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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es una condicién en la cual el exceso de tejido adiposo afecta de
manera adversa la salud. México ocupa el primer lugar en obesidad infantil a nivel mundial. La
correlacion positiva del aumento del tejido adiposo con cambios metabdlicos asociados a
resistencia a la insulina y el aumento de la concentracion de mediadores inflamatorios, sugiere
un comienzo temprano y complejo de los mecanismos fisiopatogénicos que conducen a las
comorbilidades de la obesidad. Sin embargo, se desconoce si estos cambios son sucesivos,
simultaneos o se sinergizan para la produccion de dafo. Propusimos un modelo de estudio
para la caracterizacion del problema conformado por nifios en edad escolar que fueron
clasificados de acuerdo a su porcentaje de grasa corporal y analizamos en ellos de manera
simultanea el dafio metabdlico y el dafio inflamatorio.

Objetivo: Describir los cambios en el perfil metabolomico y de mediadores proinflamatorios en
nifios con diferente proporcién de grasa corporal.

Métodos: estudio en escolares de 6 a 11 afios de edad, estratificados con base en el IMC/E
en un gradiente de composicién de grasa corporal en cuatro grupos: peso normal, sobrepeso,
obesidad y obesidad grave. Se midi6 la adiposidad por el IMC/E, el ICT y la CC. Se obtuvieron
muestras de suero que fueron procesadas para la cuantificacidon de la glucosa, los TAG, el CT,
el C-HDL y el C-LDL. Asimismo se determino el perfil metabolémico (12 ACy 11 AA) mediante
la técnica de espectrometria de masas en tandem vy el perfil inflamatorio (14 citocinas) a través
del analisis multiple de citocinas. Se realizaron analisis de datos descriptivos y analisis de
correlacion. La significancia estadistica se consider6 con valores de p< 0.05.

Resultados: Se analizaron 169 niflos de ambos géneros, siendo la edad promedio de 8.8 afios
+ 1.3, el peso de 32.38 + 10 kg, la talla de 131.6 £ 9.9 cm, la CC de 65.5 + 11.7 cm, el ICT de
0.49 = 0.07 cm, la PAS/PAD de 106 /63 £ 12 /11 mmHg. La distribuciéon de la poblacién de
estudio de acuerdo a la clasificacion de la OMS, sefalo que los nifios con peso normal fueron
45.8% (n=78), con sobrepeso 26.5% (n=45), con obesidad 20.6% (n=34) y con obesidad
extrema 7% (n=12). De acuerdo a la IDF la prevalencia de obesidad abdominal fue en los nifios
con sobrepeso de 17.8% (n=8), con obesidad el 48.6% (n=17) y obesidad extrema 100%
(n=12). La prevalencia de riesgo cardiometabdlico, fue en los nifios con peso normal el 5.1%
(n=4), con sobrepeso 71.1% (n=32), con obesidad 91.4% (n=32) y con obesidad extrema el
100% (n=12). Los resultados de los datos bioquimicos indicaron que la concentracion de
glucosa promedio fue de 96 + 9 mg/dI, los TAG de 104.8 + 46 mg/dI, el CT de 144.8 + 30 mg/dl,
el C-LDL de 69.7 + 20 mg/dI, el C-HDL de 44.5 £ 12.8 mg/dl. Las concentraciones de glucosa,
TAG, CT y C-LDL estuvieron significativamente aumentadas en los grupos con obesidad en
comparacién con el grupo con normopeso. Con respecto al perfil metabolémico se encontré
significativamente la concentracion elevada de C0O, AC3, AC5, AC6, AC14, AC16, Arg, Val y
Tyr en los grupos con obesidad. Se encontraron asociaciones positivas entre las
concentraciones incrementadas de TAG, AC y AA con la ganancia de masa grasa. Con
respecto al perfil inflamatorio se encontré disminuida significativa la concentracion de IL13 e
IL1Ra en el grupo con obesidad y por el contrario un incremento significativo en la
concentracion de MIP 1 en el mismo grupo.



Conclusiones Conforme aumenta el almacenamiento de grasa corporal en escolares, es
posible encontrar alteraciones metabdlicas progresivas y significativas lo que incluye mayor
concentracion de glucosa, TAG, AC y AA circulantes como producto de la saturacion en la
capacidad oxidativa mitocondrial. Proponemos que el exportar metabolitos del espacio
intracelular podria ser un mecanismo de regulacion homeostatica por parte de los tejidos para
mantener los limites fisiologicos antes del establecimiento de dafio metabdlico.La evidencia de
induccion de la respuesta proinflamatoria sistémica apenas comienza a manifestarse en los
nifos con obesidad grave. Por tanto sugerimos que el mecanismo de dafio metabdlico
asociado a la obesidad en los nifios se manifiesta primero, y el mecanismo de dano inflamatorio
aparece de manera mas tardia.



Abstract

Background:

Obesity is a condition in which excess of adipose tissue adversely affects health. Mexico, ranks
first in childhood obesity. The positive correlation of increased adipose tissue given by
metabolic changes associated with insulin resistance and the increased concentrations of
inflammatory mediators, suggest an early and complex onset of pathogenic mechanisms
leading to obesity comorbidities. However, it is unknown whether these changes are
consecutive, simultaneous or synergize to produce damage; we proposed a model study for
the characterization of the problem formed by schoolchildren who were classified according to
their percentage of body fat and also we analyzed simultaneously their metabolic and
inflammatory profiles.

Aims: To describe the changes in the metabolomic profile and proinflammatory mediators in
children with different proportion of body fat.

Method of study: The present study was conducted in school children of 6-11 years old,
classified in four groups according to composition of body fat: normal weight, overweight,
obesity and severe obesity based on the BMI. Adiposity by BMI, ICT and CC was measured.
Serum samples were processed for quantification of glucose, TAG, TC, HDL-C, LDL-C. Also
the metabolomic profile (12 AC and 11 AA) was measured by tandem mass spectrometry
technique and inflammatory profile (14 cytokines) through Multiplex technique. Descriptive data
analysis and correlation analysis were performed. Statistical significance was considered at p
<0.05.

Results: 169 children of both genders were analyzed, obtaining average age of 8.8 + 1.33
years, weight 32.38 + 10.12 kg, height 131.6 £ 10 cm, CC 65.5 + 11.7 cm, ICT 0.49 £ 0.07 cm,
SAP/DAP 106/63 + 13/11 mmHg. The distribution of the study population according to the WHO
classification was: children with normal weight 45.8% (n=78), 26.5% overweight (n=45),
obesity, 20.6% (n=34) and obese extreme 7% (n=12). According to the IDF, abdominal obesity
prevalence was in overweight children 17.8% (n=8), obese 48.6% (n=17) and in extreme
obesity 100% (n=12).

The prevalence of cardiometabolic risk in children with normal weight was 5.1% (n=4),
overweight 71.1% (n=32), obese 91.4% (n=32) and extreme obesity 100% (n=12). Mean values
of biochemical data measured in the study population were glucose 96 + 9 mg/dl, TAG 104.8 +
46 mg/dl, TC 144.8 £+ 30 mg/dl, LDL-C 69.7 + 20 mg/dl, HDL-C 44.5 +13 mg/dl .The
concentrations of glucose, TAG, TC and LDL-C were significantly increased in the obese group
compared to the group with normal weight. Metabolomic profile revealed high concentrations
of CO, AC3, AC5, AC6, AC14, AC16, Arg, Val and Tyr, being significantly higher concentrations
in obese groups. Positive associations between increased concentrations of TAG, AC and AA
to gain fat mass were found. In the inflammatory profile, a significant decrease in IL13 and IL1ra
concentrations in the obese group was found and instead a significant increase in MIP1f3
concentration in the same group was found.



Conclusions.

With increasing deposition of body fat in schoolchildren, its posible to find progressive and
significant metabolic abnormalities including higher concentration of glucose, TAG, AC and AA
as a result of saturation in mitochondrial oxidative capacity. We propose that the output of
intracellular metabolites to circulation could be a homeostatic regulatory mechanism by the
tissues to maintain physiological limits before the establishment of metabolic damage. Evidence
of the induction of systemic proinflammatory response just starts to manifest in children with
severe obesity. We therefore suggest that the mechanism of metabolic damage associated with
obesity onset first and inflammatory damage mechanism appears later.



Introduccién

La obesidad es una condicion en la cual la acumulacion excesiva de tejido adiposo afecta de
manera adversa a la salud y el bienestar. México ocupa el primer lugar en obesidad infantil a
nivel mundial, el grado y la duracion de la condicion de obesidad incrementa el riesgo de
desarrollar una gran variedad de condiciones patologicas, que tienen en comun
complicaciones metabdlicas e inflamatorias, que desembocan principalmente en desenlaces
cardiovasculares. El crecimiento exponencial en la prevalencia de esta enfermedad, el costo
econdmico, los riesgos para la salud y el impacto en la calidad de vida, justifican la imperiosa
necesidad de conocer los mecanismos de dafio implicados a lo largo del desarrollo de la
fisiopatologia de la obesidad en nifios de edad escolar. Dichos mecanismos se explican a partir
de dos enfoques principales:

1. La obesidad como inductor de dafo metabdlico asociado al incremento en la concentracién
de acidos grasos libres e intermediarios lipidicos circulantes, los cuales interfieren en la
sefalizacion de insulina. Esto ocasiona la pérdida en la transicion gradual del intercambio y
utilizacion de sustratos disponibles conocida como inflexibilidad metabdlica; la cual puede
inducir a través de la alteracion en diversos mecanismos y puntos de control en el flujo de las
vias metabdlicas resistencia a la insulina (RI), glucotoxicidad y lipotoxicidad sistémica.

2. La obesidad como inductor de dano inflamatorio sistémico por el aumento en las
concentraciones de mediadores proinflamatorios (TNFa, IL6, IL13, entre otras), secretados
principalmente por el tejido adiposo.

La correlacion positiva del aumento del tejido adiposo con los cambios metabdlicos asociados
a resistencia a la insulina y el aumento de la concentracion de mediadores inflamatorios,
sugiere un comienzo temprano y complejo de los mecanismos fisiopatogénicos que conducen
a las comorbilidades de la obesidad. Sin embargo, se desconoce si estos cambios son
sucesivos o simultaneos, por lo que se propone estudiar la secuencia temporal de estos
cambios. Para este objetivo propusimos un modelo de estudio conformado por estratos de
nifios en edad escolar que fueron clasificados de acuerdo a su porcentaje de grasa corporal
en los que se analizaron de manera simultanea el dafio metabdlico y el dano inflamatorio. Este
modelo permitié un acercamiento a la caracterizacion de diferentes fenotipos y la respuesta
metabdlica que presentan durante la ganancia de grasa corporal.

Por tanto fue posible proponer con este enfoque la identificacion de cual de estos mecanismos
de dafo aparece primero, conforme aumenta la adiposidad en los nifios.



Antecedentes

Capitulo | Obesidad
1.1 Definiciéon de obesidad

La obesidad es una enfermedad de etiologia multifactorial, desarrollada por la interrelacion
entre el genotipo y el ambiente, en la cual interactuan factores bioldgicos, psicoldgicos,
sociales, culturales, politicos, econdémicos y ambientales. Esta serie de factores interaccionan
de forma compleja dentro del estilo de vida en las diferentes poblaciones y se manifiestan por
el desequilibrio entre la ingestion y el gasto energético, que tiene como resultado la
acumulacion de tejido adiposo (Campbell., 2000; Friedman, 2000; National Institutes of Health,
2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como la acumulacion
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (World Health
Organization, 2009). Ademas la obesidad incrementa el riesgo de desarrollar una gran
variedad de condiciones patoldgicas, que desembocan principalmente en desenlaces
cardiovasculares.

1.2 Epidemiologia de la obesidad en México

México ocupa los primeros lugares a nivel mundial en obesidad tanto en nifios como en adultos.
La prevalencia de obesidad a nivel mundial ha incrementado de forma exponencial, de acuerdo
a la OMS entre 1980 y el 2008 mas del 10% de los adultos mayores de 20 afos tenian
obesidad. Segun en la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico (OCDE)
en la actualidad mas del 70% de los adultos padecen sobrepeso en México, una proporcion
mayor que en cualquier otro pais (World Obesity Federation, 2014).

Con respecto al ambito nacional, en la poblacion adulta de acuerdo con la Encuesta Nacional
de Nutricion (ENN) en 1999 la prevalencia de sobrepeso fue de 38.4% y la de obesidad de
23.7%; En el afo 2006 de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
la prevalencia de sobrepeso fue de 39.8% y la de obesidad de 30.8%; En el afo 2012 la
prevalencia conjunta de sobrepeso y obesidad fue de 71.28%, siendo el 32.43% en obesidad
y 38.8% en sobrepeso (Instituto Nacional de Salud Publica, 2012).

1.3 Impacto econémico de la obesidad en México

La prevalencia incrementada de obesidad y sus comorbilidades tiene repercusiones sociales
y econdmicas muy fuertes. La evaluacién del impacto econémico en la salud de la poblacién
mexicana derivado de la obesidad y el sobrepeso de acuerdo a la unidad de analisis econdmico
de la Secretaria de Salud en México, el costo publico directo de cuatro enfermedades cronicas
no transmisibles (ECNT) seleccionadas vinculadas con la obesidad (diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, cancer de mama y osteoartritis) se estimé en $42 mil millones
de pesos en el afio 2008 y se prevé que podria ascender, de no intervenir mas, a casi $78 mil
millones de pesos para el afios 2017 .

La atencion médica de las ECNT relacionadas con la obesidad representan el 13% del gasto
total en salud y el costo indirecto por muerte prematura de las ECNT relacionadas con la
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obesidad se estimé en $25 mil millones de pesos en el afio 2008, y de no intervenir alcanzara
los $73 millones de pesos en el 2017; afectando 68 mil familias por afio(Gutiérrez, 2009).

Por tanto, se resalta el impacto que la obesidad y las ECNT tienen en la economia general del
pais y a distintos niveles en el capital humano, ya que a nivel individual disminuye la calidad
y la esperanza de vida. A nivel grupal o familiar la muerte prematura de algun miembro en el
hogar en edad productiva, generara empobrecimiento a las familias y a nivel global se afectara
la productividad y la economia en general del pais(Campbell., 2000; Kopelman, 2000).

1.4 Obesidad infantil

La obesidad infantil es uno de los problemas de salud publica mas graves del siglo XXI, el
origen de esta patologia es complejo y sélo puede ser entendido considerando un numero
importante de variables interactivas que desembocan en un factor comun que se manifiesta
por el desequilibrio en la ingesta y el gasto energético, que tiene como resultado la acumulacion
de tejido graso (Balas-Nakash, Perichart-Perera, Tolentino-Dolores, & Mier-Cabrera, 2013). La
obesidad infantil tiene como consecuencias un gran numero de complicaciones ortopédicas,
respiratorias, cardiovasculares, digestivas, dermatolégicas, neuroldgicas, endocrinas e incluso
ciertas formas de cancer, todas estas alteraciones en general condicionan a una menor
esperanza de vida.

1.5 Prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifos escolares

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Nutricion (ENN) en el afio de 1999 la prevalencia
nacional conjunta de sobrepeso y obesidad fue de 26.9%; en el afio 2006 de acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) 2006 la prevalencia fue de 34.8% yen la
ultima ENSANUT 2012 la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad fue de 34.4%,
representando estas cifras alrededor de 5, 664,870 nifios en el pais con sobrepeso y obesidad.
(Insituto Nacional de Salud Publica, 2012), grafico 1.
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1.6 Diagnéstico clinico de obesidad infantil

La antropometria es un conjunto de técnicas que permiten medir y evaluar las dimensiones
fisicas y el crecimiento lineal en nifios, mediante una serie de medidas, incluyendo el peso, la
talla y las circunferencias. Asimismo los indicadores permiten asociar datos y brindarles una
interpretacion bioldgica, asi como el establecimiento de puntos de corte y limites (Gibson,
2005).

Se usan varias escalas en la poblacién pediatrica para describir y evaluar los indicadores
antropomeétricos y clinicos siendo los mas comunes el Z score y los percentiles. EI Z score
denota unidades de desviacidn estandar (DE) con respecto a la media de un conjunto de datos
y permite localizar una observacion o individuo sobre la curva normal en términos del valor de
DE, detectando de esta forma la dispersidn en referencia a la media poblacional. Por su parte
los percentiles califican la posicion del nifio en el contexto poblacional, lo cual indica qué
porcentaje de la poblacion es menor o mayor al individuo en cuestion(Hedricks D., 2007). Los
patrones de crecimiento son instrumentos que se utilizan extensamente en salud publica para
evaluar y vigilar el crecimiento en nifios; los puntos de corte usados para definir el crecimiento
normal en nifios por el centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) y por la
OMS, estan fundamentados en constructos estadisticos (Onis, Garza, Onyango, & Borghi,
2007). En el 2006, la OMS publicoé sus tablas y curvas de crecimiento que documentan el
crecimiento de niflos sanos bajo condiciones nutricionales y ambientales optimas y en el
ambito internacional son las mas utilizadas(Onis, Garza, Onyango, Martorell, & World Health
Organization, 2006).

Por tanto los indicadores antropométricos utilizados para evaluar el crecimiento en poblacion
pediatrica, son una herramienta sencilla que permite identificar a los niflos con riesgo de
padecer alguna enfermedad cardiometabdlica. Los indicadores mas utilizados en la practica
clinica son:

indice de Masa Corporal (IMC)

El IMC o indice Quetelet (peso/talla?) es un indicador del contenido corporal de grasa. Se
determina dividiendo el peso en kilogramos entre su talla en metros al cuadrado (peso (kg)/talla
(m?)). Este indice se reconoce como un indicador de delgadez, sobrepeso, obesidad y
obesidad grave en nifios y adolescentes. Se ha correlacionado positivamente con grasa
corporal estimada con densitometria y resonancia magnética. La categorizacion de sobrepeso
y obesidad ha sido limitada, asi como la validacion para establecer curvas y puntos de corte
de IMC para nifios ha sido muy complicada a lo largo de la historia, pues este indicador cambia
sustancialmente con la edad. No obstante hasta el momento el IMC es la mejor herramienta
para monitorizar el progreso de los programas e intervenciones contra el sobrepeso y la
obesidad infantil. Varios grupos han recomendado al IMC como indicador por eleccion para
evaluar obesidad en nifos y adolescentes de 2 a 19 afios de edad; sin embargo, hay que
considerar que en poblacion pediatrica para obtener la clasificacion con base en este indicador
ademas del peso y la talla también se considera la edad y el género. Entonces debido a que
este indicador expresa una correlacion fuerte con el porcentaje de grasa corporal, permite
identificar correctamente a los individuos con mayor adiposidad(Drife, 1999; Maffeis, Banzato,
& Talamini, 2008; Manios et al., 2008), tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion por indice de masa corporal para la edad con base en los criterios de la OMS

Grupos de estudio Valor de Zscore (2Z)
IMC normal para la edad (s1zaz=2-22)
Sobrepeso (>1za<22)
Obesidad (>2za<32)
Obesidad grave (>32)

Tomado de (World Health Organization, 2009)

Circunferencia de cintura (CC)

La distribucion superior de tejido adiposo, visceral o central es considerada como un factor de
riesgo en nifos y en adultos. Un exceso de grasa abdominal esta asociada a dislipidemia,
factores de riesgo cardiovascular, DM2 y otras morbilidades. Una medicion exacta de la grasa
total y su distribucion regional es fundamental para detectar obesidad en nifios (Fernandez,
2004).

En 2004, Fernandez y cols., desarrollaron la distribucion de circunferencia de cintura (CC)
acorde a los percentiles 10, 25, 50, 75 y 90 en relacion a la raza; una regresion percentilar fue
utilizada para describir los cambios en la estimacion de percentiles como una funcién de edad
para grupo étnico (africano, europeo, americano y mexico-americano). Los datos para realizar
este estudio fueron tomados de la Tercera Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Estados
Unidos (NHANES IIl), la muestra evaluada incluyé individuos de 2 a 18 anos de edad. Para
diagnosticar obesidad abdominal el punto de corte a tomar es el correspondiente a un percentil
>90 (Fernandez JR., Redden DT., Pietrobelli A., 2004).

La CC se ha asociado con la grasa visceral en nifios y algunos autores mencionan que es un
predictor independiente de resistencia a insulina (RI) y obesidad abdominal, razén por la cual
la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés) la ha considerado como
componente principal para la definicion de sindrome metabdlico (SM) en poblacion
pediatrica(Manios et al., 2008; Brambilla et al., 2006).

indice Cintura Talla

Es un indicador antropométrico que permite identificar el riesgo cardiometabdlico
independiente del género y la edad, no requiere de tablas antropométricas para su
interpretacion y se ve menos afectado por la maduracion sexual. Para este indicador se ha
propuesto que el punto de corte 0.5 es un predictor de riesgo cardiovascular(Maffeis et al.,
2008; Savva, Lamnisos, & Kafatos, 2013).

Cuando se relacionan dos o mas indicadores antropométricos tienden a aumentar su
sensibilidad y especificidad, por tanto en el estudio realizado por Maffeis y cols., se encontro
que cuando la relacién del IMC de nifios obesos con el indice cintura/talla (IC/T) > a 0.5, el
riesgo de presentar riesgo cardiometabdlico fue 12.11 veces mas alto, en comparacion con
IMC normal y una relaciéon IC/T < a 0.5 (Maffeis et al., 2008).
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Por tanto la IC/T y CC son indicadores complementarios junto con el IMC en la identificacion
de obesidad en poblacidén pediatrica, dado que se asocian con riesgos cardiometabdlicos
futuros (Manios et al., 2008; Li, Ford, Mokdad, & Cook, 2006).

Capitulo Il Generalidades del tejido adiposo y su papel en la fisiopatologia de la obesidad
2.1 Generalidades del tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) es un organo dinamico que participa en procesos fisiolégicos muy
importantes para el mantenimiento de la homeostasis energética. Comprende una gran
variedad de tipos celulares incluyendo células endoteliales, fibroblastos, células sanguineas,
preadipocitos, macréfagos y otras células del sistema inmune; siendo predominantes los
adipocitos maduros(Sarjeant & Stephens, 2012). Integra una amplia variedad de procesos
homeostaticos, ya que ademas de regular y almacenar los lipidos en forma de TAG, esta
involucrado en la respuesta inmune, el control de la presién arterial, la masa 6sea, la tiroides
y la funcién reproductiva (Rosen & Spiegelman, 2006).

El TA se ha clasificado principalmente como el tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo
marréon (TAM), sus principales caracteristicas son:

El TAB es el mayor reservorio de energia en forma de grasa en el cuerpo humano y es critico
para la homeostasis energética, debido a su funcién endécrina. Generalmente un adipocito del
TAB es de forma esférica con diametro menor a 10 um que puede incrementar hasta 200 um.
Su reordenamiento interno es muy estrecho debido a que posee una vacuola lipidica que
ocupa la mayor parte del citosol; el nucleo estd comprimido entre la membrana plasmatica y la
vacuola; las mitocondrias, el reticulo endoplasmico liso y rugoso, el aparato de Golgi y los
demas organelos con una distribucién dispersa.

El TAM tiene como principal funcion la termogénesis, la cual es mediada por la proteina
desacoplante UCP1 en la mitocondria. El TAM juega un papel muy importante como depdésito
de grasa en los primeros meses de vida en gran variedad de mamiferos. En los ultimos afios
se ha visto que el TAM también esta presente en regiones toracicas y supraclaviculares en
adultos(Sarjeant & Stephens, 2012).

2.2 Adipogénesis

La adipogénesis es la secuencia de acontecimientos que conduce al desarrollo de adipocitos
completamente diferenciados, a partir de progenitores pluripontenciales no diferenciados y el
proceso es distinto en el TAM y el TAB. En este trabajo nos enfocaremos a la descripcion del
TAB por su implicacion directa en la fisiopatologia de la obesidad(Martos-Moreno, Kopchick, &
Argente, 2013).

Con respecto a la adipogénesis del TAB, los precursores embrionarios pluripotenciales dan
lugar a células mesenquimatosas pluripotentes que, tras su reclutamiento hacia la linea
adipocitaria determinan, secuencialmente la aparicion de adipoblastos, preadipocitos tipo | y
tras su expansion clonal a preadipocitos tipo I, siendo estos ultimos los que acumularan
vacuolas lipidicas para la conformacion de adipocitos maduros. EI TA como 6rgano endocrino
sintetiza una gran cantidad de proteinas llamadas adipocinas de modo paracrino, autdcrino y
endocrino que llevan a cabo un gran numero de funciones metabdlicas. Ademas tiene efectos
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en la funcién de 6rganos distantes como el musculo, el pancreas, el higado y el cerebro
(Martos-Moreno et al., 2013;Sarjeant & Stephens, 2012).

El desarrollo de los adipocitos es una progresion de la activacion secuencial de una gran
numero de factores de transcripcion. En el TAB esta secuencia comienza con la activaciéon de
miembros de la familia de factores de trascripcion de la proteina de activacion 1 (AP1) y
continua con la induccion y expresion de PPARYy, un receptor nuclear critico pro adipogénico.
Otro factor de transcripcion que induce la maduracion del adipocito es el SREBP-1 (proteinas
de unién a elementos de respuesta de esteroles 1), la familia de miembros C/EBP (CCAAT-
Enhancer Binding Protein) y otra familia de factores de transcripcion CCAAT/ enhancer binding
proteins (C/EBPs) transductores de sefiales y activadores de transcripcion (STATs, por sus
siglas en inglés) y ( LXR a, por sus siglas en inglés )(Otto & Lane, 2005; Sarjeant & Stephens,
2012),figura 1.

Expansion clonal

CEBP By G

AP1, KLF PPARY,
CiEBPa,
STAT B4,
SREBP-1

Aumento en el almacenamiento de lipidos y
sensibilidad a [a insulina

Freadipocitos

Figura 1. El desarrollo de los adipocitos. Los inductores de la adipogénesis C/EBPB, C/EBPJ, AP1y
KLF, estimulan a los preadipocitos a llevar acabo su expansién clonal. Conforme incrementa la
acumulacion de lipidos, la activacion transcripcional mediada por los factores de transcripcion PPARY,
C/EBPa, STAT 5A, SREBP-1, inducen la diferenciacion de los adipocitos. Abreviaturas: AP1 (proteina
de activacion 1), C/EBPB y C/EBP& (CCAAT/ proteina de unidn al potenciador B), STATS (sefales y
activadores de transcripcién), SREBP-1 (proteinas de union a elementos de respuesta de esteroles 1)
KLF (factor de transcripcion de la familia Krippel) PPAR y (Proliferador de peroxisoma activador de
receptores y).

Los factores de transcripcion que establecen las directrices del proceso son C/EBPa,Bydy
el PPARYy.

C/EBPs: esta familia de proteinas se une al DNA en la secuencia CCAAT contenida en las

regiones promotoras de varios genes. C/EBP B y & son reguladores tempranos de la

diferenciacion de preadipocitos(Otto & Lane, 2005). Asimismo C/EBPa es activado

transcripcionalmente por C/EBPB y ©, durante la diferenciacién, C/EBPa estimula la
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transcripcion de genes como GLUT-4, PEPCK (fosfoenol piruvato carboxicinasa), leptina y el
receptor de insulina.

PPARYy: es un factor perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares, se expresa como
dos isoformas, PPARy1 se expresa en casi todos los tejidos y PPARy2 es la isoforma
especifica de adipocitos(Otto & Lane, 2005). Los ligandos naturales de PPARYy son los acidos
grasos libres (AGL) y sus derivados. PPARYy controla la expresion de varios genes necesarios
en la fisiologia del adipocito, como aP2/FABP4 (por sus siglas en inglés), LPL (lipoproteina
lipasa), acetil coenzima A sintasa, sintasa de acidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés) y
PEPCK. Todas ellas implicadas en la coordinacion de la captacion y almacenamiento de
AGL(Otto & Lane, 2005; Sarjeant & Stephens, 2012).

Entonces la adipogénesis se da mediante la interaccion entre distintos factores, se propone
que los factores iniciales activados principalmente por accion de la insulina son C/EBPB y 0,
ambos controlan la expresién de PPARy y C/EBPa que una vez expresados mantiene el
fenotipo de adipocito diferenciado (Sarjeant & Stephens, 2012;Ahima, 2011).

2.3 Tejido adiposo blanco y su papel en la fisiopatologia de la obesidad

El TAB consta de 2 componentes esenciales, los adipocitos y la matriz estromo vascular:

1. Los adipocitos tienen como caracteristica principal la capacidad para el almacenamiento de
lipidos. Los adipocitos liberan los AGL a la circulacion, los cuales son utilizados por muchos
organos como fuente de energia cuando hay concentraciones bajas de glucosa en sangre. Los
AGL se generan a partir de la ruptura de los TAG, los cuales contiene mayor cantidad de
energia por unidad de masa.

2. La fraccidn estromovascular esta compuesta por una matriz de colagena, terminales
nerviosas,vasos sanguineos y vasos linfaticos; en ésta se encuentran multiples
subpoblaciones celulares como los fibroblastos, los preadipocitos, las células endoteliales, las
células dendriticas, los mastocitos, los granulocitos y los macréfagos embebidos en la matriz
extracelular(Martos-Moreno et al., 2013).

En condiciones de obesidad el control de la homeostasis energética se va perdiendo
gradualmente como consecuencia del balance energético positivo crénico, que resulta en un
incremento exacerbado de la sintesis de lipidos que va acompanado del aumento en el tamafio
(hipertrofia) y numero (hiperplasia) de células del tejido adiposo.

El cambio hacia el almacenamiento de energia en forma de lipidos durante el comienzo de la
obesidad es exacerbado por la retroalimentacion positiva que los AGL ejercen sobre la
lipogénesis. Esta retroalimentacion positiva se basa en la habilidad de los AGL para estimular
a PPARYy, el cual es un factor de transcripcion que regula los componentes responsables para
la entrada de AGL y su conversion a triacilglicerol (TAG). El incremento en la sintesis y
concentracion de lipidos, inducen la activacion de PPARYy, el cual estimula la diferenciacién de
células del tejido adiposo blanco, que da lugar a la aparicidn de nuevas células de grasa, que
se suman al desarrollo de la obesidad(Campbell., 2000; Singla, Bardoloi, & Parkash, 2010).

La ganancia de masa grasa ocasiona cambios histolégicos, metabdlicos y endocrinos en el
TAB, siendo estos determinados por distintos factores como:
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La capacidad del TAB para el reclutamiento de nuevos adipocitos desde los preadipocitos, una
vez que los adipocitos preexistentes han alcanzado un tamafio critico mediante la modificacion
de las secreciones paracrinas.

La capacidad del TAB para producir proteinas de quimioatraccién (quimiocinas), que
determinan modificaciones en la secrecién del componente estromal favoreciendo subtipos de
citocinas proinflamatorias por parte de los monocitos y macréfagos. Por tanto, conforme
incrementa la masa grasa existe un cambio en el patron de secrecidon endocrina de adipocinas
en los adipocitos hipertréficos, en comparacion con aquellos mas pequefios(B.-C. Lee & Lee,
2014a; Martos-moreno et al., 2013).

Los nifios y adolescentes incrementan el numero de adipocitos de su TAB con una tasa de
proliferacion superior en los pacientes obesos en comparacion con sujetos delgados, (Arner et
al., 2011) lo que podria indicar que la obesidad de instauracién precoz induce una tasa de
reclutamiento de preadipocitos acelerada(Martos-Moreno et al., 2013), que determina un
incremento de la poblaciéon celular adipocitaria, lo que posiblemente atenuaria la hipertrofia
adipocitaria y la afectacion del patrén de secrecion de adipocinas asi como el inmunofenotipo
de citocinas liberadas por las células inmunes del estroma vascular del TAB durante la infancia.
Esto podria ser debido a que es la hipertrofia de adipocitos lo que determina el perfil de su
secretoma, es decir el conjunto global de biomoléculas (por ejemplo metabolitos y proteinas)
que son secretados por la célula, siendo dichos metabolitos los que pueden controlar y regular
un gran numero de procesos bioldgicos vy fisiolégicos que podrian favorecer el desarrollo de
comorbilidades asociadas a la obesidad en edades mas tempranas(Hathout Yetrib, 2007;
McArdle, Finucane, Connaughton, McMorrow, & Roche, 2013).

El equilibrio entre la secrecion y la sensibilidad a la insulina mantiene la glucemia en
concentraciones normales; Sin embargo, en condiciones de obesidad la hiperinsulinemia y la
RI son el eje principal en el desarrollo de estados patolégicos como intolerancia a la glucosa,
el desarrollo de DM2, SM, entre otras comorbilidades(Yeste & Carrascosa, 2011).

La RI se caracteriza por la ausencia en tejidos periféricos diana de una respuesta normal a la
accion de dicha hormona. La RI tiene como mecanismo compensatorio la hiperproduccion de
insulina (hiperinsulinismo), dicho estado puede ser compatible con una glucemia normal,
debido a que la disminucion en la sensibilidad de los tejidos dependientes de insulina, se
acompana de un incremento compensatorio de la secrecion de esta hormona lo que permite
la normoglucemia; Sin embargo, cuando la hiperinsulinemia compensatoria resulta insuficiente
para mantener la homeostasis en la glucemia, ésta comenzara a incrementarse, lo cual
desembocara en hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y finalmente en DM(Yeste &
Carrascosa, 2011).

Durante las fases tempranas del desarrollo de |la obesidad, la sintesis de proteinas musculares
se ha asociado con el incremento de la masa muscular y la masa grasa; sin embargo, a largo
plazo se ha reportado que la obesidad ocasiona pérdida de masa muscular asociada a
disminucién en la sintesis de proteinas(Guillet, Masgrau, Walrand, & Boirie, 2012; Masgrau et
al., 2012). La insulina y los aminoacidos son reguladores clave del metabolismo de proteinas
en el musculo esquelético, inhiben la protedlisis muscular y estimulan la sintesis de proteinas;
sin embargo, en condiciones de obesidad y de RI se altera la capacidad de esta hormona para
estimular la sintesis de proteinas o inhibir su degradacién en el musculo esquelético, por
consecuencia se presentan concentraciones plasmaticas elevadas de aminoacidos, siendo los
aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en inglés), los que mas se han
asociaciado con el desarrollo de diabetes(Guillet et al., 2012).
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Con base en todo lo mencionando es claro que a nivel celular la Rl inducida por obesidad tiene
dos enfoques;

1.

La Rl asociada a la obesidad desde la perspectiva del daiio metabdlico es ocasionada
principalmente por intermediarios lipidicos que alteran la via de sefalizacion de insulina
repercutiendo en la funcién de sus érganos blanco y conforme va incrementando la
masa grasa existen mas alteraciones a nivel sistémico. Por otra parte existen muchos
estudios que senalan a los intermediarios lipidicos (AGL, DAG, AC) como inductores de
inflamacion a través de la via de sefalizacién que induce el factor de transcripcion
Factor Nuclear Potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFKB)(B.-C. Lee & Lee, 2014b; McArdle et al., 2013).

La inflamacién inducida por la obesidad, se ha planteado que ocurre principalmente por
la induccion de células inmunes del estroma vascular del TAB con un inmunofenotipo
inflamatorio determinado por el microambiente. Dichas células inmunes pueden activar
0 comunicar vias de sefalizacion alternas o pueden producir mediadores, como las
citocinas que pueden interaccionar con otras vias e inducir Rl en células dependientes
de insulina o activar otras vias de sefalizacion inflamatorias como IKKB/NFKB y Cinasa
C-Jun N-terminal (JNK)(B.-C. Lee & Lee, 2014b; McArdle et al., 2013).

Para poder comprender la interaccién entre los cambios en el perfil metabdlico o el perfil
inflamatorio que se dan durante el desarrollo de la obesidad infantil es necesario estudiar el
proceso secuencial de los mecanismos moleculares y sistémicos involucrados en la obesidad
como potencial inductor de daro, figura 2.

Resistencia a insulina <: Obesidad > Inflamacién
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RI inducida por Inflamacion

Inflamacién Interaccion inducida por RI
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Figura 2. Obesidad, resistencia a la insulina e inflamacion
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Capitulo lll Resistencia a insulina inducida por la obesidad

3.1 Senalizacion de insulina

El equilibrio entre la secrecion y la sensibilidad a la insulina mantiene la glucemia en
condiciones normales. Por su parte para que las células del tejido adiposo y el musculo
esquelético sean capaces de transportar glucosa a su interior, es necesaria la translocacion
del transportador de glucosa GLUT4 de compartimentos intracelulares a la membrana
plasmatica. El mecanismo de sefalizacion de la insulina se lleva a cabo cuando la hormona
se une a la subunidad a de su receptor, ocasionando la activacion de la subunidad B y su auto
fosforilacion, creando un sitio de unién para el sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus
siglas en inglés), el cual activa a fosfo inositol 3 cinasa (PI3K), que consta de 2 subunidades
p85 y p110. La activacion de PI3K se da por la interaccion entre p85/IRS-1 ocasionando la
activacién de p110, que cataliza la fosforilacion de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (Pl (4,5)P 2
) a fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PI3) y activa a proteina cinasa B o AKT (PKB)(Hotamisligil,
2006; Oliveres Reyes Jesus Alberto, 2008; Varman T. Samuel, 2013), figura 3.

Insulina

Membrana
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Figura 3. Mecanismo de sefalizacion implicado en la activaciéon de la via PI3K/Akt mediado por la
insulina. El receptor de insulina activo es autofosforilado, activa a IRS (sustrato receptor de insulina), el
cual contiene varios sitios de fosforilacion en residuos de Tyr (Y) que al ser fosforilados por el receptor
de insulina, se convierten en sitios de unién y activacion de PI3K. La PI3K consta de una subunidad
reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccién entre p85/IRS-1 da por resultado
la activacion de p110, este fosforila a su sustrato el Pl (4,5)P2, el cual es fosforilado en la posicion 3
del inositol, generando PI(3,4,5)P3 , que sirve como sitio de union para cinasas de Ser como PDK1 y
Akt, regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina a través de la activacion de diferentes
sustratos que propagan la respuesta. Abreviaturas: foxo (proteina Forkhead box), mTOR (proteina
diana de rapamicina en células de mamifero, por sus siglas en inglés)
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En condiciones de RI existe disminucion en el transporte de glucosa al interior de las células
en adipocitos y musculo esquelético, un aumento de la produccion de glucosa hepatica y
alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico. A nivel molecular, los
mecanismos descritos para la generacion de la Rl pueden ser multiples y variar de un individuo
a otro, ya sea por mutaciones o modificaciones postraduccionales del receptor o de moléculas
efectoras rio abajo del mismo, como la disminuciéon en el numero de receptores y de su
actividad de cinasa. En la alteracidén de la via de sefalizacion de la insulina intervienen los
miembros de la familia de proteina cinasa C (PKC), los cuales sensan la concentracion de Ca*
o de intermediarios lipidicos y a través de su actividad cinasa ocasionan una respuesta celular.
Estas cinasas fosforilan los residuos de Serina (Ser) o Treonina (Thr), existen varias isoformas
y se clasifican dependiendo de su ligando activador. Por tanto se podria sugerir que el
mecanismo molecular que ocasiona la RI es tejido especifico, es decir depende del tipo de
célula la isoforma de la familia de PKC que fosforila al IRS1 o IRS2, asi como del sitio de
forforilacion en cinasas de Ser/Thr como la c-Jun NH terminal cinasa (JNK), subunidad 3 de la
cinasa que inhibe el factor nuclear kB (IKK), S6 cinasa 1 (S6K1) y proteina cinasa C-© (PKC-
©) en la molecula de IRS. Entonces la Rl ademas de afectar el metabolismo de los lipidos,
carbohidratos y proteinas, también puede activar otras vias de sefalizacion inflamatorias
como la de NFKB o JNK induciendo la produccién de mediadores proinflamatorios(Varman T.
Samuel, 2013; Zhang, Keung, Samokhvalov, Wang, & Lopaschuk, 2010).

3.2 Alteraciones especificas del tejido en la senalizacion de la insulina

El tejido adiposo visceral posee una alta actividad lipolitica con incremento de la liberacion de
AGL vy glicerol, los cuales son transportados directamente de la vena porta al higado. El
principal mecanismo por el cual el tejido adiposo visceral causa Rl se atribuye a la lipotoxicidad
que se define como la elevacion de lipidos y/o intermediarios lipidicos en sangre o tejidos con
subsecuente alteracion metabdlica. La acumulacion de lipidos intracelulares o intermediarios
lipidicos como diacilgliceroles (DAG), acil-CoAs de cadena larga (LC-acil-CoAs) interfieren
con la actividad de la insulina, ya que alteran su via de sefalizacion y bloquean su efecto en
la translocacion de los transportadores como el Glut 4, disminuyendo la captacion de glucosa
extracelular e incrementando por consecuencia las concentraciones de glucosa a nivel
periférico (Yeste & Carrascosa, 2011).

En el musculo esquelético el aumento de lipidos intramiocelulares o sus intermediarios como
de acil-CoAs y DAG, son ligandos de la PKC-©, la cual fosforila en Ser a IRS-1, inhibiendo la
actividad de PI3k y disminuyendo la actividad de AKT2 afectando la translocacion de GLUT4
y otras funciones rio debajo de AKT2. Por consecuencia disminuye la entrada de glucosa y la
sintesis de glucégeno (por que la glucogeno sintasa esta inhibida). Incrementa ademas la
oxidacion de lipidos y en obesidad grave puede existir protedlisis muscular por consecuencia
de la RI(Kewalramani, Bilan, & Klip, 2010; McArdle et al., 2013; Morino, Petersen, & Shulman,
2006).

En el higado el mecanismo por el cual se da la Rl es muy similar; siendo los mismos ligandos
los que activan a PKCg, la cual fosforila a IRS-2 alterando la sefalizacion y disminuyendo la
actividad de AKT2. Por consecuencia hay reduccion en la actividad de la glucégeno sintasa y
reduccion en la produccion de glucégeno hepatico. También disminuye la fosforilacion del
factor de transcripcion Forkhead box protein (FOXO, por sus siglas en inglés) que al estar
desfosforilado entra al nucleo y activa la transcripcién de enzimas gluconeogénicas como
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y glucosa 6 fosfato fosfatasa; el incremento de la
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gluconeogénesis exacerba la Rl hepatica y resulta en hiperglucemia en ayuno(Morino et al.,
2006).

Conforme aumenta el depdsito de masa grasa en los adipocitos y se presenta la Rl hay un
aumento en la lipdlisis con una liberacion exacerbada de acidos grasos o intermediarios
lipidicos que pueden alterar la sefalizacion de insulina afectando la translocacion de los
transportadores de glucosa y otras funciones dependientes de insulina. Asimismo se ha
descrito que el adipocito puede activar vias inflamatorias a través de mediadores
proinflamatorios, que potencializan a su vez la resistencia a insulina creandose un fenémeno
de retoalimentacion positiva entre ambos (Yeste & Carrascosa, 2011). .

Por tanto el adipocito es el principal inductor de los mecanismos de dafio metabdlico e
inflamatorio que caracterizan a la obesidad (Hotamisligil, 2006; McArdle et al., 2013).
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Capitulo IV Mecanismos moleculares involucrados en el dano metabdlico,
intermediarios lipidicos y la disfunciéon mitocondrial

4.1 Dano metabdlico, intermediarios lipidicos y la disfunciéon mitocondrial

La flexibilidad metabdlica es la capacidad del organismo de intercambiar y utilizar los sustratos
disponibles como fuente de energia en diversas condiciones; sin embargo la sobrealimentacion
cronica puede ocasionar perturbacion en diversos mecanismos y puntos de control en el flujo
de las vias metabdlicas, lo que puede llevar a una condicion denominada “inflexibilidad
metabdlica” y RI(Kelley & Mandarino, n.d.; Newgard, 2012).

Randle mostré que el aumento de la lipdlisis y el resultante incremento de los AGL circulantes
en el estado de ayuno, contribuye a una mayor dependencia de las células a la oxidacion de
AGL para la obtencion de energia (con algunas excepciones como las neuronas o los
eritrocitos). La oxidacion de la glucosa se reduce bajo estas condiciones en parte por la
generacion de subproductos de la oxidacion de AGL que suprimen pasos clave del
metabolismo de la glucosa. Asimismo, McGarry demostré que el aumento de la disponibilidad
de la glucosa y la insulina en estado posprandial conduce a la produccién de malonil CoA, un
inhibidor alostérico potente de la oxidacién de acidos grasos. Sin embargo, el incremento
cronico de grasa corporal, como es el caso de las personas con obesidad, podria alterar la via
de oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, ocasionando acumulacion de especies de
“lipidos activados” como acil-CoA e intermediarios lipidicos que interfieren en la sefalizacién
de la insulina (Newgard, 2012).

Por otra parte en humanos la Rl se ha asociado con la disminucion en la funcién mitocondrial,
la reduccion en la expresidon de genes involucrados en su metabolismo oxidativo, la
disminucién del tamafo mitocondrial y la reduccion en la densidad mitocondrial (Chow, From,
& Seaquist, 2010). La evaluacion de la funcion mitocondrial hace referencia a mediciones en
la oxidacion de acidos grasos y fosforilacion oxidativa. Asimismo la evaluacion del potencial de
oxidacion de acidos grasos se realiza a través de la medicidn de enzimas asociadas con el
transporte de acidos grasos al interior de la célula e interior de la mitocondria, enzimas
involucradas en la B-oxidacion, la medicion de las enzimas asociadas al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) o a la cadena de transporte de electrones y sus productos metabdlicos.
Existe evidencia de la diminucién en la funcién mitocondrial en personas con RIl, tomando en
consideracion la reduccién de la funcibn mitocondrial como parte de la inflexibilidad
metabdlica, el cual se ha asociado a su vez con mayor grado de insensibilidad a insulina en
sujetos sanos(Schooneman, Houten, & Soeters, 2013).

El aumento en la concentracidén de acidos grasos circulantes, acelera su transporte al interior
de la mitocondria, pero posiblemente no aumenta la capacidad oxidativa mitocondrial,
ocasionando una 3 oxidacion incompleta, la cual se define como una condicion en la que la
concentracion de sustratos que entran a la mitocondria sobrepasa su capacidad oxidativa.
Entonces la disminucién del numero de mitocondrias funcionales disminuye el indice de
oxidacion de acidos grasos favoreciendo el aumento y acumulacion de lipidos o sus
intermediarios que podrian interferir con la sensibilidad a la insulina (Schooneman, Houten, et
al., 2013).

El grupo de Muoio y cols, propusieron que cuando el indice de oxidacion de acidos grasos
supera el indice del ciclo de los TCA y la cadena respiratoria, tiene por consecuencia la
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acumulacion de intermediarios metabodlicos como las acilcarnitinas (AC) que podrian interferir
con la sensibilidad a la insulina (Schooneman, Houten, et al., 2013).

4.2 Formacion de acilcarnitinas
4.2.1 La lanzadera de carnitina

La carnitina es sintetizada en el rifidn, higado y cerebro a partir de los aminoacidos lisina y
metionina; el esqueleto carbonado de la carnitina proviene de la lisina y la metionina es el
donador de los grupos metilo siendo el producto final el 3-hidroxi-4-trimetilaminobutirato. Estas
reacciones son catalizadas por enzimas metiltransferasas especificas(Bremer, 1983).

El transportador organico de catidén/carnitina (OCTNZ2) que se localiza en la membrana
plasmatica de células de la placenta, el corazon, el rifidn, higado y el musculo esquelético,
tiene como funcion principal transportar carnitinay ACs de cadena corta al interior de la célula.
Sin embargo, dependiendo de la concentracion intracelular de dichas acilcarnitinas también
podria participar en su exportacion, siendo su transporte reversible(Schooneman, Houten, et
al., 2013).

Las carnitina aciltransferasas son una familia de enzimas que catalizan la transferencia de
grupos acilo entre Coenzima A (CoA) y carnitina. La familia de las carnitina aciltransferasas es
indispensable en el catabolismo de los acidos grasos e incluye cuatro miembros: carnitina
palmitoil transferasa 1y 2 (CPT1, CPT2 respectivamente), la carnitina octanoiltransferasa
(CrOT) y carnitina acetiltransferasa (CrAT) (Violante et al., 2013).

Para la B-oxidacion mitocondrial los acidos grasos de cadena larga son “activados” a acil-CoA
de cadena larga, pero no pueden cruzar la membrana interna mitocondrial y tienen que ser
convertidos en ACs por la CPT1(Violante et al., 2013).

La activacion de los acidos grasos para su oxidacion (B- oxidacion) en la mitocondria,
comienza por la entrada de los AGL a la célula a través de proteinas transportadoras de acidos
grasos que se encuentran en la membrana plasmatica (principal forma de trasporte de los
acidos grasos de cadena larga), en el citosol el acido graso es “activado” con la coenzima A
(CoA) formando un éster de acil-CoA, por la enzima acil-CoA sintetasa ubicada en la
membrana externa mitocondrial (MEM).

Posteriormente la enzima CPT1 ubicada en la MEM convierte el Acil-CoA de cadena larga en
AC vy es transportada al espacio intermembrana. Finalmente en la membrana interna
mitocondrial (MIM) se encuentra la proteina transportadora Carnitina acilcarnitina translocasa
(CACT) que permite la entrada de las AC de cadena larga a la matriz mitocondrial a través del
intercambio con carnitina libre (C0), este transportador esta acoplado a la CPT2, la cual
reconvierte las AC a ésteres de Acil-CoA, los cuales son los principales sustratos de la [3-
oxidacion. El mecanismo previamente descrito se conoce como el ciclo de carnitina o
lanzadera de carnitina siendo indispensable para la activacién de acidos grasos de cadena
larga(Schooneman et al., 2013;Violante et al., 2013), figura 4.
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Figura 4. Representacién esquematica del ciclo de la carnitina. Los AGL entran a la célula a través de
las proteinas de trasporte de acidos grasos ubicadas en la membrana plasmatica, los AGL son
activados por su esterificaciéon con coenzima A en el citosol por la acilCoA sintetasa. La CPT1 convierte
la acil-CoA en acilcarnitinas, las cuales son trasportadas a la matriz mitocondrial por la CACT en un
intercambio con carnitina libre. En la matriz la CPT2 reconvierte las acilcarnitinas a esteres de acil-CoA
(sustratos de la B-oxidacion). Abreviaturas: Carnitina Palmitoil Trasnferasa 1 (CPT1), carnitina
acilcarnitina translocasa (CACT), las proteinas de trasporte de acidos grasos libres (PTAGL).

El trasportador CACT y la enzima CPT2, catalizan reacciones reversibles transportando AC
hacia afuera de la matriz mitocondrial y reconvirtiendo las acilCoAs de cadena media y larga
en AC respectivamente, ambos mecanismos dependen de la concentracion de las ACs en la
mitocondria. Estas ACs son finalmente exportadas al espacio extracelular, por el trasportador
OCTN2 y el transportador mono carboxilato 9 (SLC16A9) dependiendo aparentemente de sus
concentraciones intracelulares(Schooneman, Vaz, Houten, & Soeters, 2013).

4.2.2 Descripcién general de la B-oxidacién mitocondrial

En la matriz mitocondrial el acido graso activado (acil-CoA) comienza el proceso de la B-
oxidacion, formada principalmente por cuatro pasos, en los cuales el carbono B de las unidades
acil es oxidado. Comienza con la ruptura de 2 atomos de carbono, los cuales son liberados
como acetil-CoA, cada uno de estos pasos es catalizado por enzimas especificas de acuerdo
a la longitud de la cadena del acido graso. A continuacion se describe el proceso general:
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1. En el primer paso la acil-CoA es deshidrogenada formando como producto intermedio
el trans-2-enoil-CoA, siendo esta reaccidn catalizada por la enzima acil-CoA
deshidrogenasa. En esta reaccion se genera una molécula de FADH2.

2. El segundo paso es la hidratacion del doble enlace trans-2 del intermediario enoil-CoA
permitiendo la formacion de 3-hidroxiacil-CoA, este paso es catalizado por la enzima
enoil-CoA hidratasa.

3. Eltercer paso es una segunda deshidrogenacion formando como producto intermediario
el 3-cetoacil-CoA, dicha reaccion es catalizada por la enzima 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa.En esta reaccion se genera una molécula de NADH + H*.

4. El cuarto paso es la ruptura del enlace tiol del 3-cetoacil-CoA que tiene como producto
final un acil-CoA (n-2) con 2 atomos de carbono menos y una molécula de acetilCoA
que puede ingresar al ciclo de los TCA, dicha reaccion es catalizada por la enzima [3-
cetotiolasa

Estas cuatro reacciones se repiten hasta la degradacion completa de la cadena para obtener
finalmente “n” numero de moléculas de acetil-CoA, en el caso de los acidos grasos de cadena
con numero par de carbonos; propionil-CoA y acetil-CoA en el caso de los acidos grasos de
cadena con numero impar de carbonos. Dichas moléculas entran al ciclo de los TCA para
terminar de ser oxidadas.

Entonces para poder comprender el mecanismo molecular por el cual las ACs podrian
interferir en la sensibilidad a la insulina es necesario conocer su metabolismo a nivel celular,
hasta su mecanismo de excrecion celular, lo cual permite determinar sus concentraciones
séricas a través del metaboloma.

4.3 El metaboloma y su método de analisis

Los cambios metabdlicos descritos son estudiados a través del analisis del metaboloma
mediante la técnica de metaboldmica que ha proporcionado recientemente una visién unica
sobre los mecanismos metabdlicos involucrados en el desarrollo de la Rl (Bain et al., 2009).

El metaboloma se define como el producto terminal rio abajo del genoma, el transcriptoma y
el proteoma, siendo el conjunto total de todos los metabolitos en células, tejidos y organismos.
La metabolémica es el método utilizado para medir los cambios en el perfil metabdlico
presentes en las células, tejidos u organismos en respuesta a alteraciones genéticas o
estimulos fisiopatoldgicos. Esto permite medir los cambios metabdlicos en modelos animales
o humanos en respuesta a determinadas condiciones ambientales o experimentales. La
metabolémica se clasifica generalmente en dos grupos:

La metaboldmica indirecta, la cual permite el analisis global de todas las identidades medibles
en una muestra, incluyendo moléculas quimicas desconocidas.

La metabolémica directa, que permite la medicién de grupos de metabolitos quimicamente
caracterizados y bioquimicamente registrados (Du, Virtue, Wang, & Yang, 2013).

Los enfoques analiticos aplicados para identificar cambios en la concentracion y flujo de
metabolitos enddgenos mas utilizados son: la resonancia magnética nuclear, la espectrometria
de masa acoplada a cromatografia de gases, la espectrometria de masas acoplada a
cromatografia liquida, la espectrometria de masas en tandem, entre otras(Du et al., 2013).

El analisis del metaboloma, se basa principalmente en estudiar bajo ciertas condiciones
especificas la concentraciéon de metabolitos como: acilcarnitinas (ACs), aminoacidos (AA),
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cuerpos cetdnicos, entre otros. El metaboloma ha sido estudiado a lo largo de la historia para
la evaluacion y diagnostico de trastornos genéticos que generalmente son causados por
defectos en enzimas, cuyos sustratos se pueden acumular y ocasionar dafios severos en las
personas que lo padecen, a este grupo de patologias se les conoce como errores innatos del
metabolismo.

4.4 Procedencia de las acilcarnitinas

En estudios mas recientes en los que se ha utilizado la metabolémica, se sugiere que el
incremento en la concentracién de AGL favorece el incremento de la oxidacion de acidos
grasos en el musculo esquelético, lo cual coincide con la acumulacion de ACs, ocasionando la
incapacidad de intercambiar a otra fuente de sustratos y la disminucién en los productos
intermediarios del TCA, lo que sugiere que el flujo en la oxidacion de acidos grasos no
corresponde al flujo del TCA, lo que puede llevar a la oxidacion incompleta de acidos grasos
(Schooneman, Houten, et al., 2013).

Las AC pueden clasificarse de acuerdo a la longitud su cadena o de acuerdo con sus
precursores. La acetilcarnitina 2 (AC2) podria denotar su funcién en el control de la
concentracion de acetil-CoA, debido a que es producto de diversos sustratos metabdlicos. La
enzima mitocondrial carnitina acetil-CoA transferasa (Crat) cataliza la conversion de Acetil-CoA
a AC2 lo que permite su salida de la mitocondria cuando sus concentraciones estan en exceso.
Las concentraciones de AC2 en el musculo esquelético se asocian negativamente con la
oxidacion de acidos grasos en estados post absotivos y las concentraciones plasmaticas de
AC2 se asocian positivamente con las concentraciones de glucosa en estado postprandial.
Ademas, el exceso de acetil-CoA derivado de la glucosa puede ser carboxilado por la acetil-
CoA carboxilasa y producir malonil-CoA inhibiendo la CPT1.Por tanto, bajo condiciones
caracterizadas por incrementos en la oxidacion de &acidos grasos, el incremento en la
cocentracion de AC2 podrian reflejar una relacion directa con la resistencia a la
insulina(Schooneman, Vaz, et al., 2013).

Varios autores han propuesto que la longitud de las AC puede variar posiblemente
dependiendo de la velocidad y la capacidad oxidativa mitocondrial, asi como de distintos
precursores, como las ACs de cadena corta AC3, AC4, AC5, que provienen principalmente del
catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada y de la [(-oxidaciéon
incompleta(Schooneman, Houten, et al., 2013).

4.5 El catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada y su relacién con la
resistencia a la insulina

El catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en inglés),
sucede principalmente en las mitocondrias del musculo esquelético y el tejido adiposo,
participando su producto final en diferentes vias metabdlicas; por ejemplo, los productos del
catabolismo de la leucina (Leu) participan principalmente en la cetogénesis, los productos de
la valina (Val) en la gluconeogénesis y los productos de la isoleucina (Iso) pueden participar
en ambas vias (Harris, Joshi, Jeoung, & Obayashi, 2005)(Brosnan JT., 2006).

La degradacion de BCAA se lleva acabo principalmente por dos enzimas:

La aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada (BCAT por sus siglas inglés), la
expresion de las isoformas de la BCAT se lleva a cabo por dos genes diferentes, una isoforma
se sintetiza en el citosol y otra en la mitocondria, siendo mas abundante esta ultima. La funcién
de esta enzima es trasferir el grupo amino al a-cetoglutarato para formar su correspondiente
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cetoacido de cadena ramificada y glutamato, lo que marca el primer paso de la degradacion
de los aminoacidos y es un paso reversible.

BCAA + a-cetoglutarato — a-cetoacido de cadena ramificada + glutamato

La deshidrogenasa de a-cetoacidos ramificados (BCKD, por sus siglas inglés) su reaccion
consiste en descarboxilar los cetoacidos ramificados para formar su correspondiente éster de
acil-CoA ramificado, siendo este segundo paso irreversible que compromete a los aminoacidos
a su degradacion.

Cetoacido de cadena ramificada + NAD* + CoA — Acil-CoA de cadena ramificada +
NADH+COz2. Ver figura 5.

BCAA + a-cetaglutarate
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Figura 5 .La via del catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada. Muestra las reacciones que
se producen en el catabolismo de los BCAA y sus productos intermediarios catabdlicos como
acilcarnitinas de cadena corta* asociados con la resistencia a la insulina.
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Cabe resaltar que la descarboxilacién oxidativa de los tres aminoacidos es catalizada por
diferentes enzimas y el producto catabdlico de los tres entra al ciclo de los TCA (acidos
tricarboxilicos): la Leu entra como acetil-CoA, la Val e Iso brindan carbonos para la conversion
anaplerética de propionil-Coa y succinil-CoA para la produccién de acil-coA, la cual pude ser
oxidada en la mitocondria para la produccién de energia. Las propionilcarnitina (AC3),
butitilcarnitina (AC4) e isovalerilcarnitina (AC5) son los productos intermediarios catabdlicos de
los BCAA(Brosnan JT., 2006; Newgard, 2012; Newgard et al., 2009). Existen varios estudios
en la literatura que han reportado que los aminoacidos de cadena ramificada y los aromaticos
(Phe y Tyr) correlacionan significativamente con la presencia futura de DM2.

Las ACs de cadena media y larga son productos de la [3- oxidacion incompleta, por incremento
de la disponibilidad de acil-CoAs en la mitocondria en personas con obesidad. Las
asociaciones de ACs como marcadores subrogados de la Rl se relacionan con la sobrecarga
mitocondrial y la oxidacion incompleta de acidos grasos. Por tanto la concentracion de ACs
podria reflejar directamente el indice oxidativo de los acidos grasos y los aminoacidos. Las
personas con obesidad y Rl presentan concentraciones plasmaticas aumentadas de ACs de
cadena larga en comparacion con sujetos delgados, pero al recibir una infusion de insulina las
ACs de cadena larga disminuyen en general y en menor grado en las personas con
DM(Schooneman, Vaz, et al., 2013), figura 6.
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Figura 6. Mecanismos de resistencia a la insulina inducida por los lipidos. El aumento intracelular de
lipidos inhibe la sefializacion de insulina por intermediarios lipidicos como diacilgliceroles (DAG) y
ceramidas mediado por la proteina fosfatasa 2, AKT proteina cinasa C (PKC) o efectos en el receptor
de insulina. Por tanto hay disminucion en el numero de mitocondrias funcionales e incremento en la
acumulacion de lipidos citosodlicos que interfieren en la sensibilidad de la insulina. La sobrecarga
metabdlica de la mitocondria lleva a [(-oxidacion incompleta, resultando de una acumulacion
intramitocondrial de intermediarios de la B -oxidacion como acilcarnitinas (AC), las cuales se ha
propuesto que tienen efectos directos sobre la via del factor nuclear KB. Abreviaturas:AGL (acidos
grasos libres), PTAGL (proteina transportadora de acidos grasos libres), DAG (diacilgliceroles), TCA
(ciclo de los acidos tricarboxilicos) y CPTl y Il (carnitina palmitoil transferasa | y Il).
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4.6 Acilcarnitinas, resistencia a la insulina y su posible relacion con la inflamacion

La RI podria asociarse con la 3-oxidacion incompleta y el subsecuente incremento de AC en
diferentes tejidos; éstas podrian interferir con la sefializacidn de insulina mediante la activacion
de mecanismos proinflamatorios(Aguer et al., 2015). En el estudio de Rutkowsky y cols.,
mencionan que las AC de cadena larga principalmente inducen la activacion de ciclooxigenasa
2 (COX 2),la cual sintetiza prostaglandinas a partir del acido araquidénico, dicha enzima se
expresa principalmente por induccién de mediadores inflamatorios como TNFa, IL-13 e INF-y
algunos factores de crecimiento (Rutkowsky et al., 2014). En el estudio de Rutkowsky
reportaron que las AC de cadena larga AC18, AC16 y AC 14 inducen la inflamacion mediada
por COX 2, asi como la activaciéon de las vias proinflamatorias como NFKB y JNK a través de
algunos receptores TLR (Toll like receptor) o PRR (receptor de reconocimiento de patdogenos)
(Schooneman, Vaz, et al., 2013). Sin embargo, aun falta mas investigacién para conocer a
fondo los mecanismos involucrados en las AC como inductores de vias proinflamatorias.

Por tanto el perfil metabolémico de AC y AA podria indicarnos el flujo de sustratos en la
oxidacion de acidos graso y de aminoacidos, la inflexibilidad metabdlica producto de la R,
siendo este punto en el cual se podrian sinergizar las vertientes de dafio metabdlico y de dafio
inflamatorio.
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Capitulo V La obesidad como inductor de procesos inflamatorios
5.1 Generalidades de la inflamacién

La inflamacién es una serie de respuestas celulares y moleculares que sirven para defender al
cuerpo humano de infecciones u otros dafos. Las principales células que participan en la
inflamacion son las células del sistema inmune, los cuales pueden clasificarse con base en el
tipo de respuestas que producen en el organismo como: proinflamatorias y antinflamatorias,
ambas poseen un balance relativo y un control muy estrecho.

La inflamacion se caracteriza por incrementos en la concentracion de citocinas en la
circulacién y en sitios localizados de la inflamacion, asi como el incremento en la infiltracion
del numero de células del sistema inmune. Se divide principalmente en dos tipos:
1. La inflamacion aguda caracterizada por la presencia de neutrdfilos en los sitios de
inflamacion.
2. La inflamacion crénica caracterizada por la infiltracion de macrofagos en los  tejidos
inflamados (B.-C. Lee & Lee, 2014).

La obesidad se ha definido como proceso inflamatorio caracterizado por inflamacion
generalizada asintomatica(Zabaleta, 2014).

La inflamacién inducida por el TAB se asemeja a la respuesta inflamatoria de la inmunidad
clasica, pero difiere en que se producen bajas concentraciones de citocinas circulantes. La
inflamacion inducida por la obesidad es el resultado de la sobrealimentacion créonica que lleva
a alteraciones en la homeostasis del metabolismo, se asemeja a la inflamacién observada en
la aterosclerosis, la cual es una de las complicaciones del sindrome metabdlico, la Rl y las
dislipidemias.

El papel de la inflamacion en el desarrollo de la Rl en personas con obesidad comenzé a ser
estudiado en el afio de 1990, en dichos estudios se demostré que los adipocitos tratados con
TNFa presentaron alteraciones en la sefializacién de insulina causadas por cambios en la
transcripcion de las moléculas de senalizacion de IRS y el transportador de glucosa (Glut4),
estos fueron los primeros estudios que demostraron el papel de las citocinas proinflamatorias
en la obesidad y la RI(Hotamisligil, 2006). A principios del ano 2000, una serie de estudios
epidemioldgicos revelaron que los marcadores inflamatorios circulantes se asociaban
fuertemente con factores de riesgo para el desarrollo de DM2. Estudios clinicos y
observacionales demostraron que en la obesidad se activaba la via inflamatoria IKKB/NFKB.
Posteriormente se comenzaron a realizar estudios mas especificos en tejidos, células o
citocinas que participan en la inflamacion inducida por la obesidad. Por tanto la obesidad se
considera como un fendmeno inflamatorio que algunos autores defienen como
metainflamacion, el cual es un proceso inflamatorio inducido metabdlicamente, dicha condicion
se da principalmente por exceso de nutrientes y metabolitos, que se acoplan a un conjunto
similar de moléculas y vias de sefializacibn que participan en la inflamacion
clasica(Hotamisligil, 2006; B. C. Lee & Lee, 2014).
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5.2 Tejido adiposo blanco como principal inductor de inflamacion y la resistencia a la
insulina en otros tejidos

La inflamacién del TAB es mediada por macrofagos siendo aparentemente desde este
enfoque el nucleo principal de los mecanismos involucrados en la disfunciéon del tejido asi
como la Rl a nivel sistémico en la obesidad. El TA puede comunicarse de forma paracrina con
el higado y el musculo mediante la liberacion de citocinas, adipocinas y acidos grasos
induciendo los efectos de la inflamacion sistémica y alteraciones en la sensibilidad a la insulina.

El higado es el sitio en el cual hay mayor produccién de glucosa. En condiciones de RI existe
un incremento en la lipogénesis, mayor produccion y liberacion de glucosa a la circulacion, asi
como aumento en la expresion de genes involucrados en vias proinflamatorias. Asimismo las
células de Kuppfer (macrofagos de los hepatocitos) expresan el inmunofenotipo de macréfagos
de acuerdo a sus microambiente. Ademas otro tipo de macréfagos presentes en los
hepatocitos tambien reclutan a monocitos circulantes durante el desarrollo de la obesidad, los
cuales secretan sus propias quimiocinas que a su vez a traen a mas macrofagos y crean un
proceso de retroalimentacion positiva constante; de forma similar al que se da en el tejido
adiposo(B. C. Lee & Lee, 2014; Osborn & Olefsky, 2012).

El musculo esquelético utiliza el 70-80% de la glucosa posprandial. Por tanto en el musculo la
RI tiene un efecto profundo en la intolerancia a la glucosa e hiperglucemia caracteristicas de
la obesidad. Los depdsitos de tejido adiposo intramuscular estan presentes entre las fibras
musculares y los macrofagos estan reclutados o almacenados en estos depdsitos de TA.
Varias citocinas como TNFa, IL1B e IL6 se producen en el musculo siendo estas citocinas las
que podrian contribuir con la Rl local(McArdle et al., 2013; Osborn & Olefsky, 2012).

En el Sistema nerviso central la obesidad induce cambios inflamatorios a nivel del hipotalamo
que es un punto de control en la homeostasis energética y la sefalizacion de leptina e insulina
que son indispensables para este proceso. La microglia (macréfagos del SNC) puede liberar
citocinas proinflamatorias (TNFa, IL1B) y activar vias de sefalizacion proinflamatorias
generando inflamacion hipotalamica, la cual tiene un papel central en la resistencia a leptina a
través de la inhibicidn en la transduccion de sefal de STAT3, componente clave en la via de
sefalizacion de leptina. Estudios recientes han demostrado que la via de NFKB en el
hipotdlamo puede ocasionar resistencia a leptina (Osborn & Olefsky, 2012).

En el pancreas, la obesidad induce un incremento en el numero de macrofagos en los islotes
pancreaticos, los cuales secretan citocinas como la IL1B, por tanto la respuesta inflamatoria
puede causar alteraciones en la secrecién de insulina y promover disfuncién y apoptosis en
las células B pancreaticas(Osborn & Olefsky, 2012).

5.3 El papel de las células inmunes como inductoras de inflamacién y la resistencia a
la insulina

En el TAB las células o citocinas que participan en la inflamacioén inducida por la obesidad, se
encuentran principalmente en la fraccion estromo-vascular compuesta por una matriz de
colageno, nervios, sangre y vasos linfaticos; en esta se encuentran multiples subpoblaciones
celulares como fibroblastos, preadipocitos y células del sistema mononuclear fagocitico
conformado principalmente por monocitos y macrofagos .

Los macréfagos del tejido adiposo (MTA) se pueden clasificar de acuerdo a la expresion de
sus marcadores de superficie y con base en el perfil de secrecién de citocinas o quimiocinas.
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El inmunofenotipo posee una gran plasticidad en respuesta al ambiente que lo rodea. En
personas con obesidad, el inmunofenotipo que predomina es el de los macréfagos tipo 1 (M1)
que secretan citocinas proinflamatorias.

La obesidad conduce a un aumento de tamafo de los adipocitos, algunos adipocitos
hipertrofiados sufren muerte celular necrética, lo que induce la infiltracion de macréfagos
formando conglomerados con forma de corona alrededor de los adipocitos necréticos, esto
disminuye la sensibilidad a la insulina como resultado de la secrecion de citocinas de perfil
proinflamatorio como TNFa, IL13 e IL6.

La cantidad de la infiltracion de macrofagos M1 se ha asociado con la progresion de la
obesidad y la RI. El reclutamiento de macréfagos en el tejido adiposo es el proceso inicial
cuando la obesidad induce inflamacién, por tanto la sobrealimentacion cronica ocasiona que
los adipocitos liberen quimiocinas que proveen de un gradiente quimiotactico, el cual atrae
monocitos al tejido adiposo a partir de los cuales se forman los macréfagos. Una vez que los
macrofagos del tejido adiposo (MTA) proinflamatorios migran al tejido adiposo secretan sus
propias quimiocinas que a su vez atraen a mas macrofagos y crean un proceso de
retroalimentacion positiva constante (figura 7). La activacién de los macrofagos en el tejido
provoca la liberacion de citocinas proinflamatorias que pueden inducir la Rl, como TNFa, el
cual puede estimular a serina cinasas como IKK, JNK, S6K y mTOR, que provoca la
fosforilacion del receptor IRS-1 alterando rio abajo la sefalizacion de insulina.

Figura 7. El tejido adiposo como inductor de inflamacién y alteraciones metabdlicas en condiciones de
obesidad. El exceso de energia induce el crecimiento del tejido adiposo con hipertrofia de adipocitos,
los cuales secretan quimiocinas que atraen células inmunes al tejido. La secrecion de mediadores
proinflamatorios como TNFaq, IL1[3 e IL6 por adipocitos, preadipocitos y la infiltracidon de células inmunes
tiene como resultado la activacion de macréfagos M1 y células Th1 de inmunofenotipo inflamatorio .
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Otro mecanismo por el cual el TNFa puede inducir la Rl es activando la expresién de supresor
de la sefalizacion de cinasas (SOCS), dichas proteinas se unen al receptor de insulina y
disminuye su capacidad para fosforilar al IRS haciendo mas estrecha la relacion entre
inflamacion y Rl. Asimismo TNFa disminuye la expresion del transportador de glucosa Glut 4
y de PPARy(Rosen & Spiegelman, 2006; Shengyi Sun, Yewei Ji, Sander Kersten, 2012).

Por el contrario los M2 activados secretan citoquinas de perfil antinflamatorio como IL10 e IL1ra
que favorecen la sensibilidad a la insulina.

En el TAB existen células inmunes del tipo TCD4+, TCD8+, entre otras. Las células T
colaboradoras (Th, por sus siglas en inglés) que expresan marcadores de superficie CD4+, se
pueden dividir en dos poblaciones celulares distintas:

Las células Th1 producen citocinas proinflamatorias como INFy e inducen el inmunofenotipo
de M1 y también secretan las interleucinas IL1, IL6, TNFa, que alteran la sefializacién de
insulina e inducen la activacion de vias inflamatorias.

Las células Th2 que producen citocinas antinflamatorias como la interleucina IL4 e IL13; la IL4
induce la proliferacion de los M2 que secretan IL10, favoreciendo la sensibilidad a la insulina.

Las células T reguladoras (Treg), expresan el factor de transcripciéon FOXp3 y pueden secretar
sefales antinflamatorias que inhibien la migracion de macrofagos e inducen la diferenciacion
de macréfagos M2. El numero de células Treg disminuye en personas con obesidad (Shengyi
Sun, Yewei Ji, Sander Kersten, 2012).

Por otra parte, las células T que expresan el antigeno de superficie CD8+ referidas como
células citotoxicas, secretan citocinas proinflamatorias.

El patrén temporal de células T y el reclutamiento de macréfagos en el tejido adiposo durante
el desarrollo de la obesidad y la Rl no se comprende del todo. Algunos autores como Nishimura
han propuesto que las células Th1 podrian iniciar la cascada proinflamatoria antes de la
infiltracion de macréfagos, otros autores mencionan que el proceso comienza a partir de la
infiltracion de macréfagos independientemente cual sea la secuencia del proceso las células
T o el reclutamiento de macréfagos ambas tienen un papel en el desarrollo de la inflamacion y
la RI (B. C. Lee & Lee, 2014; McArdle et al., 2013; Osborn & Olefsky, 2012; Shengyi Sun,
Yewei Ji, Sander Kersten, 2012), figura 7.

Adiponectina

La adiponectina es principalmente sintetizada por el TAB y en pequefias cantidades por otras
células. Circula en la sangre en multimeros, un trimero de bajo peso molecular, dos hexaméros
uno de medio peso molecular y otro de alto peso molecular. Se ha sugerido que estos
multimeros de adiponectina tienen diferentes acciones bioldgicas y las de mayor peso
molecular poseen mayor actividad; sus concentraciones séricas varian en un intervalo de 5-
10 mg/dl. La adiponectina posee efectos muy profundos en la sensibilizacion de la insulina y
tiene un papel muy relevante en la regulacion del metabolismo de la glucosa y los lipidos, ya
que inhibe las enzimas hepaticas gluconeogénicas, por tanto disminuye la tasa de produccién
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de glucosa en el higado. Ademas aumenta el transporte de glucosa en los musculos y la
oxidacion de acidos grasos. Tiene una accion antiaterogénica.

Las concentraciones séricas de adiponectina se encuentran reducidas en individuos con
obesidad visceral y estados de RI. Se ha descrito que la citocina TNFa suprime la transcripcion
de adiponectina en los adipocitos, lo que podria explicar las bajas concentraciones séricas de
adiponectina. La hipoadiponectinemia se ha asociado con disminucion en la oxidacion de
glucosa e incrementos en su sintesis hepatica, bajas concentraciones de c-HDL y elevadas
concentraciones de TAG(Pervanidou, Charmandari, & Chrousos, 2013).

Leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos, secretada por los adipocitos, la pared gastrica,
la pared vascular, la placenta, los ovarios, el musculo esquelético y el higado. Su funcién
principal es proporcionar una sefal de saciedad a través de su accion sobre sus receptores en
el hipotalamo. Suprime la ingesta de alimentos y promueve el gasto energético, inhibe la
gluconeogénesis hepatica, aumenta la captacion y la utilizacion de glucosa por el musculo
esquelético y favorece la reduccién del depésito de TAG en higado y musculo esquelético, ya
que estimula la oxidacion de acidos grasos y suprime la lipogénesis. Es un factor predictivo de
la sensibilidad a la insulina con independencia del grado de adiposidad. En personas con
obesidad se ha sugerido que existe resistencia a leptina debido a que su accion en el
hipotalamo se encuentra disminuida y/o su sefializacién puede estar alterada.

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

Induce lipdlisis, antagoniza movilizacién de GLUT, antagoniza la via de sefializacién de insulina
y produce resistencia a la insulina(Calder et al., 2013).

Interleucina 6 (IL6)

Incrementa la liberacién hepatica de los TAG y la proteina C reactiva, incrementa la
gluconeogénesis, disminuye la adiponectina y como consecuencia disminuye la sensibilidad a
insulina (Calder et al., 2013).

Interleucina 1-a (IL1a)

Induce la liberacién de IL2, la proliferacion y maduracién de células B, liberacion de
prostaglandinas y colagenasa(Calder et al., 2013).

Interleucina 1-8 (IL1B)

Sus funciones bioldgicas son fiebre, atraccion y activacién de neutrdfilos, liberacién de
aminoacidos por parte del musculo, produccion de colageno por parte de los fibroblastos,
activacioén de linfocitos T y B. Induce sintesis hepatica de proteinas de fase aguda(Calder et
al., 2013).

Interleucina 2 (IL2)
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Regula la respuesta inmunitaria, interviene en la reaccion inflamatoria estimulando la sintesis
de interferdn y, induce la liberacién de IL1, TNFa y TNFB. Induce la proliferacion de la célula
T, coestimula la proliferacion y diferenciacion de la célula B.

Interleucina 17 (IL17)

Es producida por células T activas, actua en las células estromales del adipocito induciendo la
produccion y liberacion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias(Calder et al., 2013).

Interleucina 12p40 (IL12p40)

Activa las células T colaboradoras de tipo 1 (Th1), estimula la produccion y citotoxicidad de las
células T y las células NK. Tiene un efecto sinérgico con el TNFa en la induccion de mayores
cantidades de interferon-y(Calder et al., 2013).

Proteina inflamatoria de macroéfagos

La proteina inflamatotia de macréfagos (MIP1ay MIP1(3, por sus siglas en inglés), son citocinas
quimiotacticas que actuan como quimioatrayentes de células T y células natural killer.
Asimismo promueven el reclutamiento de leucocitos como: monocitos, células B, células T y
eosindfilos(Calder et al., 2013).

Interleucina 10 (IL10)

Citocina inmunosupresora producida por células del sistema inmune. Disminuye la expresion
de citocinas proinflamatorias IL-1 y TNFa, disminuye la generacion de Th17, mejora la
supervivencia y producciéon de anticuerpos en las células B(Calder et al., 2013).

Interleucina 1Ra (receptor antagonista, IL1Ra)

Inhibe la actividad de IL1a e IL13 por competencia bloqueando la unién a su receptor(Calder
et al., 2013).

Quimiocina IP10

Quimioatrayente de linfocitos Th1 y monocitos, promocién en la adhesién de células
endoteliales. Su expresion es controlada por INFy(Calder et al., 2013).

Vascular Endotelial Growth Factor

El facto de crecimiento vascular endotelial, (VEGF, por sus siglas en inglés) ejerce sus efectos
sobre la angiogénesis y la supervivencia de los vasos sanguineos inmaduros, es decir
estimula el crecimiento, la supervivencia y la proliferacion de las células del endotelio vascular.
(B.-C. Lee & Lee, 2014b; McArdle et al., 2013; Osborn & Olefsky, 2012).

Proteina C reactiva (PCR)

Promueve el proceso inflamatorio y es inducida por TNFa e IL-6.La obesidad esta
caracterizada por la presencia de niveles plasmaticos elevados de PCR, es un indicador de
inflamacion sistémica. El aumento de la PCR se asocia con Rl y la presencia de componentes
del SM(Calder et al., 2013; Valle et al., 2005; Warnberg, Moreno, Mesana, & Marcos, 2004).
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Problema de investigacion

Las estrategias de intervencion para combatir la obesidad en nifios de edad escolar no han
sido efectivas, ya que la prevalencia de nifios con sobrepeso y obesidad continia en aumento
en todo el mundo, lo cual sugiere la necesidad de encontrar otras formas de abordarla o
momentos de intervencion mas oportunos.

Para ello es indispensable conocer en la poblacién infantil los mecanismos involucrados en la
fisiopatologia de la obesidad como una condicion pontencial de dafio.La correlacion positiva
del aumento de tejido adiposo con cambios metabdlicos asociados a la Rl y el aumento de la
concentracion de mediadores inflamatorios, sugiere un comienzo temprano y complejo de los
mecanismos fisiopatogénicos que conducen a las comorbilidades de la obesidad. Sin
embargo, se desconoce si estos cambios son sucesivos o simultaneos, por lo que se propone
estudiar la caracterizacion de la secuencia temporal de estos cambios. Partiendo de la premisa
que el grupo de nifios con peso normal aumenta gradualmente su porcentaje de grasa corporal
y por consecuencia comienzan a existir progresivamente alteraciones metabdlicas e
incrementos en la concentracion de mediadores proinflamatorios. Se podria predecir la
secuencia temporal de las alteraciones metabdlicas y el incremento de mediadores
proinflamatorios.

Para en un futuro, desde un enfoque preventivo poder apoyar en el desarrollo de estrategias
de intervencion oportunas y prevenir cambios irreversibles en estados crénicos.
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Hipétesis: Los cambios en el perfil metabdlomico que acompafan a la ganancia de grasa
corporal se asocian de forma directa al incremento de mediadores proinflamatorios en
nifos con obesidad.

Objetivo: Describir los cambios en el perfil metabdlomico y de mediadores proinflamatorios en
nifios con diferente proporcidon de grasa corporal.

Objetivos especificos

1. Cuantificar en nifios de edad escolar el porcentaje de grasa corporal mediante indicadores
de adiposidad.

2. Cuantificar en nifos de edad escolar la concentracion de mediadores proinflamatorios en
suero.

3. Analizar el perfil metabdlico en muestras de suero en nifios de edad escolar.

4. Asociar los diferentes gradientes de grasa corporal con el perfil metabdlico y las
concentraciones de mediadores proinflamatorios.

Métodos

Disefio de estudio: estudio transversal, analitico, observacional y comparativo en escolares de
6 a 11 afnos de edad. Para el calculo de la muestra se aplicd la formula para muestras
independientes.

Calculo del tamafio de la muestra de una poblacién representativa

El antecedente que tomamos como referencia para el célculo del tamafo de muestra fue el
estudio de Balas-Nakash y cols., (Balas-nakash et al., 2013) evaluaron la asociacion de
citocinas proinflamatorias con marcadores bioquimicos en escolares tomando como base la
diferencia de medias y desviacidon estandar encontradas en dos grupos de nifios escolares
mexicanos con diferente porcentaje de grasa corporal. Desafortunadamente no existen
antecedentes en la concentracion de metabolitos analizados por espectometria masas que
sean aplicables a la poblacion mexicana de escolares, y por ello consideramos como preliminar
el enfoque de nuestro estudio. Con este disefio podremos caracterizar estas variables en la
poblacién en estudio y proponer un tamafno de muestra adecuado a nuestra poblacion. El
tamafo de la muestra fue de 169 sujetos en total.
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Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion.
Criterios de inclusion:

1. Niflos de 6 a 11 afos de edad que acuden a primarias publicas dependientes del gobierno
del Estado de México.

2. Los nifios deberan firmar una carta de consentimiento para participar en el estudio, que
ademas sera firmada por sus padres o tutores.

Criterios de exclusion:

1. Escolares con diagnostico establecido de diabetes, dislipidemias, hipertension arterial
o alguna enfermedad que condicione a un proceso inflamatorio.

Criterio de eliminacion:
1. El escolar no haya realizado el numero de horas de ayuno indicado.

2. Escolares que no tengan sus datos completos.
3. Escolares que decidan retirarse de manera voluntaria y que lo hagan con
consentimiento de sus padres o tutores.
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Figura 8. Esquema de la metodologia

Obtencidn de permisos oficiales e inicio de la
intervencion. Reg 2013-89 comité de ética de la
Facultad de Medicina de la UNAM

Recolecciéon de informacion:

Datos generales, antropométricos, clinicos y
bioquimicos.

.

Cuantificacion de marcadores bioquimicos
Cuantificacion del perfil metabolémico

Cuantificacion del perfil de citocinas

Analisis de datos

Resultados, discusidon y conclusiones
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Procedimiento

Los nifios/nifias fueron invitados a participar y junto con sus padres, firmaron una carta de
consentimiento, que se describe en el anexo 1. Ademas de la carta de consentimiento
informado, se contd con autorizacion escrita del director de la escuela primaria, el inspector de
zona correspondiente y de las autoridades centrales de la Secretaria de Educacién Publica del
Estado de México.

La evaluacion consistio en la medicion de variables que han sido validadas como indicadores
para poblacion mexicana e incluyen datos antropométricos y de quimica sanguinea.

La poblacion de estudio se clasifico en un gradiente de composicion de grasa corporal
utilizando los clasificadores, indice de masa corporal para la edad (IMC/E) para evaluar
porcentaje de grasa corporal con base en los criterios de la OMS(World Health, 2009), la
circunferencia de cintura se utilizé para evaluar obesidad abdominal con base en the Third
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES lll) (Fernandez JR., Redden DT.,
Pietrobelli A., 2004) y el indice Cintura/Talla para evaluar riesgo cardiovascular (Li et al., 2006;
Zimmet et al., 2007).
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Los escolares se clasificaron y fueron analizados en cuatro estratos ( tabla1).

La metodologia con base en la cual se realizé la antropometria se describe en el anexo 2.
Las variables que se midieron se describen en las tablas: 2,3 y 4.

Tabla 2. Variables antropomeétricas, clinicas y bioquimicas.

Variables Unidades de medicién
Peso kg

Talla m

Indice de masa corporal (IMC) kg/m?
Circunferencia de cintura (CC) cm

indice cintura talla (ICT)

Presion arterial sistélica (PAS) y presion mmHg

arterial diastdlica (PAD)
Marcadores Bioquimicos

Glucosa mg/dl
Triacilglicerol (TAG) mg/dl
Colesterol Total (CT) mg/dl
Colesterol LDL (C-LDL) mg/dl
Colesterol HDL (C-HDL) mg/dl

Tabla 3. Variables del perfil metabolémico

AMINOACIDOS Unidad de ACILCARNITINAS Unidad de
medicion medicion

Arginina pmol/l Carnitina libre (CO) pmol/l
(Arg)
Citrulina pmol/I Acetilcarnitina (AC2) pgmol/I
(Cit)
Glicina pmol/I Propionilcarnitina (AC3) pgmol/I
(Gly)
Alanina pmol/I Butirilcarnitina (AC4) pgmol/I
(Alal)
Leucina pmol/I Isovalerilcarnitina (AC5) pgmol/I
(Leu)
Metionina (Met) pmol/I Hexanoilcarnitina (AC6) pmol/I
Fenilalanina pmol/l Octanoilcarnitina (AC8) pmol/l
(Phe)
Tirosina pmol/I Decanoilcarnitina (AC10) pmol/I
(Tyr)
Valina pmol/l Lauroilcarnitina (AC12) pmol/l
(Val)
Ornitina pmol/I Tetradecanoilcarnitina (AC14) pgmol/I
(Orn)
Prolina pmol/l Palmitoilcarnitina (AC16) pmol/l
(Pro)

Octadecanoilcarnitina (AC18) pgmol/I
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Tabla 4. Variables del perfil inflamatorio

Citocina Unidades de Citocina Unidades de
Proinflamatoria medicién Antinflamatoria medicion
IL_1a pg/ml IL_10 pg/ml
IL_18 pg/ml IL_1ra pg/ml
IL_6 pg/ml SIL_1ra pg/ml
TNFa pg/ml Quimiocina IP_10 pg/mli
IL_17 pg/ml Quimiocina MIP1a pg/ml
IL12p40 pg/ml Quimiocina MIP1B pg/mi
IL_2 pg/ml Factor de crecimiento pg/mi
VEGF

Equipos para la intervencion

Se conformaron 5 equipos de salud integrados por una enfermera pediatrica, una enfermera
auxiliar y una nutridloga. Los equipos fueron coordinados por un médico general que atendié
y refirid los problemas encontrados en la poblacion de escolares bajo estudio. La funcion de la
enfermera pediatrica fue la toma de muestra sanguinea de los escolares. La nutriéloga fue
responsable de la toma de datos de antropometria y la enfermera auxiliar del llenado de los
cuestionarios y de apoyo. Todas las participantes fueron preestandarizadas en todas las
maniobras.

Estandarizacion de la antropometria. Todas las mediciones antropométricas fueron
estandarizadas en el grupo que realizé el trabajo de campo. Para ello, se realizaron dos
sesiones de evaluacion de las mediciones por todos los integrantes bajo la supervision de 4
monitores que ya se encuentran validados. Se utilizé la metodologia propuesta por Lohman y
se aceptd que el integrante del equipo esta capacitado cuando muestre reproducibilidad con
coeficiente de variacion intra e interensayo < 5%.

Se midié adiposidad por indice de masa corporal [IMC], indice talla/cintura [ICT] y
circunferencia de cintura [CC].

Consideraciones éticas. Se ha considerado la obtencion de todos los permisos necesarios
para desarrollar la intervencion. Por esta razén, la carta de consentimiento fue firmada por el
nifo y sus padres o tutores. Previo al inicio del estudio, se tuvieron reuniones con los padres
de familia para explicar la naturaleza del estudio. A los padres se les explico que la serie de
estudios que se realizaron permitira establecer un diagnostico del estado de nutricién de sus
hijos y que permitira detectar factores de riesgo que deban ser atendidos. Todos los
participantes recibieron un certificado médico con sus resultados e interpretacion
correspondiente.

La toma de muestras sanguineas se realizd por personal con experiencia del Hospital Materno
Perinatal “Modnica Pretelini” de Toluca. Asimismo, las mediciones antropométricas, se
realizaron por especialistas estandarizadas. Todas las bases de datos con informacion de los
nifios contienen datos cifrados para proteger la identidad de los participantes.
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Analisis estadistico

Se analizaron los datos descriptivos con media y desviacion estandar (DE). Se realizé la
comparacion de los cuatro grupos mediante el analisis de varianza Anova de una via,
posteriormente se utilizé la prueba de comparaciones multiples post hoc Diferencia minima
significativa (DMS). Para evaluar la asociacion entre las diferentes variables de estudio se
utilizé la prueba de correlacion de Pearson. Las diferencias estadisticamente significativas se
consideraron con valores de p < 0.05. Todos los datos de la intervencién seran codificados y
vaciados a bases de datos en el sistema SPSS V 21.

Por la cantidad de variables que hay en el estudio fue necesario aplicar un analisis multivariado
y se utilizé el andlisis de componentes principales (ACP), es una técnica estadistica utilizada
para la reduccidn del numero de variables en un conjunto de datos, por tanto permite identificar
las variables de un conjunto de datos que poseen mayor variabilidad y ordenarlas por orden
de importancia(Smith, 2002). Dicho analisis se realiz6 en el programa estadistico R y R studio.

Estrategia experimental

Se obtuvieron muestras de suero que fueron procesadas a través de un analizador
automatizado marca ISE SRL modelo Miura 200 y se cuantificé la glucosa, los triacilgliceroles
(TAG), el colesterol total (CT), el colesterol-HDL (C-HDL) y colesterol-LDL (C-LDL). Para
evaluar y clasificar los marcadores bioquimicos se utilizaron los criterios del Panel de Expertos
sobre Directrices integradas para la salud cardiovascular y la Reduccién del Riesgo en Nifios
y Adolescentes y los criterios de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas
en inglés)(National, Heart, 2012). Cabe aclarar que el estudio realizado aprovecho la existencia
de un proyecto en curso de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M., que tuvo por objetivo la
implementacion de una rutina de activacion fisica en escolares del Estado de México y evaluo
sus efectos en indicadores de salud (medidas antropométricas, presion arterial y quimica
sanguinea) y de capacidad ejecutiva (atencién, memoria de trabajo y control de inhibicién de
respuestas). Para la evaluacién de dicha intervencion se seleccion6 a cinco escuelas para
formar una cohorte de 1800 nifios de ambos géneros, a los cuales se les tomaron datos
generales, antropométricos y quimica sanguinea. Entonces debido a que no hay evidencia
en la literatura que soporte suficientemente que la intervencién por medio de actividad fisica
de baja-moderada intensidad modifique de manera significativa los niveles de VLDL e IDL, por
el contrario, hay mucha evidencia que sustenta el efecto positivo de la actividad fisica y
ejercicio sobre los niveles de TAG, ¢c-LDL y c-HDL; no se invirtioé en reactivos para la estimacion
de parametros bioquimicos que no van a modificarse con dicha intervencion.

El perfil metabolémico se obtuvo mediante la cuantificacion de acilcarnitinas (AC) y
aminoacidos (AA) en muestras de suero a través de la técnica de espectrometria de masas
en tandem y se realizd en colaboracion con el laboratorio de errores innatos del metabolismo
del Instituto Nacional de Pediatria (INP). Se realiz6 el siguiente procedimiento:

a) Se tomaron 10 ml de sangre periférica sin anticoagulante, se separé el suero de las
células.

b) Se depositaron 20 pyl de cada muestra en el papel filtro.

c) Se perford el papel filtro y se colocé en los pozos de una placa de 96 pozos.

d) Se agregaron 100 ul de solucién estandar y se incubd la placa por 45 min a 45°C
agitandose a 750 rpm. Posteriormente se trasladé el sobrenadante a otra placa de fondo
cénico y se coloco en el automuestreador.
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El equipo de espectrometria de masas en tandem realiza un analisis prestablecido de 11
aminoacidos y 11 acilcarnitinas, tabla 3.

La técnica de espectometria de masas en tandem se basa en la extraccion de AA y AC de
manchas de sangre seca con una solucion que contiene estandares internos etiquetados de
isotopos estables. La respuesta de cada analito relativa a la respuesta de su correspondiente
estandar interno de isétopo estable es proporcional a la concentracion de analitos. La técnica
de separacion e identificacion multiple de analitos basada en un patrén especifico de
fragmentacioén idnica que produce cada compuesto bajo determinadas condiciones de analisis
y en la separacion deteccion de cada especie idnica segun su relacion masa/carga (m/z). Se
utilizan dos espectrometros de masas conectados en serie mediante una camara llamada
celda de colision que fragmenta las moléculas. Su funcionamiento consiste en que la muestra
de debe ionizar, después dicha muestra se envia al primer analizador de masas, la mezcla de
la muestra ionizada se clasifica por m/z; Los iones seleccionados se envian a una celda de
colision (alli se lleva a cabo la fragmentacién de los iones seleccionados).Los iones
seleccionados se envian al segundo analizador de masas (los iones fragmentados se clasifican
por m/z). Finalmente un detector capta la informacion y la transmite a un sistema informatico.
Equipo marca LC-MS-MS Micromass Quattro micro ™ API. Tandem quadrupole system®.El
kit de los reactivos que se utilizo fue marca Perkin EImer SOFTWARE NeolLynx® (figura 9).

Figura 9. Técnica de espectometria de masas en tandem
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La cuantificacion del perfil de citocinas se realizé a través de la técnica de analisis multiple de
citocinas (multiplex cytokine analysis) con el sistema basado en microesferas de Milliplex®
Map. El fundamento de esta técnica se basa en el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) sandwich de captura, con la modificacién que el
anticuerpo de captura esta adherido a microesferas en suspension, dicho anticuerpo es
especifico para una citocina con una combinacion de componentes fluorescentes. La mezcla
de diferentes microesferas permite detectar multiples analitos simultdneamente. Las
microesferas se incuban con la muestra a analizar en una placa, después se afaden los
anticuerpos de deteccion biotilinados (especificos para cada citocina de interés) y la
estreptavidina-ficoeritrina (Ep-FE), que se une a los anticuerpos de deteccion. Posteriormente
las muestras se analizan en un equipo con laseres que permite identificar simultdaneamente
cada microesfera de acuerdo con su fluorescencia particular y la luz emitida es cuantificada.
En este estudio se realizé la determinacion de multiples citocinas con base en el siguiente
procedimiento:

Se prepararon los reactivos, la solucion de lavado y la mezcla de microesferas:

Para la preparacion de la mezcla de microesferas se afadieron 60 ul de cada vial de
microesferas y se ajusté el volumen final de la mezcla a 3000 ul con la solucion diluyente.

Procedimiento
1. Se anadieron 25 pl de estandares y controles en los pocillos de la placa, 25 pl de assay
buffer alos pocillos de las muestras y enseguida se afiadio 25 ul del suero de la muestra
de cada nifio..

2. Posteriormente se afiadieron 25 ul de la mezcla de microesferas y se incubo en un
agitador de placas por 24h a 4°C.

3. Se lavd la placa, después se afiadieron 25 pl de la solucién con anticuerpos de
deteccion biotinilados y se incubd por 1h.

4. Finalmente se anadieron 25 ul de la estreptavidina con ficoeritrina a cada pozo, se
incubd con agitacién durante 30 min a temperatura ambiente (20-25°c) y se procedio a
leer la placa con el equipo MagPix® con software XPONENT®.

Marca del equipo: magpix®multiplex millipor.
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Resultados

Se realizo6 la intervencion con una cohorte de 1,800 nifios de ambos géneros en cinco escuelas
del Estado de México, a los cuales se les tomaron datos generales, antropométricos y de
quimica sanguinea. Posteriormente se realizé un analisis de los datos y se obtuvo un total de
1439 nifios de ambos géneros (n = 725 nifas, 50.4% y n= 714 nifos, 49.6%) con datos
completos y que cumplieron con los criterios del estudio. En la siguiente tabla se describen los

datos generales de la poblacion de estudio, tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Caracteristicas de la Media DE
poblacién general

Edad (afos) 879 +14
Talla (cm) 129.76 +10.5
Peso (Kg) 29.74 +84
C. cintura (cm) 62.34 +9.5
IC/T 0.47 £0.057
PAS/PAD (mmHg) 106/64 + 12/11
Glucemia (mg/dl) 96.24 +9.2
Triacilglicerol (mg/dl) 100.06 +46.6
Colesterolemia (mg/dl) 14159 +284
LDL (mg/dl) 68.68 +18.2
HDL (mg/dl) 4539 +13.2

La distribucién de la poblacion general por IMC/E fue de 2,5% (n=22) con delgadez, 66.4%
(n= 956) con IMC/E normal para la edad, 20.4%(n=294) con sobrepeso, 9.7%(n=140) con

obesidad y 1.8%(n=26) con obesidad grave, grafica 2.
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Grafica 2, Distribucién de la poblacion general vy su clasificacion por el INC/E
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Se evalud la representatividad de la cohorte de 1,439 nifios con respecto a la prevalencia
nacional de sobrepeso y obesidad, con el reporte de la ENSANUT 2012 y se encontré una
prevalencia conjunta de sobrepeso y obesidad muy similar entre la cohorte de nifios estudiados
(31.9%) y la prevalencia nacional (34.4%).

Posteriormente con el objetivo de validar el modelo de estudio, se evalud la asociacion de los
indicadores de adiposidad de la cohorte mediante el analisis de correlacion de Pearson, el
indice cintura talla y la circunferencia de cintura, con el aumento de grasa corporal (IMC/E), la
asociacion fue positiva y significativa entre la ganancia de grasa corporal con el aumento en el
riesgo cardiovascular (evaluado por IC/T) y la obesidad abdominal (evaluado por percetil
cintura/edad), graficas 3 y 4.
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Entonces de acuerdo con el objetivo de este estudio, se realiz6 el calculo de una muestra

representativa de la poblacion de estudio.

Se analizaron 169 nifios de ambos géneros, con un rango de edad entre 6-11 afos, siendo
nifas el 47% (n=79) y nifios el 53% (n=90). En la siguiente grafica se describen los porcentajes
de distribucion de la muestra de estudio con base en el clasificador IMC/E, grafica 5.

Grafica 5. Distibucién de la muestra de estudio clasificada per el IMCIE

Bobrapess Obspsidad

Obiesidad grave

Para describir las caracteristicas generales de la muestra de estudio se obtuvieron las medias

y desviacion estandar (DE) de las mediciones antropométricas y los marcadores bioquimicos,

tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas generales de la muestra de estudio

Variable Media DE
Edad (afos) 88 +1.3
Peso (kg) 32.38 +10.1
Talla (m) 1316 +9.9
C.Cintura (cm) 655 +11.7
IC/T 049 £0.07
PAS/PAD (mmHg) 106/63 + 12/11

DE
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Marcadores Bioquimicos Media
Glucosa (mg/dl) 96.1 *8.6
Triacilglicerol (mg/dl) 104.8 46
Colesterol Total (mg/dl) 144.8 30
Colesterol LDL (mg/dl) 69.7 £19.8
Colesterol HDL (mg/dl) 445 +12.8

Indicadores de adiposidad

La poblacion de estudio se clasificd por el IMC/E con base en los criterios de la OMS, los nifios
con peso normal fueron 45.8% (n=78), con sobrepeso 26.5% (n=45), obesidad 20.6% (n=34)
y obesidad grave 7% (n=12). Cabe aclarar que de acuerdo al objetivo de este estudio todas
las mediciones y comparaciones realizadas en la poblacion de estudio se basan en la
clasificacion de los cuatro grupos por el indicador IMC/E. De acuerdo a la NHANESIII la
prevalencia de obesidad abdominal fue clasificada con base en el percentii de CC
(>90°)(Fernandez JR., Redden DT., Pietrobelli A., 2004) y se encontré que de los nifios con
sobrepeso el 17.8% (n=8), con obesidad el 48.6% (n=17) y obesidad grave 100% (n=12).

La prevalencia de riesgo cardiometabdlico se midié con base en el indice Cintura/Talla ICT,
se encontré en los nifios con peso normal el 5.1% (n=4), con sobrepeso 71.1% (n=32), con
obesidad 91.4% (n=32) y con obesidad grave el 100% (n=12).

Se realiz6 la clasificacion de los marcadores bioquimicos de acuerdo a la IDF y El Panel de
Expertos sobre Directrices integradas para la salud cardiovascular y la Reduccién del Riesgo
en Nifios y Adolescentes (NHLBI, por sus siglas en inglés ). La prevalencia de prediabetes de
los niflos con peso normal fue el 24.4% (n=19), sobrepeso 44.4% (n=20), obesidad 40% (n=14)
y obesidad grave el 42% (n=7). La prevalencia de TAG elevados en los nifios con peso normal
fue 24.4% (n=19), sobrepeso 42.2% (n=19), obesidad 65.7% (n=23), obesidad grave 50%
(n=6). Presentaron concentraciones bajas de c-HDL los nifios con peso normal el 48.7%
(n=38), sobrepeso 37.8% (n=17), obesidad 37.1% (n=13) y obesidad grave 16.7% (n=2). Con
respecto a las concentraciones de CT y c-LDL la mayor prevalencia estuvo en los cuatro grupos
estuvo en la clasificacion de limite alto(National, Heart, 2012; Zimmet et al., 2007), tabla 7.
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Tabla 7. Prevalencia de los marcadores bioquimicos por grupo de estudio.

Normal Sobrepeso Obesidad Obesidad
Grave
% del N % del N de % delNde  %delNde
de la la columna la columna la columna
columna
Glucosa Normal 75,6% 55,6% 60,0% 58,3%
(<100 mg/dl) (n=59) (n=25) (n=21) (n=7)
Prediabetes 24,4% 44.4% 40,0% 41, 7%
(=100 a <126 mg/dl) (n=19) (n=20) (n=14) (n=5)
Diabetes Mellitus 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
(2126 mg/dl) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0)
TAG Aceptable 42,3% 24,4% 14,3% 25,0%
(<10afios <75 mg/dl, (n=33) (n=11) (n=5) (n=3)
10afios < 90 mg/dl)
Limite Alto 33,3% 33,3% 20,0% 25,0%
(<10afos75-99 mg/dl, (n=26) (n=15) (n=7) (n=3)
10afos < 90-129 mg/dl)
Elevado (<10afios 2100 mg/dl, 24,4% 42,2% 65,7% 50,0%
10afios 2130 mg/dl) (n=19) (n=19) (n=23) (n=6)
Colesterol Aceptable 88,5% 82,2% 68,6% 75,0%
Total (<170 mg/dl) (n=69) (n=37) (n=24) (n=9)
Limite alto 6,4% 17,8% 22,9% 25,0%
(170 — 199 mg/dl) (n=5) (n=8) (n=8) (n=3)
Elevado 5,1% 0,0% 8,6% 0,0%
(> 200 mg/dl) (n=4) (n=0) (n=3) (n=0)
LDL Aceptable 96,2% 100,0% 97,1% 100,0%
(<110 mg/dl) (n=75) (n=45) (n=34) (n=12)
Limite alto 1,3% 0,0% 2,9% 0,0%
(110 — 129 mg/dl) (n=1) (n=0) (n=1) (n=0)
Elevado 2,6% 0,0% 0,0% 0,0%
(2 130 mg/dl) (n=2) (n=0) (n=0) (n=0)
HDL Aceptable 32,1% 42,2% 31,4% 41,7%
(> 45 mg/dI) (n=25) (n=19) (n=11) (n=5)
Limite Bajo 19,2% 20,0% 31,4% 41,7%
(40 — 45 mg/dl) (n=15) (n=9) (n=11) (n=5)
Bajo 48,7% 37,8% 37,1% 16,7%
(<40 mg/dl) (n=38) (n=17) (n=13) (n=2)
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La concentracion promedio de los marcadores bioquimicos se describe por grupo de estudio
con base en la media y DE, tabla 8.

Tabla 8. Concentracion sérica de marcadores bioquimicos por grupo de estudio

CLASIFICACION _OMS

NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE

Media DE Media DE Media DE Media DE

Glucosa (mg/dl) 9387 4809 97.38*  +£9.11 98.74*  +6.59 99.00*  +5.81
TAG (mg/dl) 93.31 4189 10227  +42.65 131.03*+  +50.83 116.83  +44.27
CT (mg/d)) 139.97  +32.81 14356  +21.64 155.97*  +32.05 151.83  £27.72
c_LDL (mgfdi) 65.31  +20.76 69.51  +15.54 77.26*  +20.70 79.83*  +18.99

¢_HDL (mg/d) 46.54  +13.67 4293  +12.20 4347  +13.04 39.92  +6.57

*se muestran diferencias significativas al comparar el grupo de peso normal con los demas grupos (p< 0.05)

+se muestran diferencias significativas al comparar el grupo de sobrepeso con los demas grupos (p< 0.05)

Al realizar el analisis de varianza anova de una via y la prueba post hoc DMS, se encontraron
diferencias significativas en la concentracion de glucosa en los tres grupos al compararlos con
el grupo de nifios con peso normal (p< 0.05), siendo mayores las concentraciones séricas de
glucosa en los grupos con obesidad. Con respecto a la concentracion de triacilgliceroles se
encontraron diferencias significativas en el grupo de nifios con obesidad al compararlo con el
grupo de nifios con peso normal, asimismo se encontraron diferencias significativas entre el
grupo de nifios con sobrepeso y obesidad (p< 0.05), siendo mayores las concentraciones
séricas de triacilgliceroles en los grupos con obesidad.

Con respecto a la concentracion del c-CT y el c-LDL se encontro diferencia significativa al
comparar al grupo de nifios con peso normal y el grupo de nifios con obesidad (p<0.05) siendo
mayores las concentraciones de colesterol total y colesterol LDL en los grupos con obesidad,

grafica 6.
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Grafica 6. Concentracion sérica de marcadores bloguimicos por grupo de estudio

BGlucose BTG mC_CT mC_ DL mC_HDL

i
. A &
3 : P -
- ~—
— 0
. o -
™
L g i
=
= e A =
}
L= &=
= 8
£3 =
uf [
W
e
I | I E E C;
- .

NORMOPESO SOBREPESOD OBESIDAD OBRESIDAD GRAVE

mg/di

S realizd el andlisls de varianza con la prueba de anova v la prueba post hae DMS, se encontraren diferencias significativas
en |os cuatro marcadores hioquimicos entre el grupo con pesa normal v el grupe con obesidad v obesidad grave, se considere
significancia estadisticaconp <0.0%

Posteriormente se evalud la asociacion entre el IMC/E y los marcadores bioquimicos mediante
la prueba de correlacion de Pearson, se encontrd asociacidon positiva y significativa en los
marcadores bioquimicos, siendo el c-HDL el unico que se asocié negativamente con el IMC;
Sin embargo, todas las asociaciones encontradas son muy débiles, lo cual sugiere que apenas
comienzan a existir cambios en el metabolismo de la glucosa y el perfil de lipidos conforme
incrementa la grasa corporal, siendo mas evidente en etapas mas avanzadas de la obesidad,

grafica 7.
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Grafica 7. Asociacion entre el IMC/E por marcador bioquimico
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con IMC/E, €) Concentracion de ¢-CT con IMC/E, d) Concentracion de LOL con IMC/E, E) concentracion de c-HDL
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Se evalud |la asoclacion a traves de |la prueba de correlacidn de Pearson, se considerd significancla estadlstica
con p = 0.05*
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Posteriormente se aplicé una técnica estadistica de analisis multivariado para la identificacion
de las variables mas importantes correspondientes al perfil metabolémico y al panel de
citocinas utilizando el analisis de componentes principales (ACP).

El ACP considero 12 tipos de AC en 169 estudiantes, las dos primeras dimensiones explican
juntas el 50.7% de la varianza. Las AC que mas contribuyen a la variabilidad en la dimension
(DIM) 1 son AC6, AC12, C0O, AC14, AC3, AC4, AC10 y AC5. Las AC que mas contribuyen a la
variabilidad en la DIM 2 son AC8, AC10 con base en sus porcentajes de contribucion y valores
de coeficiente de correlacion, tabla 9.0 y representacién grafica del ACP 8.

Tabla 9.0

Porcentaje de contribucién de varianza por dimension en la concentracién de acilcanitinas

DIMENSION Porcentaje de varianza Porcentaje de varianza acumulado
DIM 1 33.77 % 33.77 %
DIM 2 16.94% 50.71%

Grafica 8.0 Representacion grafica del analisis de componentes principales de las acilcarnitinas
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Con respecto a los aminoacidos el ACP considero 11 variables en 169 estudiantes, los dos
primeros componentes explicaban juntos el 83.38% de la varianza. Los AA que mas
contribuyen a la variabilidad en la DIM 1 son Phe, Met, Leu, Orn, Ala, Val, Gly y Tyr. El AA que
mas contribuye a la variabilidad en la DIM 2 es la Arg con base en sus porcentajes de
contribucion correspondientes y valores de coeficiente de correlacion, tabla 9.1 y
representacion grafica del ACP 9.

Tabla 9.1 Porcentaje de contribucién de varianza por dimension en la concentracién de aminoacidos.

DIMENSION Porcentaje de varianza Porcentaje de varianza acumulado
DIM 1 73.1% 73.1%
DIM 2 10.28% 83.38%

Grifica 9. Representacién grafica del andlisis de componentes principales de los aminodcides
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El analisis de ACP considero 14 citocinas en 169 estudiantes, los dos primeros componentes
explicaban juntos el 51.5% de la varianza. Las citocinas que mas contribuyen a la variabilidad
en la DIM 1 son IL1B, IL2, IL12P40, IL6, TNFa, IL1a, IL17, IL1Ra, VEGF e IL10. Las citocinas
que mas contribuyen a la variabilidad en la DIM 2 son IL10, TNFa, MIP13 e IL17, con base en
sus porcentajes de contribucién y valores de coeficiente de correlacion, tabla 9.2 y
representacion grafica del ACP 10.

Tabla 9.2. Porcentaje de contribucion de varianza por dimensién en la concentracion de citocinas.

DIMENSION 1 Porcentaje de varianza Porcentaje de varianza acumulado
DIM 1 41.67% 41.67%
DIM 2 9.87% 51.55%

Grifica 10. Representacién grafica del andlisis de componentes principales de las citecinas
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Perfil Metaboldmico

De acuerdo con el ACP, se identificaron en el perfil de AC 10 metabolitos principales las AC6,
AC12, CO, AC16, AC14, AC3, AC4, AC10 AC8 y AC5; posteriormente se realiz6 el analisis de
varianza mediante la prueba de Anova con la prueba post hoc DMS y se encontro diferencia
estadistica significativa en la concentracién de 6 metabolitos, CO, AC 3, AC5, AC6, AC14 y
AC16, siendo significativamente mayores sus concentraciones en los grupos con obesidad (ver
grafico 9). Asimismo en comparacion con las AC que se encontraron significativamente
incrementadas, la AC16 fue la que se asocio positivamente con los TAG (r = 0.209, p = 0.007)
y con el c-LDL (r = 0.186 p = 0.016); por lo tanto, conforme incremento6 la grasa corporal
incrementd la concentracion plasmatica de AC, probablemente debido a que representan el
metabolismo intracelular de los acidos grasos, grafica 11 y tabla 10.0 y 10.1.

Grafica 11. Concentracion sérica de acilcarnitinas por grupo de estudio
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Tabla 10.0 Valor de significancia en la diferencia de concentracion de AC por grupo de estudio.

DIFERENCIA EN LA CONCENTRACION DE ACILCARNITINAS POR ADIPOSIDAD
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
NORMAL Co
(p = 0.001)
AC3
(p = 0.008)
AC6 AC5
(p = 0.010) (p = 0.021)
AC14 AC16
(p = 0.014) (p 0.033)

SOBREPESO Co
(p = 0.001)

ACB AC6
(p = 0. 024) (p = 0.039)

OBESIDAD Co
(p = 0.034)

Valores de significancia de la prueba post hoc DMS
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La concentracion media del perfil completo de AC que se cuantifico se describe por grupo de
estudio con base en la media y DE. Ver tabla 10.1

Tabla 10.1 Concentracion sérica de acilcarnitinas por grupo de estudio

Clasificacion del Indicador IMC/E
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
Media DE Media DE Media DE Media DE

co 15.503 +3.21 15.27 + 3.838 16.731 +3.160 19.221*+1 +4.252
(umolfl)

AC2 0.749 +0.42 0.72 +0.518 0.703 +0.301 0.724 +0.315
(umolfl)

AC3 0.073 +0.02 0.0813 +0.0302 0.083 +0.031 0.097* +0.039
(umolfl)

AC4 0.054 +0.02 0.0536 +0.0208 0.061 +0.027 0.065 +0.030
(umolfl)

AC5 0.027 +0.01 0.028 +0.0112 0.030 +0.011 0.035* +0.011
(umolfl)

ACE 0.019 +0.00 0.016 +0.0072 0.019+ +0.006 0.020*+ +0.007
(umolfl)

ACS 0.052 + 0.060 0.038 +0.0194 0.062 + 0.091 0.040 +0.015
(umolfl)

AC10 0.073 +0.049 0.061 +0.0352 0.075 +0.062 0.051 +0.010
(umolfl)

AC12 0.021 +0.008 0.020 +0.0109 0.022 +0.009 0.020 +0.006
(umol/l)

AC14 0.009 +0.003 0.0104 +0.0029 0.011* +0.003 0.011 +0.002
(umol/l)

AC16 0.027 +0.009 0.0287 +0.0103 0.031 +0.010 0.034* +0.011
(umol/l)

AC18 0.0122 +0.004 0.0118 + 0.0049 0.012 +0.006 0.0125 +0.004
(umol/l)

*se muestran diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.05)

+se muestran diferencias significativas al comparar con el grupo de sobrepeso (p< 0.05)
A Se muestran diferencias significativas al comparar el grupo de obesidad con los demas grupos (p< 0.05)
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Con respecto al perfil de AA, segun el ACP se identificaron 9 metabolitos principales Phe, Met,
Leu, Orn, Ala, Val, Gly, Tyry Arg; posteriormente se realizé el analisis de varianza mediante la
prueba de Anova con prueba Post Hoc DMS y se encontro diferencia estadistica significativa
en la concentracion de 3 aminoacidos Arg, Val y Tyr, siendo significativamente mayores sus
concentraciones conforme incremento el grado de adiposidad, grafica 12 y tablas 11.0, 11.1.

Grafica 12, Concentracion sérica de aminodcidos por grupo de estudio
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Tabla 11.0 Valor de significancia en la diferencia de concentracion de aminoacidos por grupo de
estudio.

DIFERENCIA EN LA CONCENTRACION DE AMINOACIDOS POR ADIPOSIDAD
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
NORMAL ARG ARG
(p = 0.026) (p = 0. 005)
VAL VAL
(p = 0.015) (p = 0.001)
TYR TYR
(p = 0.026) (p=0.011)
SOBREPESO VAL ARG
(p = 0.025) (p=0.015)
VAL
(p = 0.001)
TYR
(p = 0.020)
Valores de significancia de la prueba post hoc DMS
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La concentracion media del perfil completo de AA que se cuantificd, se describe segun la

media y la DE por grupo de estudio. Ver tabla 11.1

Tabla 11.1 Concentracion sérica de aminoacidos por grupo de estudio.

Clasificacion _OMS
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
Media DE Media DE Media DE Media DE
ARG 11.233 +6.411 11.920 +7.420 14.771* +9.780 18.070*+ +9.363
(umolfl)
CIT 10.528 +3.420 10.270 +3.617 10.005 +2.354 9.866 + 3.584
(umolfl)
GLY 187.600 +80.959 163.235 +73.558 163.685 +69.219 159.803 +57.138
(umolfl)
ALA 171.087 + 55.846 175.522 + 62.036 170.399 + 54.540 171.868 + 36.764
(umolfl)
LEU 81.787 +30.123 80.538 + 34.875 92.549 +43.939 100.632 +33.413
(umolfl)
MET 12.928 + 4.856 12.282 +4.914 13.574 +5.923 13.373 + 5.604
(umolfl)
PHE 38.067 +18.338 34.649 +17.263 39.636 +24.352 40.845 +16.717
(umol/l)
TYR 40.634 +11.993 41.212 +14.477 47.196* +17.7476 52.041*+ +15.489
(umol/l)
VAL 62.313 +19.652 62.101 +20.188 73.043*+ +24.799 84.636*+ +24.629
(umol/l)
ORN 53.252 +33.310 48.368 +29.513 54.524 + 33.586 47.435 +19.701
(umol/l)
PRO 93.042 + 36.007 97.444 + 44.865 97.722 +40.577 97.517 +22.300
(umolfl)

*se muestran diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.005)

+se muestran diferencias significativas al comparar con el grupo de sobrepeso (p< 0.005)

Posteriormente se evalud la asociacién de Val, Tyr y Arg, con respecto al incremento de grasa
corporal, mediante la prueba de correlacion de Pearson, se encontré asociacion positiva y

significativa entre la ganacia de masa grasa y el aumento en las concentraciones de

60



aminoacidos. Por tanto es notorio que en los grupos con mayor contenido de masa grasa ya

existen cambios en el metabolismo de los AA, grafica 13.

Grafica 13. Asoclacién entre los amincacidosy el IMC

Asaciacion de IMC y Arg Asaciarion de IMC y Val Asociacion de IMC y Tyr
a} @ b} a0 S
£ % qeol & ' i v
" # . b # = ; - E TRl 3
1 ] :: i4d, IT i
8 b 1t Jil
v Ftay s roam i ) Wiy
’ R A+ 0002 i £ 0,300 T Rl
L ;i:; * q p00o0 ¥ pD.00
' "R &2 0 @ &
IMC_DMS IMC_CME IMC_OMS

Grificos de aseclacion de aminodcldos eon IMC. alArg: Arglnina, b) Val: Vallna, &) Tyr: Tiresina. Se evalud [a
asociacion a traves de la prueba de comelacion de Pearson, se considere significancia estadisfica con p < 0.05*

Se evalud la asociacion entre los marcadores bioquimicos con los AA y se encontro que la Arg
correlacioné positivamente con el c-LDL (r =0.210, p = 0.006) y los TAG (r =0.172,p = 0.025),
la Tyr correlacioné postivamente con los TAG (r = 0.233 p = 0.002), glucosa (r = 0.161 p =
0.037) y c-CT (r = 0.156,p = 0.043); por su parte la Val se asocio positvamente con los TAG
(r =0.230, p = 0.003). Los TAG son el marcador bioquimico mas se asocio a los cambios en
el perfil de AA.

Finalmente con base en el hecho de la procedencia de las acilcarnitinas de cadena corta (AC3,
AC4 y AC5) como productos intermediarios del catabolismo de los BCAA, se evalud la
asociacion entre ambos y se encontraron asociaciones positivas, dicho hallazgo podria sugerir

un catabolismo de estos aminoacidos en los grupos con obesidad, ver tablas 12 .0y 12.1.
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Tabla 12.0 Asociacion de aminoacidos y los marcadores bioquimicos.

Metabolito Glucosa TAG c CT c_LDL c_HDL
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ARG r=0.016 r=0.172" r=0.042 r=0.210" r=-0.043
(p =0.835) (p=0.025) (p=0.58) (p = 0.006) (p = 0.576)
TYR r=0.161" r=0.233" r=0.156" r=0.134 r=0.051
(p=0.037) (p=0.002) (p=0.043) (0.083) (p = 0.509)
VAL r=0.131 r=0.230" r=0.150 r=0.105 r=-0.019
(p=0.090) (p=0.003) (p=0.051) (p=0.175) (p=0.803)

*se muestran valores de correlacidn (r) con significancia estadistica de p <0.05.

Tabla 12.1 Valores de asociacion entre aminoacidos y acilcarnitinas de cadena corta

Metabolito AC3 AC4 AC5
VAL r=0.312 r=0.253 r=0.475
(p = 0.000) (p=0.001) (p = 0.000)
LEU r=0.201 r=0.164 r=0.419
(p =0.009) (p=0.033) (p =0.000)
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Perfil de citocinas

Con base en el analisis de componentes principales se identificaron 11 metabolitos principales
IL1B, IL2, IL12P40, IL6, TNFa, IL1a, IL17, IL1Ra, VEGF, IL10 y MIP1[3; posteriormente se
realizé un analisis de varianza mediante la prueba de Anova con Post Hoc DMS y se encontr6
diferencia estadistica significativa en la concentracion de 3 metabolitos ILB, MIP1B e IL1Ra
con mucha variabilidad en su concentracién. Se encontré disminucion significativa en la
concentracion de IL1B e IL1Ra y por el contrario un incremento significativo en la

concentracion de MIP 13, al comparar al grupo de nifios con peso normal con el grupo de nifios
con obesidad, grafica 14 y tablas 13.0, 13.1

Grafica 14. Concentracidn sérica de citocinas por grupo de estudio
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Tabla13.0 Valor de significancia en la diferencia de concentracion de citocinas por grupo de estudio

DIFERENCIA EN LA CONCENTRACION DE CITOCINAS POR ADIPOSIDAD

NORMAL SOBREPESO OBESIDAD  OBESIDAD GRAVE
NORMAL IL1B

(p = 0.046)
IL1ra

(p = 0.040)
MIP1B

(p =0.044)

Valores de significancia de la prueba post hoc DMS
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Las concentraciones de citocinas proinflamatorias, antiinflamatorias y quimiocinas, se describen segun
la media y DE por grupo de estudio. Ver tablas de la seccién 13.1, 13.2 y 13.3.

Tabla 13.1 Concentracion sérica de citocinas proinflamatorias por grupo de estudio

Zfi:ndaes CLASIFICACION OMS
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
Media DE Media DE Media DE Media DE

IL_1a (pg/ml) 11.50  +20.55 1378  +24.95 6.864  +6.99 934  +12.69
IL_1B (pg/ml) 225 +4.18 168 +2.14 959*  £0.90 1.87  +203
IL_6 (pg/ml) 496  £11.32 545  +12.94 2086  +2.96 574  £10.91
TNFa (pg/ml) 6.85 +554 6.77 291 6.133  +3.46 751  +3.08
IL_17 (pg/ml) 3.02 +3.97 280  £1.71 2193  +1.67 307  +1.99
IL12p40 (pg/ml) 9.08 +16.85 7.38  £9.11 4564  +3.90 6.83 +7.40
IL_2 (pg/ml) 300 +5.64 248 +3.36 12511 +1.31 275 333

*se muestra diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.05)
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Tabla 13.2 Concentracion sérica de citocinas antiinflamatorias por grupo de estudio

CLASIFICACION _OMS

NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
Media DE Media DE Media DE Media DE
IL_10 (pg/ml) 2.90 +8.43 2.35 +4.92 1.58 +2.82 3.48 x7.77
IL_1ra (pg/ml) 17.77 +42.23 10.010 +15.32 4.97* +5.08 7.28 +8.12
SIL_1ra (pg/ml) 31.29 + 65.51 18.69 + 35.95 36.93 + 68.95 23.95 + 37.31

*se muestra diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.05)

Tabla 13.3 Concentracion sérica de quimiocinas por grupo de estudio

CLASIFICACION _OMS
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD GRAVE
Media DE Media DE Media DE Media DE
IP10 (pg/ml) 341.67 + 184.89 374.80 +191.92 390.13 +290.38 362.53 +132.73
MIP1a (pg/ml) 7.09  +948 6.67  +4.98 595  +4.13 998 +534
MIP1B (pg/ml) 49.56 + 19.61 54.37 +18.75 58.05* +25.12 51.18 +15.26
VEGF (pg/ml) 106.02 + 122.85 91.10 + 137.66 91.96 +121.96 124.003 + 82.35

*se muestra diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.005)
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Discusion

Las estrategias de intervencion para combatir la obesidad en nifios de edad escolar no han
sido efectivas, ya que la prevalencia de nifios con sobrepeso y obesidad continia en aumento
en todo el mundo, lo cual sugiere la necesidad de encontrar otras formas de abordarla o
momentos de intervencién mas oportunos. Para ello es indispensable conocer los mecanismos
moleculares implicados en la fisiopatologia de la obesidad infantil, identificar y caracterizar
diferentes fenotipos y la respuesta metabodlica que presentan durante este proceso; para con
ello poder identificar los limites fisiolégicos que permiten mantener condiciones saludables, es
decir sin riesgo a desarrollar morbilidades asociadas.

Entonces, en primera instancia proponemos considerar elementos nuevos para estudiar la
obesidad en nifios e intentar definir fenotipos funcionales que nos permitan evaluar el riesgo
para la salud. Para lograrlo es necesaria la utilizacion de herramientas mas sensibles que
permitan determinar los cambios en el perfil metabdlico e inflamatorio del organismo, por lo
que en este estudio se propuso analizar de forma preliminar el metaboloma de nifios escolares
con diferente proporcion de grasa corporal. La metabolémica permite el analisis integral y
cuantitativo de los metabolitos celulares y dado que la obesidad es una condicion en la que el
defecto primario afecta el funcionamiento metabdlico, parece oportuno el uso de esta
herramienta para caracterizar cambios tempranos que indiquen el inicio del mecanismo de
dafio. Asimismo, contemplamos otra ruta fisiopatogénica posible y de forma simultanea,
caracterizamos el estado inflamatorio sistémico en estos mismos nifios.

El estudio realizado para esta tesis aprovecho la existencia de un proyecto en curso de la
Facultad de Medicina de la U.N.A.M., que tuvo por objetivo la implementacion de una rutina de
activacion fisica en escolares del Estado de México y evalud sus efectos en indicadores de
salud (medidas antropométricas, presion arterial y quimica sanguinea) y de capacidad
ejecutiva (atencion, memoria de trabajo y control de inhibicibn de respuestas). Dicha
intervencion se realizé en aproximadamente 60 escuelas publicas del Estado de México, para
un total de 20,000 escolares. Para la evaluacion de dicha intervencion se seleccioné a cinco
escuelas para formar una cohorte de 1,439 nifios de ambos géneros, a los cuales se les
tomaron datos generales, antropométricos y de quimica sanguinea. Es a partir de esta cohorte
de nifos participantes que se derivo el presente estudio, seleccionando una submuestra
representativa de la poblacién. Para lograr lo anterior, proponemos un primer acceso a la
caracterizacion del problema, para lo que se utilizd un modelo de estudio conformado por
cuatro estratos de nifios en edad escolar que fueron clasificados de acuerdo al indicador IMC
ajustado para la edad (IMC/E). Este modelo propone la representacion de la ganancia de grasa
progresiva en el escolar y con ello, el desarrollo progresivo de los mecanismos fisiopatoldgicos.
El modelo de estudio ideal seria el seguimiento de una cohorte de niflos desde su ingreso al
primero afo hasta el quinto afio de primaria, la dificultad inherente al seguimiento de esta
naturaleza, hace muy poco probable y practica su consecucion. Esta reconstruccion con cuatro
estratos transversales fueron evaluados y comparados para riesgo cardiometabdlico y
analizados con las técnicas mencionadas arriba. Este disefio es de naturaleza transversal con
los cuatro estratos mencionados, sin embargo, estamos conceptualizando que Ila
representacion de la composicion de grasa corporal corresponde a la evolucion natural del
incremento de grasa corporal en estos escolares a lo largo del tiempo. Por esta razén, se
reunen las condiciones sugeridas por Steven Mcintosh para denominar a este disefio
pseudocohorte (McIntosh, 2005). En estos nifios se evaluo la existencia de diferentes fenotipos
funcionales a partir de dos enfoques: los cambios metabdlicos y la evidencia de induccion de
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respuesta proinflamatoria sistémica. Analizamos las asociaciones del indicador IMC/E con los
distintos marcadores bioquimicos, perfiles metaboldémicos (acilcarnitinas y aminoacidos) y
mediadores proinflamatorios (citocinas).

En primera instancia se evaluo la representatividad de la cohorte de 1,439 nifios con respecto
a la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad, con el reporte de la ENSANUT 2012 y se
encontré una prevalencia conjunta de sobrepeso y obesidad muy similar entre la cohorte de
nifos estudiados (31.9%) y la prevalencia nacional (34.4%). Posteriormente a partir de la
cohorte de 1,439 nifios y con la finalidad de obtener una muestra representativa se realizo el
calculo del tamafio de muestra con base en los objetivos de este estudio y se compararon los
parametros clinicos y bioquimicos de la submuestra.

Con objeto de validar el modelo de estudio, se evalu6 la asociacion de los indicadores de
adiposidad de la cohorte, indice cintura talla y circunferencia de cintura, con el aumento de
grasa corporal (IMC/E) y se encontraron asociaciones positivas, es decir conforme aumento el
porcentaje de grasa corporal, se incremento la obesidad abdominal y el riesgo cardiovascular.

Con respecto a los marcadores bioquimicos analizados en la pseudocohorte de los 169 nifios
previamente estratificados, se encontr6 que conforme aumentdé la grasa corporal,
incrementaron las concentraciones séricas de glucosa, triacilgliceroles (TAG), colesterol total
(CT) y lipoproteinas de baja densidad (C-LDL). Asimismo encontramos correlacién positiva de
estos marcadores bioquimicos con el IMC/E, destacando los TAG, que mostraron mayor
asociacion con respecto al incremento de grasa corporal. Estos hallazgos validan también la
estructura del modelo de estudio propuesto.

Al comparar el incremento relativo en la concentracion sérica de glucosa y TAG de los grupos
de niflos con sobrepeso, obesidad y obesidad grave con respecto al grupo de nifilos con peso
normal ( tabla 14), se encontr6é que la concentracién de TAG increment6 3.6 veces mas en
porcentaje con respecto a la glucosa en el grupo de nifios con sobrepeso, 7 veces mas en
porcentaje en el grupo con obesidad y casi 5 veces mas en porcentaje en el grupo con
obesidad grave, por tanto es claro que el incremento en la concentracién de TAG circulantes
es el cambio mas relevante en los grupos con obesidad.
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Tabla 14. Porcentaje de incremento en la concentracion glucosa vy triacilgliceroles correspondiente al
aumento de grasa corporal

Porcentaje de incremento en la concentracion glucosay
triacilgliceroles correspondiente al aumento de grasa
corporal
Metabolito Normopeso | Sobrepeso Obesidad Obesidad
grave

Glucosa 3.2% 5.3% 5.3%

[94 mg/dl] [97 mg/dl] [99 mg/dl] [99 mg/dl]
Triacilglicerol 11.8% 37.6% 25.8%

[93 mg/dl] [104 mg/dl] | [128 mg/dl] | [117 mg/dl]

Las concentraciones de glucosa y TAG se encuentran aumentadas, pero dentro de los limites
fisiolégicos de referencia, lo que pone en evidencia que el metabolismo se ajusta hacia las
variaciones y defectos metabdlicos que conocemos en la obesidad. Por lo tanto, solo es
cuestiéon de tiempo para que la plasticidad metabdlica se rompa y aparezcan las consecuencias
que conocemos como comorbilidades de la obesidad. Evidentemente el problema es de
naturaleza metabdlica, por tanto los resultados encontrados en este estudio concuerdan con
lo ya descrito en un gran numero de estudios relacionados con obesidad en nifos (Crocker
Melissa K., 2009; Leoni et al., 2010; Manios et al., 2008).

La obesidad como un problema de origen metabdlico, se caracteriza por aumento de los acidos
grasos circulantes, como consecuencia de la mayor masa adiposa, que contribuye a un
cambio en la utilizacion sistémica de sustratos, siendo mas dependientes los tejidos a la
oxidacion de acidos grasos, por simple ley de accién de masas, para la obtencion de energia.
Todo esto sucede dentro de limites fisiologicos hasta que los sistemas homeostaticos se ven
rebasados por la carga de metabolitos y se inician los mecanismos fisipatolégicos. Como
consecuencia de la mayor disponibilidad de acidos grasos circulantes, aumenta el flujo de
estos al interior de las células donde son activados a acil-CoA y transportados mediante la
lanzadera de carnitina a la mitocondria para su 3-oxidacién, saturando la capacidad oxidativa
mitocondrial y ocasionando el aumento en la concentracion sérica de acilcarnitinas
circulantes(Montgomery & Turner, 2014). Nuestros hallazgos concuerdan con lo previamente
descrito ya que encontramos concentraciones séricas incrementadas de acilcarnitinas de
cadena larga en los grupos con obesidad, lo cual podria ser parte de los ajustes metabdlicos
de la célula al incremento de disponibilidad de acidos grasos intracelulares.

Una evidencia mas de que los acidos grasos estan saturando el metabolismo oxidativo son las

concentraciones crecientes de glucosa circulante, conforme se incrementa la masa adiposa y

se incrementa la concentracion de los TAG circulantes. Esto es consecuencia del balance

energético positivo que ocasiona una modulacion negativa en los principales puntos de control

de la glucdlisis y de la deshidrogenacion de piruvato mediada por la concentraciéon de ATP

(cubierta por la B-oxidacion), suprimiendo los pasos clave del metabolismo de la glucosa. Por
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ejemplo, si el ciclo de Krebs se esta regulando a la baja, los productos intermediarios de los
primeros procesos enzimaticos modulan mediante control alostérico de la siguiente forma:

Cuando hay aumento en las concentraciones mitocondriales de acetil-CoA y ATP, el citrato
aumenta sus concentraciones en el citoplasma inhibiendo a la fosfofructocinasa 1, reduciendo
el flujo de carbono a la glucdlisis. Asimismo el aumento de citrato, activa a la acetil CoA
carboxilasa induciendo la sintesis de acidos grasos, sugerimos que dicho proceso esta
potencializado por accién de la insulina en los grupos con obesidad; sin embargo no medimos
la concentracion de dicha hormona lo cual reconocemos que es una gran limitante en este
estudio.

Asimismo la piruvato cinasa, otra enzima reguladora de la glucolisis, es inhibida por el aumento
en la concentracién de los acidos grasos de cadena larga, acetil-CoA y ATP, siendo dichos
sustratos indicadores de balance energético positivo. Entonces los productos de la glucolisis
se acumularan, dando como resultado final el incremento intracelular de glucosa-6-fosfato,
que ocasiona la inhibicién de la hexocinasa, la cual controla la entrada de glucosa a la célula
mediante su fosforilacién y se inhibe como consecuencia de la saturacion en los mecanismos
de control. El incremento de glucosa 6-fosfato resultara en activacion de la glucosa-6 fosfatasa,
ocasionando la salida de la glucosa y su incremento en circulacion. Dicho mecanismo pone en
evidencia otro intento de la célula por mantener el equilibrio homeostatico celular.

Para tratar de comprender mejor los ajustes propios de la plasticidad metabdlica que mantiene
dentro de los limites fisioldgicos de referencia a los nifios con obesidad analizamos su peffil
metaboldmico, el cual incluyé a las acilcarnitinas y los aminoacidos.

Las acilcarnitinas representan el metabolismo intracelular de los acidos grasos, ya que
provienen de la traslocacion de acil-CoA de cadena larga a la mitocondria dependiente de la
lanzadera de carnitina. En este estudio encontramos concentraciones aumentadas de AC de
cadena larga y de cadena media, especificamente las AC16, AC14 y ACG6 en los grupos de
nifios con obesidad y obesidad grave. Nuestros hallazgos sugieren que el flujo incrementado
de acidos grasos intracelulares ocasiona la saturacion de la capacidad oxidativa mitocondrial,
lo cual tiene por consecuencia el aumento en la concentracién sérica de acilcarnitinas
circulantes. Dicho efecto es resultado del desequilibrio en el balance energético positivo que
ocasiona una modulacion negativa en los principales puntos de control del ciclo de TCA
mediada por la concentracion de ATP incrementada, resultando la acumulacion intracelular de
intermediarios metabdlicos como las acilcarnitinas que salen a la circulacién. Dicho
mecanismo concuerda con nuestro hallazgo en la concentracion aumentada de carnitina libre
(CO0), correspondiente con el incremento gradual de grasa corporal en los nifios estudiados. En
este sentido, sugerimos que existe un trasporte incrementado de acil-CoAs al interior de la
mitocondria, y recambio de AC a la circulacion, siendo la carnitina un metabolito indispensable
para la traslocacion de acil-CoA de cadena larga en la mitocondria. Existen reportes recientes
acerca de que el trasportador CACT y la enzima CPT2 podrian catalizar reacciones reversibles
transportando AC hacia afuera de la matriz mitocondrial y reconvirtiendo las acilCoAs de
cadena media y larga en AC, ambos mecanismos dependen de la concentracién de las ACs
en la mitocondria(Violante et al., 2010, 2013). Estas AC son finalmente exportadas al espacio
extracelular por los trasportadores OCTN2 y el transportador mono carboxilato 9 (SLC16A9)
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dependiendo aparentemente de sus concentraciones intracelulares(Schooneman, Vaz, et al.,
2013). Nuestros hallazgos concuerdan con el estudio realizado por Wahl S. y cols., en el cual
encontraron concentraciones elevadas de AC de cadena media y de cadena larga, AC12 y
AC16 especificamente, en el grupo de nifios con obesidad(Wahl et al., 2012).

La respuesta metabdlica a la obesidad, es influenciada por la etapa de desarrollo en la cual se
encuentra el individuo, lo cual es evidente en el estudio Mihalik y cols, en el cual compararon
el perfil de acilcarnitinas en tres grupos de adolescentes (13 anos) clasificados por normopeso,
obesidad y DM2 sin encontrar cambios significativos en las concentracién de AC de cadena
larga (AC14 a AC18) pero encontraron concentraciones disminuidas de carnitina libre , AC de
cadena media y corta en el grupo de adolescentes con DM2 y con una tendencia a disminuir
en el grupo con obesidad; sugiriendo que los adolescentes podrian presentar otros
mecanismos de adaptacién metabdlica como mayor numero de células adiposas resultando
un incremento en la capacidad oxidativa mitocondrial que permite compensar el incremento de
acidos grasos circulantes. Estos autores sugieren que sus hallazgos se deben a la plasticidad
metabolica presente en etapas tempranas del desarrollo de la obesidad por la etapa de
crecimiento en la que se encuentran (Mihalik et al., 2012). Por tanto proponemos que nuestro
estudio podria evidenciar los ajustes metabdlicos compensatorios al incremento exacerbado
en el tamano de los adipocitos (hipertrofia) producto del balance energético positivo, la
plasticidad metabdlica y el intento del organismo por mantener el equilibrio homeostatico.

Otra consecuencia de la saturacion en la capacidad oxidativa de la mitocondria se manifiesta
con incremento de aminoacidos circulantes y la de sus productos intermediarios catabdlicos
como las acilcarnitinas de cadena corta (AC3, AC4 y AC5) que son productos de la oxidacion
de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en inglés). En nuestro estudio
encontramos concentraciones séricas incrementadas de acilcarnitinas de cadena corta en los
grupos con obesidad, lo cual concuerda con las concentraciones elevadas de Val, Tyr, Leuy
Arg en los mismos grupos. Asimismo se encontré asociacion positiva entre las concentraciones
aumentadas de los aminoacidos Val y Leu con la ganancia de grasa corporal; también se
encontré asociacion positiva entre los aminoacidos Val, Tyr y Arg con los marcadores
bioquimicos (glucosa y perfil de lipidos), destacando los TAG con mayor fuerza de asociacion.
Con base en nuestros hallazgos sugerimos que la saturacién del ciclo de los TCA, ocasiona
que los productos intermediarios catabdlicos de los BCAA no puedan entrar al ciclo para ser
metabolizados como sustrato energético (glucosa o cuerpos cetdnicos), siendo los a-
cetoacidos reconvertidos a BCAA por la enzima aminotransferasa de aminoacidos de cadena
ramificada (BCAT, siendo su reaccion reversible) y la inhibicion de la enzima deshidrogenasa
de a-cetoacidos ramificados (BCKD) mediada por la modulacién negativa de sus productos
acil CoA de cadena ramificada y el aumento en la concentracion de NADH; ambos efectos
ocasionan que la concentracion intracelular de los BCAA y las AC de cadena corta aumenten
y finalmente dichos metabolitos sean exportados al medio extracelular como mecanismo de
regulacion homeostatica. Otro punto a destacar es que los BCAA no son metabolizados
eficientemente en higado y la mayor capacidad para catabolizar los BCAA en humanos reside
principalmente en el musculo esquelético y tejido adiposo; por tanto, si la capacidad oxidativa
mitocondrial se encuentra saturada en dichos tejidos, esto podria explicar por que incrementa
particularmente la concentracion circulante de los BCAA (Brosnan JT., 2006; Harris et al.,
2005).
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El aumento en la concentracion de los BCAA se asocio positivamente con el IMC pero por el
contrario se asocié negativamente con la sensibilidad a la insulina; resultados similares a los
nuestros se encontraron en el estudio de McCormarck y cols., en el cual concluyeron que el
incremento en la concentracion de BCAA circulantes se asocia con la obesidad en nifos y
adolescentes; por tanto podria ser un predictor independiente de la RI(McCormack et al.,
2013). Sin embargo, existen varias hipétesis entono a la Rl y su asociacion con el metabolismo
de los BCAA; alteraciones en el metabolismo de los BCAA podrian ocasionar la acumulacion
de intermediarios potencialmente toxicos que afectan la funcion celular; es decir, la
acumulacion de a-cetoacidos ramificados podrian producir disfuncién mitocondrial en la células
B- pancreaticas, ocasionando apoptosis en la célula y finalmente DM2. Asimismo se ha
reportado la disminucién de la expresion de la deshidrogenasa de a-cetoacidos ramificados
mitocondrial (BCKD) en el TAB y alteraciones en la utilizacion de los BCAA por parte del tejido
adiposo visceral de personas con obesidad(Wurtz et al., 2012), lo cual sugiere que este ultimo
contribuye principalmente a alteraciones en el catabolismo de los BCAA, por tanto incrementan
las concentraciones plasmaticas de BCAA en individuos con obesidad y Rl(Lackey et al., 2013;
Lynch & Adams, 2014).

Por otra parte algunos estudios mencionan que en condiciones de obesidad la constante
activacion de la via mTORC1 como consecuencia del aumento en las concentraciones
plasmaticas de los BCAA se ha asociado con RI, debido a que el aumento en la concentracion
de Leu en conjunto con insulina activan al via mTORC1 y S6K produciendo la fosforilacion en
Ser de IRS1 e IRS2, la cual altera la sefalizacion de la hormona favoreciendo posiblemente
la activacion de la via de protedlisis; como resultado incrementa la aparicion de los BCAA en
sangre debido a la protedlisis(Lackey et al., 2013). Por el contrario en el estudio de Mihalik y
cols., realizado en adolescentes encontraron concentraciones bajas de los BCAA, Phe, Met,
Ala, Gly, Cit y Arg en el grupo con DM2 y con tendencia a disminuir en el grupo con obesidad;
este grupo menciond que la concentracion baja de aminoacidos podria reflejar incremento en
el anabolismo propio de la adolescencia, estando la protedlisis y la oxidacién de proteinas
disminuidas en la pubertad o adolescencia en comparacién con los nifos en edad escolar,
reafirmando otra vez la hipétesis que la etapa de desarrollo influye en la respuesta metabdlica
al dano inducido por la obesida, remarcando la importancia de comprender los cambios
fenotipicos que se dan durante el desarrollo de la obesidad en nifos(Mihalik et al., 2012).

Otro hallazgo relevante en este estudio fue la concentracion plasmatica elevada de la Arg en
los grupos con obesidad, siendo la concentracion de dicho aminoacido lo que determina la via
metabdlica que induce y su producto final. La degradacion de Arg produce 6xido nitrico (ON),
ornitina, urea, poliaminas, prolina, glutamato, creatinina y agmantina(Luiking, Ten Have, Wolfe,
& Deutz, 2012). Estas vias de degradacion son iniciadas por las enzimas arginasa o las 6xido
nitrico sintasas (ONS). De las ONS se han descrito tres isoformas: la ONS1 que se expresa
principalmente en células neuronales, la ONS 2 se expresa principalmente en células del
sistema inmune y la ONS3 que se identific en células endoteliales, ésta ultima genera ON en
los vasos sanguineos y participa principalmente en la regulacion de la funcion vascular. Las
ONS1 y ONS3 son enzimas constitutivas; la ONS 2 es inducible (ONSi) ya que se expresa
abundantemente en respuesta a la inmunidad del huespéd participando en actividades
antimicrobianas, antitumorales y procesos inflamatorios (Guoyao, 2009; Luiking et al., 2012)

La arginasal se expresa principalmente en los hepatocitos y la arginasa 2 se expresa
principalmente en la mitocondria de tejidos extra hepaticos (células musculares, neuronales,
renales y vasculares), estas enzimas catalizan la conversion de Arg en Orn y urea (Guoyao,
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2009; Luiking et al., 2012). El aumento en la concentracién de Arg activa a la enzima N-
acetilglutamato sintetasa que produce N-acetilglutamato (NAG), la cual es una molécula que
se sintetiza a partir de glutamato, acetil CoA y arginina. ElI NAG es un modulador alostérico
positivo de la enzima carbamoilfosfato sintetasa 1 (CPS1), la cual es una de las primeras
enzimas que participan en la sintesis de urea. (Jobgen, Fried, Fu, Meininger, & Wu, 2006)

Las enzimas arginasa y las ONS compiten por la ARG como sutrato, por tanto cambios en la
actividad enzimatica determinan el producto final de dicho aminoacido(Guoyao, 2009). A pesar
que la afinidad de las enzimas ONS por Arg es casi 1000 veces mayor que la afinidad a las
arginasas, estas compiten efectivamente con las ONS por el sustrato y limitan la produccién
de ON. La arginasa puede inhibir la expresién de ONSi a nivel de su traduccién y por
consecuencia disminuir la produccion de ON. Sin embargo, la actividad de la arginasa no es
suficiente para inhibir la sintesis de 6xido nitrico, ya que la Nw-hidroxi-L-arginina (NOHA) que
es producida por las ONS, es un intermediario de la sintesis de ON y un potencial inhibidor de
las arginasas.

Adémas existe evidencia que la Arg estimula la lipdlisis en los adipocitos y promueve la
oxidacion de acidos grasos de cadena larga en tejidos sensibles a insulina, regulando
diferencialmente la expresion de genes del metabolismo de lipidos en el musculo esquelético
y el tejido adiposo. En el musculo esquelético se ha descrito que la Arg favorece la lipogénesis
incrementando la actividad de la lipoproteinlipasa e induciendo la expresion del RNA
mensajero de la sintasa de acidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés) y la lipasa sensible a
hormonas (LSH); ocasionando el incremento de grasa intramuscular. Por otra parte en el tejido
adiposo se ha descrito que la Arg induce la lipdlisis disminuyendo la expresién de genes
lipogénicos como la lipoproteinlipasa, la acetil-CoA carboxilasa, pero incrementa la expresion
de la LSH (Tan, 2012).

La evidencia demuestra que la Arg y el ON participan en la fisiopatologia de la obesidad; sin
embargo, en poblacion infantil eso aun esta poco demostrado. En este estudio encontramos
que el aumento en la concentracion de arginina se asocio positiva y significativamente con el
aumento en los depdsitos de masa grasa, ya que se encontrdé una correlacion positiva de la
concentracion de Arg con el IMC/E (r = 0.239 / p = 0.002), la concentracion de los TAG (r=
0.172/ p= 0.025) y el c-LDL (r= 0.120/p= 0.006). Por tanto sugerimos que el aumento en la
concentracion de Arg podria ser consecuencia de la saturacion de las ONS por el aumento en
la concentraciéon de su sustrato, limitando la produccion de ON. Por el contrario, la
concentracion incrementada de arginina asociada al aumento en la concentracion AGL podria
inducir la actividad de la arginasa y la sintesis de urea (Jobgen et al., 2006).

Con base en estos hallazgos sugerimos que la concentracion incrementada de Arg ocasiona
la reduccién en la biodisponibilidad de ON, lo cual podria tener repercusiones en la funcion
endotelial. Dicha hipotesis podria ser apoyada ya que clinicamente existe un incremento
significativo de presion arterial en los grupos de nifios con obesidad, en la PAS (p = 0.033) y
la PAD (p = 0.045).
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Tabla 15. La presion arterial por grupo de estudio

IMC/E clasificaciéon por OMS
NORMAL SOBREPESO OBESIDAD OBESIDAD EXTREMA

Media DE Media DE Media DE Media DE
Systolic BP 104 +13 108 +12 107 +11 112* 116
Diastolic BP 61 +11 65 12 66* +10 65 +10

*se muestran diferencias significativas al comparar con el grupo de peso normal (p< 0.05)

También existe evidencia que demuestra que la acumulacion de lipidos en el musculo
esquelético altera la sintesis de proteinas durante el desarrollo de la obesidad(Guillet et al.,
2012; Masgrau et al., 2012). La Arg induce a la lipogénesis en el musculo esquelético
contribuyendo a la acumulacién de lipidos intramusculares durante el desarrollo de la
obesidad(Tan, 2012), lo cual tiene por consecuencia alteraciones en la regulacion del
metabolismo de las proteinas y el recambio proteico.

Resultados similares a los nuestros se encontraron en el estudio de Gruber y cols., ya que la
concentracion de Arg se encontré aumentada en adolescentes con obesidad, asimismo la Arg
tuvo una correlacioén positiva con el aumento de peso corporal, ellos concluyen que el ON y la
arginina ya estan involucrados en la obesidad juvenil y que puede contribuir a la aterogénesis
a través de reduccion de la biodisponibilidad de NO (Gruber et al., 2008).

Por tanto sugerimos que la Arg podria ser marcador predictivo clave en las etapas tempranas
del desarrollo de la obesidad infantil.

Entonces con respecto al perfil metaboldmico podemos concluir que los cambios tempranos
durante el desarrollo de la obesidad infantil se basan en los mecanismos de regulacion
homeostatica por parte de los tejidos en respuesta al incremento en los depdsitos de masa
grasa. Nosotros proponemos que un mecanismo de ajuste metabdlico es exportar metabolitos,
que podrian ser toxicos a nivel intracelular, ocasionando su incremento en circulacion.
Asimismo el incremento exacerbado en la circulacion de metabolitos como glucosa, acidos
grasos, aminodacidos y sus intermediarios metabdlicos, podrian funcionar como moléculas de
sefalizacion inductoras de dafio metabdlico.

Por tanto este estudio permite un primer acercamiento a los ajustes metabdlicos iniciales que
marcan claramente el desarrollo gradual en la fisiopatologia de la obesidad en nifios
comenzando a partir del cambio en la utilizacién de glucosa, incremento en la oxidacion de
acidos grasos y en etapas mas tardias movilizacion y utilizacién de aminoacidos especificos.
Cabe recordar que los parametros clinicos y bioquimicos de la poblacion de estudio aun se
encuentran en los limites fisiolégicos normales, por lo que este estudio permitié explorar los
cambios fisioldgicos iniciales de la obesidad, sin establecerse aun el dafno metabdlico.

Por otra parte en referencia al perfil inflamatorio, el comportamiento general de la mayoria de
las citocinas proinflamatorias mostré una tendencia a disminuir sus concentraciones conforme
incrementd el porcentaje de grasa corporal, siendo IL1B3 e 1lLra las que presentaron
significancia estadistica con este mismo patron de comportamiento en el grupo con obesidad
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en comparacidon con los normopeso. Sin embargo, en los grupos de nifios con obesidad grave
se encontro una tendencia en el incremento en las concentraciones de estas citocinas.

En el grupo de nifios con obesidad la concentracion de la quimiocina MIP-13 aumento
significativamente en comparacion con el grupo con de nifios con normopeso, siendo dicha
quimiocina inductora de la quimiotaxis de células T y macrofagos del perfil inflamatorio.

Resultados similares con respecto al comportamiento de la citocinas proinflamatorias se
encontraron en el estudio de Zabaleta y cols., en el cual, evaluaron la asociacion entre citocinas
proinflamatorias y la obesidad relacionada con marcadores metabdlicos en nifios entre 7y 9
afnos de edad, ellos encontraron asociaciones inversas en el IMC y la concentracion de lipidos
intramiocelulares con la concentracion de TNF-a e IL-8; este grupo concluyd que la relacion
entre los marcadores proinflamatorios y metabdlicos comunmente observada en los adultos es
opuesta en los nifios previo a la etapa de la pubertad, por tanto proponen determinar mediante
estudios prospectivos como estas interacciones modifican el riesgo de dearrollar enfermedad
cronica en etapas mas tardias (Zabaleta J., Velasco Gonzalez C., Estadad J., Pelligrino N.,
Mohler MC., 2014).

Los estudios en nifios escolares con obesidad y la concentracion de las citocinas son muy
controversiales ya que en general presentan resultados contradictorios; en el estudio de Valle
JM y cols. , se evalud la relacion entre la disfuncion endotelial (DE), la Rl e inflamacion en
nifos escolares con obesidad y nifios con normopeso entre 6 y 9 afos. En el grupo con
obesidad encontraron tendencias en las concentraciones elevadas de IL6, ICAM, PCR y PAI-
1, por tanto este grupo concluyé que los nifios con obesidad muestran alteraciones indicativas
de DE, RI e inflamacién.(Valle et al., 2005)

Warnberg J y cols., estudiaron la asociacion entre el sobrepeso y la inflamacién en
adolescentes, encontraron concentraciones elevadas de PCR, IL-6 y TNFa en el grupo de
adolescentes con sobrepeso y obesidad, siendo significativo el aumento Unicamente en las
concentraciones de PCR y concluyeron que la obesidad podria inducir un estado de
inflamacion.(Warnberg et al., 2004)

En un estudio publicado por nuestro grupo se evaluaron las diferencias en marcadores de
inflamacion y riesgo cardiovascular en escolares con y sin adiposidad excesiva, asi como la
asociacion entre la inflamacion y los factores de riesgo cardiovascular, se encontré que el
grupo de nifios con obesidad presentd concentraciones significativamente elevadas de PCR e
IL-18. Asimismo las concentraciones de PCR e IL-1B se correlacionaron con los tres
indicadores de adiposidad. Las concentraciones de IL-6 se asociaron con las concentraciones
de TAG y las de IL-18 con C-HDL, ajustado por IMC. En este grupo de escolares mexicanos,
la obesidad aumentd el riesgo cardiovascular y algunos marcadores de inflamacion; sin
embargo, se concluyd que se requieren mas estudios que exploren el papel de la inflamacion
subclinica en el desarrollo de alteraciones cardiovasculares(Balas-nakash et al., 2013).

Con respecto al perfil proinflamatorio concluimos que en nifios de edad escolar la ganancia de
masa grasa induce de forma tardia la respuesta inflamatoria. Con base en nuestros hallazgos
proponemos que es en la obesidad grave donde en los nifios de edad escolar el perfil
metabolico y el perfil inflamatorio se sinergizan para la produccién de dafo.
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La variacion encontrada en los resultados analizados correspondiente a los cambios
metabdlicos e inflamatorios asociados con el aumento de masa grasa en nifos de edad
escolar, es dependiente de la variabilidad biologica, la exposicion al ambiente al cual se somete
cada individuo desde la concepcion y el tiempo de exposicion del nifio a la obesidad; siendo
dichas variables limitantes en este estudio por su disefio y la gran dificultad en la medicion de
estas.
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Conclusiones

R/
L X4

L)

Los cambios metabdlicos tempranos asociados al desarrollo de la obesidad en nifios se
basan en mecanismos de regulacion homeostatica por parte de los tejidos como
respuesta al incremento de la masa grasa. En el perfil metabdlico los primeros ajustes
comienzan con el cambio en la utilizacién de sustratos por parte de los tejidos para la
obtencion de energia, como ha sido demostrado en la literatura.

Conforme aumento el depdsito de grasa corporal en escolares, fue posible encontrar
alteraciones metabdlicas progresivas y significativas incluyendo mayores
concentraciones circulantes de glucosa, TAG, AC y AA posiblemente como producto de
la saturacién en la capacidad oxidativa mitocondrial. Por tanto proponemos que un
mecanismo de ajuste metabdlico clave por parte de las células es exportar metabolitos
a la circulacion.

El disefio de estudio permitio el monitoreo del incremento en la concentracion
plasmatica de metabolitos circulantes a través de la caracterizacion en la secuencia
temporal de la ganacia de masa grasa en nifios sin una patologia clinicamente
establecida, lo cual nos permitié identificar posibles marcadores predictivos inductores
de dafio metabdlico en etapas tempranas del desarrollo de la obesidad infantil.

La obesidad en nifios de edad escolar se manifiesta con induccion tardia de la respuesta
inflamatoria, lo que significa que las alteraciones metabdlicas anteceden al dafio
inflamatorio. Proponemos que es en la obesidad grave donde en los nifios de edad
escolar, el perfil metabolico y el perfil inflamatorio se sinergizan para la produccién de
dafio.
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Anexo 1
Cartas de consentimiento

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

EVALUACION A LARGO PLAZO DEL EFECTO DE UN PROGRAMA DE ACTIVACION FiSICA EN
ESCOLARES.

Responsable: Dr. Felipe Vadillo Ortega  Teléfono 55 56232254

Toluca, Estado de México a

(dd /mm /aa)

Estimado nin@:

Deseamos invitarte a participar en el estudio denominado "EVALUACION A LARGO PLAZO DEL
EFECTO DE UN PROGRAMA DE ACTIVACION FiSICA EN ESCOLARES DEL ESTADO DE
MEXICOQ". Este es un programa disefiado para conocer el efecto en tu salud y en tu capacidad fisica
de una rutina de ejercicio adaptada para nifios de primaria. El ejercicio sera impartido por maestros de
educacion fisica de manera diaria en los dias de escuela, durante los proximos 2 ciclos escolares
completos.

Para poder saber si la rutina de ejercicio esta funcionando es necesario conocer tu estado de salud con
un examen general. Por esta razén, solicitamos tu permiso y el de tu mama o papa, para tomar
muestras de sangre y algunas medidas de tu cuerpo (peso, estatura, circunferencia de cintura,
circunferencia de cadera y presion arterial) asi como hacerte algunas preguntas que nos permitiran
evaluar tu desempeno escolar. Todas estas mediciones se haran tres veces, la primera en septiembre
del 2012, la segunda en junio del 2013 y la ultima en junio del 2014. El unico riesgo es que tuvieras
alguna molestia a la hora de tomar la muestra de sangre. La cantidad de sangre que tomaremos en
cada ocasién sera de 5.0 mL, que equivale a una cucharada sopera. En algunos casos se puede poner
morado el sitio de donde se toma la muestra y puede existir un poco de dolor en esa zona, pero no
representa ningun peligro. El resto de los procedimientos no tienen riesgo. El dia de la toma de muestra
de sangre, pediremos que acudas a la escuela sin haber comido nada desde la noche previa. Nosotros
te daremos un desayuno una vez tomada la muestra.

También solicitamos que tu y tus padres nos hagan saber si existe cualquier inconveniente para que
realices las rutinas de actividad fisica que tu profesor de educacion fisica te hara desarrollar todos los
dias de la semana. Queremos que tu y tus padres sepan que este programa tiene beneficios para ti,
pues recibiras una rutina de ejercicio que sera impartida por profesionales y que te ayudaran a mantener
o mejorar tu salud. Todos los resultados de los analisis que te haremos se los haremos llegar a tus
padres, asi como cualquier orientacion necesaria para atender cualquier problema. Te entregaremos
un certificado de salud junto con los resultados. También debes saber que eres libre de retirarte del
programa en el momento que asi lo desees o bien porque tus padres asi lo decidan. Tu o tus papas
pueden solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de tu participacion en este
estudio en cualquier momento.
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Si estas de acuerdo en participar en el programa descrito por favor firma abajo o pon tus iniciales. Tu
mama o papa también firmaran esta carta para hacernos saber que autorizan tu participacion.

Nombre del nino Firma o iniciales

Como responsable directo del Nifio(a) , de afios de edad,
manifiesto que se ha obtenido su asentimiento y otorgo de manera voluntaria mi permiso para que se le
incluya como sujeto de estudio en este Proyecto, luego de haber conocido y

comprendido en su totalidad, la informacién sobre dicho proyecto y sobre los riesgos y

beneficios directos e indirectos de su colaboracion en el estudio. Estoy claro de las siguientes condiciones:
no habra ninguna consecuencia desfavorable para ambos en caso de no aceptar la invitacion.

puedo retirarlo del proyecto si lo considero conveniente a sus intereses, aun cuando el investigador
responsable no lo solicite, informando mis razones para tal decision en la Carta de Revocacion respectiva.
no haremos ningun gasto, ni recibiremos remuneracion alguna por la colaboracion en el estudio.

se guardara estricta confidencialidad sobre los datos obtenidos producto de la colaboracion.

en caso de que se presentaran efectos adversos para la salud de mi representado, recibira la atencidn
médica requerida y la indemnizacion a que legalmente tiene derecho, siempre que éstos sean producto de
su colaboracion en el estudio.

puedo solicitar, en el transcurso del estudio, informacion actualizada sobre el mismo al investigador
responsable, o bien llamar a la Coordinacion de Investigacién de la Facultad de Medicina de la UNAM, al
teléfono 5623-2298.

Nombre del padre, tutor o representante legal Firma (Teléfono)

Nombre del testigo Firma (Teléfono)

Relacién del testigo con el participante.
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Anexo 2
Antropometria

Peso. Para tomar esta medida es necesario que el nifio que quite los zapatos y su suéter o chamarra.
Una vez que se haya checado que la bascula marque cero, el nifio debera pararse en el centro de la
bascula sin recargarse y sin moverse, con la vista hacia el frente y las manos relajadas a los costados,
distribuyendo su peso equitativamente en ambos pies. El peso exacto con dos digitos de fraccion sera
registrado por el profesional de la salud.

Talla. Para tomar esta medida el niflo no debera de estar utilizando gorra, broches, diademas o ningun
articulo que pueda interferir con su altura y debera quitarse los zapatos. El nifio debera parase en una
superficie plana con los talones juntos y las puntas ligeramente separadas en un angulo de 45°, los
gluteos y espalda alta deberan de estar tocando ligeramente el estadimetro. Los brazos deben estar
relajados a los costados con las manos viendo hacia los muslos. La cabeza no debe de tocar el
estadimetro y se debe de posicionar en el plano de Frankfort (el punto mas bajo del ojo debe de estar
en una linea recta horizontal con el trago, que es la eminencia cartilaginosa delante del orificio del
conducto auditivo externo). Una vez que este en posicién se le pedira al nifo que haga una inhalacion
profunda y que aguante la respiracion durante unos segundos mientras se registra la talla. La medida
se toma en el vertex, que es el punto mas alto del craneo aplastando el cabello lo mas que se pueda
sin lastimar al nifio.

Circunferencia de cintura. El nifo debera levantarse la camisa hasta por debajo del pecho. El nifio
debera estar parado con el abdomen relajado, las manos a los costados y los pies juntos. El evaluador
se colocara en frente del nifio y colocara la cinta antropométrica alrededor del nifio en la parte mas
angosta del torso, entre el borde costal bajo (decima costilla) y la cresta iliaca. El evaluador sujetara la
cinta con la mano derecha mientras que con la izquierda ajustara el nivel de la cinta en la espalda en
un plano horizontal, una vez que la cinta esté bien posicionada el evaluador sujetara la cinta con ambas
manos. La medida se va a tomar al final de una expiracion normal, sin que la cinta apriete la piel. En
algunas personas con sobrepeso, puede dificultarse la identificacion de la parte mas angosta del torso,
en estos casos la medida sera tomada en el punto medio entre el borde costal bajo (decima costilla) y
la cresta iliaca.(Lohman Timothy, Roche Alex, 1991)(Kinanthropometry, 1991; Surveza Fernandez A.,
2009)

Circunferencia de cadera. El nifio debera usar solamente ropa interior. El nifio debera estar parado
en una posicion relajada, con los pies juntos y los brazos cruzados. Esta circunferencia se toma en el
lugar de mayor protuberancia del gluteo. El evaluador de colocara en cuclillas viendo el costado del
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nifo para que pueda visualizar el lugar mas protuberante del gluteo. El evaluador colocara la cinta
antropomeétrica alrededor de la cadera sujetando la cinta con la mano derecha mientras que con la
izquierda ajustara el nivel de la cinta para que esta quede en un plano horizontal. Una vez que la cinta
antropomeétrica se encuentre bien colocada el evaluador tomara la cinta en ambas mando y sin apretar
la piel se tomara la medida.

Técnica para toma de presion arterial.

Primero se le dejara descansar al nifio en una silla aproximadamente 5 minutos antes de tomar la
primera medicion y se le pedira que se quite su suéter y/o chamarra dejando su brazo al descubierto.
El nifo se sentara de manera confortable sin cruzar las piernas, con la espalda recargada al respaldo
y con la mano, de preferencia la derecha, apoyada a la altura del corazén. El nifio no debera hablar
mientras se le toma la presion arterial.

Se le colocara el brazalete pediatrico en el brazo sobre el pulso braquial, aproximadamente 2
centimetros arriba del doblez del codo.

Se le colocara el estetoscopio sobre la arteria braquial, sin tocar el brazalete, debajo del
esfingomandmetro. Se inflara el brazalete.

Una vez inflado el brazalete se ira soltando el aire poco a poco (de 2 a 3 mmHg por segundo) y se
realizara la lectura de la tension arterial.

Se repetira la misma técnica para comparar las lecturas realizadas. No debe existir una diferencia
mayor de 5mmHg.(American heart Association, 2005)

Técnica para toma de muestra sanguinea.

Para la toma de la muestra sanguinea se le pedira al nifio que se siente y que estire el brazo
recargandolo en una superficie. La persona encargada de tomar la muestra debera localizar una vena
apropiada para la venopuncion, generalmente se utilizan las venas situadas en la flexura del codo, pero
en ocasiones se pueden utilizar las venas de la mano, mufeca.

Se coloca un torniquete con una cinta de latex o un cinturén Vacutainer en la parte superior del brazo
y se le pedira al nifio que apriete la mano para aumentar la presién sanguinea, haciendo que las venas
se dilaten y asi se vean con mayor facilidad.

Se limpiara la zona de puncién con un antiséptico y mediante una palpacion se localizara la vena
apropiada. Se introducira la aguja con el desnivel de la aguja viendo hacia arriba en un angulo de 45°.
Una vez introducida la aguja se coloca el tubo para la muestra. Si son varias muestras se van quitando
los tubos sosteniendo firmemente la aguja.

Se retira el torniquete y se le pedira al nifio que deje de apretar la mano.

Al finalizar la toma de retirara primero el tubo y posteriormente la aguja. Se pondra una torunda con
antiséptico en el punto de puncién presionandola para favorecer la coagulacion. Se le pedira al nifio
que flexione el brazo y mantenga la zona presionada durante algunos minutos.(Madrid A.A, n.d.)
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