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Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado.

Un esfuerzo total es una victoria completa.
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Resumen

La obesidad es una enfermedad cronica caracterizada por el almacenamiento en
exceso de tejido adiposo en el organismo que induce un estado inflamatorio crénico,
caracterizada por un aumento de las concentraciones plasmaticas de los factores
pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, recientemente se ha descrito la participacion de
una poblacién de linfocitos T en el desarrollo de la inflamacion cronica que se
presenta durante la obesidad, las células T invariantes asociadas a mucosas (MAIT,
por sus siglas en inglés) donde se ha observado que la frecuencia de células MAIT
en tejido adiposo y sangre periférica est4 disminuida en pacientes con obesidad,
efecto atribuido a la alteracion de la composicion de la microbiota intestinal durante la

obesidad.

En este estudio se evalla el efecto de la reduccién de peso sobre la frecuencia y
funcionalidad de las células MAIT en pacientes con obesidad extrema, estos fueron
sometidos a un tratamiento integral que incluyo un plan de alimentacién hipocal6rico
estandar, rutina de ejercicio y terapia psicologica. Las determinaciones se realizaron
al inicio y tres meses después del tratamiento. La frecuencia de células MAIT se
determindé mediante citometria de flujo, identificando a las células con marcadores
de superficie: CD45, CD3, CD4, CD161, TCR Va7.2 y la funcionalidad se evalué
mediante estimulos in vitro con PMA/lonomicina y el posterior marcaje de citocinas
via intracelular (IL-17, IL-10, IL-4 e IFN-y) para su analisis por citometria de flujo. No
se encontro diferencia significativa en la frecuencia de células MAIT entre los
pacientes con obesidad extrema y los sujetos sanos. Sin embargo, la funcionalidad
de las células MAIT se encuentra disminuida en los pacientes con obesidad extrema,
presentando baja expresion de IL-10 (p=0.0007), IL-4 (p=0.0064), IL-17 (p=0.0019),
IFN-y (p=0.0001) y CD69 (p=0.0354) en comparacion con los sujetos sanos. Después
del tratamiento, se observa una pequefia recuperacion algunos de los marcadores en
las células MAIT de los pacientes con obesidad extrema, sin embargo no llega a ser
significativa en comparacién con los sujetos sanos. Concluimos que las células MAIT
de pacientes con obesidad extrema presentan una disminucion en su funcionalidad

que es recuperada con la pérdida de peso.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia

Desde 1980, el numero de personas con obesidad ha aumentado considerablemente
en todo el mundo [1]. En 1998 fue considerada como epidemia mundial por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a que en ese afio habia mas de mil
millones de adultos con sobrepeso (de los que por lo menos 300 millones eran
clinicamente obesos), convirtiéndose en uno de los principales factores que

contribuian a la aparicion de enfermedades cronicas e incapacitantes [2].

En 2014, mas de 1900 millones de adultos de 18 afios 0 mas tenian sobrepeso, de
los cuales, mas de 600 millones eran obesos, ademas 41 millones de nifios menores
de cinco afios tenian sobrepeso o eran obesos, y se calcula que para el afio 2015
habra por lo menos 2,300 millones de individuos con sobrepeso y mas de 700
millones con obesidad [1]. En los nifios, la obesidad se asocia a una mayor

probabilidad de muerte prematura, asi como discapacidad en la edad adulta [3].

Actualmente la obesidad es un problema de salud publica a nivel mundial y es
necesario prestarle atencién desde diferentes disciplinas. En los ultimos afios ha
habido un importante y preocupante aumento de la prevalencia de esta enfermedad,
tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo [1]. Dada su magnitud y
trascendencia es considerado, en México, un problema de salud publica, por eso el
establecimiento de lineamientos, asi como la recopilacién actualizada de informacion
sobre el tema ayuda a su atencién integral, e incide de manera positiva en un

adecuado manejo de los pacientes que cursan con esta enfermedad [4].
1.2 Obesidad en México

La prevalencia de obesidad en México ha podido estimarse gracias a la informacion
obtenida de diversas encuestas de representatividad nacional, realizadas en su
mayoria desde finales de la década de 1980 por la Secretaria de Salud (SS) vy el
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).



La epidemia de obesidad que se experimenta en México ha sido ampliamente
documentada, tan solo en el afio 2006, se reporté que en adultos de 20 afios o
mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%, lo que ubicé a
México como uno de los paises con mayor prevalencia en la regiéon de Américay a

nivel global [5].

En adultos de 20 o mas afos la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue
de 71.2% en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2012 y de
72.5% en la ENSANUT MC del 2016 [6]. (Figura 1).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacién de 20 o méas afios de edad, en la
ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016. Fuente: ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016. Clasificacion
de IMC descrita por la OMS: sobrepeso = 25.0-29.9 kg/m2, obesidad grado | = 30.0-34.9 kg/m2,
obesidad grado Il = 35.0-39.9 kg/m2, obesidad grado 111240.0 kg/m2.

Al categorizar por sexo en la ENSANUT MC 2016, se observa que la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad (IMC 225 kg/m2) es mayor en las mujeres
(75.6%), que en los hombres (69.4%), y que la prevalencia de obesidad (IMC =30

kg/m2) es también mas alta en el sexo femenino 38.6%, que en el masculino 27.7%

[6].

En cuanto a la obesidad infantil, ha ido creciendo de forma alarmante en los ultimos

afos. Actualmente, México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil, y el



segundo en obesidad en adultos, precedido sélo por los Estados Unidos. Problema
que esta presente no solo en la infancia y la adolescencia, sino también en poblacién
en edad preescolar [7]. Para los escolares, la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad ascendié un promedio del 26% para ambos sexos, lo cual representa mas

de 4.1 millones de escolares conviviendo con este problema [6].

Lo mas alarmante es que las proyecciones hacia el futuro no son alentadoras, ya
gue, aunque se mantengan las tendencias actuales, el niumero de nifios con

sobrepeso aumentara a 70 millones para el 2015 en todo el mundo.
1.2.1 Costos econdmicos de la obesidad en México

Dado su papel como causa de enfermedades, la obesidad aumenta la demanda de
servicios de salud, ademas de afectar el desarrollo econémico y social de los
mexicanos, asi como también presentar un costo indirecto debido a la pérdida de
productividad generada por muerte prematura de los mismos, esto sin mencionar el
gasto catastrofico que significa para una persona y su familia cuando no tienen

acceso a algun tipo de seguridad social [5].

En 2008 los costos atribuibles a la obesidad en México fueron de 42 000 millones de
pesos, equivalente a 13% del gasto total en salud (0.3% del PIB). De no aplicar
intervenciones preventivas o de control costo-efectivas sobre la obesidad y sus
comorbilidades  (hipertension, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, cancer de mama y cancer colorrectal), los costos directos podrian
ascender para 2017 a 101 000 millones de pesos, 101% mas respecto al costo
estimado en 2008 y los costos indirectos incrementar hasta 292% entre 2008 y 2017
(de 25 000 a 73 000 millones) [5].

De acuerdo al Ultimo andlisis econdmico 2016 realizado por un grupo
multidisciplinario de investigadores de la Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM)
y de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) estimaron que es mas de
120 mil millones de pesos el costo de la obesidad en el pais al afio [3].



El costo de no hacer nada es demasiado alto para las instituciones, para las familias
y para los individuos. Solo cuando exista una respuesta social organizada que
involucre a todos los sectores de la sociedad para lograr los cambios necesarios en

los distintos niveles, se lograra combatir con éxito este problema [9, 10].
1.3 Definicidon de obesidad

La obesidad, incluyendo al sobrepeso como un estado premorbido, es una
enfermedad crénica caracterizada por el almacenamiento en exceso de tejido
adiposo en el organismo [4], en el cual hay un desequilibrio energético entre calorias
ingeridas y gastadas [1, 11]. Si el aporte de energia excede de forma cronica su
consumo, el desequilibrio resultante provoca la expansion de los depdsitos de lipidos
del tejido adiposo y favorece la adipogenia [12]. En general, el incremento de grasa
corporal se traduce en condiciones normales, en un aumento de peso. Sin embargo,
no todo aumento de peso corporal se produce debido a un incremento de tejido

adiposo [13].

En los ultimos afios se ha observado que con la aparicion de la obesidad se
presentan alteraciones en la respuesta inmunitaria ya que se genera un proceso
inflamatorio que suele ser crénico y de bajo grado, el cual también esta presente con
otras enfermedades degenerativas asociadas, tales como diabetes tipo 2 (DT2),
hipertension, dislipidemias y enfermedades cardiacas. En la obesidad es provocado
por la acumulacion excesiva de triglicéridos que conduce a una hipertrofia e
hiperplasia en los adipocitos caracterizada por un aumento de las concentraciones

plasmaticas de los factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios.

Sin embargo, una definicion mas detallada de la obesidad deberia incluir que es una
enfermedad compleja multifactorial que aparece por la influencia interactiva de

factores sociales, ambientales, psicolégicos, metabdlicos, celulares y moleculares.
1.3.1 Clasificacion de la obesidad

La clasificacion de la obesidad en un individuo permite identificar a aquellos con

mayor riesgo de morbi-mortalidad y permite evaluar en quienes una intervencion

4



oportuna podria prevenir la aparicion de obesidad, comorbilidades o complicaciones,
para evaluar el tratamiento y mejorar el prondstico de los pacientes para su control y

prevencion [3].

De acuerdo a la distribucién de grasa corporal, la obesidad se clasifica en: a) central
0 androide, tipo manzana, con predominio de tejido graso en la region intrabdominal
y b) periférica, ginecoide o tipo pera, con acumulo graso fundamentalmente en la
region fémur-glutea. Esta distribucion varia segun el género y la raza, siendo en la

infancia predominantemente mixta [14].

Actualmente la organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto una
clasificacion cuantitativa de sobrepeso y obesidad basada en el indice de masa
corporal (IMC o BMI) el cual es el mas usado tanto en la clinica como para realizar
estudios epidemioldgicos, asi como ser usado en ambos sexos y para adultos de
todas las edades (Tabla 1) [12].

El IMC es la relaciéon entre el peso y la talla, se calcula dividiendo el peso de una

persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros [1, 11].

Tabla 1. Clasificacion de sobrepeso y obesidad de acuerdo a su IMC (OMS).

Clasificacion de sobrepeso y obesidad de acuerdo a su IMC (OMS)
Clase de obesidad | IMC (Kg/m2)
INSUFICIENCIA PONDERAL <18.5
NORMAL 18.5-24.9
SOBREPESO 25.0-29.9
OBESIDAD I 30.0-34.9
Il 35.0-39.9
OBESIDAD EXTREMA 11 >40

Hay que destacar que, aunque la obesidad se define por el IMC, e impone un
namero sustancial sobre la esperanza de vida, esta claro que el IMC tiene
limitaciones considerables ya que carece de sensibilidad para evaluar los riesgos de
enfermedades, sobre todo en personas que tienen peso normal o ligeramente

elevada cuerpo [15].



El dltimo consenso de la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO
2007), se presentan dos diferencias importantes con respecto a la clasificacion de la
OMS (Tabla 2), ya que divide en dos categorias al sobrepeso y califica al grado Il
como pre-obesidad e introduce un nuevo grado de obesidad IV u obesidad extrema
con un IMC >50 Kg/m2 [16].

Tabla 2. Clasificacion de sobrepeso y obesidad de acuerdo a su IMC SEEDO 2007.

CLASIFICACION DE SOBREPESO Y OBESIDAD DE ACUERDO A SU IMC
(SEEDO 2007)
CLASE OBESIDAD IMC (Kg/m?2)
PESO SUFICIENTE <18.5
NORMOPESO 18.5-24.9
SOBREPESO | 25-26.9
SOBREPESO Il (PRE-OBESIDAD) 27-29.9
OBESIDAD | 30-34.9
I 35-39.9
Il (MORBIDA) 40-49.9
IV (EXTREMA) >50

Otro criterio Gtil para el diagndstico del sobrepeso u obesidad son el indice cintura-
cadera (ICC) [16] que evalua la distribucion del tejido adiposo, y se obtiene al dividir
en centimetros la circunferencia de la cintura entre la circunferencia de la cadera;
este indice permite estimar los riesgos a la salud, asi como evaluar el riesgo de las
comorbilidades mas frecuentes asociadas a la obesidad, segun se muestra en la
Tabla 3 [2].

Tabla 3. Riesgo a la salud de acuerdo al indice cintura cadera.

Riesgo Hombres Mujeres
Alto > 0.95 > 0.85
Moderado 0.90-0.95 0.80-0.85
Bajo <0.90 <0.80

Algunos estudios han sugerido que el ICC, ya sea solo o en combinacién con el IMC,

puede tener una relacion mas fuerte con algunos resultados de salud que el IMC solo



[17, 18] sin embargo, una aproximacion diagnéstica estandarizada que categorice a
los pacientes segun su riesgo de salud, sea predictiva de mortalidad y sustente

criterios de priorizacion terapéutica, no se ha podido establecer hasta estos dias [19].

Una propuesta diferente para la clasificacion de la obesidad es la de Edmonton
(Division of Endocrinology, Dopartment of Medecine, University of Alberta, Edmonton,
Canada), donde se aborda una clasificacibn que, independientemente de las
medidas antropométricas habituales (IMC, ICC) incorpora la presencia de
comorbilidades asociadas y su dimension, asi como la gradacion de limitaciones
funcionales para definir estadios clinicos con diferente riesgo vital. Este sistema de
estadiaje clinico se ha demostrado capaz de predecir mortalidad en cohortes

representativas con obesidad (Tabla 4) [19].

En México, por lo general se dispone de infraestructura y equipos limitados, con
recursos humanos deficientes y tiempos de espera muy largos para la atencion a la
salud en este complejo marco de referencia, resulta muy importante tener una
herramienta que permita conceptualizar mejor la carga sobre la salud, que
represente el exceso de peso en cada individuo y que al mismo tiempo ayude a
priorizar los componentes de su atencion por lo que la clasificacion anterior podria

ser muy util en nuestra sociedad.



Tabla 4. Sistema de estatificacion de la obesidad de Edmonton.

Sistema de estadificacion de la obesidad de Edmonton
Etapa Descripcion Manejo

0 Sin asociacion de factores de riesgo (p. | Identificar factores que
ej. tensién arterial, lipidos, glucosa | contribuyan al exceso de peso.
normal), sintomas, psicopatologia, | Orientacion nutricional y de
limitacion funcional o del bienestar. actividad fisica para prevenir

mayor incremento de peso.

1 Presencia de factores de riesgo | Identificar contribuyentes para
subclinicos (p. Ej. Tension arterial | factores de riesgo. Intervencion
limitrofe, intolerancia a la glucosa | mas intensa en el estilo de vida,
sintomas leves disnea de medianos | dieta y ejercicio para prevenir
esfuerzos), psicopatologia leve y | mayor incremento de peso.
limitacion funcional o del bienestar | Monitoreo de factores de riesgo y
leves estado de salud.

2 Presencia de enfermedades crénicas | Iniciar tratamiento integral para la
relacionadas con la obesidad (p. ej. | obesidad que incluya todas las
hipertensién, diabetes mellitus tipo 2, | opciones de tratamiento
apnea del suefio, osteoartritis, | conductual, farmacolégico vy
enfermedad por reflujo, trastorno de | quirdrgico. Monitoreo y
ansiedad) y limitacion moderada de las | tratamiento de comorbilidades.
actividades diarias o del bienestar.

3 Dafio a o6rgano blanco establecido | Tratamiento mas intensivo para
como infarto del miocardio, | la obesidad que incluya todas las
complicaciones de la diabetes, | opciones de tratamiento
psicopatolégica significativa limitacién | conductual, farmacolégico vy
funcional o compromiso funcional o del | quirdrgico. Manejo agresivo de
bienestar severos las comorbilidades

4 Discapacidades severas | Tratamiento agresivo de la
potencialmente terminales derivadas de | obesidad que se considere
enfermedades crénicas relacionadas | viable. Medidas paliativas
con la obesidad, psicopatologia | incluyendo manejo del dolor
incapacitante y limitacion funcional o | terapia ocupacional y apoyo
del bienestar severa psicosocial.

Adaptado de referencia [22].




1.4 Etiologia de la obesidad

La etiologia de la obesidad es compleja y de naturaleza multifactorial, las principales
causas hasta ahora relacionadas con la obesidad son factores genéticos y

ambientales que interactian entre si [20].

Dentro de los factores ambientales se ha observado a nivel mundial un aumento en
la ingesta de alimentos de alto contenido cal6rico que son ricos en grasa y un
descenso en la actividad fisica debido a la naturaleza cada vez mas sedentaria de
muchas formas de trabajo, los nuevos modos de transporte y la creciente
urbanizacién, todos ellos, factores predisponentes para presentar obesidad [1, 21].

Dentro de los factores genéticos podemos encontrar sindromes congénitos,
desordenes especificos y no especificos que promueven el desarrollo de la obesidad,
a continuacién, se presenta la clasificacién por etiologia de la obesidad, propuesta
por Octavio Amancio Chassin y colaboradores (Tabla 5) donde dividen a la obesidad

en esencial y secundaria [22].

La obesidad esencial resulta de una compleja interaccidn entre factores ambientales
(dieta inadecuada, sedentarismo, factores psicoldgicos y socioculturales). Constituye

mas del 95 % de la obesidad clinica

Las causas secundarias de obesidad deben identificarse con precision, ya que
algunas son curables al remitir la patologia de base, también es necesario hacer
notar que algunos padecimientos considerados inductores de obesidad como el
hipotiroidismo o hipercortisolismo en realidad no se acompafian de importante
sobrepeso. Las restantes causas de obesidad secundaria, incluyendo sindromes
genéticos complejos, no impactan los casos de obesidad esencial que por su

frecuencia son un problema de salud publica mundial [22].



Tabla 5. Clasificacion de las etiologias de la obesidad.

Etiologia de la obesidad

Obesidad Esencial

Inactividad fisica

Dependiente de la edad
Post-operatoria
Vida sedentaria

Desequilibrio nutricional

Polifagia

Ingesta alimentos con elevado contenido de grasas

Obesidad secundar

ia

Genéticas

Sindrome:

De Prader-Willi
De Alstrom

De Bardet- Biedl
De Cohen

De Carpenter

Neuroendocrinolégicas

Hipotalamica

Ovaérica (Sindrome de Stein — Leventhal)
Hiperinsulinemia (DM2)

Hipotiroidismo

Hipercortisolismo

Medicamentos

Glucocorticoides
Estrégenos
Antidepresivos
Fenotiacinas
Hidracidas

1.5 Patologias asociadas a la obesidad

La obesidad en el adulto constituye un importante factor de riesgo dada su

implicacién en el desarrollo de enfermedades cronicas [23] las cuales aumentan su

incidencia de manera paralela al aumento de peso. A continuacion, se muestra una

serie de complicaciones médicas frecuentes relacionadas a la obesidad enlistadas en

la Tabla 6 [24, 25], como se observa la obesidad suele estar asociada a muchas

enfermedades que no sblo empeoran la calidad de vida de los pacientes, sino que

agravan su estado de salud, habiéndose convertido en una de las enfermedades

prevenibles que mas muertes provocan anualmente.
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Tabla 6. Principales patologias médicas asociadas a la obesidad.

Patologias medicas asociadas a la obesidad

Factor de riesgo cardiovascular e Hipertension arterial
Hiperglucemia
Dislipidemias
Hiperuricemia

Diabetes mellitus Tipo 2
Hipogonadismo

Variaciones del crecimiento y
desarrollo

e Alteraciones de la secreciéon
adrenal

Alteraciones endocrinoldgicas

Alteraciones respiratorias e Sindrome apnea obstructiva del
suefio

e Sindrome de hipoventilacion-

obesidad

Asma

Esteatosis hepatica
Litiasis biliar
Reflujo gastroesofagico

Alteraciones digestivas

Alteraciones dermatolégicas Dermatitis intertriginosa

Osteoartritis
Deformaciones 6seas
Traumatismos articulares

Complicaciones musculo-esqueleticas

Cancer de cuello de utero,
mama, ovario, préstata colon y
recto.

Neoplasias

Por ultimo, no se debe olvidar a los problemas psicolégicos ya que las personas
obesas sufren un estigma social por ser sefialados, discriminados y objeto de burlas
o comentarios ofensivos que la mayoria de las veces los limita y excluye de la

sociedad, por lo que sufren problemas de autoestima y depresion.

La obesidad es una enfermedad grave que debe ser tratada por un equipo
multidisciplinario  de  cirujanos  especialistas en obesidad (bariatras),
gastroenterdlogos, endocrindlogos, nutridlogos y psicologos, que permita abordar

todos los campos y aspectos de la enfermedad [26].
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1.6 Tratamiento

La obesidad al ser de etiologia multifactorial, el tratamiento se ha encaminado a
varias intervenciones, entre ellas: nutricional, actividad fisica, psicoldgica,

farmacoldgica y quirurgica [27, 28].
1.6.1 Tratamiento nutricional

Cambios en el estilo de vida, regimenes dietéticos e incrementos en la actividad
fisica pueden ser la primera linea de terapia en la disminucion de la obesidad ,
diversos estudios hablan sobre modificaciones de nutrimentos y reduccion de
calorias mediante los alimentos relacionados con la disminucién de peso y por
consiguiente con la subsecuente disminucion de biomarcadores proinflamatorios,
modificaciones de la composicidon corporal y reduccion de los marcadores
bioguimicos Se ha comprobado que los pacientes que son sometidos a dietas
hipocaldricas con buen apego se espera una pérdida de peso en promedio de 500 gr
por semana o del 5 al 10 % del peso inicial sin provocar alteraciones fisiopatolégicas
ni metabodlicas de acuerdo a las Guias internacionales y nacionales (guias de
practica clinica IMSS-46-08 y ObesFacts 2015;8:402-424) [29].

Diversos estudios demuestran que existen factores nutricionales que pueden
modular el sistema inmunoldgico entre los cuales se incluyen cantidad en la ingesta
calorica, tipos de grasas y cantidad de proteinas, A continuacion, se presentan
hallazgos recientes que sirven como evidencia para apoyar el tratamiento de la
obesidad mediante la aplicacion dieto terapéutica.

a) Restriccién calorica

La restriccion calodrica se ha asociado a beneficios en la disminucién de paradmetros
bioquimicos, de composicion corporal presion arterial, lipidos plasmaticos
marcadores inflamatorios y sensibilidad a la insulina ya que al disminuir el tejido
adiposo visceral disminuyen las sefiales inflamatorias y secrecion de citocinas. Los

estudios realizados con dietas hipocaloricas tenian restriccibn de hidratos de
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carbono, lipidos o simplemente una restriccion calérica de 500 kcal
independientemente de los porcentajes de macro nutrimentos [30-32].

b) Restriccion de hidratos de carbono

Las dietas bajas en hidratos de carbono han demostrado una disminucion de
triglicéridos en plasma con aumento de HDL, mejora en la presion arterial con
disminucion de glucosa en plasma y una disminucion de grasa visceral reflejado en la
circunferencia de cintura dietas con aporte del 10 al 40 % de hidratos de carbono del
total de la ingesta caldrica han mostrado mejoria en los marcadores inflamatorios y

de lipidos.
c) Restriccion de lipidos

Los acidos grasos intervienen en la respuesta inflamatoria por ser moduladores en la
produccion de eicosanoides proinflamatorios asi también son reguladores de los
procesos de sefalizacién en membrana y citoplasma que influyen sobre la actividad
de factores de transcripcion involucrados en la inflamacion [33]. La evidencia
analizada muestra que, las grasas saturadas y trans tienen un efecto proinflamatorio,

en donde se ve implicada la via de los receptores Toll [34,35]
Proteinas

Una dieta alta en proteinas pero baja en calorias tiene efectos benéficos sobre
marcadores bioquimicos, antropomeétricos de sensibilizacion a la insulina sin efectos
en la presioén arterial y con una pérdida menor en el porcentaje de masa corporal total
en una dieta con proteinas normales [36]. Al parecer la ingesta proteica alta tiene un
efecto saciante que provoca una disminucién en la ingesta con la subsecuente

disminucién en la ingesta calérica [37].
d) Dietas hipocaléricas contra dietas hipocaléricas mas ejercicio

Existen evidencias cientificas que las dietas hipocaloricas ya sea con restriccion de
grasas, y/o de carbohidratos en conjunto con un programa de ejercicio comparado

solamente con dieta para reduccién de peso son mas efectivas en una pérdida de
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peso sostenida a largo plazo contribuyendo a ser mas eficaz en la disminucién de
parametros bioquimicos, antropométricos y de inflamacién, asi como presion arterial

y bienestar psicolégico.
1.6.2 Tratamiento psicologico

El paciente con obesidad tiene una conducta que si bien no es causa Unica de su
padecimiento, la terapia psicolégica le ayuda a comprender el origen de las
conductas perjudiciales de los malos habitos de alimentacion con el fin de modificarla

y contribuir a una mejor permanencia y apego en su tratamiento [38].
1.6.3 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacol6gico debe ser prescrito por el médico cuando lo crea
necesario y formar parte del tratamiento integral, ya que existe controversia sobre el
uso de estos ya que su uso crea dependencia y puede poner en peligro la salud de
quien los consume, las indicaciones y recomendaciones para el uso de farmacos
son: cuando exista evidencia de falta al tratamiento dieto terapéutico a la prescripcion
de actividad fisica y ejercicio en un periodo de al menos tres meses, en pacientes
con IMC mayor a 30 kg/mt2 con o sin comorbilidades, el tratamiento farmacol6gico

debe ser utilizado solo bajo supervision médica estrecha ( GPC IMSS 046-08) [39].
1.6.4 Actividad fisica

La actividad fisica como parte del tratamiento integral conduce a mayor pérdida de
peso que si solo se prescribe tratamiento nutricional, al permitir la reduccién de peso
a expensas de tejido graso con mantenimiento de la masa muscular. El tipo de
ejercicio que se prescribe es moderado de tipo aerdbico e individualizado, con una
frecuencia de 3 sesiones/semana. El ejercicio de acuerdo a estudios previos ofrece
multiples beneficios para la salud: mejora sensibilidad a insulina, mejora perfil lipidico
(aumento de HDL y disminucién de triglicéridos) reduce presion sanguinea
agregacion plaquetaria, mejora funcion cardiaca, densidad 6sea inmune, y contribuye
en la reduccién de peso por lo que disminuyen también biomarcadores y mejora

funcidén psicolégica [40].
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1.6.5 Tratamiento quirdrgico

El tratamiento quirdrgico es el ultimo recurso en los pacientes con obesidad morbida,
cuando peligra su vida o presentan comorbilidades con un IMC de 35 a 40 Kg/m?
ademas existen evidencias que la pérdida de peso después de ser sometidos a
cirugia bariatrica es mucho mayor y sostenida por mas tiempo en comparacion a

otros tratamientos convencionales [41].
1.7 Tejido adiposo.

El tejido adiposo (TA) es fundamental para el ser humano. Es responsable de
muchas funciones y no se podria prescindir de él. Sin embargo, un exceso de este
tejido genera una serie de complicaciones en la salud del ser humano. Un exceso en

este tejido adiposo se conoce como sobrepeso y obesidad.

El tejido adiposo esta formado por células adiposas (adipocitos) y un componente
estromatico/vascular en el que residen los preadipocitos. Los adipocitos, con un
tamafio de 10 a 200 micras, son células redondeadas que contienen una vacuola
lipidica que representa el 95% del peso celular y que desplaza al resto de los

organelos hacia la periferia [42] (Figura 2).

Figura 2. Adipocito. El exceso de grasa se almacena en los adipocitos los cuales aumentan de

tamafio hasta que la grasa se utiliza de combustible.
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Existen dos tipos de tejido adiposo, y por lo tanto dos tipos de adipocitos diferentes
que los forman: tejido adiposo blanco y marrén, ambos no presentan diferencias
Gnicas y exclusivamente en cuanto a coloracion, sino también en cuanto a su

morfologia, distribucidn de genes y funcion [43].

Tejido adiposo blanco (TAB): formado por adipocitos unicelulares que contienen
mitocondrias muy diferentes de aquellas encontradas en el tejido adiposo pardo,
estas células producen leptina. La principal funcién de este tejido es por tanto
controlar la ingesta de energia y la distribucién de la misma a otros tejidos en los

periodos interdigestivos [42, 43].

Tejido adiposo pardo (TAP): encargado de la termogénesis, su color se debe por la
gran cantidad de mitocondrias que posee, las cuales expresan altas cantidades de
proteinas desacoplantes que producen una fosforilacién oxidativa desacopladora, lo

que produce disipacion de energia en forma de calor [42, 43].

El tejido adiposo representa en sujetos normales y sanos entre el 10 y 30% del peso
corporal total. La obesidad se caracteriza por un aumento desmesurado de la
adiposidad, principalmente la del TAB visceral. Sin embargo, en sujetos con
obesidad moérbida puede ocupar mas del 80% del peso total. Estos valores pueden
variar muchisimo teniendo en cuenta la forma o el método de valorar la cantidad de

tejido.
1.7.1 Componentes humorales del sistema inmune en el tejido adiposo.

En afos recientes se ha reconocido que el tejido adiposo secreta varias moléculas
bioactivas llamadas adipocinas o “adipocitocinas” que provienen principalmente del
TAB y tienen un papel primordial en la homeostasis de varios procesos fisioldgicos,
entre los que se incluyen: la ingesta de alimentos, la regulacién del equilibrio
energético, la accion de la insulina y el metabolismo de la glucosa. El factor de
necrosis tumoral (TNF), Interleucina 6 (IL-6), resistina, leptina y adiponectina también
participan en la remodelacion de la vascularizacion, la regulacion de la presion

arterial y la coagulacion.
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En este tejido se ha demostrado un incremento de TNF, IL-6, ASP, resistina y un
decremento de adiponectina las cuales modifican la sensibilidad a la insulina
(resistencia a la insulina), desencadenando la arteriosclerosis y otras complicaciones

microvasculares (Tabla 7) [44].

Tabla 7. Componentes humorales del sistema inmune en el tejido adiposo y su funcion.

COMPONENTE. FUNCION.

Leptina Hormona con efectos centrales sobre el apetito y periféricos sobre gasto
energético. Su concentracién disminuye en condiciones de ayuno o

restricciéon caldrica y aumenta en respuesta a la ingesta [43].

Resistina La sobreexpresién de resistina en los hepatocitos humanos afecta a la
insulina debido a que estimula la captacion de glucosa y la sintesis de

glucégeno [43].

Adiponectina Su funcién no esté clara, pero se ha observado que sus niveles de ARNm
estan disminuidos en animales y humanos obesos.

Interleucina-1 Efectos lipoliticos que pueden ser bloqueados al impedir la accién de la

ciclooxigenasa (COX). Induce la produccion de leptina y resistina [27].

Interleucina-10 Inhibe las citocinas proinflamatorias, principalmente TNF, IL-1 y la IL-6,

Interleucina-6 Efectos autocrinos y paracrinos sobre los adipocitos, ademés de diversos
efectos endocrinos.

TNF Adipocina implicada en las alteraciones metabdlicas de la inflamacion

crénica con acciones biolégicas que incluyen la induccién de resistencia a

la insulina, anorexia y caquexia

1.8 Inflamacioéon vinculo con la obesidad

El concepto clasico de inflamacion hace referencia a la respuesta del organismo
ante la infeccion o a las heridas, caracterizada por hinchazén, rubor, dolor y fiebre,
que tiene como fin el restablecimiento de la homeostasis. En general, se considera
que la respuesta inflamatoria es beneficiosa, por ejemplo, proporcionando
proteccion frente a una infeccion, pero si se descontrola puede llegar a ser

perjudicial [45]. En los udltimos afios se ha observado que los pacientes obesos
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presentan un estado inflamatorio crénico de bajo grado como una consecuencia del

incremento en la masa del tejido adiposo, esta inflamacion difiere de la inflamacion
cladsica, que no presenta los signos descritos, pero es similar en cuanto a que
comparte las alteraciones en los mediadores tipicos de inflamacion y sus rutas de

sefalizacion.

Este estado inflamatorio asociado con la obesidad ha sido propuesto como nexo de
unién con varios desoérdenes asociados a la misma como la resistencia a la insulina,
las dislipidemias, complicaciones vasculares y hepéaticas, conduciendo al
denominado “Sindrome Metabdlico Cardiovascular’ asi como ser asociado en los

ultimos afios con diversos tipos de cancer.

Como se menciono anteriormente en la obesidad la acumulacion excesiva de
triglicéridos conduce a un aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia) y de
continuar esta condicion empieza a aumentar el nimero de adipocitos (hiperplasia)
que se ve reflejado en la [46] desregulacion en la secrecion de adipocinas,
caracterizada por un aumento de las concentraciones plasmaticas de los factores
pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, llamados citocinas asi como concentraciones
plasmaticas bajas de adiponectina, que tiene como consecuencia la infiltracion de
numerosas células del sistema inmune al tejido adiposo [47].

1.8.1 Componentes del sistema inmune innato en la obesidad

Méas alld de la respuesta inicial a un factor de estrés, el sistema inmune innato
coordina la resolucién de la inflamacion, la reparacion de tejidos, y la activacion del
sistema inmune adaptativo para proporcionar memoria para futuros desafios[48].
Ademas de ser la primera linea de defensa, este sistema cuenta con un grupo
especializado de células, como macrofagos células dendriticas entre otros cuya

funcion primordial es reconocer ligandos enddgenos y exdgenos [46].

Las células mas estudiadas involucradas en el desarrollo de la inflamacion del tejido
adiposo son los macréfagos del tejido adiposo, los cuales infiltran este tejido en

procesos obesogénicos [47, 49]. Los macréfagos se han clasificado en dos
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categorias basadas principalmente en el perfil de citocinas que secretan. Los
macréfagos M1 producen citocinas proinflamatorias tales como TNF e IL-6, y los

macrofagos M2 que secretan citocinas antiinflamatorias como IL-10.

En la obesidad se ha encontrado un incremento importante de los macréfagos M1 en
el tejido adiposo; aunado a una reduccion en los niveles de moléculas
antiinflamatorias como IL-10, mientras que los macrofagos M2 protegen de la
resistencia a la insulina a través de un mecanismo dependiente de IL-10. Pero no
son las unicas células reclutadas al TA ya que de igual manera se ha reportado la
presencia de neutrofilos, basdfilos, eosinofilos. Células T reguladoras, células B y NK
entre otras, cada una con un roll diferente en la inflamacién durante la obesidad
(Figura 3).

Figura 3. Reclutamiento celular en la obesidad. Células del sistema inmune durante un ambiente anti-

inflamatorio y un ambiente pro-inflamatorio caracteristico de la obesidad [50].
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1.9 Células T invariantes asociadas a mucosa (MAIT)

Las células MAIT son una clase relativamente nueva de subconjuntos de células T
que expresan el receptor candnico de células T (TCR) y se derivan de la lamina
propia y las placas de Peyer del intestino en humanos y ratones [50]. Estas células,
constituyen una poblacién muy significativa de células T en seres humanos, lo que
representa entre 1 y 10% de las células T en sangre periférica de adultos sanos, asi
como representar una poblacién predominante de células T en el higado humano y
en tejidos de las mucosas de lo cual deriva su nombre T invariantes asociados a
mucosa (MAIT) [50, 51].

Hasta hace poco, la mayoria de los trabajos sobre las células MAIT se habia basado
en el estudio de unos pocos clones y los hibridomas aislados de MAIT, asi como
ratones transgénicos que expresan un TCR invariante. Aunque son Utiles, estas
herramientas tienen limitaciones obvias. Un nuevo anticuerpo monoclonal dirigido
contra la cadena TRAV1-2 TCR de humano, cuando se usa en combinacion con anti-
CD161 o anti-IL-18Ra, ha demostrado ser suficiente para identificar a las células
MAIT dentro del compartimiento CD3 + CD4 [51].

En los seres humanos, las células MAIT son en su mayoria DN o CD8+ (que
expresan principalmente la forma homodimérica de CD8aa), con un subconjunto
menor provenientes de CD4 +. Las Células MAIT expresan un fenotipo de memoria
efectora que les permite migrar al sitio de infeccion y hacer citotoxicidad con el fin de
eliminar el antigeno y las células infectadas o secretar citocinas que regulan la
actividad de otros tipos celulares asi como reconocer el mismo antigeno a la

segunda exposicion y responder con mayor efectividad para su eliminacion [51].

De igual manera expresan altos niveles de receptor de NK CD161, de ABCD1 (MDR
un transportador de membrana que eflujo xenobiéticos), y receptores para IL-12, IL-
18 e IL-23, también expresan altas cantidades de CCR6 y CXCR6, que estan
implicados en el trafico de células a los tejidos periféricos, en particular el intestino y
el higado [52].
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Las células MAIT se activan de forma TCR dependiente por pequefios metabolitos
(bacterias, ribo, flavinometabolitos, etc.) presentados por la molécula ubicua y no
polimorfica MHC de clase 1 MR1 o por la sefalizacibn de citocinas TCR
independiente (Figura 4). Al igual que otros linfocitos innatos, incluyendo células T
asesinas naturales invariantes (iINKT) y las células asesinas naturales (NK), las
células MAIT responden rapidamente a la activacibn mediante la produccion de
citocinas y productos citoliticos [53]. Tras la estimulacion TCR por el complejo MR1,
las células MAIT humanas producen IFN-y, TNF-a, e IL-2, asi como IL-17 después

de la estimulacién con PMA + ionomicina [51, 54].

Figura 4. Proceso de activacion de las células MAIT [53].
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El papel de las células MAIT sigue siendo enigmético, los hallazgos sobre las células
MAIT donde reconocen a las células infectadas de manera MR1 dependiente y su
dependencia a la microbiota apunta hacia un papel potencial de las células MAIT en
la respuesta inmune contra las bacterias. Ademas, se ha demostrado la severa
disminucién en el numero de células MAIT en la sangre de pacientes infectados por
bacterias y se correlacion6 con el aumento de la susceptibilidad de los pacientes
hospitalizados con infecciones nosocomiales secundarias [51]. En la actualidad las
células MAIT se asocian con enfermedades inflamatorias como esclerosis mdltiple,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, asi como presentar un papel antimicrobiano, y
presentar relacion con enfermedades virales [55].

Recientemente, se encontrd que las personas con obesidad severa y diabetes tipo 2
presentaban una dramatica disminucién de las células MAIT circulantes, y un
aumento en el reclutamiento de estas células a tejido adiposo ademas estan
acompafadas de un activador pro-inflamatorio IL-17, IL-2 IFN-y TNF y granzima B
indicando una activacién anormal de las células MAIT en obesidad y diabetes tipo 2
en cuanto a los activadores antiinflamatorios como lo son IL-4, IL-10 e IL-13 su
secrecion en las células MAIT se mantiene baja [50, 54, 56], esto podria ser por que
la composicion de la microbiota intestinal se altera en la obesidad y la diabetes lo que
afecta la via de la riboflavina, otras condiciones podrian ser pérdida de peso y un
estado metabdlico mejorado, es decir, la dieta y el bypass gastrico, ya que induce un
cambio en la microbiota intestinal [54]. Esto es muy parecido a lo ya observado con
pacientes que presentan enfermedades inflamatorias del intestino ya que tienen una
frecuencia reducida de las células MAIT en la sangre periférica que se asocia con un
enriquecimiento de las células MAIT en el tejido inflamado [51].

En todas estas situaciones, no es obvio si las bacterias derivadas de metabolitos de
la vitamina B podrian estar implicadas en la activacion de células MAIT a través de
su TCR pero un desequilibrio en la microbiota y / o0 aumento de la permeabilidad de
la mucosa pueden influir indirectamente en células MAIT en estos casos. La
autorreactividad subyacente de algunas células MAIT y / o sus altos niveles de

expresion de IL-12, IL-18 e IL-23 receptores también podria desempefiar un papel.
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2. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud publica en México cuyas consecuencias en el
estado de salud y en los costos de complicaciones asociadas a la misma son muy
altas.

A través de este proyecto se busca evaluar la frecuencia y funcionalidad de células T
invariantes asociadas a mucosas (MAIT) en pacientes con obesidad extrema y
pacientes sanos con IMC normal debido a su extensa relacion en los ultimos afos
con enfermedades inflamatorias crénicas ya que dilucidar los vinculos que existen
entre obesidad e inflamacion es de importancia capital dentro del campo de la

inmunologia, para dar lugar al descubrimiento de nuevos blancos terapéuticos.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Como se encuentra el perfil de activacion de células MAIT en pacientes con
obesidad extrema antes y después de ser sometidos a un plan alimenticio durante

tres meses en comparacion con sujetos sanos?

4. HIPOTESIS

Los pacientes con obesidad extrema presentan un perfil de activacion de células

MAIT distinto al de los pacientes sanos con IMC normal.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el perfil de activacion de las células T invariantes asociadas a mucosas en

sujetos con obesidad extrema antes y después de apegarse a un plan de

alimentacion hipocaldrico estandar.

5.2 Objetivos particulares

Establecer la estrategia de analisis para la identificacion de células MAIT en
mononucleares de sangre periférica mediante citometria de flujo
multiparamétrica.

Determinar la frecuencia de las células MAIT en mononucleares de sangre
periférica de pacientes con obesidad extrema y sujetos sanos.

Determinar el perfil de activacion de células MAIT mediante la presencia de
IFN-y, IL-17, IL10 e IL-4 de pacientes con obesidad extrema antes y después
de someterse a un plan de alimentacion hipocalorico estandar.

Determinar el perfil de activacién de células MAIT de sujetos sanos con IMC

normal.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se captaron a los pacientes a través de la consulta externa de la Clinica de Obesidad
y Trastornos Metabolicos (COTM) del Hospital Juarez de México que cumplieron con
los criterios de inclusion y que una vez informados y de manera voluntaria aceptaron
ingresar al protocolo de estudio, con previa firma del consentimiento informado. Este
trabajo forma parte de un protocolo de investigacion registrado en el Hospital Juarez
de México (HIM 0121/16-1) evaluado por los comités de Etica, Bioseguridad e

Investigacion.
6.1 Criterios de seleccion de los pacientes

6.1.1 Criterios de inclusién

Pacientes atendidos en la clinica de obesidad y trastornos metabdlicos
(COTM) del Hospital Juarez de México.

- Hombres o mujeres.
- Mayores de 18 afios y menores de 50 afios.
- Pacientes con IMC >35 con o sin comorbilidad.
- Firma del consentimiento informado.
6.1.2 Criterios de exclusion

- Pacientes en tratamiento farmacolégico con esteroides, AINES e

inmunomoduladores.

- Pacientes con lupus eritematoso, artritis reumatoide o enfermedad inflamatoria

intestinal.
6.1.3 Criterios de eliminacion

- Pacientes con enfermedad renal crénica diagnosticada durante el desarrollo

del proyecto.
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- Pacientes que durante el desarrollo del proyecto queden embarazadas.
- Pacientes que no se apeguen al tratamiento integral de la COTM.
- Pacientes que retiren el consentimiento informado.

6.2 Tomay procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncién venosa en tubos con
EDTA (etilen-diamino-tetraacetatodisodico) por el personal técnico calificado. Se
tomo muestra a 39 pacientes que presentaron un IMC > 30, al inicio y tres meses
después de haber seguido el tratamiento integral para disminuir peso de la COTM,
que incluye: rutina de ejercicio, terapia psicoldgica y plan de alimentacion
hipocalodrico estandar (reduccion de 500 cal en base al consumo habitual, con
distribucion de macronutrimentos: hidratos de carbono 55%, proteinas 15%, grasas
30%). Posteriormente se tomaron muestras de donadores sanos con IMC normal

pareados por edad y sexo, como grupo control.

Las muestras se centrifugaron a 600 g durante 5 min a 10°C (centrifuga Heraeus™
Megafuge™, ThermoScientific™, Langenselbold), se retir6 el suero y el paquete
celular se re-suspendié con solucién salina (v/v), con el cual se realiz6 un gradiente
de densidad (Ficoll-Paque PREMIUM, GE Healthcare) para obtener las células
mononucleares, que fueron criopreservadas en medio de criopreservacion (SFB,
DMSO, medio RPMI sin suplementar)en alicuotas de 2x10° células/mL a -70° hasta

su andlisis.
6.2.1 Tincion del fenotipo inicial de células MAIT

Se descongeld una alicuota de células mononucleares y se lavd (centrifugacion a
600g durante 5 min a 10°C y decantacion del sobrenadante) con medio RPMI
suplementado (RPMI, SFB 5%, Penicilina streptomicina 100 mg/mL), el paquete
celular se resuspendio en 1 mL de medio RPMI sin suplementar, se tomé una
alicuota y se hizo una dilucién 1:10 con PBS y 1:2 con azul tripano, posteriormente

se realizd un conteo en el equipo Automated cell counter (Bio Rad).
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Se colocaron 5x10° células mononucleares por tubo de tincién, y se lavaron con 1mL
de buffer de tincion (PBS 1x + albumina al 0.2%). Las células fueron tefiidas en un
volumen de 50uL de buffer de tincidon con anticuerpos monoclonales especificos para
CD45, CD3, CD4, CD8, TCR Va7.2 y CD161 (fenotipo para células MAIT), la
descripcion de los anticuerpos y las diluciones utilizadas se encuentran en la tabla 8.
Se realizé una incubacién de 30 min protegido de la luz, al término de la misma se
realizaron dos lavados (centrifugacién a 600g durante 5 min a 10°C y decantacién del
sobrenadante) con PBS 1x. Se re-suspendi6 el paquete celular en 300ul de PBS 1xy
se analizaron los tubos mediante citometria de flujo multiparamétrica en el equipo
FACS Verse (BD Biosciences). Los datos obtenidos se analizaron con el software

FlowJo vX.

Tabla 8. Anticuerpos monoclonales especificos para marcadores de superficie de las células MAIT.

Anticuerpo Fluorocromo Dilucion Marca No. Catalogo
CD45 APC H7 1:200 BD Pharmingen 560178
CD4 Bv421 1:400 BD Bioscences 562424
CD3 PE-Cy7 1:100 BD Pharmingen 557851

TCR Var.2 FITC 1:200 BIOLEGEND 351704

CD161 BV510 1:100 BD HORIZON 563212

6.2.2 Activacion in vitro con PMA/lonomicina

Se descongeld una alicuota de células mononucleares y se lavd (centrifugacion a
600g durante 5 min a 10°C y decantacién del sobrenadante) con medio RPMI
suplementado (RPMI, SFB 5%, Penicilina streptomicina 100 mg/mL), el paquete
celular se re-suspendié en 1 mL de medio RPMI sin suplementar, se tomd una
alicuota y se hizo una dilucién 1:10 con PBS y 1:2 con azul tripano, posteriormente

se realizo un conteo en el equipo Automated cell counter (Bio Rad).

Se sembraron 5x10°células mononucleares por pozo, en placas de 24 pozos en

medio RPMI suplementado y se estimularon con 5 ng/ul de PhorbolMyristate (PMA
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Sigma Aldrich) y 50 ng/pl de lonomicina (Sigma Aldrich) en presencia de BD Golgi
Stop™(BD Biosciences) en un tiempo no mayor a 6 horas de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. Las células fueron incubadas a 37°C durante 6 y 24
horas con una atmésfera al 5% de CO, y 70% de humedad. Después de la
incubacion se retiraron las células de cada pozo y se utilizé6 PBS 1x + EDTA 10 nM
para despegar las células adheridas a la placa, el volumen se transfiri6 en tubos
eppendorf de 1.5 ml, y se centrifugo a 600g durante 5 min a 10°C, se decanto el

sobrenadante y se prepararon para la tincion.
6.2.3 Tincion del ensayo de activacion de células mononucleares

Las células activadas con PMA/ionomicina fueron tefiidas para marcadores de

superficie celular e intracelular.

Una vez cultivadas las células después de la activacion, se lavaron (centrifugacion a
600g durante 5 min a 10°C y decantacion del sobrenadante) con 1mL de buffer de
tincion (PBS 1x + albumina al 0.2%), las células se re-suspendieron en el remanente,
finalmente se adicionaron los anticuerpos monoclonales para moléculas de superficie

(Tabla 9) y se incubé por 30 min protegidos de la luz.

Una vez transcurrida la incubacién, se lavaron (centrifugacion a 600g durante 5 min a
10°C y decantacion del sobrenadante) con 1mL de buffer de tincion (PBS 1x +
albumina al 0.2%), se re-suspendid6 el paquete celular en 300ul de BD
Cytofix/Citoperm™(BD Biosciences) y se incubé por 30 min protegido de la luz,
terminada la incubacion se lavé (centrifugacion a 600g durante 5 min a 10°C y

decantacién del sobrenadante) con 300ul de BD Perm/Wash™

BD(Biosciences) 1x y
re-suspendio el paquete celular en el volumen residual, finalmente se adicionaron los

anticuerpos monoclonales para moléculas intracelulares (Tabla 10).
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Tabla 9. Anticuerpos monoclonales especificos para marcadores de superficie de las células MAIT

activadas.
) o No.

Anticuerpo Fluorocromo Dilucién Marca
Catalogo
Anti-CD3 APC-H7 1:400 BD Pharmingen 560176
Anti-CD4 V450 1:200 BD Horizont 561838
Anti-CD25 PE-Cy5 1:200 BD Pharmingen 560988
Anti-CD69 PE-Cy7 1:200 BD Pharmingen 5205544
Anti-CD38 APC 1:100 BD Pharmingen 555462
Anti-CD161 BV510 1:100 BD HORIZON 563212
Anti-TCRVa7.2 FITC 1:100 BIOLEGEND 351704

Tabla 10. Anticuerpos monoclonales especificos para marcadores intracelulares de las células MAIT

activadas.
; S No.

Anticuerpo Fluorocromo Dilucioén Marca
Catalogo
Anti-IL-17A Percp-Cy5.5 1:100 BD Pharmingen 560799
Anti-IL-4 PE 1:100 BD Pharmingen 551774
Anti-1L-10 PE 1.100 BD Pharmingen 559337
Anti-IFN-g PE-Cy7 1:100 BD Pharmingen 557643
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6.3 Etica

El presente trabajo requirié de la toma de dos muestras de 4 mL de sangre periférica,
la primera al inicio del tratamiento en la COTM y la segunda 3 meses después. La
toma de dichas muestras de sangre la realizo el personal médico responsable de los
pacientes, por puncion venosa. Toda la informacién sobre los pacientes se manejo
de manera confidencial y los resultados obtenidos no afectaron de ninguna manera el
tratamiento del paciente, responsabilidad del personal médico correspondiente.
Antes de realizar la toma de muestra, el paciente firmé una carta de consentimiento
informado en la que decidi6 participar en el estudio, que puede ser revocada en el

momento que el paciente lo desee sin dar ninguna explicacién sobre su decision
e Riesgos.

Con relacion al disefio experimental, este estudio se encuentra clasificado como de
riesgo minimo debido a que las muestras de sangre venosa seran tomadas por el
personal capacitado. El disefio del estudio lo coloca en la fraccion Il del articulo 17
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la
Salud.

ARTICULO 17.- Se considera como riesgo de la Investigacion a la probabilidad de
qgue el sujeto de investigacion sufra algin dafio como consecuencia inmediata o

tardia del estudio.

II. Investigacion con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean el riesgo de
datos a través de procedimientos comunes en examenes fisicos o psicolégicos de
diagndésticos o tratamiento rutinarios, entre los que se consideran: pesar al sujeto,
pruebas de agudeza auditiva; electrocardiograma, termografia, coleccion de excretas
y secreciones externas, obtencion de placenta durante el parto, coleccién de liquido
amniotico al romperse las membranas, obtencion de saliva, dientes deciduales y
dientes permanentes extraidos por indicacién terapéutica, placa dental y calculos
removidos por procedimiento profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin

causar desfiguracion, extraccion de sangre por puncion venosa en adultos en buen
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estado de salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen
méaximo de 450 mL en dos meses, excepto durante el embarazo, ejercicio moderado
en voluntarios sanos, pruebas psicologicas a individuos o grupos en los que no se
manipulara la conducta del sujeto, investigacion con medicamentos de uso comun,
amplio margen terapéutico, autorizados para su venta, empleando las indicaciones,
dosis y vias de administracion establecidas y que no sean los medicamentos de

investigacion que se definen en el articulo 65 de este Reglamento, entre otros.

Los riesgos/molestias de la toma de sangre para las muestras del laboratorio son
minimos y no graves. Algunas personas experimentan mareo, pequefios sangrados o
molestias menores en el lugar de la puncién con la aguja para sacar la sangre como
moretones o dolor. Siempre se utilizara material nuevo, estéril y desechable para la

toma de muestras de sangre.
6.4 Analisis estadistico

La informaciébn se recolecté en una base de datos electronica disefiada
especificamente para este estudio, en el paquete estadistico GraphPad Prism. Se
reportaron medidas de tendencia central y de dispersion para cada variable acorde al
tipo de la misma, y se utiliz6 estadistica inferencial para comparar los niveles de
expresion de las moléculas analizadas: en caso de cumplir con la homogeneidad de
varianzas se aplico t de Student pareada, en caso de no cumplir se aplicé prueba de
Wilcoxon, y se considerd con significancia estadistica los valores de p < 0.05, con

intervalo de confianza al 95%.
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7. RESULTADOS
7.1 Universo de estudio

Se reclutaron 39 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, los cuales
fueron sometidos a la dieta hipocalorica, de éstos, 8 no se presentaron a la segunda
toma de muestra después de la dieta, 4 pacientes no cumplieron con el tratamiento
integral de la COTM y 17 pacientes tuvieron un apego moderado al tratamiento por lo
gue bajaron entre 3-4 Kg de peso al término del mismo. Solamente 10 pacientes
presentaron apego total al tratamiento y una reduccion de peso significativa (5-14 Kg)

después de tres meses (Figura 5).

Seguimiento de la poblacidn con obesidad
extrema ingresada a la COTM.

B Sin seguimiento
B Sin apego al tratamiento
Apego moderado al

tratamiento

B Apego total al
tratamiento

Figura 5. Seguimiento de la poblacién con obesidad extrema ingresada a la COTM.

Del total de los pacientes que presentaron apego total al tratamiento (n=10) 6 fueron
mujeres (60%) y 4 hombres (40%), con una edad promedio de 38.3 afos (+6.22),
peso promedio de 121.40Kg (+20.42), IMC de 43.85 Kg/m2 (x6.03) y una talla
promedio de 1.64m (+0.06), los cuales fueron pareados por edad y sexo con sujetos
sanos (n=10) con una edad promedio de 38.6(x7.18), peso promedio de 64.07Kg
(£13.89) y un IMC promedio de 23.71 Kg/m2 (+2.48) y una talla de 1.63m (£0.11), se

muestra el valor de p para cada variable (Tabla 11).
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Tablall. Caracteristicas demogréficas de las poblaciones de estudio.

PACIENTES CONTROLES
n=10 n=10 Valor p

Sexo 60%F 40% M 60%F 40% M
Edad (afios) 38.3+£6.22 38.60 +7.18 0.8586
IMC (Kg/m?) 43.85 + 6.03 23.71+£2.48 0.0001
Peso (kg) 121.40 +20.42 | 64.07 £ 13.89 0.0001
Talla (m) 1.64 + 0.06 1.63+0.11 0.6482

7.2 Reduccién de composicion corporal

El grupo de pacientes con obesidad extrema sometidos a la dieta hipocalérica tuvo
un peso promedio inicial de 121.40Kg (£20.42) y final de 111.7Kg (x20.22),
obteniendo una reduccion de peso promedio de 9.69Kg (x2.93) (Figura 6A), mientras
que el IMC promedio inicial fue de 44.28Kg/m? (+5.75) y el final de 40.73Kg/m?
(+5.18) teniendo una reduccién de 3.54Kg/m? (+ 1.33) (Figura 6B), también se
observé una reduccion promedio en el porcentaje de grasa de 7.47% (£5.51) con un
porcentaje de grasa promedio inicial de 50.28% (+8.94) y final de 42.40% (+7.14)
(Figura 6C).
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Figura 6. Variables antropométricas de los pacientes con obesidad extrema al inicio y final el
tratamiento. El tratamiento integral de la COTM tuvo una duracion de tres meses. A) Peso, B) indice
de masa corporal (IMC), C) Porcentaje de Grasa. Se muestran los valores de p de las diferencias

estadisticamente significativas.
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7.3 Parametros Biogquimicos

El andlisis bioquimico Unicamente se le realizo a los pacientes con obesidad extrema

de los cuales se obtuvo el valor promedio inicial y final (tres meses después del

tratamiento) de los siguientes analitos: creatinina, acido urico glucosa, HbAIc,

triglicéridos, HDL, LDL, colesterol

estadisticamente significativa en los parametros bioquimicos.

y PCR (Tabla 12). No se observa diferencia

Tabla 12. Datos bioquimicos de los pacientes obesos al inicio y final del tratamiento. El tratamiento

integral de la COTM tuvo una duracion de tres meses. Se muestran los valores de p.

MARCADOR Grupo n=10
BIOQUIMICO
Inicial Final Valor VALORES
REFERENCIA
P
CREATININA 0.84+0,1 0,83 +0,08 0.3594 0.6-1.4 mg/dl
ACIDO URICO 7.07+1.21 6.05 + 0.17 >0.9999 <8mg/dl VARONES
5.71 +1.01 5.91 +0.78 0.6875 <7mg/dl MUJERES
GLUCOSA 115.20 +53.47 | 102.20 + 21.36 0.2852 70-110 mg/dl
HblAlc 8.30 + 2.62 7.14 + 0.88 0.3984 <57%
TRIGLICERIDOS 160.20 + 59.74 | 142.50 + 48.51 0.4316 40-180 mg/d|
HDL 38.38 + 9.46 32.90+2.78 0.3750 >35 mg/dl VARONES
38.45+9.97 40.72 + 10.51 0.0625 >29mg/dl MUJERES
LDL 120.56 + 23.05 | 111.55 + 29.32 0.6250 < 130mg/dl
COLESTEROL 169.90 + 28.92 | 160.90 + 31.41 0.6074 140-200 mg/dl
PCR 1.41+1.78 0.71+ 0.48 0.9453 <1.0 mg/L
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7.4 Células MAIT en pacientes con obesidad extrema

Las células MAIT son caracterizadas por la expresiéon de los marcadores CD3,
TCRVa7.2+ una alta expresion de CD161, asi que nosotros identificamos a las
células MAIT como CD3+ CD4- CD161+ TCR Va7.2+. Se determind la frecuencia de
células MAIT en muestras de sangre periférica de pacientes con obesidad extrema

(n=10) y controles sanos (n=10) donde se encontrd un valor de p=0.0854 (Figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de células MAIT (CD3+ CD4- CD161+ TCR Va7.2+) en los pacientes con
obesidad extrema y sujetos sanos. El o los puntos que se encuentran fuera de la gréfica representan

el o los datos que se encuentran fuera o muy alejados de la media de los valores obtenidos.

El siguiente analisis se enfocd hacia el estado basal de activacién de las células
MAIT (Figura 8) y la produccion basal de citocinas (Figura 9) en los diferentes grupos
de estudio. Se encontré que estas células sin necesidad de algun estimulo ya se
encuentran produciendo IFN-y seguido de IL-17, mientras que las citocinas anti-
inflamatorias IL-4 e IL-10 presentaron bajos niveles de produccion en los tres grupos
de estudio, para los marcadores de activacion se observa que CD69 se encuentra
expresado en mayor cantidad en los tres grupos de estudio seguido de CD38 y por
ultimo CD25.
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A) B)

C)

Figura 8. Estado basal de marcadores de activacion en células MAIT (CD3+ CD4- CD161+ TCR
Va7.2+) de los grupos de estudio A) CD25, B) CD69, C) CD38. El tratamiento integral de la COTM
tuvo una duracion de tres meses, la primera toma se realiz6 al inicio y la segunda toma al final del
tratamiento. El indice de fluorescencia (IF) es la razén del MFI de la poblacién positiva para cada
fluorocromo entre el MFI del FMO. Se muestran los valores de p de las diferencias estadisticamente

significativas.

En los pacientes con obesidad extrema primera toma (inicial) no se observa ninguna
diferencia estadisticamente significativa contra los sujetos sanos (IFN-y p=0.1593,
IL-17 p=0.0522, IL-10 p=0.7818, IL-4 p=0.5406 y CD69 p=0.3473). En la segunda
toma (Final) los pacientes con obesidad extrema no presentaron diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de IL-17 (p=0.6250 y p=0.2761), IL-10
(p=0.7695 y p=0.9850) y CD25 (p=0.3750 y 0.4465) con los otros dos grupos, pero
en los niveles de IFN-y presentaron diferencia estadisticamente significativa con los

sujetes sanos (p=0.0027) y con la toma inicial (p=0.0195).
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En cuanto a la IL-4 se encontr0 una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.0488) entre la toma inicial y final de los pacientes con obesidad extrema, en
CD25, se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los sujetos
sanos y la toma inicial (p=0.0411), CD69 y CD38 presento una diferencia
estadisticamente significativa entre toma inicial y final (p=0.0098, p=<0.0001) asi
como entre toma final y sujetos sanos (p=0.0232, p= 0.0015) respectivamente.
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Figura 9. Produccidon basal de citocinas en células MAIT (CD3+ CD4- CD161+ TCR Va7.2+) de los
grupos de estudio A) IFN-y, B) IL.17, C) IL-10, D) IL-4. El tratamiento integral de la COTM tuvo una
duracioén de tres meses, la primera toma se realiz6 al inicio y la segunda toma al final del tratamiento.
El indice de fluorescencia (IF) es la razén del MFI de la poblacion positiva para cada fluorocromo entre

el MFI del FMO. Se muestran los valores de p de las diferencias estadisticamente significativas.
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Una vez evaluado el estado basal de las células MAIT en los diferentes grupos de
estudio, se realizo la estimulacion in vitro con PMA/lonomicina durante 6 horas para
la determinacion de IFN-y e IL-17 y durante 24 horas para la determinacion de IL-10
e IL-4. Posteriormente por citometria de flujo se evalud la produccion de IFN-y
(Figura 10A), IL-17 (Figura 10B), IL-10 (Figura 10C) e IL-4 (Figura 10D) de las
células MAIT de los sujetos sanos asi como de los pacientes con obesidad extrema

al inicio y final del tratamiento.
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Figura 10. Determinacion de citocinas intracelulares en células MAIT (CD3+ CD16+ TCR Va7.2+)
después del estimulo in vitro con PMA/ionomicina: El tratamiento integral de la COTM tuvo una
duracion de tres meses, la primera toma se realiz6 al inicio y la segunda toma al final del tratamiento.
El indice de Activacion es la razon del MFI de la poblacién con estimulo entre el MFI de la poblacién
sin estimulo. Se determiné para A) IFN-y, B) IL-17, C) IL-10 y D) IL-4 para cada uno de los grupos. Se

muestran los valores de p de las diferencias estadisticamente significativas.
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Al comparar la produccion de IFN-y en las muestras después de la activacion in vitro
con PMA/lonomicina encontramos que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la toma inicial y final de los pacientes con obesidad extrema
(p=0.1602) ni entre la toma final y los sujetos sanos (p=0.0749), mientras que si las
hubo entre los sujetos sanos y los pacientes con obesidad extrema en la toma inicial
(p<0.0001) (Figura 10A).

Entre los grupos de estudio, la produccién de IL-17 fue mayor en los sujetos sanos
en comparacion con la toma inicial (p=0.0019) y la final (p=0.0064) de los pacientes
con obesidad extrema. Como ocurrio con el IFN-y, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles de IL-17 de las muestras inicial y final

(p>0.9999) de los pacientes con obesidad extrema (Figura 10B).

En el caso de las citocinas IL-10 (Figura 10C) e IL-4 (Figura 10D) se detectaron bajos
niveles de produccién en comparacién con las otras citocinas evaluadas pero
suficientes para detectar diferencias entre los grupos. Al comparar las muestras de
los diferentes grupos se encontré que la toma inicial de los pacientes con obesidad
extrema presenta una diferencia estadisticamente significativa con los sujetos sanos
tanto en la produccion de IL-10 (p=0.0007) como en la de IL-4 (p=0.0064), mientras
que solamente en la produccién de IL-10 hubo diferencia estadisticamente
significativa con la segunda toma de los pacientes con obesidad extrema (p=0.0488)
(Figuras 10C y 10D). Para la producciéon de IL-4 no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de la toma inicial y final

(p=0.0645), ni en toma final comparada con sujetos sanos (p=0.2327) (Figura 10D).

Finalmente se analiz6 la expresion de los marcadores de activacion CD38 (marcador
de activacion de linfocitos T), CD25 (marcador tardio expresado en células activadas)
y CD69 (marcador temprano de activacion) en las células MAIT estimuladas in vitro
con PMA/lonomicina durante 6 horas para la determinacién de CD38 y durante 24

horas para la determinacion de CD25 y CD69 (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de moléculas de activacion en células MAIT después de un estimulo in vitro con
PMA/ionomicina. El tratamiento integral de la COTM tuvo una duracién de tres meses, la primera toma
se realizo al inicio y la segunda toma al final del tratamiento. El indice de Activacion es la razén del
MFI de la poblacién con estimulo entre el MFI de la poblacidon sin estimulo. Se determind para A)
CD25, B) CD69 y C) CD38 para cada uno de los grupos. Se muestran los valores de p de las
diferencias estadisticamente significativas.

La expresion de CD25 de las muestras en la toma inicial de los pacientes con
obesidad extrema fue menor comparada con la expresion de los otros dos grupos
(Figura 11A), pero al igual que con CD38 no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas con los sujetos sanos (p=0.0627) y con la toma final
de pacientes con obesidad extrema (p=0.1309) ni entre éstos dos ultimos grupos

(p=0.4727). CD69 (Figura 11B) no presentd diferencia estadisticamente significativa
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entre las muestras de los grupos de estudio (inicial vs final p=0.2754 y final vs sujetos
sanos p=0.5191), la unica diferencia estadisticamente significa se encontré fue entre

la toma inicial y los sujetos sanos (p=0.0354).

Estos resultados nos sugieren que la obesidad extrema promueve la disminucion en
la funcionalidad de las células MAIT y que el tratamiento integral de la COTM tiene
un efecto en el perfil de activaciéon de éstas. El ultimo marcador de activacion
analizado fue CD38 (Figura 11C) la expresion de CD38 en células MAIT es mayor en
las muestras de los sujetos sanos pero no presenta diferencias estadisticamente
significativas con la toma inicial (p=8457) y final (p=0.0600) de los pacientes con
obesidad extrema.
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8. DISCUSION
8.1 Reduccién de composicién corporal

Como ya se describid, la obesidad es una enfermedad cronica en donde se observa
almacenamiento en exceso de tejido adiposo, este incremento de grasa corporal se
traduce en aumento de peso, en condiciones normales. El estado inflamatorio
cronico de la obesidad conduce a la acumulacién excesiva de triglicéridos que
promueve el aumento de tamafio y/o el incremento del nUmero de los adipocitos,
este efecto provoca una desregulacion en la secrecion de adipocinas y el
subsecuente aumento de las concentraciones plasmaticas de los factores pro-

inflamatorios y anti-inflamatorios [25,32,33].

Hasta el momento, el Unico tratamiento efectivo que logra una baja significativa de
peso a largo plazo, en pacientes con obesidad extrema, es el tratamiento quirdrgico,
cuyo “gold standard” es el bypass gastrico [59]. La cirugia reduce el riesgo de
padecer comorbilidades y permite la reintegracion del paciente a la vida social,
laboral y familiar, lo cual genera una mejoria en su calidad de vida. Sin embargo, el
paciente debe ser cuidadosamente seleccionado para ser sometido a éste
tratamiento y una vez operado requiere seguimiento de por vida de un equipo
multidisciplinario que le dé continuidad al plan nutricional, a la suplementacion
vitaminica y a la vigilancia médica. Por lo tanto, no todos los pacientes son
candidatos a manejo quirdrgico ni todos los centros estan habilitados para realizar
ésta intervencion. Evaluar adecuadamente a los pacientes candidatos a cirugia y el
tipo de cirugia apropiado para éstos sigue siendo motivo de controversia entre

diferentes grupos en todo el mundo.

El tratamiento integral de la clinica de obesidad y trastornos metabdlicos (COTM) del
Hospital Juarez de México tiene como objetivo preparar a los pacientes con obesidad
extrema para el tratamiento quirdrgico. Solamente el 26% (n=10) de los pacientes
que ingresaron a la COTM tuvieron un apego total al tratamiento y son candidatos a
cirugia bariatrica (Figura 5). Después de tres meses de seguimiento se encontr6é que

el tratamiento integral de la COTM es eficaz en la reduccion de peso de los pacientes
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(Figura 6). EIl éxito del tratamiento integral consiste en un cambio del estilo de vida,

terapia psicoldgica, actividad fisica y alimentacion saludable.

Desde el punto de vista conductual, al restringir voluntariamente la ingesta se
sustituyen los controles fisioldgicos de manera arbitraria por un control cognitivo,
pero éste tiende a fallar por la presion fisiolégica (hambre), el estrés, la ansiedad y
los sintomas depresivos [57] lo que frecuentemente ocasiona que los pacientes
pierdan el apego a su plan alimenticio. La terapia psicoldgica ayuda a disminuir estos

sintomas y apoya a los pacientes en el proceso de cambio del estilo de vida.

En el tratamiento de la obesidad no se recomienda inducir cambios en la proporcion
de proteinas de la dieta por lo que se selecciond un plan de alimentacion hipocal6rico
estandar. Una reduccion energética en la dieta de 500-1000 kcal diaria genera una
pérdida de peso de entre 0.5 — 1 kg/semana. En adultos las dietas bajas en calorias
(800 — 1800 kcal/dia) y las dietas muy bajas en calorias (<800 kcal/dia) se asocian
con una pérdida de peso modesta de entre el 5 — 6% del peso inicial en 12 meses
[29]. No solamente se trata de perder peso, también es importante disminuir el
porcentaje de grasa, y para lograrlo se incorpor6 una rutina de ejercicio que
demostro tener buenos resultados y complementar el plan de alimentacion (Figura 6).
Nuestros resultados muestran que los pacientes lograron bajar entre el 5 — 10% de
Su peso inicial en tres meses con ayuda del tratamiento integral, otros grupos de
investigacién han reportado que éste tipo de intervenciones no farmacolégicas son
efectivas para reducir la masa grasa y prevenir enfermedades cardiovasculares,
disminuyendo significativamente de los niveles de LDL, colesterol total [35, 36] y de

marcadores de inflamacién, como las citocinas.
8.2 Parametros bioquimicos.

En nuestro estudio observamos que los pacientes con obesidad extrema presentan
al inicio del tratamiento valores altos de glucosa, HblAlc, triglicéridos, LDL, colesterol
y PCR, esto debido a que los pacientes presentan comorbilidades como diabetes,
sindrome metabdlico y dislipidemias. Aunque otros autores han reportado que el

tratamiento nutricional durante seis meses promueve la disminucién significativa de
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la insulinoresistencia y de los niveles de glucosa y triglicéridos en pacientes con
obesidad grado | y sobrepeso [60-62].

Nosotros encontramos después de tres meses de tratamiento integral una
disminucién en los niveles de glucosa, HblAlc, triglicéridos, HDL, LDL, colesterol y
PCR, pero estos cambios no fueron estadisticamente significativos (Tabla 12) para
nuestra poblacion de estudio, estas diferencias pueden deberse al tiempo del
tratamiento, el grado de obesidad de nuestros pacientes, el tamafio de la muestra y
las comorbilidades de la poblacion de estudio. Existe un estudio similar al nuestro
con obesos morbidos sin comorbilidad en el que reportan una reduccion importante y
significativa de los pardmetros bioquimicos e inflamatorios a largo plazo, hasta 12

meses después del tratamiento.

En un estudio realizado por Karin R. Sargrad y colaboradores [62] donde se
compararon dos dietas hipocal6ricas, una alta en hidratos de carbono y la otra una
dieta alta en proteinas, encontraron que después de dos meses de tratamiento bajo
ambos planes alimenticios no se presentd ningun efecto sobre los niveles de lipidos
(colesterol total, LDL, HDL), los marcadores de funcion renal (BUN, creatinina sérica)
o de funcidon hepatica (Aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa,
Bilirrubina) a pesar de que la reduccion del peso corporal fue evidente en ambos
grupos donde los pacientes fueron agrupados por sexo, raza, composicién corporal y
gravedad de la diabetes tipo 2. Entonces, basados en nuestros resultados, podemos
decir que el tiempo de tratamiento minimo para comenzar a ver cambios en los

marcadores bioquimicos de los pacientes con obesidad es de tres meses.
8.3 Células MAIT en pacientes con obesidad extrema

Para combatir infecciones, el organismo depende de la capacidad del sistema
inmunoldgico para reparar el dafio. En los ultimos afios se ha observado que el
sistema metabdlico se encuentra intimamente ligado con la respuesta inmunoldgica,
ya que existen hormonas, citocinas, proteinas de sefializacion, factores de
transcripcion y lipidos que interaccionan con ambos [63]. De esta manera, el estado

metabdlico puede modificar la capacidad inmunitaria del organismo, y visceversa,
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favoreciendo o suprimiendo algunas vias, como la via de sefializacion de la insulina
[32]. La combinacién de la respuesta inmune con un balance metabdlico adecuado
es benéfica para el mantenimiento de un buen estado de salud. Sin embargo, puede
convertirse en deletérea bajo condiciones de alteracion metabdlica, como ocurre en

la obesidad extrema [64].

Estudios recientes enfocados en el entendimiento de la fisiopatologia de la obesidad
han establecido los primeros hallazgos sobre la relacion entre esta enfermedad vy el
sistema inmunologico. Por ejemplo, se ha encontrado que las células iNKT,
poblacion de linfocitos T innatos, estan alteradas durante la obesidad en adultos y
nifios en tejido adiposo [65-67].

Varios grupos de investigacion tienen descrito el rol protector o patogénico de las
células MAIT en un sin niumero de enfermedades incluyendo esclerosis multiple y
artritis reumatoide [68-69]. Serriari y colaboradores [55] observaron que la frecuencia
de células MAIT en pacientes con enfermedades inflamatorias, como enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa, es menor en comparacion con sujetos sanos, el mismo
efecto se observo al separar las células MAIT por fenotipo. Las células MAIT se han
estudiado en pacientes con obesidad debido al estado inflamatorio cronico que se
desarrolla en ésta patologia.

En nuestro estudio pareamos a los sujetos sanos (controles) con IMC normal con los
pacientes con obesidad extrema por sexo y por edad (Tabla 11). Cuando
analizamos la frecuencia de células MAIT en sangre periférica, encontramos que
ésta se ve disminuida en la obesidad extrema pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa al comparar con los sujetos sanos (Figura 7). Nuestros
resultados difieren de lo reportado en enfermedades inflamatorias y de un estudio
realizado con pacientes obesos con diabetes mellitus tipo 2 en donde se describe
una disminucion estadisticamente significativa de la frecuencia de las células MAIT

circulantes [54].

Probablemente la discrepancia en nuestros resultados con respecto a lo ya reportado

puede deberse al numero de muestras que se evaluaron ya que en los estudios
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previos el nimero de pacientes y controles es mayor, otros autores atribuyen la
disminucién en la frecuencia de las células MAIT al estado activado que presentan ya
gue puede causar la muerte celular, otros indican que posiblemente la disminucion
de las células MAIT en circulacion puede deberse al reclutamiento hacia tejido
adiposo [54-55].

En general, el estado basal de activacion es muy diferente a lo esperado (Figura 8),
ya que la produccion de citocinas basal es similar en los tres grupos de estudio
(Figura 9).Para determinar su funcionalidad, evaluamos la capacidad de respuesta

de las células MAIT ante un estimulo (PMA/ionomicina).

La produccién de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-17) y anti-inflamatorias (IL-10,
IL-4) después del estimulo fue menor en los pacientes con obesidad extrema tanto
en la toma inicial como en la toma final, en comparacion con los sujetos sanos
(Figura 10), lo que sugiere que las células MAIT de los pacientes con obesidad
extrema no estan respondiendo adecuadamente al estimulo. Podria ser que las
células MAIT presenten un perfil exhausto que se caracteriza por la gradual y
progresiva pérdida de las funciones de las células T y puede culminar en la
eliminacién fisica de las células [57], como resultado las células no respondan
adecuadamente. Este perfil se ha observado principalmente en la tumorogénesis [70]
y en condiciones de persistencia antigénica, que se produce después de muchas
infecciones cronicas, y se ha explicado con mayor detalle en enfermedades como el
virus de la hepatitis B, el virus de la hepatitis C y la infeccién por el virus de la

inmunodeficiencia humana [71].

En cuanto a la funcionalidad de las células MAIT una vez que los pacientes fueron
sometidos al tratamiento integral de la COTM, se observa que estas células
responden al estimulo de una manera mas eficiente comparada con la toma inicial
antes del tratamiento (Figura 10), lo que nos podria sugerir que las disminucion de
peso ayuda a la reprogramacion de estas células para que respondan
adecuadamente ante las sefales de activacion. Esto puede ser posible debido a que
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el agotamiento de las células no es un estado irreversible de diferenciacion terminal,

puesto que se ha reportado que [72] es posible la recuperacion parcial de la funcién.

Algo importante que se observo y confirma lo reportado por Eirin Carolan [56] y
Lauren Gapin [51] es que las células responden a la estimulacion con
PMA/lonomicina produciendo grandes cantidades de IL-17, confirmando que post-
activacion el perfil inflamatorio de las células MAIT es primordialmente Th17 (Figura
10B).

La produccién de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), es menor en pacientes
con obesidad extrema antes del tratamiento esto puede deberse a las altas
cantidades de citocinas pro-inflamatorias presentes en suero de pacientes con
obesidad, como el IFN-y que inhibe la proliferacién de células Th2 y en consecuencia
la produccién de IL-4 e IL-10 [73]. Los controles sanos presentan una produccion
elevada de IL-4 e IL-10 lo que confirma que estas células se encuentran en éptimas
condiciones para responder ante la activacion (Figura 10C y 10D), tratando de inhibir
las sefales inflamatorias. En la toma final de los pacientes con obesidad extrema se
observa que la produccién de citocinas anti-inflamatorias es mayor que en la toma
inicial, produccion que se asemeja mas a lo encontrado en los sujetos sanos, algo
gue concuerda con lo reportado por otros grupos de investigacién que encontraron
que los pacientes al reducir su peso disminuyen las sefales inflamatorias y
aumentan las anti-inflamatorias [74], el ambiente pro-inflamatorio en los pacientes
con obesidad es inducido por las adipocinas producidas por el tejido adiposo, al
disminuir el tejido adiposo, se disminuye la produccién de adipocinas y por lo tanto el
estado inflamatorio. Sin embargo, la produccion de las citocinas anti-inflamatorias (IL-
4 e IL-10) en la toma final aun sigue siendo menor a lo encontrado en sujetos sanos,
aungque no se muestran diferencias estadisticamente significativas para ninguno de
los dos casos (IL-4 p=0.3237, IL-10 p=0.1220) (Figura 10C y 10D).

En la actualidad aun no hay reportes donde evalten la funcionalidad de las células
MAIT antes y después de la reduccion de peso producto de un tratamiento integral

(ejercicio, dieta y terapia psicologica) lo mas parecido son estudios donde reportan la
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frecuencia y funcionalidad de las células MAIT después de la cirugia bariatrica donde
hacen determinaciones a los 3, 6 y 12 meses después de la intervencion y
encontraron que la frecuencia es muy parecida a la de los sujetos sanos pero no
alcanzan los mismo niveles, en cuanto a la funcionalidad solo evaluaron la
produccion de IL-17 e IFN-y y observaron que a los 6 meses post operacion alcanza
niveles muy parecidos a los de los sujetos sanos. Los autores mencionan que la
produccién de IL-10 e IL-4 no fue detectable. Ademas de evaluar la produccion de
citocinas en las células MAIT, también se determind la expresion de marcadores de
activacion en la superficie celular, CD69 para activacion temprana y CD25 (Receptor

para IL-2) y CD38 para activacion tardia (Figura 11).

En cuanto a la expresion de los marcadores de activacion tardios, CD25 presentd
bajos niveles de expresién en los pacientes con obesidad extrema después de la
estimulacién comparado con los sujetos sanos (Figura 11A). También se observo
una recuperacion parcial de la expresion en la toma final de los pacientes con
obesidad extrema, comparando con la toma inicial, pero aun asi no alcanza los

mismos niveles que los sujetos sanos.

Es bien sabido que CD69, no se detecta en linfocitos T de sangre periférica en
reposo pero aparece tan solo de 30-60 min después del estimulo con PMA vy el pico
de expresion se alcanza a las 24h post estimulo, para posteriormente desaparecer
gradualmente; tras la activacion CD69 se expresa en practicamente el 100% de los
linfocitos de sangre periférica [75]. Nuestros resultados mostraron que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de CD69 post estimulo
entre los grupos de estudio (toma inicial vs toma final p=0.2754 y toma final vs
sujetos sanos p=0.5191) (Figura 11B). Esto puede ser normal debido a que las
células ya presentan un estado activado y al ser estimuladas no pueden responder
satisfactoriamente. Algo similar fue reportado en pacientes con Diabetes T2 y
obesidad las células MAIT sin estimulo muestran una elevada expresion de CD25 y
CD69 comparado con los sujetos sanos, y una vez que son estimulados los controles

sujetos sanos expresando mayores niveles de estos marcadores de superficie [40].
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Finalmente evaluamos la expresion de CD38 que en estudios con infecciones virales
[58] y bacterianas [76] se demostré que es un marcador de activacién de células
MAIT. CD38 se encuentra sobre expresado en pacientes con infecciones agudas y
convalecientes en comparacion con sujetos sanos, que presentan niveles casi nulos
en muestras sin estimulo [77]. Nuestros resultados post estimulo muestran que los
sujetos sanos responden mejor a la activacion al expresar altos niveles de CD38 en
comparacion con la primera y segunda toma de los pacientes con obesidad extrema
(Figura 11C), incluso observamos que en los pacientes con obesidad extrema
después del estimulo no suelen elevar considerablemente los niveles de expresion

de este marcador en comparacién con los controles sin estimulo.

El estado de activacidon que presentan las células MAIT asi como su perfil de
citocinas pudiera ser la causa de la disminucion de la frecuencia de estas células en
pacientes con obesidad extrema ya que su estado activado pudiese ocasionar la
muerte celular y su perfil de citocinas provocar un reclutamiento de estas hacia tejido
adiposo lo que causa un aumento en la frecuencia en esté pero se disminuye en
sangre periférica. La evidencia de la disminucién en la respuesta ante un estimulo se
traduce en una funcionalidad deficiente llevandonos a sugerir que los pacientes con
obesidad extrema presentan un perfil exhausto debido a la inflamaciéon crénica
caracteristica de la patologia, por lo que las células MAIT circulantes en sangre
periférica realizan un trabajo deficientemente. Sin embargo, podemos decir que una
buena alimentaciéon, una rutina de ejercicio adecuada y la ayuda psicolégica
conforman un tratamiento sumamente efectivo para la reducciéon del peso en
pacientes con obesidad extrema, y que este efecto se ve reflejado a nivel del sistema
inmunoldgico, ya que aumenta la respuesta de las células MAIT ante un estimulo,

reprogramandolas.
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9. CONCLUSIONES

1. El tratamiento integral de tres meses de la clinica de obesidad y trastornos
metabdlicos del Hospital Juarez de México permite la reducciéon del 5 — 10% del peso

total de los pacientes con obesidad extrema.

2. La frecuencia de células MAIT en pacientes con obesidad extrema es menor

gue la encontrada en sujetos sanos.

3. El perfil de expresion basal de citocinas de células MAIT de los pacientes con

obesidad extrema es similar al de los sujetos sanos.

4. La expresion de marcadores de activacion y de citocinas intracelulares post
estimulo son mayores en las células MAIT de sujetos sanos que en las células de

pacientes con obesidad extrema.

5. El tratamiento integral de tres meses de la clinica de obesidad y trastornos
metabdlicos del Hospital Juarez de México permite la reprogramacién de las células
MAIT, aumentando la respuesta ante un estimulo sin llegar a los niveles registrados

en los sujetos sanos.
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Anexo |. Carta de aceptacion del protocolo de investigacién.
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Anexo Il. Carta de consentimiento informado.
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