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1. RESUMEN.

Niveles séricos de células asesinas naturales en pacientes con obesidad.

Herrera Sdnchez D., Vargas Camafio M., Castrejon Vazquez M., Garcia Castillo G.
CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.

Introduccioén.

El sobrepeso y obesidad se definen como una acumulacidon anormal o excesiva de grasa, con indice de masa corporal
(IMC) mayor de 25 y 30 kg/m2, respectivamente. En México, la prevalencia de obesidad en mayores de 20 afios es de
32.4%. El tejido adiposo es productor de una amplia gama de citocinas, quimiocinas y factores similares a hormonas o
adipocinas, la mayoria con acciones proinflamatorias. Las células asesinas naturales, pertenecen a la inmunidad
innata, se caracterizan por el fenotipo CD3’, CD16", CD56" Existe evidencia de la disminucién de células NK en sujetos
obesos, sin embargo valores normales pueden ser acompafiados Unicamente de alteraciones en la funcionalidad. Las
células NK estan involucradas en la inmunovigilancia tumoral, viral, desarrollo de autoinmunidad, diabetes y
enfermedades cardiovasculares; existe controversia, si la disminucidon de NK condicione a mayor riesgo de estas. Con
este estudio, se conocera los niveles séricos en los diferentes grados de obesidad.

Métodos.

Se realizé un estudio transversal, descriptivo y observacional donde se incluyeron a 51 pacientes del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre, mayores de 18 afios; que no padecieran inmunodeficiencia primaria y/o secundaria,
autoinmunidad o alergia. A todos se les cuantifico niveles séricos de células NK. Los niveles fueron comparados con 4
criterios del sindrome metabdlico (hipertension arterial, diabetes mellitus 2, circunferencia abdominal y dislipidemia),
gue consideramos como factores que pudieran influir en el recuento absoluto.

Resultados.

El rango de edad fue de 19 a 74 afos (461£13.1), 37 (72.6%) fueron mujeres Y 14 (27.4%) hombres. El promedio global
de peso fue de 90.1 kgs (+16.2). La media del IMC global fue de 35.8 kgs/m2 (+6.7); 28 (54%) tuvieron Obesidad
grado |. El promedio global de células NK fue de 164cel/ul. Para obesidad grado I: 152 cel/ul, grado 11: 161.4 cel/uly
Grado IIl: 199.1 cel/pl. No hubo correlacién estadisticamente significativa con la edad, IMC y los 4 factores de riesgo
considerados.

Conclusiones.

A pesar de que no se comprobd la hipétesis, otras posibilidades deben tomarse en cuenta, la localizacién periférica
(tejido adiposo) de las células NK y que estos niveles no valoran la funcién de las células. Consideramos que su
utilidad reside en sentar las bases para futuros trabajos que puedan contar con un numero mayor de pacientes,
definir los rangos normales en poblacién mexicana sana y confirmar si estos niveles fueron o no influidos por
obesidad.

Palabras clave: sistema inmune innato, células asesinas naturales, obesidad.



2. INTRODUCCION.

El sobrepeso y obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa, con indice de masa corporal
(IMC) mayor de 25y 30 kg/m2, respectivamente (;). El IMC es un cociente que utiliza |a talla y el peso para clasificar el
sobrepeso y obesidad en adultos, expresado en kg dividido por el cuadrado de la talla en metros.

En la tabla 1 se muestra la clasificacion que Organizacién Mundial de la Salud de la obesidad en adultos.

Tabla 1.
Riesgo de enfermedad.
IMC (Kg/m?2) Clase de Hombres £102cm Hombres >102cm
obesidad Mujer <88cm Mujer >88cm

Bajo peso <18.5 = =
Normal 18.5-24.9 - -
Sobrepeso 25.0-29.9 Aumentado Alto
Obesidad 30.0-34.9 I Alto Muy alto

35.0-39.9 Il Muy alto Muy alto
Obesidad >40.0 1] Extremadamente alto Extremadamente alto
extrema

Tomado de la referencia 1.

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad se ha incrementado en todo el mundo, ocasionando serios problemas de
salud y altos gastos econdmicos en las sociedades. Se estima que actualmente el 70% de los adultos en Estados
Unidos y més del 60% en Reino Unido tienen sobrepeso, y la mitad de ellos son obesos (.

En México se calcula que 70% de los adultos sufren sobrepeso y obesidad. La prevalencia de obesidad en mayores de
20 afios es del 32.4% y mayor en las mujeres(34.5 %) que en los hombres (24.2 %) 3 4).

Estd demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para enfermedades como diabetes mellitus, hipertensién
arterial, enfermedad coronaria, apnea obstructiva del suefio y algunos canceres; ademds se conoce su asociacion con
padecimientos musculo-esqueléticos y problemas de salud mental.

La obesidad tiene un origen multifactorial, en el que se involucran la susceptibilidad genética, estilo de vida, con
influencia de diversos determinantes como la globalizacidn, cultura, condicién econdmica, educacion, urbanizacién y
el entorno politico y social.

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre calorias consumidas vy
gastadas, como consecuencia muchas hormonas y péptidos actian en un sistema de retroalimentacion integrado por
el sistema gastrointestinal, adipocitos y el eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal. La integracién de estos sistemas tiene
como finalidad la adecuada adaptacién a periodos de deprivacién de alimentos, pero conlleva a una pobre adaptacion
a la sobrealimentacion.



Desde el punto de vista inmunolégico se ha demostrado que existe una inflamacién sistémica persistente en los
obesos, si bien esta respuesta originalmente estd dirigida a la eliminacion de un agente externo o interno
potencialmente dafiino, debe de limitarse una vez que ha sido alcanzado el objetivo. Sin embargo, al persistir con
obesidad este estimulo no es eliminado, persistiendo con inflamacién que a largo tiempo es nociva para el organismo.

Se creia que el tejido adiposo era fisioldgicamente inactivo, hoy se sabe que es productor de una amplia gama de
citocinas, quimiocinas y factores similares a hormonas o adipocinas, algunas con acciones proinflamatorias, como la
leptina, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interlucina (IL)-6, proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1,
resistina, proteina de unién al retinol 4 (RBP-4), lipocalina-2, CCL2, IL-18, nicotinamida fosforribosiltransferasa
(NAMPT), CXCL5. Otras adipocinas como la adiponectina, IL-10, y la SFRP5 (proteina secretada relacionada a frizzled —
secreted frizzled-related protein), tienen actividad antiinflamatoria.

Durante la obesidad, la expansidon no controlada del tejido adiposo da lugar a desregulacion de las adipocinas,
favoreciendo la expresidn de adipocinas proinflamatorias e inhibiendo la secrecidn de las antiinflamatorias.

La hipertrofia del tejido adiposo precede a la angiogénesis, por lo que durante la expansion de los adipocitos, algunos
sufren necrosis. Los macréfagos residentes se activan para la fagocitosis de los detritos celulares y una vez activados,
producen TNFa, IL-6 y MCP-1. (5. Los monocitos circulantes son reclutados e infiltran el tejido adiposo, con esto, se
estimula la infiltracién adiposa por macréfagos y linfocitos, estos ultimos se diferencian al fenotipo TH1, productor de
IFN-y (5).

Durante la obesidad, los macréfagos residentes se activan con un fenotipo M1 (proinflamatorio) y permanecen con
este fenotipo, estimulando la polarizaciéon de los linfocitos a TH1, reclutamiento de leucocitos y producciéon de
radicales libres y proteasas, perpetuando asi la inflamacion ),

Células asesinas naturales (Natural Killer).

La respuesta inmune estd mediada por dos grandes sistemas que proporcionan la inmunidad innata y adaptativa,
trabajan juntos para combatir eficazmente la amplia gama de agentes patdogenos que desafian el organismo. El
sistema inmune innato precede a la inmunidad adaptativa desde un punto de vista filogenético y esta presente en las
plantas y animales. Aunque a primera vista la inmunidad innata puede parecer primitiva, las células inmunes innatas
pueden orquestar la respuesta inmune adaptativa (7,

Desde la primera caracterizacion de las células NK, (del inglés natural killer) se encontré que estas sirven como
primera linea de defensa contra una variedad de infecciones. Las células NK, se desarrollan de un progenitor celular
CD34" en la médula ésea en presencia de citocinas como IL-15 y constituyen un linaje celular del sistema inmune
especializado en apoptosis via citotoxicidad, siendo parte de la respuesta inmune innata. Constituyen 5 a 10% de los
linfocitos en sangre periférica humana, morfolégicamente son linfocitos grandes con granulos citoplasmaticos. Su
fenotipo en reposo es: TCR’, BCR', CD3’, CD16", CD56".

Poseen genes de receptores con capacidad de rearreglarse (como los receptores de linfocitos T), sin embargo no los
emplean durante su maduracion; se han descrito muchos receptores que permiten la activacion de las células NK. Los
receptores al ser activados, ponen en marcha la maquinaria citotdxica de estas células; sin embargo, la mayor
especificidad en el reconocimiento de la célula blanco ha provenido de los receptores de inhibicién de las células NK.



Estos receptores se caracterizan por interactuar con diversos tipos de complejos de histocompatibilidad clase | (MHC-
1), transmitiendo una sefial de inhibicidn de la citotoxicidad que predomina sobre la activacion. Esto quiere decir que
si se enfrentan receptores de activacidn e inhibicidn simultdneamente, la respuesta es de inhibicién de la
citotoxicidad. Existen dos grandes familias de estos inhibidores, los de tipo lectinas, cuyo principal exponente es
CD94/NKG2A y los del tipo similar a inmunoglobulinas, ejemplos son los denominados KIR (Killer inhibitory receptor).
Las células NK reconocen determinados segmentos de estos complejos y no es totalmente claro si es necesaria para
ello la existencia del péptido antigénico. Estos ultimos resultados dan un fuerte apoyo a dos de las acciones mas
reconocidas de las células NK como son las actividades anti-virales y anti-neoplasicas.

En ambas situaciones, y por mecanismos diferentes, puede disminuir la expresion de los MHC, es decir se remueve la
sefial inhibitoria, lo que deja libre la posibilidad de activacién y lisis. Esta menor presentacién antigénica por parte de
las células tumorales o transformadas por virus, representa uno de sus principales mecanismos de evasion de la
respuesta inmune especifica g, g 10).

Debido a que expresan un receptor de. membrana (CD16) para una regién especifica de la molécula de anticuerpo,
pueden unirse a estos anticuerpos y destruir después las células blanco. Este es un ejemplo de un proceso
denominado citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés antibody-dependentcell-
mediated cytotoxicity)

Las células NK median sus efectos mediante el reconocimiento y muerte de células diana, produccion de citocinas
inmunorreguladoras, en particular IFN-y, que mejora la respuesta inmune innata y ayudan a dar forma a la respuesta
inmune adaptativa Las citocinas IL12 e IL21, median gran parte de su actividad anti-tumoral potenciando la via de
reconocimiento NKG2D cuando se expresa el ligando adecuado (11).

Células asesinas naturales en obesidad.

Las células NK se han encontrado en abundancia en el tejido adiposo, pueden representar hasta el 30 % de las células
presentes en la fraccién del estroma vascular de epididimo de tejido adiposo en ratones. En humanos se ha mostrado
gue es mas frecuente que el tejido adiposo visceral exprese niveles mas altos de interferén gamma en comparacion
con el tejido adiposo subcutadneo (q,),

Existe evidencia de la disminucidn de células NK en sujetos obesos, sin embargo valores normales pueden ser
acompafiados Unicamente de alteraciones en la funcionalidad o citotoxicidad. Hay mayor expresién de CD69 en
sujetos obesos que sugiere su activacién, que junto con el aumento de marcadores inhibitorios, estas células
disminuyen su capacidad para matar, contribuyendo a mayor susceptibilidad de enfermedad maligna e infeccién. (13
Al parecer la pérdida de peso puede mejorar los valores y mas frecuentemente la citotoxicidad, los resultados son
contradictorios en humanos, no asi en ratones (14, 15 1¢).

Un estudio no encontré diferencia significativa en la citotoxicidad espontanea de las células NK en sujetos obesos en
comparacién con los no obesos, sin embargo comparo los niveles y actividad de las células NK en pacientes con
obesidad (IMC promedio de 36kg/m2) y alteraciones metabdlicas, con obesos no complicados; encontrando
invariablemente disminucién de la células NK en los primeros.



Esto sugiere que las complicaciones metabdlicas, parecen influir en los niveles bajos y funcién de las células NK, si
consideramos que solo el 20% de los obesos no presentan dichas complicaciones, la disminucion de NK se observa
con mayor frecuencia en pacientes obesos metabdlicamente no sanos, con alto riesgo de comorbilidades (1),

Previamente se comentd que la adiponectina y leptina, son responsables del balance energético, sus concentraciones
se determinan por el grado de obesidad, directamente en el caso de la leptina e inversamente en el caso de la
adiponectina, pero ¢Qué relacion pueden tener con las células NK?

Hoy sabemos que ambas son parte de la regulacion del sistema inmune y sus receptores han sido identificados en las
células NK y hasta en el 5% de donadores sanos, se puede encontrar una menor expresion de CD16.

En pacientes obesos las NK no responden a la adiponectina, sugiriendo que son resistentes a sus efectos. Estos
hallazgos se ajustan también con el papel protector que se ha propuesto para adiponectina en cancer, ya que es
antiangiogénica, antinflamatoria e inhibe el crecimiento tumoral en animales (17,

Las células NK de ratas con obesidad inducida por dieta fueron resistentes a la activacion por leptina, causada por
defecto en la sefalizacidon JAK / STAT. Sin embargo, el mecanismo por el cual la leptina altera la funcion de la célula
NK humana especialmente en |la obesidad, sigue siendo desconocido (;5).

El sistema inmunoldgico del huésped juega un papel fundamental en la vigilancia, deteccién y eliminacidn de células
mutadas. Particularmente las células natural killer (NK) son importantes efectoras del sistema inmune innato contra
malignidad; tienen la capacidad para matar ciertas células tumorales sin sensibilizacion previa, su control vy
crecimiento in vivo e impedir su diseminacion (y9).

Un meta -analisis ha demostrado que la obesidad se asocia con 25-40 % de tumores malignos en particular,
adenocarcinoma de eséfago, tiroides, renal, colon, mieloma multiple y leucemia (5q), causados por niveles elevados de
adipocinas, una de ellas la leptina. Su estimulaciéon a largo plazo altera significativamente las funciones de las células
NK, encargadas de la inmunovigilancia tumoral.

En dos estudios de tumores murinos tratados con leptina fue beneficiosa, se cree sea debida a la mejoria de la
funcion de las células NK, estableciendo la importancia del enlace leptina-NK (21,

En ratones obesos, se ha demostrado que su carga tumoral aumenta tras la exposicidn a tabaco, asociado en parte a
defectos especificos de células NK, que podria explicar los pobres resultados en fumadores obesos con patologia
oncoldgica. Estas alteraciones se deben a que el tabaco, inhibe la regulacién de CD69 vy la liberacién de perforina,
como se ha visto por la expresién de CD107 en su superficie; teniendo implicaciones en su activacion, secrecidon de
citocinas y posterior regulacién de la respuesta inmune adaptativa. La importancia radica en que las células NK
eliminan tumores por liberacidon de granulos citotéxicos, incluyendo perforina, sin olvidar el papel importante del
interferén gamma, ya demostrado en humanos (33 23).

Las células NK también estan involucradas en el desarrollo de autoinmunidad, diabetes y otras enfermedades
cardiovasculares. Particularmente en el caso de diabetes se han descrito alteraciones en células NK, incluso en
pacientes de reciente diagndstico; como un mayor nimero células NK activadas y menor proporcién de inhibidoras,
creando un desequilibrio que conduce a menor umbral para su activacion y asi contribuir a la inflamacion crénica.



Se propone que la medicién de NKG2DB puede ser valiosa para la deteccién precoz de la inflamacién asociada a la
obesidad en las personas con alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (2a).

Las células NK también han sido implicadas en la fisiopatologia de esteatosis hepatica, ya que los hepatocitos
deficientes en GNMT (glicina-N-metil-transferasa) acumulan lipidos y expresan activamente ligandos de células NK, lo
que hace que dichos hepatocitos sean considerados como dafiados o transformados y por ende, se promueva su
muerte mediante mecanismos mediados a través de TRAIL (ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF)

(25,26).

Sea cual sea el mecanismo por el que se da la obesidad e inflamacidn, se cree que la respuesta inflamatoria en la
obesidad es una forma del organismo de mantener la homeostasis, impidiéndole alcanzar un punto en el que la grasa
acumulada deteriore la funcionalidad del organismo. Por otra parte, es muy importante continuar el estudio de estos
fendmenos tan relacionados, ademds de trabajar en el desarrollo de medidas preventivas que eviten el sobrepeso y la
obesidad.

Estudios adicionales son necesarios para dilucidar la funcidn exacta del sistema inmunoldgico especificamente de las
células NK en la inflamacién asociada a obesidad, en nuestro pais no hay ningun estudio relacionado con esto.

3. JUSTIFICACION.

Las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares ligadas con la obesidad son una pandemia en el mundo occidental,
con una gran carga de morbimortalidad y un impacto econémico cada vez mayor. El proceso inflamatorio, parece ser
la caracteristica subyacente en patologias asociadas a la obesidad.

Los datos sobre valorares y funcionamiento de las células NK en humanos durante la inflamacidn crénica inducida por
obesidad ha sido hasta el momento controversial, por lo que se desconoce exactamente su relevancia clinica, sin
embargo fisiopatolégicamente podria predisponer a mayor incidencia de cancer e infecciones virales mortales en
pacientes obesos. Es importante conocer las alteraciones y mecanismos por los cuales las células NK pueden
contribuir a la inflamacién crénica en la obesidad, este conocimiento puede permitir el desarrollo de nuevas
terapéuticas con blancos inmunoldgicos que eviten la progresién del estado proinflamatorio con sus consecuencias
clinicas, impactando asi en la salud de los individuos y en la salud publica.

4. OBJETIVOS.

a) General.
Conocer los niveles séricos de células NK en pacientes con diferentes grados de obesidad.

b) Especifico.
Comparar CD 56" CD16" con el indice de masa corporal.
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5. HIPOTESIS.

Debido al proceso inflamatorio de la obesidad, las células NK se modificardn inversamente proporcionales al grado de
obesidad (>30kg/m?).

a) Hipdtesis alterna

Los niveles séricos de células NK se encuentran disminuidos en los diferentes grados de obesidad.
b) Hipétesis nula

Los niveles séricos de células NK se encuentran disminuidos en los diferentes grados de obesidad.

6. METODOLOGIA.

a) Muestra. kENP‘?
Se calculd la muestra con la siguiente formula: 2 (f‘n,,i’ — 1) + k2pg

Donde n=tamafio de la muestra.

K =valor (1.96 para nivel de confianza del 95%).

N= Numero total de posibles encuestados (130).

p= porcentaje calculado, que basado en estudios previos se estima en 26% (0.26).
g= proporcién de individuos que no poseen la caracteristica, es decir, es 1-p.
e= Intervalo de error, 5% (0.05).

Numero de la muestra: 90 pacientes.

b) Criterios de inclusién.

e

S

Pacientes del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.

X3

A

Hombres y mujeres de 18 a 80 afios de edad.

e

S

Cualquier grado de obesidad (definida como IMC >30kg/m?)

X3

%

Consentimiento informado por escrito.

c) Criterios de exclusion.
++ Se excluirdn a los pacientes con diagndstico médico y por laboratorio establecido de: (Inmunodeficiencia primaria
o secundaria: cancer, VIH), enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus tipo 2 descontrolada (glucemia de
ayuno > 126 mg/dL o hemoglobina glucosilada > 7%), hipertension arterial descontrolada y enfermedad alérgica.
% Tratamiento previo o actual con inmunoterapia, inmunomoduladores, quimioterapia e inmunosupresores.
¢ Embarazadas
% Falta de firma de consentimiento informado.
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d) Criterios de eliminacion.
++» Determinacidn incompleta de las variables en el estudio.
++ Evidencia de inmunodeficiencia, autoinmunidad o enfermedad alérgica no diagnosticada previamente.
+* Que no acepte participar en el estudio.

e) Definicion de variables.

Variable Tipo de variable Definicion (unidades de medida)

Independientes:

Edad Cuantitativa nominal. Cantidad de afios cumplidos a la fecha de aplicacion del
estudio.
Afos.
indice de masa corporal Numeérica discreta. Cociente del peso corporal en kg sobre el cuadrado de la
(IMC) talla en metros (kg/m?).

Grado | (30.0-34.9 kg/m?), Grado Il (35.0-39.9 kg/m?),
Grado Il (>40 kg/m?).
Sexo Cualitativa continua. Hombre/mujer.
Dependientes:
Células naturales asesinas | Cuantitativa discontinua.  NUmero de linfocitos  CD3'CD56'16" cuantificados por
(NK) Citometria de flujo
(células/pL)

f) Métodos.

Se seleccionaran 51 pacientes del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE que cumplan con los criterios de
inclusion.

Se les invitard a participar en el estudio, informandoles ampliamente sobre éste; a quienes acepten se les explicard y
resolveran dudas acerca del proyecto, se les solicita consentimiento informado y una vez firmado este, se tomara
muestra sanguinea por venopuncion con sistema de vacio BD Vacutainer® para extraccion de sangre de-un tubo con
anticoagulante K3 EDTA, previa antisepsia con torunda de algoddn impregnada con alcohol etilico al 70%.

Una vez tomada la muestra se procesaron antes de 24 horas para su mejor andlisis de la siguiente manera: se
colocaron 20 pL de una mezcla de anticuerpos (CD45 VioBlue, CD3 APC, y CD56 PE) en un tubo de polipropileno y
después se agregaron 50 uL de cada muestra, se agitaron y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente en
camara oscura. Después se le agregaron 450 L de solucidn de lisis BD FACS lysing solution se agitaron y se incubaron
15 minutos a temperatura ambiente en cdmara oscura. La cuantificaciéon se realizé en un equipo MACSQuant después
de calibrar con las perlas de calibracion MACSQuant y compensar con los anticuerpos individuales de cada
fluorocromo y un blanco. Posteriormente se analizaron en el equipo adquiriendo 150 pL de cada muestra y se tomé la
region CD45 positiva en un grafico de granularidad contra CD45. De esta region se construyd un grafico de CD3 APC
contra CD56 PE donde se tomé la cuenta del nimero de eventos en la regién de CD56" considerando las diluciones en
la preparacion de esta muestra (27.28)

Una vez que se tengan los resultados de laboratorio, se llenara la hoja de recoleccion de datos automatizada de Excel
(Anexo 2), donde finalmente se integraran los datos para su analisis estadistico.
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g) Analisis estadistico.

Los datos obtenidos en la hoja de recoleccién de datos (anexo 2), seran vaciadas a hojas de Excel, posteriormente
seran analizadas con el software SPSS versién 16 para Windows y Statitical.

El andlisis estadistico de los resultados se realizard con Estadistica Descriptiva (frecuencias, media, mediana,
proporciones, porcentajes y desviaciones estandar) con graficos, se aplicaran anadlisis de correlacién, varianza y
Estadistica paramétrica y no paramétrica.

7. CONSIDERACIONES ETICAS.

El protocolo serd sometido al Comité de Etica y Bioseguridad del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre ISSSTE;
comprendido el estudio en el Reglamento de la Ley General de Salud y la Declaracién de Helsinki modificada en la 52
Asamblea General, Edimburgo Escocia, Octubre 2000. Nota de Clarificacion sobre el parrafo 29, afiadida por la
Asamblea General, Washington, 2002 %30 31, 3233)
el paciente, padre o tutor, persona o responsable legal, explicando claramente que en caso de que no desee

solicitando el consentimiento informado por escrito y firmado por

participar no tendra ninguna repercusion, el objetivo del estudio, los procedimientos que se realizaran y que estos no
tienen ningun efecto nocivo a su salud. Se anexa la carta de consentimiento informado (Anexo 3). La informacion
recabada y los resultados obtenidos se manejaran en forma confidencial y se presentaran en forma anénima.

8. CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD.

Durante el estudio se realizard toma de muestra por venopuncioén, el cual es un procedimiento de rutina que se asocia
a una baja incidencia de efectos adversos, entre los cuales se encuentran los siguientes, expresados con la frecuencia
referida en la literatura ®* :

e Equimosis 0 hematoma menor (12.3%).

e Diaforesis con hipotension (2.6%).

e Sincope (< 1%).

e Celulitis o flebitis (muy rara, no reportada en la literatura).

9. RECURSOS.

a) Materiales.
Computadoras.

X3

A

X3

%

Plumas.

X3

A

Hojas.
Software Excel y SPSS versién 16 para Windows.

7
.0

L)

X3

A

Clitémetro de flujo, ya disponible en el Laboratorio de Histocompatibilidad.

X3

%

Anticuerpos monoclonales marcados ya disponibles en el Laboratorio de Histocompatibilidad, como donacién
externa, no afecta los recursos para pacientes del CMN 20 de Noviembre.
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b) Humanos.

Dra. Maria Eugenia
Vargas Camaiio.

Dra. Maria Isabel
Castrejon Vazquez.

Dra. Diana Andrea
Herrera Sanchez.

Q.F.B. Guillermo
Garcia Castillo.

Jefa de Servicio Inmunologia Clinica y Alergia,
CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.

Profesora Titular del Curso Universitario de
Inmunologia Clinica y Alergia, UNAM.

Médica adscrita al Servicio de Inmunologia Clinica
y Alergia, CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.
Profesora Adjunta del Curso Universitario de
Inmunologia Clinica y Alergia, UNAM.

Residente de Inmunologia Clinica y Alergia, CMN
20 de Noviembre, ISSSTE.

Encargado del servicio de Histocompatibilidad, del
CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.

Supervision del protocolo.
Supervision del manuscrito final.

Supervision del protocolo.
Andlisis estadistico.
vSupervision del man<uscrito final

Investigacion bibliografica, reclutamiento
y selecciéon de expedientes a revisar.
Elaboracidn protocolo.

Elaboraciéon 'y llenado de cédulas de
recoleccién de datos.

Analisis estadistico.

Redaccidn del manuscrito final.
Supervision del marco tedrico y protocolo.
Procesamiento de muestras sanguineas y
recuento absoluto de células NK.
Supervision del manuscrito final.
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10. RESULTADOS.

Se realizé6 un estudio transversal, observacional y descriptivo, que incluyé 51 (100%) pacientes del CMN 20 de
Noviembre, en el periodo de mayo-junio de 2014 que cumplieron con los criterios de inclusion. El rango de edad fue
de 19 a 74 aiios (46+13.1), 37 (72.6%) fueron mujeres y 14 (27.4%) hombres. El promedio global de peso fue de 90.1
kgs (£16.2), en mujeres 89.9kgs y en hombre de 94.7kgs. La media global de estatura fue 159.4cm (+9.7), en mujeres
159.31cms, en hombres 159.39cms. La media del IMC global fue de 35.8 kgs/m2 (6.7), en mujeres fue de 35.7kgs/m>
(+19.4), en hombres 35.7kgs/m” (Tabla 1).

De las mujeres: 17 (45.9%), fueron clasificadas como obesidad Gl con media 31.5 (£1.5) y rangos minimos y maximos
de 30-34.1, 10 (27%) como obesidad Grado Il, con media 37.2 (+1.8) y rango minimo y maximo (35.2-39.9), y 10 (27%)
con obesidad Grado lll, con media 46.34 (+6.47) y rango minimo y maximo de 40.6-57.5. En el caso de los hombres,
11(78.5%) fueron clasificados como obesidad GI, con media 30.7 (+1.3) y rango minimo y mdaximo de 30.0-33.8;
2(14.2%) con obesidad Gll, media de 36.8 (+0.98) y rango minimo y mdaximo de 36.1-37.5 y finalmente un solo
paciente (7.1%) con obesidad Glll. La media de circunferencia abdominal es de 112 cms (£11.7), en mujeres 114.6cms
(x33.2), hombres 107.5cms (+17.1) (Tabla 1).

La media de células asesinas naturales (NK) en la muestra de estudio fue de 164cel/pl, se considerd rango normal de
37-901 cel/ul de acuerdo al proveedor del reactivo %) La media de células NK en mujeres fue 164 cel/ul (+88.5) y en
hombres 165cel/ul (+100) El valor mas alto se encontraron en el grupo de mujeres, 446cel/pl (Grafica 1).

De acuerdo con la clasificacion de la OMS, 28 (55%) pacientes tenian obesidad Gl, 12 (24%) obesidad Gll y 11 (22%)
obesidad GllIl. (Grafica 2). El promedio de niveles de células NK para cada grado de obesidad fue el siguiente: en el
Grado | 152 cel/pl, Grado 11 161.4 cel/ul y Grado 111 199.1 cel/ul (Grafica 3).

Al comparar los niveles séricos de NK con la edad, género y talla, se encontré un coeficiente de Pearson (r)= 0.544,
con p= 0.44 para la primera, (r)= 0.01, con p= 0.8 para la segunda y (r)= 0.184, con p= 0.008 para la tercera. Por lo
tanto la edad, el género vy la talla no influyeron en los niveles séricos de NK. (Grafica 4, 5, 6). Al compararlo con el
indice de masa corporal, se obtuvo un coeficiente de Pearson (r)= 0.21, p= 0.002, con la circunferencia abdominal
(r)=0.0351, ambas con baja correlacidon, como se muestra en los diagramas de dispersion y que estadisticamente se
considerd no significativo (Grafica 7,8).

Se tomaron en cuenta 4 criterios de la OMS para el diagnéstico de Sindrome metabdlico y que los consideramos como
“factores de riesgo”: circunferencia abdominal, hipertensién arterial sistémica, diabetes mellitus 2 y dislipidemia; 48
pacientes (94.1%) superaban la circunferencia de 102cm para los hombres y 88cm en el caso de las mujeres; 16
pacientes (31%) fueron hipertensos, 12 pacientes (23.5%) presentaron DM2, mismo porcentaje para la dislipidemia
(Grafica 9).

Se realizd un andlisis de regresién con estos factores de riesgo y comparacidn con los niveles séricos de células NK. En
el caso de la DM2, se encontré un coeficiente de correlacion de Pearson (r)= 0.271, p=0.393, en aquellos no diabéticos
(r)= 0.175 y p=0.285, ambos valores bajos, por lo tanto la presencia o ausencia de DM2 no se correlaciond con los
niveles de NK (Grafica 10).
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La correlacién con la hipertensién (r) 0.176, p=0.514, comparado con aquellos que no hipertensos (r)= 0.24 y p=0.156;
ambos con correlacidn baja; la presencia o ausencia de hipertensidn, tampoco influyé en los niveles de NK (Grafica
11). En el caso de la dislipidemia se obtuvo una con (r)= 0.187, p=0.56; comparado con aquellos que no presentaban
dislipidemia (r)= 0.313 y p= 0.05. La dislipidemia tampoco se correlaciéon con los niveles de NK, sin embargo la
ausencia de dislipidemia si se correlaciona con los niveles de NK estadisticamente significativa, como se muestra en el
diagrama de dispersién con una correlacién negativa (Grafica 12).

En aquellos con circunferencia abdominal >102cm en hombres y 88cm en mujeres, revelé una (r)=0.176, p= 0.23,
correlacién baja; aquellos que no sobrepasaron dichas medidas presentaron una (r)= 0.67, con p=0.52, correlacién
moderada, pero estadisticamente no significativa (Grafica 13).

Finalmente se comparé el promedio de células NK con y sin la presencia de cada uno de los factores de riesgo por
separado, asi encontramos que para pacientes con circunferencia >102cm en hombres y 88cm en mujeres, la media
de células NK fue de 169.8 cel/py de 81.7 cel/n en aquellos que no sobrepasaron estas medidas. La media de NK
para hipertensos fue de 171.9 cel/u y para no hipertensos de 161.3 cel/p, para diabéticos 191 cel/u y no diabéticos
156 cel/p. Finalmente para pacientes con dislipidemia la media fue de 186 cel/p y sin dislipidemia 158 cel/p (Grafica
14).
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11. DISCUSION.

El tejido adiposo es bioldgicamente activo y desde el punto de vista inmunoldgico se caracteriza por una inflamacién
persistente. Realizamos un estudio transversal, observacional y descriptivo con 51 pacientes del CMN 20 de
Noviembre, que cumplieron los criterios de. inclusion, y se les cuantificd células naturales asesinas en sangre
periférica. El objetivo principal era demostrar que dichos niveles son modificados inversamente proporcionales al
grado de obesidad.

El promedio de valores en los diferentes grados de obesidad, se encontraron sobre el limite inferior, es decir entre
164 células/pul; tomamos en cuenta valores de 37-901células/ul como parametro de normalidad, establecido por el

proveedor (28)

. Debemos considerar que las células NK se han encontrado en abundancia en el tejido adiposo, y
pueden representar hasta el 30 % de las células presentes en la fraccién del estroma de tejido adiposo en ratones,

gue pudiera ser una explicacion de su localizacién periférica, con niveles discretamente bajos a nivel sanguineo.

Al comparar los resultados con un estudio italiano multicéntrico (35), el promedio de células NK fue de 278 células/pl;
(rango 73-654), ellos tampoco encontraron influencia del peso, edad y habitos como tabaquismo o actividad fisica. En
latinoamérica existe un estudio colombiano ¢ que intenta caracterizar los valores de referencia de células NK, lo
rescatable fue que encontraron niveles diferentes para hombres y mujeres (526.1 células/ul vs 298.8 células/pul,
respectivamente) con una diferencia estadistica de p= 0.0004. En México no existe caracterizacion de los niveles de

NK absolutos, se intentd realizar en 1999 con un grupo pequefio de jovenes sanos, reportando solo porcentajes 57,

Un hallazgo interesante en este estudio, es que los pacientes con obesidad Grado Ill, presentaron los niveles mas
altos de NK, que no era lo esperado. Esto nos haria concluir que la hipdtesis de investigacion se descarta en sentido
estricto, pero debemos tomar en cuenta las limitaciones del estudio que pueden afectar de manera significativa el
resultado:

a) La n de la muestra es pequefia, lo que causa una distribucion anormal de los datos y un bajo poder en los
resultados, pero estadisticamente aceptable; esto se debié a falta de reactivo para completar la muestra
calculada.

Puede mejorar si se continua el presente estudio y se amplia el nimero de participantes, lo ideal seria un
estudio previo que caracterizara los niveles normales en poblacién sana mexicana; ya que como vimos
anteriormente los rangos entre poblacidn latinoamericana y europea parecen diferir.

b) No se establecieron tiempos de evolucion de las enfermedades crénicas, porque el objetivo del estudio era
Unicamente cuantificar los niveles de NK, esto pudo haber influido en los resultados.

c) El tener un rango normal de células NK no excluye la posibilidad que la funcion de estas se encuentre
alterada.

A pesar de todo lo anterior y de no haber comprobado la hipdtesis del estudio, consideramos que su utilidad reside
en sentar las bases para futuros trabajos que puedan contar con un nimero mayor de pacientes, definir los rangos
normales en nuestra poblacidén y confirmar si estos niveles fueron o no influidos por obesidad.
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12. CONCLUSIONES.

Mirando superficialmente el tema de la obesidad y los factores que llevan a sufrir esta enfermedad parecen ser
medianamente simples o que tal vez, sélo se trate de una “moda” que comenzd por una cuestion estética,
lamentablemente a través del tiempo llegd a convertirse en un problema de salud mundial. La obesidad se caracteriza
por la produccién de citocinas, la mayoria proinflamatorias, es decir es un estado inflamatorio de bajo grado, pero
persistente. Es causante de otras comorbilidades, como diabetes, dislipidemia e incluso cancer. Obviamente, México
no es ajeno al problema y como lo muestran los resultados somos el pais con mayor indice de obesidad —incluyendo a
nifios- en todo el mundo.

Por ello es necesaria investigacién adicional para establecer de manera precisa los mecanismos moleculares
especificos involucrados en el proceso de infiltracion en el tejido adiposo y una vez que sean identificados, ofrecer un
tratamiento dirigido; sin olvidar que la intervencién mas practica y econdmica sigue siendo la disminucion progresiva
de peso.

Debido a que el estudio del adipocito se ha ligado principalmente al metabolismo de lipidos y carbohidratos,
actualmente se conoce muy poco acerca de la participacion del tejido adiposo sobre la inmunidad innata, por lo que
este estudio puede marcar el inicio de la investigacion sobre este tema. A nivel institucional seria util contar con una
citometria que determinara los receptores de las células NK y considerar la funcionalidad de estas células.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Tablas y graficas.

Tabla 1. Descripcion general de los pacientes.

Tabla 1. Descripcion generalde los pacientes.

Variable

Edad [afios)
Mujeres
Hombres

Peso (kg)
Mujeres
Hombres

Talla {cm)
Mujeres
Hombres

indice de masa corporal(kg/m2)
Mujeres
Gradol
Gradoll
Grado Il
Hombres
Gradol
Gradoll
Grado lll

Circunferencia abdominal {cm)
Mujeres
Hombres

Media

46.5
45.8
47.5
50.1
88.3
94.7
153.4
155.0
170.7
35.8
37.0
31.5 (45.9%)
37.2 (27%)
46.3 (27%)
32.3
30.7 (78.5%)
36.8 (14.2%)
40.6 {7.1%)

112.7
114.6
107.5

Desviacion Minimo Maximo
estandar
13.2 19.0 74.0
12.5 19.0 70.0
15.1 27.0 74.0
16.2 62.0 133.0
17.1 62.0 133.0
12.8 83.0 123.0
3.7 141.0 176.0
7.3 141.0 170.0
4.4 164.0 176.0
6.7 30.0 57.5
7.1 30.0 37.59
1.5 30.0 34.1
1.8 35.2 39.9
.4 40.6 37.5
3.4 30.0 40.6
1.3 30.0 33.8
0.9 36.1 37.5
11.7 53.0 140.0
12.4 53.0 140.0
7.4 58.0 123.0

Grafica 1. Promedio de células NK en el grupo total de estudio.

Grafica 1. Promedio de células NK en el grupo total de estudio
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Grafica 4.

Grafica 5.

Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK y edad.

Grafica 4. Correlacion entre las células NK y edad.
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Grafica 5. Comparacion entre células NK y género.
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Grafica 6. Promedio de talla en la poblacién total de estudio.

Grafica 6. Promedio de talla en el grupo total de estudio.
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Grafica 7. Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK e indice de masa corporal.

Grafica 7. Correlacion entre las células NK e indice de masa corporal.
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Grafica 10. Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK, indice de masa corporal y DM2.

Grafica 10. Correlacion entre las células NK, indice de masa corporal y DIM2.
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Grafica 11. Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK, indice de masa corporal E

Grafica 11. Correlacion entre las células NK, indice de masa corporal e HAS.
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Grafica 12. Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK, indice de masa corporal y
dislipidemia.

Grafica 12. Correlacion entre las células NK, indice de masa corporal y dislipidemia.
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Grafica 13. Diagrama de dispersion que compara los niveles de células NK, indice de masa corporal y
circunferencia abdominal.

Grafica13. Correlacion entre las células NK, indice de masa corporal y circunferencia.
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Gréfica 14. Comparacion entre los niveles de NK y los factores de riesgo (Circunferencia abdominal>102cm en

hombres, 88cm en mujeres; HAS, DM2 y dislipidemia).
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Grafica 14. Correlacion entre las células NK y factores de riesgo.
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Anexo 2.

Hoja de recoleccién de datos.

e, Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
* Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.
Inmunologia Clinica y Alergia.

Hoja de recoleccidn de datos.
Protocolo “Niveles séricos de células asesinas naturales en pacientes con obesidad”.

Nombre:

Edad: Peso: Talla: IMC: kg/m?
Células naturales asesinas. Factores de riesgo.

CD3CD56'16" cel/uL Circunferencia abdominal cm

Diabético (a)
Hipertenso (a)
Elaboré : Dislipidemia




Anexo 3.

Consentimiento informado.
México D.F a de del 2014.

Por medio de la presente, Yo de manera libre y voluntaria, DOY
MI CONSENTIMIENTO, para ingresar al estudio titulado: “Niveles séricos de células asesinas naturales en pacientes
con obesidad”, sin que ello afecte mi atencion médica que recibié en el Instituto.

Se me ha informado que el estudio ha sido aceptado y aprobado por el Comité Local de Etica e Investigacion Clinica
del Hospital CMN 20 de Noviembre, ISSSTE, donde se realizard el estudio. Se me ha explicado, la importancia de dicho
estudio para la atencién de pacientes con obesidad, asi como los conocimientos generados de este tipo de estudios, y
los riesgos implicitos del procedimiento.

Para la realizacidn de esta investigacién, por venopuncién se me tomaran 10ml de mi sangre, se me ha explicado que
este es un procedimiento donde se introducira una aguja en alguna vena visible de mi brazo, los riesgos asociados son
hematoma (acumulacidn local de sangre), infeccidn en el sitio de puncién y/o dolor, aunque la probabilidad es baja en
caso de presentarse alguno de estos efectos secundarios, los investigadores se comprometen a prestarme atencién y
tratamiento inmediato; se me ha informado también que dicha muestra se procesara en el laboratorio de
histocompatibilidad de este Centro Médico Nacional.

Asi mismo, acepto que al firmar la presente carta otorgo mi consentimiento para participar en dicho estudio; mismo
gue puedo retirar en cualquier momento sin ningln perjuicio para mi o mi tratamiento.

El investigador se ha comprometido a darme la informacién oportuna de los resultados obtenidos y de las dudas que
de ellos surjan, asi como sobre cualquier manejo alternativo que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento; ademas
se me ha dado la seguridad de que la realizacidn de este estudio no pondra en riesgo mi integridad fisica o mental y
gue mis datos personales son confidenciales, no obstante resultados agrupados que se deriven del mismo, podran ser
presentados en publicaciones o foros cientificos y médicos.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma del investigador:

Nombre y firma de testigo 1 (parentesco)

Domicilio del testigo 1

Nombre y firma de testigo 2(parentesco)

Domicilio del testigo 2

Lugar y fecha:

En caso de dudas o requerir informacion adicional en relacidon con el proyecto de investigacion, se podrd contactar con la
investigadora responsable, Dra. Maria Eugenia Vargas Camafio, Jefa del servicio de Inmunologia Clinica y Alergia, a quien puedo
localizar en el noveno piso del edificio de Consulta Externa, de este Centro Médico o al teléfono 52 00 30 35 ext. 14 523.

En caso de cualquier duda o inquietud sobre los aspectos éticos relacionados con esta investigacion se puede contactar con el

Presidente del Comité de Etica de este Centro Médico Nacional, Dr. Abel Archundia Garcia, en el teléfono 52 00 30 35 ext. 14 629,
o bien a la Coordinacion de Investigacion del CMN 20 de Noviembre, con la Dra. Silvia Garcia, o al teléfono 52 00 50 03, Ext 14609.
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Anexo 4.

Cronograma.

Actividad.

Elaboracién del marco tedrico y protocolo

Evaluacién de Comités de Investigacion y Etica.

Busqueda de pacientes.
Recoleccidn de datos
Procesamiento de datos.
Andlisis de resultados.
Redaccion del escrito final.
Titulacién oportuna.

Ene

Feb

Mar

Abr

May

Jun

Jul

Agos
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10.

11.

12.

13.

14.
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