del
VEF1 con cambios en el indice de Tiffeneau, que refleje el impacto positivo sobre los
volimenes pulmonares. Otro efecto de la disminucién de peso en los asméaticos obesos es el
menor uso de farmacos broncodilatadores y de la variabilidad en el Flujo Espiratorio Maximo
(PEF). Asi se ha demostrado que la obesidad por si misma puede empeorar la funcién
pulmonar y causar mayor sintomatologia en pacientes asmaticos?®* y la disminucién de peso
puede mejorar diversas variables del asma. Ademas de las alteraciones en la funcién
pulmonar, presentes en los obesos asmaticos y obesos no asmaticos, se presentan similares
complicaciones inherentes a la obesidad, como es el caso de alteraciones metabdlicas en la
glicemia, presion arterial, lipidos y la resistencia a la insulina causada por la inflamacion

sistémica sostenida de bajo grado caracteristica de la obesidad3!-¢

El tejido adiposo no sélo es un 6rgano de reserva; también un érgano endoécrino capaz de
liberar hormonas, péptidos y citocinas (adipocinas) para efecto del estatus energético y del
sistema inmune?®. Se ha identificado que las adipocinas pro-inflamatorias, tanto circulantes
en sangre, como su liberacion in vitro, producidas por el tejido adiposo durante la obesidad,
son la IL-6, IL-10, enzima convertidora de angiotensina (ECA), factor transformante de
crecimiento beta (TGFB1, por sus siglas en inglés), TNFa (factor de necrosis tumoral alfa, por
sus siglas en inglés), IL-183, inhibidor del activador del plasmindégeno 1 (PAI-1, por sus siglas
en inglés) e IL-8, son liberados principalmente por células no adiposas (macré6fagos en su
mayoria) residentes en el tejido graso y la leptina y la proteina de unién a acidos grasos 4
(FABP-4, por sus siglas en inglés) estdn aumentadas en la obesidad, son producidas
principalmente por células grasas del tejido adiposo®’. Si bien se ha demostrado que hay un
incremento de macréfagos en el tejido adiposo durante la obesidad®®, no se ha esclarecido
completamente qué funcion representan a ese nivel. El paradigma actual es que a mayor
hipertrofia de las células adiposas, mayor probabilidad de producirse muerte celular por
hipoxia, por lo cual los macrofagos, se acumularian a dicho nivel, para contribuir en la

depuracion de las células necroticas. Figura 1.



En las enfermedades genéticas complejas como la obesidad, participan muchos genes y se
presentan patrones de herencia poco claros. Actualmente con el proyecto del genoma
humano se conoce la secuencia del genoma de nuestra especie, permitiendo la
genotipificacion de miles de polimorfismos en cientos o miles de individuos y esto ha permitido
la generacién de herramientas excepcionales para el descubrimiento de genes/polimorfismos
de gran relevancia para la investigacién biomédica. La variabilidad genética corresponde al
conjunto de cambios a nivel de secuencia en el DNA gue participan de manera importante en
las diferencias biolégicas observadas entre los seres vivos. Las variantes genéticas mas
estudiadas en los seres humanos son los polimorfismos de un sélo nucleétido o SNP, los
cuales corresponden a sustituciones de un nucleétido por el otro en la cadena del DNA. Los
SNPs forman hasta el 90% de todas las variaciones genémicas humanas, y aparecen cada
100 a 300 bases en promedio a lo largo del genoma humano. Los estudios de asociacién
genética se basan en identificar las diferencias que son significativas en las frecuencias de
las variantes genéticas entre grupos de estudio, generalmente un grupo de casos y uno de
controles. El conocimiento de las variantes en estos grupos lleva a la identificacion de factores
genéticos asociados a riesgo o proteccion®.

ENDOTELIO

Activacion e infiltracion de .
Efectos sistémicos

. macrofagos en WAT
. ’ $

Leptina |
MCP-1 \
Hipoxia

SOBREPESO OBESIDAD
Hipertrofia de adipocitos Hipertrofia de adipocitos
Hiperplasia de adipocitos Hiperplasia de adipocitos

Infiltracién de macréfagos

Figura 1. Modelo esquematico de la infiltracion de los macréfagos en tejido adiposo blanco
(White Adipose Tissue por sus siglas en inglés) en la obesidad. La infiltracién de los
macréfagos ocurre después de la activacion de los monocitos mediada por factores tales
como: proteina -1 quimioatrayente de monocitos (Monocyte Chemotactic Protein-1 por sus
siglas en inglés), secrecién de leptina, hipoxia del tejido adiposo y estrés de las células
endoteliales. Los monocitos se diferencian en macréfagos al interactuar con WAT, agravando
el estado inflamatorio local y sistémico al incrementar la secrecioén de citocinas/quimiocinas
proinflamatorias, adipocinas y factores angiogénicos.*°



. ANTECEDENTES

ADIPONECTINA (ADIPOQ) Y RECEPTORES DE ADIPONECTINA (ADIPOOR1 vy
ADIPOOR2): ESTRUCTURA MOLECULAR, MECANISMO DE ACCION Y EFECTO
BIOLOGICO

La adiponectina fue identificada de manera independiente por varios grupos de investigacion
utilizando diferentes técnicas*“2. Es una proteina de 30 kDa presente en la circulacién en
forma de un dimero-dimero, 0 como un complejo proteico de gran peso molecular en la que
los oligbmeros controlan la actividad bioldgica de la proteina*®. La adiponectina fue identificada
como una proteina expresada y producida por adipocitos diferenciados de murino 3T3-L1.
Este fue clonado independiente y llamado AdipoQ por Hu y cols (1996). La adiponectina
homologa de humano fue originalmente descrita como el transcrito mas frecuente en el tejido
adiposo de mujeres cuando se secuencio la biblioteca de DNA y fue llamada APM1
(transcripcion de genes adiposos mas abundantes 1). Adiponectina es una proteina
constituida por 244 aminoacidos que muestra similitudes estructurales con la colagena y el
TNFa, y se encuentra en la mayoria de los adipocitos. La primera secuencia de adiponectina
contiene un péptido sefial en el extremo amino terminal, pequefas regiones variables que no
tienen homologia entre diferentes especies, regiones de colageno y a la mitad del extremo
carboxilo terminal la proteina tiene un dominio globular. Figura 2%, La secuencia del dominio
globular tiene homologia con la secuencia de la proteina Clq, la adiponectina por lo tanto
pertenece a la familia de proteinas C1q de dominio globular. La funcién biol6gica de esta

familia de proteinas todavia no es clara.

N-terminal —. Péptido Region Region [ Dominio ’ C-terminal

sefial variable colagena C-globular
Aminoacido 1 20 41 107 244
Sitios susceptibles de Region homologa estructuralmente
modificacion postraduccional a TNF-a

Figura 2. Estructura primaria de la adiponectina humana.*

Los niveles de adiponectina en humanos son de 0.5 a 30 ug/ml, la cual es aproximadamente
1000 veces mas concentrada que la mayor parte de otras hormonas como la leptina, insulina,
etc. La adiponectina conforma el 0.01% de proteinas en plasma total de humano y es la mas

abundante de proteinas de tejido adiposo®.



La adiponectina codifica para ADIPOQ como una proteina adiposa plasmatica. Los bajos
niveles de adiponectina en suero tienen una cercana relacion con el sindrome metabdlico
como la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus*®. En condiciones normales, la
adiponectina se encuentra en sangre a altos niveles*?; sin embargo, sus efectos dependen no
sélo de sus concentraciones, sino también de las propiedades de las distintas isoformas, asi
como de la expresion de los subtipos de receptor en los tejidos.

La adiponectina puede existir en el plasma en su forma completa o en fragmentos globulares,
la primera parece ser la forma mas comun. Se ha sugerido que la forma globular fragmentada
se produce a partir de un proceso de protedlisis, y recientemente se ha demostrado que la
lisis de la adiponectina es por una elastasa leucocitaria secretada por monocitos y/o neutrofilos
activados. Sin embargo, queda por determinar la importancia fisiopatologica in vivo de la lisis
de la adiponectina mediante las elastasas leucocitarias. La existencia de tres diferentes
formas estructurales en que circula la adiponectina tiene importantes implicaciones
funcionales. Por ejemplo, las mayores concentraciones de adiponectina que se observan en
las mujeres, en comparacién con los hombres, se deben primordialmente a los mayores
niveles del complejo proteico de gran peso molecular (HMW). Los estimulos metabdlicos
como la infusién de glucosa o insulina dan como resultado una reduccion transitoria y selectiva
en la circulacion de la forma HMW. Por su parte, la forma hexamérica de menor peso
molecular no se ve modificada por estas condiciones. A la fecha se dispone de muy poca
informacién sobre los efectos de los estimulos fisiolégicos sobre los niveles de adiponectina
en forma de trimero. La formacién de oligdmeros de adiponectina depende de la formacion de
enlaces disulfuro (Cys-39). Una mutacién de adiponectina, con una sustitucion de Cys por Ser
en el codon 39, da lugar a un trimero que es lisado facilmente y que es mas potente para
reducir la produccién de glucosa por los hepatocitos. La hidroxilaciéon y la glucosilacién en el
dominio de colagena de la adiponectina produce un aumento en la capacidad de inhibir la

gluconeogénesis hepatica con concentraciones subfisiolégicas de insulina®’.

La regulacion del gen de la adiponectina incluye un nimero de factores hormonales y
ambientales. La expresion de adiponectina en tejido adiposo esta disminuido en obesidad,
glucocorticoides, agonistas B-adrenérgicos y TNFa, y se encuentra incrementado en
individuos delgados con exposicion al frio*. Asimismo, se han reportado niveles disminuidos
de adiponectina en plasma de sujetos con obesidad*® y en asmaticos*®, condicién relacionada

con estados de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia.

La adiponectina inhibe la expresion de los genes inflamatorios como la IL-6 en una variedad
de tipos celulares modulados por el factor nuclear kB (NF-kB) y la sefial extracelular regulada

por la activacion de cinasas y potencian la expresion de genes anti-inflamatorios, incluyendo
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los genes antagonistas del receptor IL-10 e IL-1. La alteracibn de concentraciones de
adiponectina puede influenciar varias enfermedades relacionadas al desarrollo de asma y
atopia. El balance entre adiponectina y leptina pueden ser uno de los factores que contribuyen
al desarrollo de asma y subfenotipos. Recientemente, Komakula y cols. observaron que la
relacion de leptina y adiponectina fue asociada con la exalacion de 6xido nitrico (NO) como
un marcador de estrés oxidativo de las vias aéreas en asma persistente moderada’’. Otro
aspecto a considerar son los perfiles de expresion génica de grasa del omento (grasa visceral)
contra los producidos por la grasa subcutanea. Sin embargo en algunos estudios, ninguna de
estas diferencias parece explicar los efectos dafiinos de acumulacion de la grasa visceral, tan
ampliamente documentados®’. Fain JN y cols., hicieron un estudio comparativo de expresion
génica (RNAm) de 60 proteinas de células grasas y no grasas de tejido adiposo del omento
humano, obtenidas durante procedimientos de cirugia bariatrica en obesos mérbidos vy
confirmé que el RNAm de las proteinas inflamatorias estan presentes predominantemente en

las células no grasas®.

Experimentos en cultivos con grasa visceral inhiben la secrecién de adiponectina por parte
del tejido adiposo subcutaneo, lo que sugiere que la grasa visceral pudiera secretar algun
factor inhibidor de la sintesis o la secreciéon de adiponectina®. Algunos estudios han
encontrado que el factor de necrosis tumoral alfa ejerce una fuerte inhibicion de la actividad
promotora de la adiponectina®?, lo que podria explicar la relacién inversa entre la grasa visceral

y los niveles circulantes de adiponectina.

La adiponectina, tanto en su forma globular como HMW, estimula la fosforilacion y la
activacion de la cinasa de AMP en el musculo esquelético, mientras que en higado este efecto
s6lo es ejercido por la forma globular. Ademas de activar la cinasa AMP, la adiponectina
induce la fosforilacion de la carboxilasa de acetil coenzima-A, la captacion de glucosa, la
produccion de lactato en los miocitos, y reduce en el higado la produccién de moléculas que

participan en la gluconeogénesis®.

Okamoto y cols® demostraron en un estudio de cultivo celular de monocitos humanos que la
adiponectina actia inhibiendo la expresion, tanto a nivel de RNAmM como de proteinas, de 3
guimiocinas: CXCL10, CxCL11 y CXCL9 en una forma dosis-dependiente. Tal accién se
realiza a través de la inhibicién de la via de sefializacién de los receptores tipo-Toll 4 (TLR-4,
por sus siglas en inglés) en una forma, tanto dependiente como independiente, del factor de
diferenciacién mieloide 88 6 MyD88 (por sus siglas en inglés), con la consecuente disminucion
del factor nuclear kappa-B (NF-kB) y de la cascada de citocinas proinflamatorias, la
disminucion de la activacion de macrofagos y de linfocitos. Estos efectos parecen explicar las

acciones antitromboéticas y antiaterogénicas que experimentalmente se han demostrado para
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adiponectina®®. Adicionalmente, Shore SA y cols®® demostraron en un modelo murino
experimental de asma alérgica, que con la administracion de adiponectina exégena, se
disminuia la hiperreactividad bronquial inducida al reto local con ovoalbumina en forma
significativa (p<0.05) en comparacion con ratones infundidos solo con solucion buffer, lo cual
sugiere que la adiponectina es capaz de modificar la inflamacion alérgica bronquial.

Se han reportado complejas interacciones entre el colesterol y la inflamacién, se reconoce
que el metabolismo del colesterol y la inflamacién ejercen un complejo efecto en el pulmén®’.
Las adipocinas, en especial el aumento de leptina y disminucién de adiponectina, podrian
estar asociadas a la inflamacion de las vias aéreas en el asma. Jang AS y cols estudiaron la
relacion de leptina y adiponectina sérica en 60 sujetos asmaticos adultos y lo compararon
contra controles sanos, encontrando que tanto los valores logaritmicos de leptina (2.41 £0.05
ng/mL vs 2.01 £0.05 ng/mL, p = 0.001) como de la relacion leptina/adiponectina, fueron
significativamente mayores en pacientes femeninos asmaticos. Ademas la relacion
leptina/adiponectina se correlacioné con el IMC en asméticos (r = 0.210, p = 0.05), es decir,
gue los valores séricos de leptina y adiponectina estuvieron asociados al sexo femenino y a

la obesidad en forma independiente al asma?’.

Ya que el sindrome metabdlico (SM) es el rasgo cardinal de la obesidad y la diabetes mellitus
tipo Il y que las adipocinas pueden estar relacionadas a su desarrollo, Pas-Filho GJ y cols
encontraron gque los niveles de leptina sérica ajustados para grasa corporal se correlacionaron
inversamente con el peso (r = -0.41; p=0.027), el gasto energético en reposo (r = -0.34;
p=0.01) y el nimero de criterios del Sindrome Metabdlico [SM] (r = -0.32; p=0.02), lo cual
sugiere un estado de deficiencia relativa de leptina en obesos con estado avanzados del SM*.
Thuesen BH y cols demostraron en un estudio de 5 afios de seguimiento de 4,516 adultos en
poblacion abierta que la resistencia a la insulina se asoci6é con sintomas auto-reportados de
sibilancias en los dltimos 12 meses (OR 1.87, IC 95%: 1.38-2.54) y sintomas de asma alguna
vez en la vida (OR 1.61, IC 95%: 1.23-2.10), siendo este efecto mas fuerte que la obesidad e
independiente del sexo®®. En un estudio realizado en poblacién mexicana adolescente, Del
Rio-Navarro BE y cols. reportaron que la prevalencia de sindrome metabdlico fue mayor en
adolescentes obesos asmaticos que en obesos no asmaticos, pero solamente para aquellos
del sexo masculino®. En estudio realizado en nifios y adolescentes obesos mérbidos (con
IMC = percentil 95° para edad y género y que tuvieran una condiciéon co-mérbida relacionada
a la obesidad: dislipidemia, hiperinsulinemia, hipertension, trastornos del suefio, asma y/o
intolerancia al ejercicio) asmaticos y no asmaticos®, la variables asociadas con asma en el
andlisis de regresion multivariado fueron una edad menor (p <0.05), exposicién a humo de
tabaco (p <0.05), historia familiar de asma (p<0.0001, OR = 3.1) y resistencia a la insulina

medido por el método de evaluacion del modelo de homeostasis (HOMA, por sus siglas en
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inglés) (p<0.0001, OR = 4.1), vale hacer notar que algunas variables de confusion, como son
la edad, el sexo, la razay el uso de esteroides inhalados no tuvieron significancia estadistica
en el modelo multivariado. Recientemente, Kattan y cols®! estudiaron en forma prospectiva a
368 adolescentes con asma moderada a grave durante 1 afio, encontrando que a mayor IMC,
mayor numero de sintomas (R = 0.18, p = 0.02) y exacerbaciones (R = 0.18, p = 0.06) por
asma en sujetos del sexo femenino. Ademas la adiponectina sérica se relacioné en forma
inversa con sintomas de asma (R = -0.18, p <0.05) y exacerbaciones asmaticas (R = -0.20,
p<0.05) y en forma positiva con el indice de Tiffeneau (VEF1/CVF) (R =0.15, p<0.05)
solamente en sujetos masculinos en forma independiente del IMC. Por lo tanto, resultan
controversiales las diferencias por sexo, en cuanto al efecto de las concentraciones de
adipocinas en los obesos asmaticos. Se han descrito dos receptores para adiponectina, cuya

activacion incrementa la oxidacion de acidos grasos, musculo estriado e higado®.

ESTUDIOS DE ASOCIACION EN OTRAS POBLACIONES

El efecto de los factores genéticos en obesidad ha sido investigado y ha servido de gran
conocimiento. Menzaghi y cols.®® reportaron que los haplotipos de los polimorfismos de
ADIPOQ 45 T/G y ADIPOQ 276 G/T fueron asociados con obesidad sélo en poblacién
Caucasica. Sin embargo, el polimorfismo de ADIPOQ 276 G/T también fue asociado con
obesidad pero en poblacién Asiatica. Cientos de genes candidatos estan implicados con
obesidad pero esto no concluye que algunos de estos genes sea el responsable
especificamente de la obesidad. Por otro lado, Huang y cols. sugieren que los sujetos con los
genotipos GT y TT de ADIPOQ 276 G/T (rs1501299) tiene una gran respuesta de la

adiponectina relacionada al ejercicio mas que el genotipo GG.

En Japoén, la tasa de obesidad también se ha incrementado drasticamente. La obesidad sobre
todo ocurre en hombres de edad media, entre 40-59 afios, lo cual resulta en una corta duracién
de vida en estos hombres. Los criterios Japoneses para la obesidad es de un indice de masa

corporal menor a 25 kg/m?4¢,

En este gen se han localizado y estudiado diversos polimorfismos como los de la regién
promotora rs17300539 (-11391 A/G) y rs266729 (-11377 C/G) en nefropatia diabética, pero

en poblacién caucasica®.

En modelos animales, la administracion de adiponectina en ratones produce disminucion de
peso sin disminucion de la ingesta de alimentos. También se ha observado que se asocia a
la disminucion de las concentraciones de glucosa sin producir aumento de la secrecion de
insulina®®. También en animales, la adiponectina reduce la activacion de NF-kB inducida por

TNF-a en células endoteliales, a nivel de macréfagos, disminuye la produccion de TNF-a
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inducida por lipopolisacaridos, e incrementa la expresion de IL-10 y del antagonista del
receptor endégeno de IL-1', todo lo cual significa una actividad predominantemente anti-

inflamatoria.

Otras acciones de adiponectina incluyen la reduccion de la expresiéon de moléculas de
adhesion en las células endoteliales y la produccion de citocinas por los macrofagos. Estas
propiedades han promovido el concepto de que la adiponectina pudiera ser una molécula

antiaterogénica®®.

Existe evidencia de que la adiponectina participa en el control del metabolismo de lipidos y
carbohidratos. La disminucion de los niveles circulantes de adiponectina se ha asociado a
niveles elevados de apoB vy triglicéridos, asi como con LDL®".

Las adiponectinas han emergido en los Gltimos afios como un area de gran interés cientifico.
La identificacion de varios receptores para estas moléculas ha permitido entender sus efectos
biolégicos, aunque aun quedan muchos vacios en el conocimiento de su mecanismo de
accion. La produccién y la secrecion de adipocinas, incluida la adiponectina, son reguladas
en forma dinamica por factores nutricionales y ambientales. Estas moléculas producidas en el
tejido adiposo participan en la regulacion de la homeostasis energética, y el metabolismo de
carbohidratos y lipidos. El tener una comprensién mas detallada de las vias moleculares y
metabdlicas que regulan la biosintesis de estas hormonas, y de sus mecanismos de accion,
podria conducir a proponer nuevos enfoques para el tratamiento de la obesidad, trastornos de

lipidos, hipertension arterial, aterosclerosis y diabetes mellitus®e.

Con lo que respecta a asma y obesidad, esta Gltima complica la caracterizacién de los factores
genéticos ya que es una enfermedad compleja, lo que impulsa a la generacion de abordajes
y herramientas novedosas para lograr incrementar el poder de este tipo de estudios. Es muy
importante la identificacion de las variantes genéticas directamente relacionadas a los efectos
biolégicos asociados a la obesidad; esto se logra mediante el abordaje de estudios de

asociacion de region o de genes candidatos.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad y el asma son enfermedades frecuentes que han sido relacionadas en estudios
epidemioldgicos, sin embargo, los mecanismos que expliquen tal vinculacion no han logrado
ser bien definidos. Tanto la obesidad como el asma son enfermedades que cursan con
inflamacién y por lo tanto, diversos estudios se han enfocado en la identificacion de

mediadores inflamatorios que puedan estar presentes en ambas entidades.
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Las adipocinas, tales como leptina y adiponectina, son un grupo de sustancias producidas de
manera predominante en el tejido adiposo, ya sea por células grasas o por macréfagos

residentes en dicho tejido y que tienen diversas acciones en el sistema inmunoldgico.

Se han demostrado niveles reducidos de adiponectina sérica en sujetos con obesidad,
también se ha reportado que, en obesos asmaticos, la adiponectina esta disminuida, en forma
independiente del IMC. Sabiendo que la adiponectina tiene un efecto anti-inflamatorio, se ha
planteado que existen polimorfismos relacionados con la disminucion de la misma y su

consecuente efecto anti-inflamatorio.

Menzaghi y cols. reportaron que los haplotipos de los polimorfismos de ADIPOQ 45 T/G y
ADIPOQ 276 G/T fueron asociados con obesidad en poblacién Caucésica. Sin embargo, el
polimorfismo de ADIPOQ 276 G/T también fue asociado con obesidad pero en poblacion
Asiética.

Por lo tanto nos hacemos las siguientes preguntas de investigacion:

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 en adolescentes obesos

y eutréficos con y sin asma?

¢Cual es la relacibn que existe entre los niveles de adiponectina y la presencia de
polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 en adolescentes obesos y eutroficos con y sin

asma?

VI.  JUSTIFICACION

Ante la evidencia reciente la literatura mundial reporta un aumento reciente en la prevalencia
de obesidad en la poblacion pediatrica asi como un aumento en el nimero de casos de asma,;
sin embargo hasta el momento no se ha establecido en una relacion plausible entre las

correlaciones que estos dos fendmenos pueden generar al coexistir en el paciente.

El estudio de los polimorfismos de adiponectina y la relacion que existe entre estos y los
niveles séricos de esta proteina puede contribuir al entendimiento del fenédmeno que se
produce entre la obesidad y el asma y con esto poder identificar a largo plazo individuos

susceptibles e incidir en su tratamiento precoz.
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Es muy importante definir la participacion de estos genes en el desarrollo de estos

padecimientos en nuestra poblacion y asi permitir mejores y mas dirigidos tratamientos.

VIl.  OBJETIVOS: GENERAL Y ESPECIFICOS
Objetivo general:

Conocer la frecuencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 en adolescentes obesos

y eutroficos con y sin asma

Relacionar los niveles de adiponectina y la presencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ

276 en adolescentes obesos y eutroficos con y sin asma
Objetivos especificos:

1) Conocer la frecuencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 homocigotos y

heterocigotos en adolescentes obesos con y sin asma

2) Determinar la frecuencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 homocigotos y

heterocigotos en adolescentes eutréficos con y sin asma

3) Relacionar la presencia de polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 homocigotos y

heterocigotos con el diagnostico de obesidad y asma.

4) Conocer la relaciébn que existe entre los niveles de adiponectina y la presencia de

polimorfismos ADIPOQ y ADIPOQ 276 en adolescentes obesos con y sin asma
5) Determinar la relacion que existe entre los niveles de adiponectina y la presencia de

polimorfismos ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276 en adolescentes eutroficos con y sin asma

VII.  HIPOTESIS

Existira una mayor frecuencia de estos dos polimorfismos (ADIPOQ 45 y ADIPOQ 276) en los

pacientes obesos con asma comparado con pacientes eutroficos sin asma.
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IX. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de investigacién observacional, analitico y transversal, en colaboraciéon

con el Instituto Nacional de Cardiologia.

Los adolescentes fueron reclutados de la clinica de obesidad y de escuelas secundarias
aledafas a la zona del Hospital y a aquellos sujetos que cumplieron con los criterios de
inclusién se les invitd a participar en el protocolo. Una vez que se firmé la hoja de asentimiento
y consentimiento (anexo 1.-) se les realiz6 un historia clinica completa (anexo 2.-),
determinacion de medidas antropométrica (peso, talla, circunferencia de cintura, IMC,

impedanciometria) y extraccion de muestra de sangre periférica.

Para las pruebas de ELISA y la genotipificacion se obtendrdan 10 ml de sangre periférica

usando como anticoagulante EDTA. El plasma sera alicuotado y congelado a menos 70°C.

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de - Firma del consentimiento informado
inclusion - Hombres y mujeres
- Adolescentes de 11 a 16 afios
- IMC por encima del percentil 95 de las tablas CDC, segln sexo y
edad
- Adolescentes eutréficos con IMC de 50 a 85% de las tablas CDC.
- Asmaéticos controlados sin esteroides inhalados (de acuerdo a
clasificacién de GINA 2011)

Criterios para - En los grupos de estudio en primera instancia, se preguntara al
asegurar que los individuo si sus dos Ultimas generaciones fueran nacidas en
individuos México.
pertenecenala |- Ademas se realizara la validacién de los individuos a estudiar por
poblacion marcadores genéticos de ancestria. Esto serd empleando 15
mexicana marcadores STRs (AmpFISTR identifiler ™).*

“Juarez-Cedillo T, Zufiga J, Acufia-Alonzo V, Pérez-Hernandez N, Rodriguez-Pérez JM,
Barquera R, Gallardo GJ, Sanchez-Arena R, Garcia-Péfa M del C, Granados J, Vargas-
Alarcén G. Forensic Sci Int Genet. 2008; 2(3): €37-9.
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CRITERIOS DE SELECCION.2

Criterios de
exclusion

Criterios de
eliminacion

IMC > 99 percentil de las tablas de CDC

Retraso en el desarrollo psicomotor.

Alteraciones del SNC (epilepsia).

Pacientes con otras enfermedades pulmonares (fibrosis quistica,
displasia bronco- pulmonar, tuberculosis pulmonar.).

Pacientes con cardiopatias.

Pacientes con reflujo gastroesofagico por historia clinica.
Pacientes con endocrinopatias (hipotalamica, tiroidea, Diabetes
mellitus Tipo 1 0 2.

Hipertrigliceridemia familiar (TG mayor de 300 mg/dl e historia
familiar de esta).

Hipercolesterolemia familiar.

Pacientes con sindrome de ovario poliquistico.

Pacientes con sindromes somatodismorficos (Sindrome de
Prader Willi, Barder-Biedl).

Tratamiento con esteroides sistémicos ciclo corto o continio tres
meses antes.

Tratamiento con esteroide inhalado tres meses antes.

Uso de anticonceptivos.

Uso de vitaminas.

Asma no controlada clasificada de acuerdo a GINA 2011.
Infecciones respiratorias cuatro semanas antes.

Tabaquismo activo y/o pasivo.

Cualquier toxicomania

Pacientes que se encuentren bajo tratamiento de control de peso
con medicamentos

Enfermedades somatodismérficas o con algin sindrome mono-
genético

Problemas con la obtencién o el procesamiento de la muestra
Retiro del consentimiento informado

En base a su IMC (tablas CDC) y a su patologia respiratoria (con asma y sin asma) se

clasificaron en cuatro grupos de las siguientes caracteristicas:

1. Sin asma:

a) Obeso no mérbido con IMC >95%

c) Eutréficos con IMC 50 a 84%

2.- Con asma:

a) Obeso no morbido con IMC >95%

c) Eutréficos con IMC 50 a 84%
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Tamano de la Muestra

El céalculo del tamafio de muestra se realiz6 por diferencia de medias considerando alfa
bilateral de 0.05, una beta de 0.20 con una magnitud del efecto estandarizado de 0.50 lo que
nos di6é un total de 64 pacientes por grupo.

Extraccion de ADN

Se tomaron 15 ml. de sangre periférica de cada individuo en tubos Vacutainer con EDTA
como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo el DNA gendmico por medio de
técnica de expulsion salina (Miller A. A single salting out procedure for extraction DNA from
human nucleated cell. Nucleic Acid Res 1998; 16:1215-1217). La integridad del DNA se
verificd en geles de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio. EI DNA obtenido se cuantificd

por espectrofotometria.

Determinacion de los genes de ancestria.

Esto es para asegurar que los individuos a estudiar pertenecen a la poblacién mexicana. Los
genes de ancestria se determinardn empleando 15 marcadores STRs (Ampfistr identifiler,
Applied Biosystems), esto sera realizado por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico 3130 AB de 4 capilares, usando el analisis de fragmentos e interpretados en un
software de Genemapper V.4.0.

Es importante resaltar que para este propésito se usaron datos previos de frecuencias de STRs
en espafioles de Andalucia, de africanos del este y amerindios de Hidalgo. Estas poblaciones
se usan como poblaciones ancestrales en modelos trihibridos para estimacion de mezcla. Los
marcadores STRs que se determinaron son: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWa, TPOX, D18S51, D5S818 y FGA. La
combinacién de poder de discriminacion de los 15 STRs fue de 0.999999999 y por tanto las
estimaciones de mezcla genética revelan 69% de amerindios, 26% de europeos y 5% de
africanos. Por lo cual, dichos marcadores son aptos para realizar analisis de ancestria y asi
nos permiten conocer el grado de mezcla de la poblacion mexicana. (Juarez-Cedillo T, Zufiiga
J, Acufa-Alonzo V, Pérez-Herndndez N, Rodriguez-Pérez JM, Barquera R, Gallardo GJ,
Sanchez-Arenas R, Garcia-Pefia Mdel C, Granados J, Vargas-Alarcon G. Genetic admixture
and diversity estimations in the Mexican Mestizo population from Mexico City using 15 STR

polymorphic markers. Forensic Sci Int Genet. 2008;2(3) :€37-9).
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Sitios polimorficos que seran analizados.

Los polimorfismos a estudiar en este proyecto fueron seleccionados considerando los reportes
previamente publicados de asociacion entre los polimorfismos de estas moléculas con eventos
de obesidad, asi como con otros padecimientos inflamatorios en otras poblaciones. Después
de esto revisamos en el Hap Map 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 5%. Dado esto el proyecto incluird el estudio de dos polimorfismos
ubicados como sigue:

Adiponectina: Dos polimorfismos ubicados en region promotora (ADIPOQ 45 y
ADIPOQ 276).

*Nota: el rs representa el ID-db SNP: es el nimero de identificacion en la base de datos del

Centro Nacional de la Informacién en Biotecnologia (www.ncbi.nim.nih.gov).

Determinacion de los polimorfismos.

La determinacién de los distintos polimorfismos se realizé utilizando sondas TagMan en un
equipo de PCR en tiempo real. Las sondas fueron sintetizadas por la compafiia Applied
Biosystems. Se decidio utilizar esta metodologia debido al nUmero de determinaciones que
realizamos y al hecho de que contamos con dos equipos de PCR en tiempo real con alta
capacidad para realizar las determinaciones en los tiempos propuestos. Por otro lado, nuestro
grupo tiene amplia experiencia en el uso de esta metodologia. Los alelos fueron asignados
por medio de un programa de discriminacion alélica incluido en los equipos de PCR en tiempo

real.

Obtencion de monocitos.

Los monocitos fueron aislados de los individuos utilizando la técnica reportada por Almeida y
colaboradores (de Almeida MC, Silva AC, Barral A, Barral-Netto M. A simple method for human
peripheral blood monocyte isolation. Mem Inst Oswaldo Cruz 2000;95:221-3). El protocolo de
separacion incluy6 dos pasos, cada uno de ellos con el uso de un gradiente simple. Primero
se llevé a cabo un gradiente de Ficoll-Hypaque en 20 ml. de sangre obtenida de cada individuo.
Después el buffy coat fué pasado por un gradiente de Percoll hiperosmético. El porcentaje de
monocitos fué evaluado en un citémetro de flujo usando un anticuerpo anti-CD14. Solo se

utilizaron los cultivos con una pureza de monocitos mayor al 65%. En este caso se plantea el
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andlisis de 100 individuos de cada grupo debido a que se pretende tener por lo menos 20

individuos por cada genotipo de los polimorfismos estudiados.

Extraccion de RNAm a partir de monocitos

La extraccion del RNA se realizé con Trizol LS (invitrogen). Se empleara al menos 0.75ml de
trizol por 5-10x10° células y se homogenizara con la pipeta al menos 10 veces para lisar las
células. Se incubaron las muestras homogenizadas durante 5 minutos a 25°C para permitir la
disociacién completa de complejos de nucleoproteinas. Posteriormente se agregaron 0.2 ml
de cloroformo por cada 0.75ml de Trizol LS. Se agitaron vigorosamente durante 15 segundos,
y se incubaron durantel5 minutos a 25°C. Se centrifugaron a 12000 x g por 15 min a 8°C.
Después de la centrifugacion, se extrajo la fase acuosa donde se encuentra el RNA. El
volumen de la fase acuosa fué aproximadamente del 70% del volumen de Trizol LS utilizado
para la homogenizacion. Se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio y se conservo la fase
organica por si se requiere extraer DNA o proteinas. Posteriormente se precipité el RNA de la
fase acuosa agregando isopropanol. Usamos 0.5 ml de isopropanol por cada 0.75 ml de Trizol
LS y se incubd a 20°C por 10 minutos, posteriormente se centrifugé a 12000 x g 10 min a 8°C.
El RNA se precipitd, inclusive es visible antes de la centrifugacion, y formé una especie de
botén gelatinoso en el fondo del tubo. Se removio el sobrenadante. Se lavé el boton de RNA
una vez con etanol al 75%, afiadiendo al menos 1 ml de etanol al 75% por cada 0.75 ml de
Trizol LS. Se mezclé vigorosamente la muestra y se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos a
8°C. Al final del procedimiento, se secé el botén del RNA en un tiempo de 5 — 10 minutos. Es
importante no dejar secar completamente el botén de RNA ya que esto disminuira su
solubilidad. Las muestras parcialmente disueltas deberan tener una relacién de longitud de
onda Azso/Azs0 <1.6. Finalmente se va a disolvié el RNA con agua libre de RNAsas o una
solucion al 0.5% de SDS, pasando la solucién varias veces por la punta e incubando 10
minutos a 55-60°C.

Analisis de expresidon del gen

Una vez identificados los polimorfismos en las diferentes regiones de los genes asociados a
la enfermedad, se procedi6 a realizar ensayos relacionados con el efecto del polimorfismo en
la expresion del gen (RT-PCR en Tiempo Real). Esta metodologia implica el uso de la enzima
DNA ampliTaq Gold, que tiene actividad de 5" exonucleasa, sin embargo, en este ensayo solo
se emplea una sonda que va marcada con un fluoréforo en su extremo 57, ya sea VIC o0 FAM,
y un par de primer no marcados. Para la reaccion de tiempo real se empleé el kit comercial

TagMan One Step RT-PCR mastermix, el cual esté disefiado para generar en un solo paso la
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transcripcion reversa (cDNA) y la amplificacion del fragmento que nos interesa por PCR, a
partir de mRNA, la cual es proporcional a la cantidad de RNA expresado. Se hicieron curvas
de titulacién de algunos individuos sanos para estandarizar el método, y se emplearon genes
de expresion constitutiva como controles positivos. La fluorescencia se cuantific6 mediante el
software SDS del equipo de tiempo real 7900HT ABI PRISM.

Volumen total de muestra

En total se realiz6 la toma de 30 ml de sangre periférica de cada individuo en tubos con EDTA
como anticoagulante. De los cuales:

- 10 ml fueron necesarios para la extraccion de ADN gendmico para realizar los polimorfismos
genéticos a estudiar. También se realizo la determinacion de los genes de ancestria, con el
fin de asegurar que los individuos a estudiar pertenecen a poblacién mexicana.

- El plasma que se obtuvo se utilizd para realizar las determinaciones de adiponectina y
leptina.

- 20 ml fueron necesarios para separar los monocitos, ya que se requieren 30 millones de
células con una pureza por arriba del 65% para realizar los ensayos de expresion génica de

dichas adipocinas.

Consideraciones de biosequridad

Las muestras de sangre tomadas a los sujetos del estudio se consideran el aspecto mas
riesgoso, por lo que las personas que tomaron las muestras de sangre utilizaron guantes,
ademas de que el material fue estéril y de uso Unico y se desechd en los contenedores rojos
del hospital. Las muestras se tomaron en el laboratorio de Alergia (Edificio Mundet Planta
Baja) y el plasma se congel6 a -70°C en el congelador especifico para muestras sanguineas
gue tenemos en dicho laboratorio. Posteriormente las muestran fueron transportadas al

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, donde fueron procesadas.

Infraestructura disponible

En el Instituto Nacional de Cardiologia especificamente en el laboratorio de Gendémica del
departamento de Biologia Molecular, se cuenta con la infraestructura necesaria para realizar
estudios de diversa indole. Esta infraestructura consta de: secuenciador automatico de 4
capilares, 2 equipos de PCR en tiempo real (uno para 96 muestras y otro para 384 muestras),
4 termocicladores de Ultima generacion, campanas para PCR, centrifuga de vacio, centrifuga

clinica, microcentrifuga, microcentrifuga refrigerada, hornos de hibridacion, equipos de
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electroforesis horizontal y vertical para un nimero variado de muestras, refrigeradores,
congeladores de —20 y 1 congelador de -70, fuentes de poder, espectrofotdmetro (nanodrop),
pHmetro, balanzas, cAmara para toma de fotografias de geles y analizador de imagenes.
También se cuenta con el equipo de computo necesario para llevar a cabo el presente
proyecto.

Por otra parte, el Hospital Infantil de México “Federico Gémez” cuenta con un Departamento
Clinico a nivel de consulta externa de Alergia e Inmunologia Clinica de gran calidad. Los
Médicos e Inv