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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es una epidemia no infecciosa caracterizada por un estado
inflamatorio cronico de bajo grado, y es un factor de riesgo para sufrir desordenes
fisiolégicos y metabdlicos que comprometen la calidad de vida. La activacion crénica del
sistema inmune innato se ha investigado mucho en la obesidad y se ha relacionado con
los desérdenes que conlleva, sin embargo, existen pocos estudios sobre linfocitos T en
estos sujetos. La activacién cronica de células T estd asociada con el paso de
lipopolisacarido (LPS) bacteriano del intestino a la sangre en diversas patologias
infecciosas; ademas, la activacion crénica de células T se ha visto relacionada con el
deterioro de sus funciones inmunes. En ausencia de infeccién, los obesos también tienen
mayores concentraciones de LPS en sangre, lo cual sugiere que puede existir mayor

activacion de células T en estos sujetos.

Métodos: El estudio se realizé en dos cohortes distintas: una de ellas formada por 4
grupos de pacientes obesos y eutréficos, nifios y adultos; y la otra conformada por
pacientes con obesidad morbida antes y un afio después de la cirugia bariatrica. El grado
de obesidad se determiné por medio del indice de masa corporal (IMC). Se usé una
técnica de inmunofluorescencia para determinar el fenotipo de linfocitos T por medio de la
expresion de los marcadores CD4 y CD8, su grado de diferenciacion por medio de los
marcadores CCR7 y CD45R0, y la activacion por medio de los marcadores HLA-DR y
CD38 en el citometro de flujo. Para determinar la funcionalidad se midié por medio de
inmunofluorescencia la expresion de CD40L y la produccion IL-2 e IFN y ante un estimulo

policlonal de 6 horas con anticuerpos anti-CD3 unido a placa y anti-CD28 soluble.

Resultados: El porcentaje de activacion de células T CD8+ de memoria efectora
correlaciona con el indice de masa corporal en adultos, es decir, a mayor grado de
obesidad mayor es el porcentaje de sus células T CD8+ de memoria activadas. En cambio,
en los niflos obesos la activacion de células T CD4+ es menor (con respecto a nifios
eutroficos); esta correlaciona de manera negativa con el IMC. A pesar de que en el plasma
de los pacientes obesos se encontr6 mayor concentracion de LPS en sangre, esta no

correlaciona con el porcentaje de células T activadas ni en nifios ni es adultos. En los
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obesos morbidos el porcentaje de activacion de células T CD8+ de memoria efectoray la
concentracion sanguinea de LPS disminuye al afio de la cirugia bariatrica. Adicionalmente
en esta misma cohorte se observé que la poblacion de células T CD4+ y T CD8+ de
memoria activadas presentan mayor porcentaje de células disfuncionales que la poblacién
de linfocitos T no activados; el porcentaje de células disfuncionales no cambié después
de la cirugia bariatrica.

Conclusion: La activacion de células T sigue un patrén distinto en nifios y en adultos. En
los adultos obesos existe mayor activacion de células T que en los adultos eutréficos, en
cambio, en nifios obesos hay menor la activacion de células T que en los nifios eutréficos.
La concentracion de LPS es mayor en el plasma de nifios y adultos obesos, pero no parece
haber relacion con la activacion de sus linfocitos T. Por dltimo, después de la cirugia

bariatrica la activacion de células T y la concentracion de LPS en plasma disminuy®.
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1. MARCO TEORICO

1.1. OBESIDAD EN MEXICO Y EL MUNDO

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

La obesidad no es un fenémeno reciente?; la alta prevalencia de obesidad en la poblacién
actual de paises desarrollados y en vias de desarrollo se ha convertido en un serio
problema de salud publica?. En el 2016 el 52% de la poblacion mundial adulta tenia
sobrepeso u obesidad, y existian mas de 340 millones de nifios y adolescentes en las
mismas condiciones®. En México segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del
2016 ENSANUT la prevalencia de obesidad y sobrepeso fue de 72.5% en adultos, 36.3 %
en adolescentes y 33.2% en nifios*. Cabe destacar que las enfermedades crénicas no
transmisibles ECNT derivadas de la obesidad, cobran la vida de mas de 47 millones de
personas al afo. Esta cifra es equivalente al 71% del total de muertes que se producen

en todo el mundo®.

1.1.2. ETIOLOGIA

El sobrepeso y la obesidad se pueden definir como una acumulacion excesiva de grasa
corporal debido a un desbalance entre las calorias ingeridas y calorias quemadas durante
un largo periodo de tiempo. Este desbalance es de indole multifactorial® y esta influenciado
por factores genéticos’, fisiol6gicos®, ambientales, culturales y conductuales®, siendo los
tres dltimos los mas importantes. La alimentacién desbalanceada junto con el auge de la
comida chatarra, el crecimiento de las ciudades y el sedentarismo son los factores mas
importantes reconocidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
responsables de la epidemia?. Aunado a esto, los nifios de la poblacién mexica parecen
estar genéticamente predispuestos a sufrir obesidad!® y enfermedades cardiovasculares
cuando son adultos!!. En consecuencia, México tiene el primer lugar en obesidad infantil

y el segundo lugar en obesidad en adultos a nivel mundial?.
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1.1.3. OBESIDAD: PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

Las complicaciones de salud derivadas de la obesidad son variadas. Existen desde
pequefias complicaciones no fatales; como dificultades respiratorias, problemas
musculoesqueléticos e infertilidad hasta complicaciones graves; como riesgo de muerte
prematura por enfermedades cardiovasculares?. Actualmente se considera a la obesidad

como el principal factor de riesgo para padecer ECNT®.

La acumulacion excesiva de grasa intrabdominal predispone al individuo a sufrir
problemas cardiovasculares'®, ademas, es un fuerte predictor diabetes tipo 26 y se ha
asociado con mayor incidencia de cancer. En mujeres obesas se reportaron mayores
casos de cancer de endometrio, mama, ovario y cancer cervicouterino, y en hombres
obesos fue mas comuln el cancer de préstatal*. También se han descrito disfunciones
endocrinas y se sugiere la presencia de disfunciones inmunolégicas!®!é: pues durante la
pandemia de influenza de H1N1 del 2009, la obesidad fue un factor de riesgo para el

prondstico fatal del paciente®®.

La obesidad también representa un problema econémico para los gobiernos de todo el
mundo?l’. Las enfermedades que acarrea y disminucién de la vida econémicamente activa
cuestan el 2.1% del producto interno bruto (PIB) total; esta cifra es equivalente a los costos
gue generan los conflictos armados en todo el mundo?8. En México este problema requiere
de 82 a 98 millones de pesos anuales, lo cual corresponde al 80% del gasto en salud
programado para el 2012*°. Los costos de las ECNT representan un obstaculo para el
desarrollo de México, en el 2015 se destind el 3.8% del PIB nacional para tratar este
problema de salud, mientras que en ese mismo afio se destind menos del 1% del PIB

nacional al desarrollo cientifico y tecnolégico?.

1.1.4. TIPOS DE OBESIDAD

La obesidad puede clasificarse de diversas maneras: acuerdo con el indice de masa
corporal (IMC), la distribucion de grasa en el cuerpo, o la edad de aparicion. La OMS
recomienda clasificar a la obesidad de acuerdo con el IMC ya que es facil de calcular y

provee la informacion util sobre el grado de sobrepeso y obesidad de una persona (Tabla
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1)2. El uso exclusivo del IMC tiene un inconveniente; este no aporta informacion suficiente
sobre la distribucién la grasa corporal, lo cual es de suma importancia para estimar los
riesgos de salud ®. La cantidad de grasa visceral depositada por arriba de la cintura y no
el IMC, predice los riesgos cardiovasculares?®®, la cual puede estimarse por medio de la

circunferencia abdominal.

Clasificacion indice d?Krg?r?%corporal
Sobrepeso 25-30
Obesidad 30-35
Obesidad severa 35-40
Obesidad moérbida Mayor a 40

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad de acuerdo con el IMC segun la OMS

De acuerdo con la distribucion de la grasa corporal, la obesidad puede clasificarse como
androide; cuando la grasa predomina en la parte superior del cuerpo (tipico del sexo
masculino), o ginecoide; cuando la grasa se deposita en la parte inferior del cuerpo (tipico
del sexo femenino)®, (Figura 1). El indice cintura cadera (ICC) permite identificar el tipo de
obesidad con base en la distribucion corporal; ademas se usa como parametro para
evaluar el exceso de grasa visceral, la cual se asocia de mejor manera con la

predisposiciéon a padecer hipertension y enfermedades cardiovasculares®21-23,

Obesidad ginoide Obesidad androide

Figura 1. Clasificacion de la obesidad segun la distribucion de la grasa corporal.
Obtenido de la Revista Mexicana de Ciencias de https://www.amc.edu.mx
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Existe otra clasificacion con base en la edad a la cual aparece la obesidad. La obesidad
hipertréfica aparece en la edad adulta y se caracteriza por el aumento de tamafio de los
adipocitos. Por el contrario, la obesidad hiperplasica aparece en la infancia y esti
caracterizada por tener adipocitos de tamafio normal, pero aumentados en numero. Este
tipo de obesidad implica un mal pronéstico para el paciente cuando adulto ya que es mas

dificil de tratar®.

A diferencia de lo que ocurre en adultos, el sobrepeso y la obesidad en nifios es mas dificil
de definir. Los infantes se encuentran en desarrollo y se ha observado que la masa de
tejido adiposo suele aumentar desde el nacimiento hasta los 9 meses. Luego de este
periodo, el tejido adiposo vuelve a disminuir hasta los 6 afios, y a partir de ahi vuelve a
aumentar hasta la edad adulta. Por lo tanto, el IMC no es suficiente para determinar el
grado de obesidad en nifios®; se requiere el uso de datos adicionales como la edad vy el
sexo. Para determinar si un nifio tiene bajo peso, peso saludable, sobrepeso u obesidad
se utilizan los percentiles del IMC publicados en tablas por la OMS, los cuales se pueden
determinar a partir del IMC del nifio, su sexo y la edad. Los percentiles del IMC son los

indicadores mas utilizados para evaluar el tamafio y el crecimiento de un nifio?42°,
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1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

1.2.1. FUNCIONES EL TEJIDO ADIPOSO

De manera general, el tejido adiposo estd compuesto por adipocitos, células inmunes y
células nerviosas con una alta actividad endocrina y metabdlica?®. Las hormonas
peptidicas y citocinas llamadas adipocinas actiian sobre el metabolismo de carbohidratos
(adiponectina y resistina), el metabolismo de lipidos (proteina transportadora de esteres
de colesterol, CETP), la inflamacién (TNF a e IL-6), la coagulacion (PAI-1) y la presion
arterial (angiotensina Il y angiotensind6geno). Ademas, se encarga de regular conducta
alimentaria (leptina), en otras palabras, la leptina se encarga de regular la ingesta de
nutrientes por medio de la estrecha conexion que tiene el tejido adiposo con el sistema

nervioso central?’-29,

Los adipocitos son células especializadas en el almacenamiento de lipidos provenientes
de la dieta. Estos lipidos se depositan dentro de organelos llamados gotas lipidicas como
reserva de energia®. En los seres humanos, existen dos tipos de adipocitos: Los
adipocitos blancos que contienen una gran cantidad de gotas lipidicas y estan disefiados
para almacenar el exceso de grasa proveniente de la dieta, y los adipocitos pardos que
tienen un menor nimero de estos organelos, pero contienen una gran cantidad de
mitocondrias, lo que les permite generar una gran cantidad energia en forma de ATP por
medio de la fosforilacion oxidativa y de producir calor para mantener la temperatura
corporal?®. Ademas de las funciones mencionadas anteriormente, en los adipocitos se
lleva a cabo la sintesis de triacilgliceroles (lipidos de reserva) a partir de los acidos grasos
libres provenientes de la dieta (lipogénesis) o de sustratos provenientes del metabolismo
de los carbohidratos (lipogénesis de novo). En la lipogénesis de novo se convierte el
exceso de carbohidratos en lipidos, los cuales se almacenan en forma de triacilgliceroles
dentro de los adipocitos. También los adipocitos se encargan de la liberacion de los lipidos
de reserva al torrente sanguineo para que puedan ser utilizados cuando existe una alta
demanda de energia (lipdlisis)3'3?. Este tejido es capaz de regular el metabolismo en
tejidos periféricos como el higado y el musculo esquelético, este ultimo requiere de un alto

suministro de energia para llevar a cabo la contracciéon muscular333,
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Es importante que exista una proporcién adecuada de tejido adiposo en el cuerpo. Como
se describié anteriormente, el exceso de tejido adiposo es perjudicial para la salud. Pero,
por otro lado, su carencia también es contraproducente; el almacenamiento vy
aprovechamiento de los lipidos provenientes de la dieta disminuye las concentraciones de
triglicéridos y acidos grasos libres en la sangre (AGL); los cuales en décadas recientes se
identificaron como mediadores de alteraciones metabdlicas3#3® y la resistencia a la
insulina (ver glosario)3. Por lo tanto, se requiere de un tejido adiposo funcional en una

proporcion adecuada para mantener la salud.

1.2.2. DISFUNCION DEL TEJIDO ADIPOSO EN LA OBESIDAD

La disfuncion en el tejido adiposo se entiende por: cambio en la funcion secretora de los
adipocitos. A medida que aumentan su tamafo, la capacidad que tienen de funcionar
como érgano endocrino se ve afectada?®. Estas células tienen una capacidad limitada para
crecer; puesto que la hipertrofia (ver glosario) de estas células disminuye la cantidad de
flujo sanguineo que llega al tejido adiposo, esta condicion conocida como hipoxia
contribuye a la desregulacion en la producciéon de adipocinas Este estado se caracteriza
por la hipersecrecion de adipocinas proinflamatorias, proaterogénicas e inductoras de
resistencia a la insulina en tejido periféricos como el musculo esquelético. Por otro lado,
la capacidad que tienen los adipocitos de almacenar de lipidos se reduce a medida que
crecen junto con el consecuente aumento de AGL en sangre y el depdsito de lipidos en
otros tejidos como el higado, el musculo esquelético y las células B del pancreas. Estos
tejidos no estan adaptados para almacenar grandes cantidades de lipidos por lo que la
excesiva acumulacion de acidos grasos conduce a la disfuncion celular. Las altas
concentraciones AGL y sus derivados en sangre favorecen la resistencia a la insulina y
alteran el metabolismo en estos tejidos. El fenomeno descrito anteriormente se conoce
como lipotoxicidad y esté fuertemente relacionado con el estrés del reticulo endoplasmico,
el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial; incluso la B oxidacion de acidos grasos en
las mitocondrias se ve afectada, en consecuencia, los lipidos en tejidos periféricos se
acumulan. El estrés oxidativo causado por la acumulacion de lipidos oxidados y la hipoxia

conducen a la inflamacion del tejido adiposo®®.
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1.3. INMUNIDAD INNATA EN LA OBESIDAD

En la obesidad existe un estado inflamatorio cronico de bajo grado promovido por el
crecimiento descontrolado de los adipocitos y por la desregulacion de sus funciones
secretoras, metabdlicas y de almacenamiento de lipidos. Estos procesos son mediados a
través de la accion de citocinas proinflamatorias producidas por células inmunes infiltradas
en el tejido adiposo®’. La inflamacién generalizada en este tipo de individuos promueve la
resistencia a la insulina en tejido periféricos y diabetes tipo 2 en consecuencia®.

1.3.1. INFILTRACION DE MACROFAGOS Y MONOCITOS EN TEJIDO ADIPOSO

El estado inflamatorio que se observa en el tejido adiposo de personas obesas es
ocasionado por diversas subpoblaciones de leucocitos residentes en el tejido y en la
circulacion®. Una de estas poblaciones leucocitarias son los monocitos y los macréfagos;
existen monocitos productores de citocinas proinflamatorias, los cuales se diferencian a
macrofagos proinflamatorios conocidos como M1 con fenotipo tipo Thl y existen
monocitos que se diferencian a macréfagos M2, los cuales presentan un fenotipo tipo Th2
y estan involucrados en la resolucion de la inflamacion y la reparacion de tejido*°,%L. En la
obesidad, los monocitos proinflamatorios circulantes aumentan*® y los macréfagos
residentes en tejido adiposo se polarizan a un perfil M1, mientras que el nimero de

macrofagos M2 disminuye39:40:43.44,

El tejido adiposo atrofiado por la obesidad secreta las citocinas MCP-1 y TNF- o 39:45.46,
las cuales se encargan de promover un estado inflamatorio que impacta sobre el
metabolismo de los adipocitos y su capacidad de almacenar triglicéridos*’~*°. El MCP-1,
es la adipocina responsable de la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo ya que
funciona como un potente quimioatrayente 8. En los pacientes obesos los macréfagos
pueden llegar a alcanzar hasta el 50% del total de células inmunes infiltradas en tejido
adiposo, mientras que en personas eutréficas esta proporciéon no supera el 10%°,4446_ La
inflamacion a su vez puede contribuir a la resistencia a la insulina por medio de la accién
directa del TNF-a sobre la sefializacién del receptor de insulina en musculo esquelético®.
El TNF-a tiene otros efectos sobre el tejido adiposo ademas de inducir la resistencia a la

insulina, también induce la produccion de leptina, estimula la lipdlisis e inhibe la
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lipogénesis: junto con estos efectos induce la apoptosis de los adipocitos, por lo cual,

también es un regulador del volumen de adipocitos en el organismo.

La inflamacioén altera el metabolismo de lipidos por medio del receptor de hormona nuclear
PPARY, el cual es un regulador de la adipogénesis y se requiere para la sintesis de
triglicéridos y su almacenamiento en adipocitos®2. El TNF-o regula negativamente a este
receptor ocasionando que disminuya el depésito de lipidos en los adipocitos por medio de
un incremento en la lipdlisis. En consecuencia, disminuye de la sintesis de triglicéridos y
aumentan de AGL circulantes®!. El TNF-a también interfiere con el trasportador de glucosa
regulado por la insulina GLUT 4, en consecuencia, el estado inflamatorio disminuye el
ingreso de glucosa dentro de la célula, favorece hiperglicemia y la resistencia a la

insulina®3.

1.3.2. OTRAS CELULAS DE LA INMUNIDAD INNATA

Existen otras células de la inmunidad innata ademas de los macréfagos M1 (Figura 2A)
gue también participan en el estado inflamatorio observado en la obesidad. Por ejemplo,
las células NKT son una fuente importante de citocinas proinflamatorias en el tejido
adiposo visceral, lo cual agrava el estado de obesidad de los individuos®*. En ratones, la
deficiencia de NKT parece proteger al individuo contra la ganancia excesiva de peso y la
resistencia a la insulina®. Algo similar ocurre con los mastocitos ya que la deficiencia de
la deficiencia de estas células también parece disminuir la obesidad inducida por la dieta®®
(Figura 2C), sin embargo, hay muy poca informacion acerca de las funciones que tienen

estas células en el tejido adiposo.

Los eosindfilos, también células de la respuesta inmune innata, se encuentran en bajas
proporciones en el tejido adiposo comparadas con otras células (Figura 2E). Su deficiencia
en ratones esta relacionada con mayor ganancia de peso y resistencia a la insulina, lo cual
sugiere que los eosindfilos ayudan a mantener un metabolismo saludable®’. Los
eosindfilos son atraidos por un ambiente de citocinas Th2 como IL-4 y e IL-13, las cuales
favorecen la presencia de macrofagos M2 en el tejido adiposo, los cuales ayudan a
resolver el estado inflamatorio®®-°° como se mencioné anteriormente; estas Ultimas células
parecen tener funciones para de controlar la inflamacién. (Figura 2B). Incluso se ha
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encontrado que, en infecciones parasitarias provocadas por helmintos al aumentar la
cantidad de eosinotfilos se controla la inflamacion en tejido adiposo, disminuye de la
acumulacion lipidos y mejora la sensibilidad a la insulina®®.

TNFa/IL-6

Eosindfilos

Macréfagos anti- Macrofagos inflamatorios

inflamatorios (M2)

B) A

Neutréfilos E)

Mastocitos

Figura 2. Células de la inmunidad innata en el tejido adiposo
Comunicacién entre células de la inmunidad innata en el tejido adiposo. Modificado de Carey N.
Lumeng 2013 vol: 34 (1) pp: 12-298¢
Se conoce muy poco acerca de las funciones que tienen los neutrofilos en el tejido
adiposo, se sabe que colaboran estrechamente con los macrofagos (Figura 2E), pero no
se conoce con certeza la relacion que existe con estas células y la obesidad.
Recientemente se ha descubierto que los neutréfilos son mediadores de la formacion de

la placa aterosclerética®.
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1.4. LINFOCITOS T EN LA OBESIDAD

Los linfocitos T contribuyen al estado inflamatorio que se observa en la obesidad®?; existen
cambios en el perfil funcional de linfocitos T residentes en tejido visceral, lo cual incluye
aumento de linfocitos Th1%4%® (linfocitos T CD4+ efectores proinflamatorios) y linfocitos T
CD8+ citotéxicos,®” con una disminucién simultanea del nimero de linfocitos T
reguladores®. Incluso la dieta alta de grasa ocasiona la infiltraciéon de linfocitos T CD4+
en tejidos no linfoides y genera el desarrollo de linfocitos T CD4+ efectores inflamatorios

menor capacidad de proliferacién en ratones®.

1.4.1. ACTIVACION CRONICA DE LINFOCITOS T

La activacion de linfocitos T es un fenomeno natural que ocurre durante una infeccion
aguda como respuesta ante antigeno con el objetivo de inactivar o eliminar al agente
infeccioso*!. También se encargan de restringir la reactivacion de infecciones virales
latentes y de regular la carga viral durante nuevas reinfecciones. La aparicion de nuevos
antigenos en el organismo deja como resultado la formacion de subpoblaciones de
linfocitos T efectores de vida corta, pero altamente funcionales encargadas de eliminar al
agente infeccioso en cuestion”™. Ademas, se genera una subpoblacién de linfocitos T de
memoria precursores de los linfocitos T efectores, de larga vida y con limitadas funciones
efectoras, pero con la capacidad de reactivarse rapidamente ante una segunda
infeccion’®-"2; estas células son el principal componente de la memoria inmunoldgica*®.
Existen varios ejemplos en los que observa el proceso antes descrito’® como la infeccion
por el virus de epstein-barr EBV’4, en lainfeccién por el virus del papiloma humano PVH">,
en la leishmaniasis visceral’®’” y en la infeccién por el virus de la influenza H7N978. La
activacion de células T en infecciones aguda suele resolverse una vez frenada la infeccion,
sin embargo, existe otra condicion en la cual la activacion persiste por largo periodo de

tiempo.

Durante infecciones cronicas en donde el sistema inmunolégico se encuentra

constantemente estimulado por el agente infeccioso pueden aparecer subpoblaciones de

células T efectoras “agotadas”, en otras palabras, linfocitos T con funciones efectoras

disminuidas. Estas células “agotadas” son incapaces de controlar la infeccion. El
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fendmeno descrito anteriormente se observé en infecciones crénicas virales, como en la
infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (HIV)"®. Ademas la expresion de CD38
(molécula utilizada en este estudio como marcado de activacién) en células T en la

infeccion por VIH esta asociada con una serie de deficiencias funcionales®®8?,

La obesidad se considera un factor de riesgo para desenlaces desfavorables de
infecciones infecciosas tal como se observo en la pandemia de influenza HIN1 del 200922,
lo cual sugiere que podria existir cierta disfuncion del sistema inmune de los pacientes

obesos para combatir enfermedades infecciosas o para controlar inflamaciones.
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1.5. TRANSLOCACION MICROBIANA Y ENDOTOXEMIA EN LA

OBESIDAD

La translocacion bacteriana se refiere al paso de componentes bacterianos de la luz
intestinal al torrente sanguineo, como ocurre en el caso del el lipopolisacarido, DNA
bacteriano, flagelina o peptidoglicano®. El lipopolisacarido (LPS), también conocido como
endotoxina, es el principal glucolipido presente en la membrana exterior de las bacterias
Gram negativas, las cuales representan el 70% de todas las bacterias de la microbiota®.
Este componente bacteriano al entrar al torrente sanguineo puede ser reconocido por
células de la inmunidad innata como los monocitos y los macréfagos por medio del
receptor tipo toll 4 (TLR 4), lo que desencadena la produccion de citocinas proinflamatorias

como la IL-1 y el TNF alfa.8>-87

La translocacion de material bacteriano a la sangre ocurre cuando se compromete la
integridad de la mucosa intestinal’’. Este fendmeno se ha identificado como responsable
de la activacion del sistema inmune en diversas en la infeccion por VIH®C en la
enfermedad inflamatoria del intestino, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerativa® y la

leishmaniasis visceral 877,

En pacientes obesos la concentracion de LPS en sangre esta aumentadas en ausencia
de un agente infeccioso. Esta endotoxemia metabdlica (ver glosario) esta asociada con
incremento en la deposicion de lipidos en 6rganos periféricos®?, el estrés oxidativo, el
ambiente pro inflamatorio®, resistencia a la insulina® y diabetes tipo 2%. El mecanismo
por el cual el LPS entra a la sangre en pacientes obesos no es clara, ya que no existe
evidencia de que el intestino este dafiado. Por otro lado, existen estudios que sugieren

gue LPS se transporta junto con los lipidos de la dieta®.
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1.6. OBESIDAD MORBIDA Y CIRUGIA BARIATRICA

Segun la encuesta realizada por el instituto nacional de salud publica ENSANUT MC del
2016, el 3% de la poblaciébn mexicana tiene obesidad mérbida, en donde la prevalencia es
2.4 veces mayor en mujeres que en hombres*. Este tipo de obesidad, también conocida
como obesidad grado Ill se caracteriza por tener indices de masa corporal (Kg/m?)
mayores a 402 En la obesidad moérbida no solo incrementa el riesgo de presentar
sindrome metabdlico y anormalidades fisiolégicas como se habia descrito anteriormente,
sino que se presentan problemas 0seos y anatdmicos que ocasionan que la calidad de

vida sea generalmente mala®.

Existen tres maneras de tratar a la obesidad extrema: 1) cambios en el estilo de vida, 2)
tratamientos farmacolégicos y 3) cirugia bariatrica como Ultima alternativa®’. La primera
incluye restriccion calorica junto con ejercicio, la cual ha mostrado pobres resultados en
donde el 66% de los pacientes sometidos a este tratamiento vuelven a subir de peso
dentro los siguientes 24 meses®’. El tratamiento farmacolégico junto con buenos habitos
ha sido el tratamiento mas amigable. Los farmacos utilizados tienen efectos positivos
adicionales mas alla de la pérdida de peso, tal como la disminucion de lipidos circulantes,
menor presion arterial y menor resistencia a la insulina, sin embargo, los efectos benéficos
se revierten poco tiempo después que se suspende el farmaco®. La cirugia bariatrica ha
sido el unico tratamiento efectivo para tratar a la obesidad moérbida en los ultimos afios y
los resultados obtenidos pueden mantenerse de 10 a 15 afios®°7:%9, Este tratamiento es
un conjunto de procedimientos quirdrgicos en el tracto gastrointestinal con el objetivo de

disminuir el peso corporali®.

En México se lleva a cabo un procedimiento quirdrgico denominado “derivacion
gastroyeyunal” también conocido como “Baipas gastrico” (Figura 3). La derivaciéon
gastroyeyunal conste en dividir el estbmago para hacer una pequefia bolsa, la cual se
conecta con la parte media del intestino delgado. Después la operacion, el paciente se

sacia con menos alimentos e ingiere menos calorias®,
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Vil ;. 5
Después

Nueva bolsa

estomacal

El resto del
” estdmago ya no se
conecta al eséfago

/ : Parte inicial \ Parte media
Parte media del del intestino del intestino
__ intestino delgado ) | delgado delgado

Figura 3. Derivacién gastroyeyunal
Obtenido de Science, J. M. E. C. for C. D. and C. Cirugia para bajar de peso en adultos con diabetes o
prediabetes y niveles bajos de obesidad. (2014).
A pesar de que la cirugia bariatrica es el procedimiento con mejores resultados no esta
exento de riesgos y complicaciones. Las principales causas de mortalidad después de la
cirugia bariatrica son debidas a la sepsis bacteriana secundaria a la fuga del reservorio
intestinal, hemorragias gastrointestinales y complicaciones tardias como deficiencias
nutriciones!®t. Comprender mas a fondo los mecanismos patoldgicos de la obesidad
permitira tener una perspectiva mas amplia del problema al que nos enfrentamos hoy en
dia y abrira el camino hacia soluciones alternativas menos invasivas y riesgosas que la

cirugia bariatrica.
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1.7. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Todo el panorama expuesto con respecto a la obesidad conlleva a las siguientes
preguntas: ¢ Como se encuentra el grado de activacién de células T en los obesos nifios
y adultos comparados con los adultos y nifios eutréficos?, si los obesos tienen mas LPS
en sangre gue los eutroficos, entonces ¢ La activacion de células T guarda correlacién con
la concentracion de LPS en sangre? ¢Qué tipo de correlacion?, ¢ Como es la funcién de

las células T de los obesos?

Hipotetizando que la activacion y la disfuncionalidad de linfocitos T sea mayor en los
obesos ¢ Cual es la diferencia en cuanto a activacion de células T, concentracion de LPS
en plasma y funcién de células T de pacientes obesos morbidos al afio de la cirugia

bariatrica?
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2. JUSTIFICACION

La investigacion cientifica se ha concentrado en investigar aspectos anatomicos,
bioquimicos y metabdlicos de los pacientes obesos, sin embargo, se conoce muy poco
sobre la inmunidad adaptativa. Por otro lado, es preocupante que hasta el dia de hoy la
cirugia bariatrica sea el Unico tratamiento efectivo para tratar la obesidad extrema, sin
embargo, la investigacion orientada al conocimiento del sistema inmunologico de
pacientes obesos permitird tener una perspectiva mas amplia de este fenédmeno y de cémo

combatir a esta epidemia que ya le ha costado la vida millones de personas en México.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar en dos cohortes distintas: la activacién de linfocitos T y sus subpoblaciones en
pacientes con obesidad y obesidad morbida. Asi como la funcionalidad de estas mismas
células en pacientes con obesidad mérbida después de la cirugia bariatrica. De manera
adicional, determinar si el LPS en sangre esta correlacionado con la activacion de linfocitos
T.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar grado de activacion de distintas subpoblaciones de linfocitos T en
personas con obesidad y con obesidad morbida, al igual que en donadores
eutroficos.

2. Comparar el grado de activacion de linfocitos T de sujetos obesos, obesos
morbidos y de donadores eutréficos; nifilos y adultos por separado.

3. Comparar las concentraciones de LPS en plasma de obesos y eutrdéficos.

4. Determinar si hay correlacion entre la activacion de células T y las concentraciones
de LPS en plasma.

5. Evaluar la funcionalidad de células T activadas y no activadas de pacientes con
obesidad morbida antes y después de la cirugia bariatrica.

6. Determinar si las células T activadas de pacientes con obesidad morbida antes y
de la cirugia bariatrica presentan disfunciones.

7. Evaluar sila activacion de células T, su disfuncionalidad y la concentracion de LPS
en plasma de pacientes con obesidad moérbida que se sometieron a la cirugia

bariatrica disminuye.
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4. HIPOTESIS

1) El grado de activacion de células T y sus subpoblaciones de adultos es
significativamente mayor en obesos y obesos mérbidos al compararlos con los eutroficos.
De igual manera, la activacion en las células T y sus subpoblaciones es significativamente

mayor en nifilos obesos con respecto a nifios eutroficos.

2) La activacion de células T tiene correlacion significativa con la concentracion de LPS

en plasma tanto en nifios como en adultos.

3) La activacion de células T, el porcentaje de células disfuncionales y la concentracion
de LPS en el plasma de pacientes con obesidad moérbida disminuye de manera

significativa después de la cirugia bariatrica.
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5. METODOLOGIA

5.1. COHORTES ESTUDIADAS

5.1.1. COHORTE DE OBESOS DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

El estudio se realiz6 en dos cohortes distintas: una de ellas formada por 4 grupos de
sujetos mexicanos obesos y eutroficos, nifios y adultos, reclutados en el Hospital General
de México; se incluyeron a 77 sujetos (Anexo 1); 18 nifios eutréficos, 19 nifios obesos, 20
adultos eutréficos y 20 adultos obesos, ver (Figura 4). Los criterios de inclusién y exclusion

pueden verse en el Anexo 2.

Nifos eutroficos Nifios obesas

n=18 n=19
Adultos eutroficos Adultos Obesos
n=20 n=20

Figura 4. Muestras de células mononucleares de sangre periférica de obesos y eutréficos del Hospital
General de México

Las muestras de PBMC del Hospital General de México fueron procesadas por el personal
del laboratorio de Inmunologia Integrativa del INER con el objetivo de determinar
Unicamente activacion de células T y sus subpoblaciones. De esta cohorte se realiz6 el
analisis de los metadatos (ver glosario) obtenidos del citometro de flujo y el analisis

estadistico de los datos obtenidos (Seccion 5.15).
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5.1.2. COHORTE DE OBESOS MORBIDOS DEL INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS

MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

La segunda cohorte se encuentra conformada por sujetos mexicanos con obesidad
morbida antes y un afio después de la cirugia bariatrica reclutados en el Instituto Nacional

de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirén.

De esta cohorte fue posible recuperar las muestras de 10 pacientes (ver Anexo 3). Sélo
se tienen muestras pareadas de 4 pacientes, antes y después de someterse a la cirugia
bariatrica (figura 5). En estas células se evalu6 el grado de activacién y la funcionalidad

de células T y de sus subpoblaciones.

Despues de la

Antes de la cirugia . o
cirugia bariatrica

bariatrica
n=3 n= n=3

Figura 5. Muestras de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con obesidad mérbida
antes y después de la cirugia bariatrica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran.

5.1.3. DETERMINACION DEL GRADO DE OBESIDAD DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

En adultos la obesidad se clasificé de acuerdo con el indice de masa corporal (kg/m?), de
tal manera que se consider6 como eutroficos a los sujetos con IMC de 20 a 25; como
obesos a sujetos con IMC entre 30 y 40; y como obesos mérbidos a aquellos sujetos con
IMC mayores a 40. En nifios la obesidad se clasific6 por medio del IMC (kg/m?) y los

percentiles del IMC especificados en las tablas de la OMS segun su edad y su sexo.
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5.2. OBTENCION DE MUESTRAS

5.2.1. CONDICIONES PREANALITICAS

Al sujeto participante tanto nifio como adulto se le dio a conocer el procedimiento que se
llevaria a cabo el dia de la prueba. Los sujetos que aceptaron participar en el estudio y
firmaron el consentimiento informado comenzaron la prueba a las 8 am para la toma de
muestra basal en condiciones de ayuno de 8 horas. A estos sujetos se le realiz6 un
examen fisico para medir sus signos vitales (frecuencia cardiaca, presion arterial y
frecuencia respiratoria) y se les pidi6é que llenaran un cuestionario con respecto a variables

demograficas y de habitos de ejercicio.

5.2.2. RECOLECCION DE SANGRE VENOSA

Se recolectaron 30 ml de sangre periférica en tubos verdes con heparinato de sodio
(Tubos BD Vacutainer, Ref:367874) por medio de una puncion venosa. La muestra de
sangre se centrifugé a 2000 rpm por 20 minutos con el objetivo de separar el plasma del
paquete globular. Después se recuperaron 5 alicuotas de 1.5 ml de plasma en tubos

eppendorf con tapa rosca. Las muestras de plasma se conservaron a -80°C.

El paquete globular se utilizé para aislar PBMC tal como se indica en la seccion 5.4
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5.3. PREPARACION DE MEDIOS Y AMORTIGUADORES

5.3.1. BUFFER DE LISIS DE ERITROCITOS

Este buffer permite retirar los RBC de la suspensién de PBMC de manera efectiva sin
alterar la integridad los linfocitos. El NH4Cl es la sustancia activa de este buffer; en una
solucion isotonica permite la rapida hemdlisis de los RBC. Esta compuesto por NH4CI 150
mM (J. T. Baker, No. de Cat:0019), KHCO3 10 mM (J. T. Baker, No. de Cat: 2940-01) y
EDTA 0.1 mM (Sigma Aldrich, Cat: ED455) a pH=7.4.

5.3.2. MEDIO COMPLETO PARA CULTIVO CELULAR

La base para preparar medio completo consiste en Advanced RPMI 1640 (Gibco, No. de
Cat:12633012), el cual contiene los aminoacidos, vitaminas, sales minerales y las fuentes
de carbono principales. Este medio debe suplementarse con suero bovino fetal
descomplementado al 10% (Gibco, No. de Cat: 16000036), L-glutamina 0.8 mM,
Estreptomicina 22U/ml y Penicilina 22U/ml (Penicillin-Streptomycin Mixtures Lonza, No.
de Cat: BW 17-718R). La descomplementacion el SFB se logra al calentar el plasma a
56°C en bafio maria por 30 min. Este medio provee los nutrientes, factores de crecimiento
y las hormonas necesarias para la supervivencia de las células, ademas, se encarga de

regular el pH y la presion osmdtica.

5.3.3. PBS cON 1% DE ALBUMINA

El PBA se utilizo como buffer de tincion para citometria de flujo de células viables o fijadas.
Este medio tiene como base un amortiguador de fosfatos PBS 1X (Lonza, No. de Cat:17-
516F) con albumina al 1% (CALBIOCHEM, No. de Cat: 125693). La presencia de esta

proteina reduce la unién inespecifica de anticuerpos y fluorocromos.

5.3.4. MEDIO DE CONGELACION

El medio de congelacion consiste en SFB con 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO) como

crioprotector (Sigma, No. de Cat: D8418). La accion crioprotectora del DMSO se debe

principalmente a su habilidad para prevenir la acumulacién excesiva de electrolitos y otras
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sustancias durante el proceso de congelamiento que puedan inducir la formacion de

cristales que dafien a la membrana plasmatical®?.
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5.4. EXTRACCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFERICA.

Las PBMC se extraen a partir de sangre periférica por medio de un gradiente de densidad.
El medio ficoll es una matriz formada por molécula Ficoll PM400 ver (figura 6), este medio
esta dotado de la densidad 6ptima (1.077 g/ml) para separar a otras células de las PBMC.
La migracion diferencial de las células durante la centrifugacion da como resultado la
formacién de capas con diferentes contenidos celulares: 1) El botdn de eritrocitos, 2) la
capa de los granulocitos y, por ultimo, 3) la nube (buffy coat) de células mononucleares

junto con otras particulas de baja densidad.

COONa
I

H,C-CN N-C-CH,
O H H O

Figura 6. Estructura molecular del Ficoll PM400.

Del manual “Isolation of mononuclear cells. Methodology and applications” de Sigma Aldrich
Colocar 15 ml del paquete globular en un tubo cénico de 50 ml y se lleva a un volumen
final de 35 ml. En otro tubo de 50 ml se colocan 10 ml de Lymphoprep TM (No. de Cat:
111454) y se aflade la sangre anteriormente diluida con precaucion para mantener intacta
la interfase entre la sangre y el ficoll. Centrifugar a 1500 rpm/25 minutos con aceleracion
y freno lento. Se recupera unicamente la nube de PBMC y se trasvasa a otro tubo de 50
ml. El remanente de eritrocitos se elimina tratando a la muestra con buffer de lisis de
eritrocitos por 10 minutos. Transcurrido el tiempo, se lavan las PBMC con PBS a 1500 rpm
por 10 minutos con aceleracion y freno lento. Se recupera el pellet celular y se afiaden 10

ml de medio completo.
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5.5. CUENTA DE PBMC EN CAMARA DE NEUBAUER

Realizar una dilucion 1:10 de la suspension celular con azul de tripano y se cargar la
camara de Neubauer por uno de los costados con 10 pl de la dilucion anterior. Llevar la

camara con las células al microscopio y enfocar a 40X.
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Figura 7. Cuenta de PBMC en la cAmara de Neubauer

Se cuenta el numero de células en los recuadros que indica la figura 7 y se saca el

promedio. El niUmero total de células aisladas se obtiene por medio de la siguiente formula:

_ 107 /10000
No. Total de PBMC = Promedio PBMC (T) (T) (10mh)

Por rutina, se descontamina la camara con etanol al 70% v/v una vez que se termine de

realizar el conteo. Esto inactiva a los virus envueltos.
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5.6. PRESERVACION DE PBMC

5.6.1. CRIOPRESERVACION

Una vez cuantificado el total de PBMC, se retira el medio completo por medio de
centrifugacion a 1500 rpm por 10 minutos. El boton debe resuspenderse en 1.5 ml de
medio de congelacién por cada 25 millones de PBMC. Se coloca en cada criovial (Thermo
Scientific, No. de Cat: 5000-0020) un volumen maximo de 1.5 ml, y se deja congelar
gradualmente hasta -80°. Para este fin, se colocan los tubos en aislantes parciales que se
enfrian gradualmente en un congelador a -80°C por 48 h. Transcurrido el tiempo, se
transfiere el criovial a un tanque con nitrégeno liquido (-196° C) hasta el dia de su

procesamiento.

5.6.2. DESCONGELACION

Retirar el criovial con las PBMC del tanque de nitrégeno y colocarlo inmediatamente en
un bafio maria a 37°C hasta que la muestra haya comenzado a derretirse. En condiciones
estériles decantar el contenido del criovial a un tubo con 6 ml de medio completo. Ademas,
se debe lavar el criovial con 1 ml de este mismo medio. Centrifugar el tubo con las células
a 600 rpm por 5 minutos con una aceleracion y un freno bajo. Después se decanta el
medio y se dejan a las PBMC incubandose en 5 ml de medio completo con 0.5 pl de
DNAse | (Thermo Fisher, No. de Cat:18047019, lote:2050814) equivalente a (1U de
DNAse | por millén de células) en un frasco de cultivo de 25 cm2 (Sarstedt, No. de Cat:
83.3910.002) a 37°C con 5% de CO; toda la noche.
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5.7. TITULACION DE ANTICUERPOS

Se determiné el volumen éptimo para cada anticuerpo por separado 13, El volumen éptimo
de cada anticuerpo se determiné por medio de tinciones individuales con diferentes
diluciones de los fluoroforos del panel de anticuerpos (Tabla 2) segun las
recomendaciones de cada marca. La dilucion adecuada se selecciona en base al indice

de titulacidn; se selecciona aquella dilucién con el mayor indice de titulacion (IT).

El IT puede calcularse por medio de la siguiente formula:

_ MFI pos-MFI neg

T 2DS

En donde:
MFI pos*= indice de florescencia media positiva
MFI neg*= indice de florescencia media negativa

DS = desviacion estandar

*Cada uno de estos valores se obtienen de analisis de datos de citometria de flujo

Especificidad | Fluor6foros Clona Isotipo Marca Catélogo Lote
Anti-CD4 APC Cy7 OKT4 Mouse IgG2b, k | BioLegend 317450 B238460
Anti-CD8 VioBlue BW135 Mouse IgG2a Miltenyi | 130-098-066 | 5170914048
Anti-CD45RO | PerCP y5.5 UCHL1 Mouse IgG2a, k | BioLegend 304222 B238203
Anti-CCR7 PE Cy7 3D12 Rat 1IgG2a, « BD 557648 2335683
Anti-HLADR A Fluor700 L243 Mouse IgG2a, k | BioLegend 307626 B254393
Anti-CD38 PE-DZL HIT2 Mouse IgG1, k | BioLegend 303538 B243618
Anti-1L2 PE MQ1-17H12 Rat 19G2a, k BioLegend 500307 7235852
Anti-IFN y FITC 4S.B3 Mouse 1gG1, k | BioLegend 502507 5323660
Anti- CD40L APC 5C8 Mouse 1gG2a, k Miltenyi | 130-098-883|5170914046

Tabla 2. Panel anticuerpos para para medir activacion y funcionalidad por citometria de flujo
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5.8. SENSIBILIZACION DE PLACA

Etiquetar una placa de 24 pozos (Sarstedt, No. de Ref:83.3922) tal como se indica en la
figura 9; acto seguido, se preparar 6 ml de anticuerpo anti-CD3 humano agonista
(BioLegend, No. de Cat:30043, Clona: UCHT1) a una concentracion de 10ug/ml. Afadir 1
ml de la disolucion anterior a cada pozo tal como se indica en la figura 8. Incubar la placa

toda la noche a 4°C y lavar 3 veces con PBS antes de colocar las células.

900 00®

All colors A All colors B All colors B
FMO CD45R0 FMO CCR7T FMO HLADR FMO CD38 Unstained

QOOOOOC
QOOOOOO

Figura 8. Sensibilizacion de placa de 24 pozos con anti-CD3 humano agonista.
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5.9. ESTIMULACION DE LINFOCITOS T

Después de incubar toda la noche, es necesario lavar las células con 10 ml de medio
completo. Contar las células tal como se indica en el punto 6.5 y colocar un millén de
PBMC en cada uno de los pozos etiquetados. Acto seguido, afiadir 1 ml de PBS a los
pozos indicados en la Figura 9. Afiadir a cada con células pozo; 0.1 yL de DNAse I, 1 uL
de anti-CD28 humano agonista (BioLegend, No. de Cat:302934) y 1uL de BD-GolgiPlug
Brefeldin A (BD Biosciences, No. de Cat:555029) para inhibir el transporte proteico (Figura
9). Se dejar incubar la placa a 37°C con 5% de CO2 por 6 horas. Transcurrido ese tiempo,
meter la placa al refrigerador a 4°C toda la noche.
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Anti-
cD28
All colors A All colors B All colors B
Anti- Anti- Anti-
cD28 cD28 cD28
FMO CD4SRO FMO CCRY FMO HLADR FMO CD38 Unstained

QOO0

QOOOOO

Figura 9. Estimulo de células T con anti-CD3 unido a placa y anti-CD28 soluble
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5.10. TINCION EXTRACELULAR

Etiquetar 8 tubos de poliestireno de 12X75 de fondo redondo para citometria (Falcon, No.
de Cat:10088710) con los mismos rétulos con los cuales se etiquetaron los pozos de la
placa (figura 8). Colocar a las células de cada pozo en su respectivo tubo de citometria y
lavar una vez con 1 ml de PBS con albumina al 1% a 2500 rpm por 3 minutos. Acto seguido
decantar el sobrenadante y resuspender bien el pellet en el PBS remanente. Aiadir los
volumenes de anticuerpos indicados en la tabla 3 a los tubos correspondientes. Incubar a
20 minutos en un bafio de hielo y por ultimo lavar 2 veces las células con 1 ml de PBA a
2500 rpm por 3 minutos.

Volumen de anticuerpos (ul)
Tubo anti-CD4 | anti-CD8 | anti-CD45RO | anti-CCR7 | anti-HLADR | anti-CD38
All colors A 3 2 4 7.5 2.5 1
All colors B 3 2 4 7.5 2.5 1
All colors C 3 2 4 7.5 2.5 1
FMO CD45R0O 3 2 0 7.5 2.5 1
FMO CCRY 3 2 4 0 2.5 1
FMO HLADR 3 2 4 7.5 0 1
FMO CD38 3 2 4 7.5 2.5 0
Unstained 0 0 0 0 0 0

Tabla 3. Volimenes de anticuerpos para la tincion extracelular de PBMC
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5.11. PERMEABILIZACION DE PBMC

Para llevar a cabo la tincion intracelular, se requiere primero fijar y después permeabilizar
las células. Para esto se utiliza el Kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, No. de
Cat:554714), el cual contiene una solucion para fijar y permeabilizar (BD
Fixation/Permeabilization) con 4.2% de paraformaldehido que fija los anticuerpos de la
tincion extracelular (unir por enlace covalente con las proteinas de la membrana celular)
y saponina (tensoactivo que disuelve parcialmente los lipidos de la membrana) para
permeabilizar, de tal forma que los anticuerpos de la tincién intracelular sean capaces de
llegar a los organelos de interés. Este kit, también tiene una segunda solucion de lavado
(BD Perm/Wahs Buffer 10X), la cual contiene SFB y saponina con el objetivo de mantener

a las células permeabilizadas durante la tincion.

Después del ultimo lavado al final de la tincion extracelular, resuspender el boton de
células de cada tubo con 250uL de BD Cytofix/Cytoperm por 20 minutos a 4°C. Trascurrido
ese tiempo, lavar muy bien las células de cada tubo con 1 ml del buffer de tincibn BD

Perm/Wash 1X dos veces.
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5.12. TINCION INTRACELULAR

Decantar y resuspender el boton celular con el buffer de tincién remanente. Por dltimo, se
procede a adicionar a cada tubo los anticuerpos sefalados en la tabla 4. Incuban los
anticuerpos con las células por 20 minutos en un bafio de hielo en la oscuridad para evitar
que se degraden los fluoréforos. Posteriormente lavar las células con 1 ml Wash dos
veces. Recuperar el pellet y resuspender en 300 uL de paraformaldehido diluido con PBS
al 1% (Sigma Aldrich, No. de Cat: F8775) con la finalidad de fijar los anticuerpos a las

proteinas intracelulares.

Volumen de anticuerpos (ul)
Tubo
anti-CD154 | anti-IFN | anti-IL-2
All colors A 1.6 1.2 1
All colors B 1.6 1.2 1
All colors C 1.6 1.2 1
FMO CD45R0O 1.6 1.2 1
FMO CCR7 1.6 1.2 1
FMO HLADR 1.6 1.2 1
FMO CD38 1.6 1.2 1
Unstained 0 0 0

Tabla 4. Volumenes de anticuerpos para la tincion intracelular de PBMC
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5.13. CONTROLES PARA CITOMETRIA DE FLUJO

5.13.1. CONTROLES DE COMPENSACION

Los controles de compensacion tienen el objetivo de eliminar la superposicion de los
espectros de emision de cada fluoréforo incluido en panel de tincion. Este tipo de controles
consiste en muestras monotefiidas con cada uno de los fluoréforos. Para preparar los
controles de compensacion correspondientes a anticuerpos de raton, etiquetar 7 tubos de
la siguiente manera: Compensacion CD4-APC Cy7, Compensacion CD8-VioBlue,
Compensaciéon CD45RO-PerCP Cy5.5, CD38-PE Dazzle, HLADR- Alexa 700,
Compensacion IFN gamma FITC y CD154-APC. A cada tubo afiadir 1 gota de Mouse
Comp Beads positivas (BD Biosciences, No. de Cat: 552843, Parte No. 51-90-9001229) y
1 gota de Mouse Comp Beads negativas (BD Biosciences, No. de Cat: 552843, Parte No.
51-90-9001291). Por ultimo, se adicionar a cada tubo los volumenes especificados en
Tabla 3y Tabla 4 del anticuerpo correspondiente. La compensacion de la fluorescencia
proveniente de anticuerpos de rata se compensa etiquetando 2 tubos como:
Compensacion IL-2 PE y Compensacion CCR7-PE Cy7. A cada tubo se le adiciona 1 gota
de Rat Comp Beads positivas (BD Biosciences, No. de Cat: 552844, Parte No. 51-90-
9001189) y 1 gota de Rat Comp Beads negativas (BD Biosciences, No. de Cat: 552844,
Parte No. 51-90-9001291). Adicionar el volumen de anticuerpo especificado en la Tabla 3
y Tabla 4 correspondiente a cada tubo. Por ultimo, se etiquetar un tubo como
Compensacion negativa y adicionar Unicamente una gota de Comp Beads negativas.
Dejar incubando los tubos con los anticuerpos por 20 minutos en bafio de hielo y acto
seguido se lavar las perlas dos veces con 1 ml de PBS con albumina 1% a 1500 rpm por
5 minutos, después del lavado se resuspender las Comp Beads en 250 uL de PBS con

albumina 1% para analizarlas en el citometro de flujo.

5.13.2. CONTROLES DE COMPENSACION FMO

Los controles de compensacion FMO (fluorescence minus one por sus siglas en inglés)
son muestras celulares tefiidas con todos los fluorocromos menos con la fluorescencia
gue se desea compensar. Se hicieron FMO de: PerCP Cy5.5 anti-CD45R0, PE Cy7 anti-
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CCR7, PE Dazzle 594 anti-CD38 y Alexa Fluor 700 anti-HLADR. La metodologia para

preparar este tipo de controles se describe en las secciones 5.10 y 5.12.

5.13.4. CITOMETRO DE FLUJO

Las muestras se procesaron en un citometro de fluyp BD FACS ARIA 1l A con la

configuracion que se muestra en la siguiente tabla.

Laser Azul 488nm Long Pass Fluorocromos
A 780/60 750LP PE-Cy7
B 695/40 655LP PerCP, Pe-Cy5, PerCp-Cy5.5
C 610/20 595LP PE- Texas Red, 7AAD, PI
D 575/26 556LP PE
E 530/30 502LP FITC, AF488, CFSE, GFP
F 488/10 - SSC
G - -
H _ -
Laser Rojo 633nm Long Pass Fluorocromos
A 780/60 735LP APC-Cy7, APC-H7
B 730/45 710LP AF700
C 660/20 - APC, AF647
Laser violeta 405 nm Long Pass Fluorocromos
A 530/30 502LP Amcyan, Aquadye, UV500,
BV510
B 450/40 - DAPI, Pacific Blue, Cascade
Blue, UV450, Bv421
C - -

Tabla 5. Configuracion del equipo FACS ARIA IIA

Este aparato recibe diariamente mantenimiento continuo; se calibra todos los dias con el
objetivo se asegurar la correcta alineacion de los laseres segun los voltajes de referencia.
En caso de que exista un problema con la calibracién diaria se aplican acciones

preventivas o acciones correctivas segln sea el caso%.
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5.14. DETERMINACION DE LPS EN PLASMA

El LPS en plasma se determind con el kit Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation
Kit (Termo Fisher, Cat: 88282). Las muestras de plasma fueron procesadas en el
departamento “Microbiology and Immunology Division of Infectious Desease, de la Medical

University of South Carolina” por medio de una colaboracion con la Dra. Wei Jiang.

La endotoxina bacteriana cataliza la activacion de una proenzima (ver glosario) contenida
en el lisado de amebocitos de Limulus LAL. La proenzima activada cataliza la formacion
de la p-nitroanilina p-NA (producto colorido) a partir de Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA (sustrato
incoloro). Después de detener la reaccion, se determina la absorbancia de la muestra a
405-510 nm en un espectrofotdmetro; este valor es proporcional a la concentracion de
LPS en la muestra. La concentracion de LPS en el plasma se calcula por medio de una

curva de calibracion.
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5.15. ANALISIS

5.15.1. ANALISIS DE METADATOS FCS

El analisis de los metadatos (ver glosario) de citometria de flujo (archivos FCS) se realiz6
con el software Flow Jo, LLC 2018 10.5.3 para delimitar en las poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos T (Figura 10) el porcentaje de células T activadas (Figura 11)
y el porcentaje de células T disfuncionales (Figura 12).

A) Linfocitos B) Linfocitos CD4+ o CD8+
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Figura 10. Estrategia de delimitacién de poblaciones y subpoblaciones

A) Delimitacién de las poblaciones de linfocitos, B) Delimitacion de las subpoblaciones de linfocitos T. Los
linfocitos T se identificaron por sus propiedades de dispersiéon de la luz en el citdmetro de flujo; fordward
scatter FCS (dispersion frontal) y side scatter SSC (dispersion lateral). La estrategia de analisis completa se
encuentra en el Anexo 5y el Anexo 6. La poblacion de linfocitos se determina dependiendo de la expresién
de los marcadores CD4 y CD8 (Figura 10A). Por ultimo cada subpoblacion linfocitaria se identifica por medio
de la expresion de los marcadores CCR7 y CD45RO"?(Figura 10B). Los linfocitos T con el fenotipo CD45ROM
CCRY7- se identificaron como linfocitos T de memoria efectora (Tem), con el fenotipo CD45RO" CCR7+ se
identificaron como linfocitos T de memoria central (TCM), con el fenotipo CD45R0O-CCR7- como linfocitos T
de memoria efectora CD45RA+ (TEMRA) y con el fenotipo CD45R0O- CCR7+ se identificaron como linfocitos
T Naive’>105,

Para este trabajo la activacion de células T (Figura 11) se entiende por el porcentaje de
células de una poblacion o subpoblacion de linfocitos T que coexpresen en su superficie

las moléculas HLADR y CD38 (marcadores de activacion).
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Subpoblacion linfocitaria
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Figura 11. Fenotipo de linfocitos T activados
Los linfocitos T activados son células que coexpresan a los marcadores de activacion HLADR y CD38106.107
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Figura 12. Estrategia de delimitacion de células T disfuncionales

Las células T disfuncionales son aquellas células productoras de citocinas, ya sea IL-2 o IFN gamma que
no expresen CD40L en respuesta a la estimulacién a través del receptor de linfocitos T.

La funcionalidad se determind por medio de la coexpresion de citocinas las citocinas IL-2
e IFN gamma con el ligando de CD40 o CD40L 8%8L, el cual es necesario para la sinapsis
con otras células de la inmunidad. Las células funcionales son aquellas que al ser
estimuladas por medio del receptor de linfocitos T inducen la produccion de citocinas junto
con CD40L. Por ende, las células disfuncionales son aquellas células T que al ser
estimuladas por medio de su TCR induzcan la produccion de citocinas sin la expresion de
CDA40L (Figura 12). Para este trabajo, la disfuncionalidad se entiende como el porcentaje
de células disfuncionales de alguna poblacion o subpoblacion de linfocitos T, el cual puede

calcularse por medio de la siguiente formula:

_ . . %(IL2+ CD40L-) %(IFNgamma+ CD40L-
Disfuncionalidad = LT x100 T —
(o] (o]

)%100
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5.15.2. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism 8 para analizar y graficar los datos obtenidos.
Debido a que la distribucion de los datos no sigue un comportamiento normal se utilizaron

pruebas no paramétricas para su analisis.

Se comparé el porcentaje de activacidon de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos
T de adultos eutréficos, obesos, obesos moérbidos y obesos mdérbidos sometidos a la
cirugia bariatrica. Se graficaron los valores individuales y las medianas con un intervalo
de confianza del 95%. La diferencia estadistica entre grupos se determin6 por medio de
un andlisis de varianza (ANADEVA) no paramétrico Kruskal-Wallis (p<0.05). Se determin6
el grado de correlacion entre el porcentaje de las poblaciones y subpoblaciones de células
T activadas con su respectivo IMC por medio del andlisis de correlacion de Spemann
(p<0.05). Se realiz6 el mismo analisis descrito anteriormente para los mismos sujetos con

las concentraciones de LPS (pg/ml) en plasma.

Se comparo el porcentaje de activacion de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos
T de niflos eutréficos y obesos. Se graficaron los valores individuales y las medianas con
un intervalo de confianza del 95%. La diferencia estadistica entre dos grupos se determiné
por medio la prueba no pareada para datos no paramétricos U de Mann Whitney (p<0.05).
Se realizd el mismo analisis descrito anteriormente para los mismos sujetos con las
concentraciones de LPS (pg/ml) en plasma. Se determiné el grado de correlacion entre el
porcentaje de las poblaciones y subpoblaciones de células T activadas con la
concentracion de LPS (pg/ml) en plasma por medio del analisis de correlacion de

Spemann (p<0.05) en nifios y adultos por separado.

Se comparo6 el porcentaje de activacidon de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos
T de niflos y adultos, obesos y eutréficos. Se graficaron los valores individuales y las
medianas con un intervalo de confianza del 95%. La diferencia estadistica entre grupos
se determind por medio de un andlisis de varianza (ANADEVA) no paramétrico Kruskal-
Wallis (p<0.05).
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Se comparo el grado de disfuncionalidad de linfocitos T CD4+ y T CD8+ con fenotipo
activado y no activado de pacientes con obesidad morbida antes de la cirugia bariatrica 'y
un afio después de esta. No se realizaron pruebas estadisticas debido a la escasa

cantidad de datos.
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6. RESULTADOS

6.1. ACTIVACION DE LINFOCITOS T Y SUS SUBPOBLACIONES EN

ADULTOS
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Figura 13. Activacion de linfocitos T CD4+ de adultos'

A) Total de linfocitos T CD4+, B) Linfocitos T de memoria centrales (Tcu) CD4+, C) Linfocitos T de memoria
efectora (Tem) CD4+, D) Linfocitos T de memoria efectora CD45RA+ (Temra) CD4+ y E) Linfocitos T de naive
(Tn) CD4+. El porcentaje de células activadas fue significativamente mayor en obesos con respecto a
eutréficos Unicamente en la subpoblacién de linfocitos Temra (p=0.0078). En obesos morbidos se observa
una activacién de células T significativamente mayor con respecto a los eutréficos en las células T totales
CD4+ (p=0.0002), células Tcm (p=0.002), células Tem (p=0.0181) y en células Tn (p=0.0011); y
significativamente mayor que obesos en células T totales CD4+ (p=0.0065), células Tcm CD4+ (p=0.0016) y
células Ty CD4+ (p=0.0209).

La activacion de células T CD4 + y de sus subpoblaciones es significativamente mayor en
los adultos obesos (Figura 13A, B, C, Dy E). En cuanto a los pacientes que se sometieron
a la cirugia bariatrica, se observo disminucion en la activacion en Linfocitos T CD4+,
Linfocitos Tcm CD4 y Linfocitos Tn CD4+, a pesar de no existir diferencia estadisticamente

significativa.
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Figura 14. Activacion de linfocitos T CD8+ de adultos

n=7

A) Total de linfocitos T CD8+, B) Subpoblacion de linfocitos T de memaoria efectora (Tem) CD8+ y C)
subpoblacion de linfocitos T de memoria efectora CD45RA+ (Tewra) CD8+.
La activacion obesos es significativamente mayor con respecto a eutréficos en el total de linfocitos T CD8+
(p=0.0103), en la subpoblacién Tem CD8+ (p=0.0147), y en la subpoblacion Tewra (p=0.0036).

Paoblacion de célula T
de pacientes eutréficos
(Grupo control)

Poblacion de célula T

de pacientes obesos

Poblacion de célula T de
pacientes obesos

morbidos

Poblacion de célula T
de pacientes obesos
morbidos después de

la cirugia bariatrica

Linfocitos T CD4+

Sin tendencia

Significativamente mayor

Sin tendencia

p=0.0002
Linfocitos T de memoria ] Significativamente mayor ] o
Tiende a ser mayor Tiende a disminuir
efectora CD4+ p=0.0181
Linfocitos T de memoria ) ] Significativamente mayor ] o
Sin tendencia Tiende a disminuir
central CD4+ p=0.002
] ] . ) ] Significativamente mayor ] o
Linfocitos T naive CD4+ Sin tendencia 0.0011 Tiende a disminuir
p =0.

Linfocitos T de memoria
efectora CD45RA+
CD4+

Significativamente

mayor p=0.0078

Sin tendencia

Sin tendencia

Linfocitos T CD8+

Significativamente

mayor p=0.0103

Sin tendencia

Sin tendencia
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Linfocitos T de memoria Significativamente

Tiende a ser mayor Sin tendencia
efectora CD8+ mayor p=0.0147
Linfocitos T de memoria ) ) ) _ _
Tiende a ser mayor Sin tendencia Sin tendencia
central CD8+
Linfocitos T naive CD8+ Tiende a ser mayor Sin tendencia Sin tendencia

Linfocitos T de memoria o
Significativamente ) ) ) )
efectora CD45RA+ Sin tendencia Sin tendencia
cD4 mayor p=0.0036

+

Tabla 6. Diferencia en cuanto a activacion de células T y sus subpoblaciones entre los grupos de obesos y
obesos mérbidos antes y después de la cirugia bariatrica con respecto a sujetos eutroficos adultos
La activacion de células T CD8+ de adultos es significativamente mayor en obesos con
respecto a los eutréficos de manera generalizada (Figura 14A, B y C). En cuando a los
obesos morbidos no se observa diferencia estadisticamente significativa en el grado de
activacion de sus linfocitos T CD8+ con respecto a los eutroficos y obesos; a pesar de ello,
la mediana de la activacion en obesos morbidos tiende a ser mayor en la subpoblacion de
linfocitos Tem CD8+ (Figura 14B). En cuanto a los pacientes con obesidad moérbida que se
sometieron a la cirugia bariatrica, no se observé diferencia en la activacion de linfocitos T

CD8+ después de la cirugia bariatrica, ver tabla 6.

En el anexo 7 se puede observar que no hubo cambio en la activacion de linfocitos T CD8+

y sus subpoblaciones después de la cirugia bariatrica.
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Figura 15. Activacioén del total linfocitos T CD4+ antes y después de la cirugia bariatrica

En la figura 16 se puede apreciar que el grado de activacion tiende a disminuir en el total de linfocitos T
CD4+, en la subpoblacion de linfocitos Tcm en un solo paciente, en la subpoblacién de linfocitos Tem CD4+
de tres pacientes, en la subpoblacion de linfocitos Temra CD4+ de tres pacientes y en las subpoblaciones de
linfocitos Ty de todos los pacientes analizados. En uno de los pacientes el grado de activacion aumento
después de la cirugia bariatrica en las subpoblaciones de linfocitos CD4+ Temy Tewmra.
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Figura 16. Correlacion entre el indice de masa corporal y la activacion de Linfocitos de adultos TEM CD8+
El IMC de pacientes adultos correlaciona significativamente de manera positiva con el grado de activacion
de la subpoblacion de linfocitos Tem (rh0=0.5310, p=0.0002). Para este andlisis se incluyeron los resultados
los pacientes eutréficos, obesos y obesos maérbidos preoperatorios.

El IMC de pacientes adultos guarda correlacion significativa con el porcentaje de células

activadas de la subpoblacion de linfocitos Tem. Se observa que la tendencia entre estas

dos variables es positiva.
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6.2. CONCENTRACION DE LPS EN EL PLASMA DE ADULTOS
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Figura 17. Concentracion de LPS en sangre de adultos
A) Gréfica de valores individuales y medianas. B) Correlacién de Spearman (p<0.05). Para este analisis se
incluyeron los resultados los pacientes eutréficos, obesos y obesos mdrbidos preoperatorios.
Las concentraciones de LPS en plasma son mayores en obesos (p=0.0404) y en obesos mérbidos
(p=0.0009) comparados con los eutroficos. Al afio de la cirugia bariatrica, la concentracion en el plasma de
los pacientes se redujo significativamente (p=0.0095).
De manera adicional, existe correlacion entre el IMC y las concentraciones de LPS en plasma en adultos
(rh0=0.5126, p=<0.0001).
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Figura 18. Concentraciones de LPS antes y después de la cirugia bariatrica

La concentracion de LPS tienen disminuir en 3 de los pacientes analizados; en uno de los
pacientes parece no existir cambio y en otro de los pacientes la concentracion de LPS en

plasma aumenta después de la cirugia bariatrica.

No se encontrd correlacion alguna entre la activacion de células T CD4+ o CD8+, ni en

ninguna de sus subpoblaciones con la concentracién de LPS en sangre.
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6.3. DISFUNCIONALIDAD DE LINFOCITOS T ACTIVADOS
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Figura 19. Disfuncionalidad de linfocitos T CD4+
Linfocitos T productores de A) IL-2 antes y después de la cirugia bariatrica y B) IFN gamma antes y
después de la cirugia bariatrica.

64



La poblacion de linfocitos T CD4+ con fenotipo activado presentan mayor porcentaje de
células disfuncionales con respecto a linfocitos T CD4 + no activados (Figura 19), tanto en
células con un unico estimulo (CD3) como en aquellas con ambos estimulos (CD3 y
CD28). En las células T CD4+ activadas no se observo cambio en el porcentaje de células
disfuncionales después de la cirugia bariatrica. En cuanto a la poblacion de linfocitos T
CD4+ no activados el porcentaje de células disfuncionales tendi6é a disminuir al afio de la

cirugia bariatrica.
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Figura 20. Disfuncionalidad de linfocitos T de memoria (TM) CD4+

Linfocitos T productores de A) IL-2 antes y después de la cirugia bariatrica y B) IFN gamma antes y
después de la cirugia bariatrica

La subpoblacién de linfocitos T de memoria CD4+ de memoria productores de IL-2
activados (Figura 20A) presentan mayor porcentaje de linfocitos disfuncionales con
respecto a los linfocitos no activados de esta misma poblacion. ElI fendmeno descrito
anteriormente puede verse antes de la cirugia bariatrica y un afilo después de esta. Este
efecto también se observa en la subpoblacién células Tw CD4+ productoras de IFN
gamma+. En la subpoblacion de linfocitos Tm no activadas productoras de IL-2 o IFN
gamma parece disminuir porcentaje de células disfuncionales al afio de la cirugia
bariatrica. En cambio, en la subpoblacién de linfocitos Tm activados no existe cambio al

afo de la cirugia bariatrica (Figura 20).
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6.4. ACTIVACION DE LINFOCITOS T Y SUS SUBPOBLACIONES EN
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Figura 21. Activacién de Linfocitos T CD4+ de nifios
El porcentaje de células activadas es significativamente mayor en nifios eutréficos con respecto a nifios
obesos en linfocitos T CD4+ (p=0.053), linfocitos T de memoria centrales (p=0.0016), y linfocitos T CD4+

Naive (p=0.0092).

Poblacion de célula T de
nifios eutréficos (Grupo
control)

Poblacion de célula T de

ninos obesos

Linfocitos T CD4+

Significativamente

menor p=0.0053

Linfocitos T de memoria

efectora CD4+

Sin tendencia

Linfocitos T de memoria
central CD4+

Significativamente

menor p=0.0016

Linfocitos T naive CD4+

Significativamente

menor p=0.0092
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Linfocitos T de memoria
efectora CD45RA+ CD4+

Sin tendencia

Linfocitos T CD8+ Sin tendencia

Linfocitos T de memoria ) )
Sin tendencia
efectora CD8+

Linfocitos T de memoria
central CD8+

Sin tendencia

Linfocitos T naive CD8+ Sin tendencia

Linfocitos T de memoria
efectora CD45RA+ CD4+

Sin tendencia

Tabla 7 Diferencia en cuanto a la activacion de células T y sus subpoblaciones del grupo de nifios obesos

con respecto al grupo de nifios eutréficos

En las subpoblaciones de linfocitos Tem Y Temra CD4+ no se encontro diferencia

significativa (Anexo 7). Ademas, no se encontro diferencia alguna en la activacion de

linfocitos T CD8 + y sus subpoblaciones entres los grupos de nifios obesos y eutroficos,

ver Anexo 8.
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Figura 22. Correlacion entre la activacion de Linfocitos T CD4+ y el IMC de nifios.
A) Linfocitos T CD4+, B) Linfocitos T de memoria centrales (Tcm) CD4+ y C) Linfocitos T naive (Tn) CD4+
El IMC en nifios correlaciona con el porcentaje de células activadas del: total de linfocitos T CD4+
(rho=0.0053, p=0.0031), de la subpoblacion de linfocitos Tcu CD4+ (rho=0.4605, p=0.0091, ver Figura 22B)

y de la subpoblacion de linfocitos Ty CD4+ (rho=0.4136, p=0.0207).
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La activacion de linfocitos T CD4+ guarda correlacion significativa de manera negativa con

el indice de masa corporal en las subpoblaciones Tcvy Tn (Figura 22).
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Figura 23. Activacion de linfocitos T en nifios y en adultos.
A) Linfocitos T de memoria centrales (Tcu) CD4+ y B) Linfocitos T de memoria efectora (Tem) CD8+. La
activacion de los linfocitos de la subpoblacién Tcm de nifios eutréficos es significativamente mayor que la
activacion de eutroficos adultos.
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A manera de resumen resultados mostrados anteriormente indican que la activacion de
células T (coexpresion de las moléculas de membrana CD38 y HLADR) tiende a ser
significativamente menor en nifios obesos (Figura 21); mientras que en los adultos se
presenta todo lo contrario, es decir, la activacion de células T aumenta significativamente
con el IMC (Figuras 13 y 14). Por otro lado, el patron de activacion de células T muestra
diferencias con la edad entre pacientes obesos y eutroficos (Figura 23). En los pacientes
eutréficos la activacion parece disminuye con la edad, en cambio en pacientes obesos la

activacion de células T aumenta con el envejecimiento.
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6.5. CONCENTRACION DE LPS EN PLASMA DE NINOS
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Figura 24. Concentracién de LPS en el plasma de nifios eutroficos y obesos.
La concentracion de LPS en plasma es mayor nifios obesos con respecto a hifios eutréficos (p=<0.0001)

La concentracion de LPS es significativamente mayor en el plasma de los nifios obesos
(Figura 24), y en nifios al igual que en los adultos, no se encontré correlacion alguna entre
las concentraciones de LPS en plasma y el grado de activacién de linfocitos T CD4+ o

CD8+ ni en ninguna de sus subpoblaciones.

72



'S
(=}
]

rho=0.7671 e FEutréficos
j\30- ® ° p=<0.0001 ¢ Opesos
=
sy
Q. 20- e
p : ’,
(D o a’ ®
D— 10_ ”‘ ° ¢
- p’ ®
-~
-.-.-.4'4!.%
0_ LLELELELELELELLE
10 20 30 40

IMC (kg/m?)

Figura 25. Correlacion entre el IMC y las concentraciones de LPS en plasma de nifios
Correlacion significativa entre la concentracion de LPS en plasma y el IMC en nifios (rho=0.7671,
p=<0.0001).

La concentracion entre el LPS en el plasma de los nifios guarda correlacion significativa y
positiva con el IMC (Figura 25).
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/. DISCUSION DE RESULTADOS

La activacion de linfocitos T es una respuesta normal ante una infeccion viral, los cuales
se encargan de frenar la replicacién viral en las células infectadas®!. Los sujetos que
participaron en esta investigacidbn no presentaron ningun rastro infeccién viral activa
detectable por evaluacion clinica durante su reclutamiento y aun asi se encontré mayor
activacion tanto en linfocitos T CD4+ como en linfocitos T CD8+; sin embargo, en los
linfocitos T CD8+ de obesos adultos, la activacion se encuentra generalizada. Se debe
tener en cuenta que en la obesidad existe inflamacién generalizada del tejido adiposo®®
y que la produccion de citocinas proinflamatorias en la obesidad esta proporcionalmente
relacionada con la cantidad de masa corporal extra que presente el paciente, en especial
si se trata de grasa intraabdominal?®. La activacién de células T efectoras correlaciona
positivamente con significancia estadistica con el IMC de pacientes adultos, lo cual
muestra que el peso corporal no solamente esta relacionado con la activacion del sistema
inmune innato como se ha descrito en estudios anteriores, sino que también se asocia con
la activacion del sistema inmune adaptativo, especificamente en linfocitos T CD8+ de
memoria efectores. Sera importante en el futuro determinar si las células T reclutadas al

tejido adiposo ocasionan el estado inflamatorio o son activadas por éste.

Un aspecto importante que discutir de la activacién cronica es su posible causa. La
translocacion de material bacteriano del intestino a la sangre es una causa de activacion
en diversas enfermedades infecciosas. Sin embargo, a pesar de que se encontré mayores
concentraciones de LPS en plasma de los pacientes obesos esta ho mantiene correlacion
alguna con la activaciéon de células T, por lo que la translocacion de material bacteriano
parece no ser el motivo de la activaciéon de células T en los obesos. Hasta el momento, se
desconoce el motivo de la activacion generalizada de células T en obesos sin presencia
de infeccion aparente. La célula activacion de células T, las cuales son componentes de
la inmunidad especifica parece no resolverse, lo cual indica activacion cronica de células
T.

Existen otras enfermedades no infecciosas en donde se observd correlacion

estadisticamente significativa entre las concentraciones de LPS en sangre y la activacion
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de linfocitos T como en la enfermedad de Crohn y en la colitis ulcerativa®. Al no existir
correlacion significativa entre la activacion de células T con las concentraciones de LPS
en sangre, estos resultados sugieren que la activacion de linfocitos T en la obesidad se
debe a otros motivos ademas de la translocacion bacteriana o también puede deberse a
que el numero de sujetos incluidos en este proyecto es demasiado pequefio en
comparaciéon con las cohortes de los estudios citados en este trabajo. En un estudio
reciente se demostré que las sefiales restringidas al MHC-II de los macréfagos del tejido
adiposo son muy importante en la activacion inducida por obesidad de células T de tal
manera que la pérdida de MHC-II por parte de los macréfagos residentes del tejido adiposo

es suficiente para evitar la generacion de células T de memoria efectoras'®%11°,

También queda por descubrir cual es motivo de que existan mayores concentraciones de
LPS en sangre. Los resultados muestran que la concentracion de LPS en plasma
correlaciona con el IMC, lo que apoya la idea de que la translocacion de LPS a la sangre
en pacientes obesos podria deberse al paso junto con las micelas de la dieta!!. Hasta
ahora se desconoce que existan alteraciones de la mucosa intestinal en obesos, sin

embargo, no podemos descartar la posibilidad de que se encuentre alterada.

En la cohorte de obesos morbidos la activacion de células T CD4+ es generalmente mayor
ala de los eutrdéficos. T, también se puede observar la misma tendencia en células T CD8+
de memoria efectoras, aunque no exista diferencia estadistica. Adicionalmente se
encontré en estos pacientes presentan concentraciones aun mayores de LPS en sangre,
lo cual refuerza nuestros hallazgos anteriores: a mayor de masa corporal, mayor
activacion de células T tanto CD4+ como CD8+ y mayor endotoxemia, incluso se encontro
correlacién significativa entre la activacion de células T de memoria efectora CD8+ vy el
IMC. Sin embargo, el IMC es un parametro pobre para estimar riesgos a la salud
comparado con la masa de grasa visceral, que da en un futuro determinar si la grasa

visceral guarda correlacion con la activacion de linfocitos T.

No es nuevo el hecho de que pacientes con obesidad morbida tienen baja calidad de vida,
incluso peor que pacientes que presentan solo obesidad'!?, Tanto la activaciéon de células
T como endotoxemia se han relacionado con promover un estado proinflamatorio y de

resistencia a la insulina, por lo que ambas variables podrian estar involucradas con los
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problemas de salud con los que viven los obesos morbidos. Estos resultados muestran la
importancia que tiene mantener el peso corporal dentro de un rango saludable por medio
de dieta y ejercicio, sin embargo, en pacientes con obesidad mérbida el Gnico tratamiento
efectivo para hacerlos bajar de peso es la cirugia bariatrica''?, el cual se lleva a cabo como
ultima opcion cuando el tratamiento farmacoldgico ha fallado. La cirugia bariatrica no solo
ayuda a perder peso cuando ya no hay otro remedio, también mejora diversos parametros
metabdlicos y bioquimicos tal como la resistencia a la insulina, hipertension, dislipidemia
y glucemia''? y endotoxemia''3. En la cohorte de pacientes que se sometieron a la cirugia
bariatrica mostraron mejoria en cuanto a la activacion de células T y los niveles de
endotoxemia. La activacion de células T CD4 + de memoria centrales y Naive disminuyo
incluso a niveles muy similares a los de los eutréficos. Y las concentraciones de LPS
disminuyeron a niveles muy similares al de los pacientes con obesidad. Estos resultados
verifican nuestros hallazgos anteriores en donde se observo que la activacion de células
T y la endotoxemia estan asociadas con el exceso de masa corporal, ademas expone

mejoras adicionales atribuibles a la cirugia bariatrica.

Nuestros resultados muestran que las poblaciones de linfocitos T CD4+ totales y de
memoria activados de pacientes con obesidad morbida tienen mayor porcentaje de
linfocitos T disfuncionales a nivel inmune con respecto a aquellas células T no activadas.
Estas células son disfuncionales debido a que tienden a producir las citocinas como IFN
gamma o la IL-2 desconectada de la expresion de CD40L, el cual es un ligando importante
para la comunicacion de los linfocitos T con los linfocitos B y asi, para la produccién de
anticuerpos. Asimismo, esta comunicacion es necesaria para modular las funciones
efectoras de la inmunidad innata. Este fendmeno de disfuncionalidad promovido por la
activacion crénica de linfocitos T también se ha observado en la infeccién por VIH8%81 En
esta infeccion la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ efectores tiende a declinar
con el avance de la infeccién por HIV y por ende se pierde la capacidad de controlar la
infeccion''#. La activacion crénica de células Ty la disfuncién de las células T con fenotipo
activado que se observo en nuestro estudio podria ser una de las razones por la cual los
obesos estuvieron mas propensos a contraer influenza de HIN1 en el 2009 con
desenlaces fatales®. A pesar de los que resultados anteriores mostraron disminucién de

activacion croénica de células T CD4+ y menores concentraciones de LPS después de la

76



cirugia bariatrica, no se observé mejoria en cuanto a la disfuncionalidad de células T. Aln
queda por investigar en un futuro si existen diferencia en la disfuncionalidad de células T
entre pacientes obesos y eutroficos, ya que en el presente estudio s6lo se evalud la
disfuncionalidad de células T de pacientes con obesidad mérbida.

A diferencia de lo que se esperaba en los nifios, se observo que los infantes obesos tenian
menor grado de activacion de células T CD4+ de memoria centrales y Naive junto con
mayores grados de endotoxemia. Aqui se observa un fenémeno interesante ya que el IMC
correlaciona de manera negativa con la activaciéon de células T CD4+ de memoria
centrales y Naive, contrario a lo que se observo en adultos, y correlaciona de manera
positiva con las concentraciones de LPS sanguineo. El patrén de activacion de células T
también parece mostrar diferencias con la edad entre pacientes obesos y eutroficos. En
los sujetos eutroficos la activacion parece disminuir con la edad, en cambio en pacientes
obesos parece ser que la activacion de células T aumenta. Adicionalmente no se encontro

correlacion entre la activacion de células T y las concentraciones de LPS en sangre.

Estos resultados sugieren que la obesidad en nifios interfiere con el funcionamiento del
sistema inmunoldgico desde la infancia, aunque no se hicieron ensayos de funcionalidad
de células T de nifios en este estudio. Aun asi esto sugiere que la obesidad en nifios
interfiere con la respuesta de linfocitos ante un reto antigénico, como por ejemplo con las
vacunas, en donde en los nifios obesos la efectividad de las vacunas del tétanost®,
hepatitis B'® e influenza!’’ fue menor, puesto que generaron un menor titulo de

anticuerpos del que se esperaba.
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8. CONCLUSION

La activacion cronica de células T es un aspecto negativo para la salud que asocia con la
perdida de sus funciones efectoras y la elevada endotoxemia se relaciona con problemas
metabolicos. En adultos obesos la activacion de linfocitos T es mayor y al contrario de lo
gue ocurre en adultos, es menor en los nifios obesos. En cuanto a los niveles de
endotoxemia correlacionan con el IMC a cualquier edad, sin embargo, no existe relacion
aparente entre la activacion de células T y la concentracion de LPS en plasma. La cirugia
bariatrica sigue siendo el tratamiento mas efectivo para perder peso y ademas ayuda a
disminuir el porcentaje de células T activadas y los niveles de endotoxemia.
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GLOSARIO

Diabetes mellitus tipo 2: es el subtipo de diabetes mas frecuente y se caracteriza por
altos niveles de glucosa derivada de resistencia a la insulina y a la deficiencia relativa en

la produccién de insulina por el pancreass®.

Diabetes: describe a un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
concentraciones elevadas de glucosa, la diabetes puede ser causada por falta de
produccién de insulina en el pancreas (tipo 1) o derivada de resistencia a la insulina (tipo
2)S,

Dislipidemia: condicion en la cual existen concentraciones elevadas de colesterol total
(>240 mg/dl), triglicéridos (>200 mg/dl) y de colesterol LDL (>130 mg/dl), y
concentraciones reducidas de HDL (<35 mg/dI)®.

Endotoxemia metabdlica: ligero aumento de lipopolisacarido bacteriano en plasma

asociado el ambiente oxidativo y proinflamatorio observado en la obesidad®.

Eosinofilo: son células granulociticas moviles del sistema inmunoldgico que pueden
migrar desde la sangre hasta los tejidos. Desempefian un papel importante en la defensa
contra parasitos. Estas células pueden secretar citocinas que regulan la respuesta
inmune. En menor medida los eosindfilos estan involucrados en condiciones de asma y

alergia*.
Hiperplasia de adipocitos: aumento en nimero de adipocitos®.

Hipertension arterial: se produce por un aumento en la fuerza de presion que ejerce la
sangre sobre las paredes de los vasos sanguineos, se caracteriza por disfuncion
endotelial con una disrupcion entre la homeostasis de la vasodilatacion y la
vasoconstriccion, en donde comunmente hay incremento de volumen plasmatico y

sodioll8,

Hipertrofia de adipocitos: aumento de tamafio de las gotas lipidicas de adipocitos®.
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Linfocito: son células de la inmunidad adaptativa. Pueden dividirse a grandes rasgos en
tres poblaciones con base en sus diferencias funcionales y fenotipicas como linfocitos T
(células T), linfocitos B (células B) y células asesinas naturales (NK)*1.

Lipdlisis: descomposicion de los triglicéridos en AGL y glicerolL.

Lipogénesis: sintesis de &cidos grasos de cadena larga esterificados también conocidos

como triglicéridos*?®.

Macréfago: son células fagociticas presentadoras de antigeno profesionales. Los
macroéfagos inflamatorios desempefian un doble papel en el sistema inmunitario como
células fagociticas para eliminar patdégenos y para generar un ambiente proinflamatorio.
Algunos macrofagos residentes en tejido desempefian un papel importante en la

reparacién y regeneracion de tejidos como macréfagos antinflamatorios#.

Malnutricion: Es un estado patolégico que se presenta cuando las necesidades de
nutrientes y energia no se cubren totalmente con la dieta, el término implica alteracion de

la dieta, tanto desnutricion como hipernutriciént?.

Mastocito: son células del sistema inmunitario que se encuentran en diversos tejidos,
tienen una gran cantidad de granulos citoplasmaticos que contienen histamina y otras
sustancias biolégicamente activas. Desempefian un papel importante en la aparicion

alergias*'.

Metadatos: son un conjunto de datos que describen el contenido informativo de un

recurso, de archivos o de informacion de los mismos?t?:,

Monocito: son un grupo heterogéneo de células mononucleadas que migran tejido y se
diferencian en células fagociticas como los macrofagos y las células dendriticas. Se han
identificado dos tipos de monocitos, Io monocitos inflamatorios entran rapidamente a
tejidos en respuesta a una infeccién y los monocitos circulantes proporcionan un

reservorio de los monocitos en tejidoL.
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Neutréfilo: son células granulociticas moviles polimorfonucleadas (PMN). Estan
involucrados en la respuesta a muchos tipos de infecciones, ya que son las células que
responden primero. Son células fagociticas productoras de citocinas y proteinas

antimicrobianas*!.

NKT: es un tipo de células de la linea linfoide que comparte caracteristicas con los

linfocitos T y los NK*1,

Proenzima: también conocido como zim6geno. Es un precursor enzimatico inactivo, los

cuales se activan después de una escision enzimatica proteolitica®*®,

Resistencia a la insulina: estado en el cual los niveles normales o elevados de insulina
producen una respuesta atenuada en tejido muscular, hepatico y adiposo. Clasicamente
se refieren a una disminucion de los efectos hipoglucemiantes mediados por la insulina,

por lo que hay presencia de altas concentraciones de glucosa®.

Sindrome metabdlico: es un desorden en el uso y almacenamiento de energia que
aumentan el riesgo de presentar diabetes y enfermedades cardiovasculares. Esta

caracterizado por obesidad central, dislipidemia, hipertension e hiperglucemia®.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado del Hospital General de México

Consentimiento informado.

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

NUmero de Protocolo:

Numero del Sitio (si es aplicable)

Titulo del Estudio Utilidad de la curva de tolerancia a la
glucosa oral en nifios para predecir
disfuncion endotelial e inflamacidn
asociados a obesidad. Estudio de

validacion cruzada.

Version
Idioma Espafiol
INVESTIGADOR (DOCTOR DEL ESTUDIO) Dr. Juan C Lopez Alvarenga

DIRECCION DEL (OS) CENTRO (S) DE ESTUDIO: HOSPITAL GENERAL DE MEXICO
O.D. DR. BALMIS 148, DOCTORES C.P. 06726

NUMERO DE TELEFONO EN HORAS DE
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2789 2000 EXT.1353

50043842

OFICINA Y DESPUES DE HORAS HABILES:
Participacion

Se le estd invitando a usted a participar en un estudio de investigacion. Su elegibilidad
para participar en el estudio estd sujeta a los procedimientos de seleccion descritos a
continuacién y a otros criterios de elegibilidad. Antes de que usted participe en este
estudio, es importante que usted comprenda lo que involucra el estudio. Por favor lea
cuidadosamente esta informacion y pregunte todo lo que no entienda, con gusto
responderemos a sus inquietudes. Un comité de Etica independiente ha revisado los

objetivos y la conduccion de este estudio y lo ha aprobado.
Objetivo del Estudio

La obesidad es un problema grave en el pais, y empieza desde edad muy temprana.
Ademas, otras enfermedades comunes en México, como la diabetes, obesidad, o habitos
como la ingestion de alcohol pueden aumentar la posibilidad de padecer o modificar el

curso de la enfermedad.

En este estudio buscamos conocer la frecuencia de hepatitis B y C, ademas de si padece

de otras enfermedades cronicas que modifiquen a la enfermedad.

Para lograr esta meta se le entrevistara, llenara un cuestionario y tomaremos examenes
de sangre para verificar si tiene el virus de hepatitis B y C, ademas de conocer la
concentracion de azucar (glucosa), grasas en sangre y algunas pruebas para conocer

cémo funciona su higado.

Numero Aproximado de Participantes y la Duracion Esperada de su Participacion

en el Estudio.
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Solo podremos incluir a 260 personas que voluntariamente quieran participar en este
estudio.

Procedimientos del Estudio

Antes de llenar cualquier cuestionario o de tomarle las muestras de sangre debera leer y

firmar este consentimiento informado.

Luego llenara un cuestionario, se le registrara el peso, la talla, lectura de presion arterial,

la circunferencia de cadera y circunferencia de cintura.

Posteriormente se le tomard una muestra de 15 ml sangre para hacer pruebas bioquimicas
gue mediran si tiene anemia, el grado de inflamaciéon que presenta. Se le dejara un
pequefio catéter para tomar otras muestras de sangre y que no se le den mas piquetes.
Luego se le dara un vaso de agua con azucar que se conoce como glucosa, tiene un sabor
dulce, que debera beberlo en menos de 5 minutos. Se tomara cuatro muestras de sangre

mas de 3 ml cada una para medir el azucar e insulina en la sangre.

Finalmente, se le hara un ultrasonido del cuello para ver qué tan rigidas estan sus arterias.
Ademas, se le colocara un tensidometro en el brazo lo que le apretara durante 3 minutos,
esto puede causar una ligera incomodidad, luego se le liberara del tensiometro y se medira
con ultrasonido en dos ocasiones coOmo se recupera el paso de sangre por el brazo. Esto

no le ocasionara ningun problema posterior.

Nada de esto tiene costo para usted.

Esperamos que escriba claramente la forma de localizarlo en caso de que alguno de los

examenes saliera anormal.

Esperamos que usted pueda (estas son sus responsabilidades):

Proporcionar la informacion solicitada de forma veraz y completa

Asegurarse que los datos de localizacién que nos dé sean correctos.

99



Riesgos y posibles reacciones adversas

Muestra Sanguinea

La muestra sanguinea es un procedimiento de diagndstico comunmente utilizado. La
cantidad de sangre extraida no tiene ningun riesgo importante para su salud. Existe la
posibilidad de un pequefio moretén por la toma de la muestra.

Beneficios

Ninguno de estos estudios tiene costo alguno para usted. En caso de que detectemos
algun problema con los examenes se le localizara y se le orientard para que asista al

Hospital General de México.

Compensacion por Lesiones

Si sufre un dafo directo producido por la toma de muestra en la investigacion, debera
comunicarse inmediatamente con el: Dr. Juan Carlos Lépez Alvarenga, la Dra. América

Arroyo.

Teléfono: 50043842

Cualquier Pago Prorrateado

Usted no recibira ninguna compensacion monetaria por su participacion en este estudio.

Gastos Anticipados

Usted recibira reembolso en forma de viaticos por los gastos causados por su arribo al

hospital.

Participacion Voluntaria/ Retiro del Estudio
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Su participacion en este estudio es completamente voluntaria, y aunque usted decida
participar, es libre de dejar el estudio en cualquier momento sin proporcionar razén alguna.

Esto no afectara su tratamiento médico futuro en ninguna forma.

Permiso para la Revision de los Registros, Confidencialidad y Acceso a los

Registros

Todos los datos recolectados seran mantenidos en forma confidencial y seran utilizados
para la evaluacion del estudio, ademas pueden ser utilizados en el futuro en estudios
relacionados o en otros estudios. Los datos seran sometidos a las autoridades de salud
para propoésitos de registro. Los miembros de las autoridades de salud y el comité de Etica,
Comité de Revision Institucional u otras personas requeridas por la ley podran revisar los
datos proporcionados. Estos datos también se podran utilizar en las publicaciones acerca

de este tema.

En ningdn momento su identidad, incluyendo su nombre o identidad seran revelados en
ninguna compilacion, reporte del estudio o publicacion, inicamente personas autorizadas

tendran acceso a la lista.

Usted tiene derecho a obtener cualquier informacion inicial y actualizada acerca de los
datos registrados, asi como el derecho de requerir correcciones de los errores de acuerdo
con las leyes y procedimientos locales. Esta informacion también podra ser enviada a su

médico de atencidn primaria, si asi lo desea.

Si usted esta de acuerdo, su médico personal sera informado de su participacion en el

estudio.
13) Preguntas/Informacién

a) Si usted o su representante tienen alguna pregunta con respecto al estudio o en el caso

de lesiones relacionadas al estudio, usted debe contactar a sus médicos del estudio:

Dra. América Arroyo [Teléfono 500043842].
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Si usted o su representante tienen alguna pregunta con respecto a sus derechos como

paciente en relacion con el estudio, usted debe contactar.

REPRESENTANTE DEL COMITE: DRA. Estela Garcia

CENTRO/HOSPITAL DEL ESTUDIO: HOSPITAL GENERAL DE MEXICO O.D.

BALMIS 148, DOCTORES, CP 06726,

MEXICO D.F.

NUMERO DE TELEFONO 27892000 ext. 1164

Firmas de Consentimiento

Favor de leer esta seccion cuidadosamente y si esta de acuerdo por favor imprima su

firmay la fecha en la parte inferior de la pagina.

Se me han proporcionado los detalles de los efectos secundarios y 0s riesgos conocidos

y esperados del procedimiento del estudio que yo puedo recibir

Entiendo que tengo la libertad de aceptar o rehusar participar en cualquier momento sin
necesidad de proporcionar razén alguna. Mi decision de aceptar o rehusar mi participacion
no tendra ningun efecto sobre la continuacion de mi tratamiento. Conservaré todos mis

derechos.

Estoy de acuerdo en que los datos recolectados para el estudio seran utilizados para el

propdsito descrito anteriormente, incluyendo la transferencia de datos.
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Estoy de acuerdo que el acceso directo a mis registros médicos sera proporcionado a las
personas autorizadas, asi como a las autoridades nacionales, Comité de Etica y Comité

de Revisién Institucional.

Entiendo que los registros de mi estudio pueden ser enviados a mi Médico de Atencion

Primaria, si se lo solicito a mi médico del estudio

No perderé ninguno de los derechos que tengo bajo la ley local, firmando y fechando este

formato

He leido y entiendo la informacién presentada en este formato de Consentimiento
Informado. Se me ha proporcionado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis

preguntas han sido respondidas

Recibiré una copia firmada y fechada de este formato de Consentimiento Informado

FIRMA
ACEPTO LIBREMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO

Debe firmarse simultdneamente, (esto es la misma fecha), por todas las partes:

Nombre del sujeto Firma Fecha
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Anexo 2. Criterios de inclusién y exclusion para los donadores del

Hospital General de México

Criterios de inclusion.

1) Que los padres o el tutor firmen un consentimiento informado respecto a los objetivos
del estudio.

2) Que el nifio exprese verbalmente en frente del investigador y los testigos su disposicién
de participar en el estudio.

3) Ambos sexos y con edad entre 8 y 12 afios (Etapa 1), en el caso de los adultos debera
tener edad entre 25 y 45 afos.

4) IMC dentro de los percentiles 40 y 95 de las tablas del CDC. En el caso de los adultos
entre 20 y 35.

Criterios de exclusion.

1) Mujeres a) en periodo de lactancia, b) embarazadas, d) que utilicen anticonceptivos
orales, anticonceptivos implantados o inyectables, parches de estrégenos.

2) Cirugia gastrointestinal que altere la absorcion de la glucosa: v.gr. gastroplastia para
reduccion de peso, banda gastrica.

3) Trabajadores nocturnos que hubieran modificado el ciclo dia-noche y cuyo trabajo
incluya desde media noche hasta las 4:00 a.m.

4) Hipertension arterial.

5) Historia clinica de insuficiencia renal, cardiaca, hepatica.

6) Presencia de arritmias relevantes como fibrilacion auricular, flutter, taquicardia
ventricular.

7) Pacientes con diagnostico de diabetes.

8) Historia de drogadiccion o dependencia de alcohol dentro de los dltimos 6 meses.

9) Obesidad de origen monogénico.

10) Utilizacion de corticosteroides.

11)Condiciones que se sabe se asocian a modificacion de la antropometria como
hipotiroidismo, acromegalia, amputacién de algin miembro.

9) Cualquier condicion clinica que, en opinion del investigador, podria interferir con los

criterios de estudio.
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Anexo 3. Consentimiento informado del Hospital de Ciencias Médicas

y Nutricién “Salvador Zubiran”

o=, INS. NACIONAL DE CIENCIAR)
e oy MEDICAS ¥ NUTRICION 1
\ 1" SALVADOR 2UDIRAS |

STiITuTo DE
ENCIAS MEDIcas

NUTRICION
\LVADOR ZUBIRAN

-8 ABR 2015 ;

COMITE DE ETica |
EN INVESTIGACION
ION “SALVADOR

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y N
ZUBIRAN"

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
VERSION 26 DE MARZO DE 2015

Titulo del proyecto:

Efecto de la cirugia bariatrica sobre la composicién de la microbiota ¥ su relacién
con la reduccién de peso Yy comorbilidades.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO
Estimado Sr. (a)

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién realiza un proyecto de investigacién
dentro del Programa de Cirugia Bariatrica con el objetivo de conocer los cambios que
ocurren en la microfiora intestinal (microbiota) después de la cirugia bariatrica y cémo esto
se asocia con la reduccion del peso y los cambios en el metabolismo de |a glucosa y los
lipidos sanguineos.

A quienes acepten participar en el proyecto se les solicitara la oblencién de muestras
fecales dentro de los dos dias previos a la realizacion de la derivacion gastroyeyunal
(DGY) y una toma de sangre para el analisis de acidos biliares. Los pau‘,qhs seran
seguidos en el primer afio después de |a cirugia en dos periodos trimestrales mudflmente
y posteriormente a los seis meses para la determinacion del perfil antropométrico y el
perfil metabdlico. En cada visita se evaluaran varios factores gue influyen en el éxito de la
cirugia, incluyendo comorbilidades, conducta alimentaria y wld fiuiu por medio de
entrevista médica, psicoldgica y nutricional. Un afio posterior a la cirugia se obtendran
nuevamente muestras fecales para la extraccion y analisis de la microbiota y una muestra
de sangre para el andlisis de los acidos biliares. Se extraera RNA y DNA de las muestras
fecales y se realizaran estudios moleculares de las mismas. Se analizara el erfecto de la
Mndepmdnpuudeunnﬂombu la composicién de la microbiota y si estos

mmmlﬂnﬂmmohewnnladonadoswnunandueda\uitoudelpeso{porb

Avenida Vas irirgico). También se evaluara la relacién de los cambios en la

Quiraga Nqmens 20% del peso preq
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Cédigo Postal 14080
Tel. (52)54870900
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¥ NUTRICIdnasa gra : :
SALVADOR ZUBIRAN - O ooa corporaly la masa libre de masa (musculo y huesc) del cuerpo

Este conocimiento puede generar estrategias de tratamiento que mejoren la respuesta al

!ratamignlo f:!.e la obesidad, ya que en Ia actualidad existen Intervenciones aprobadas para
la modificacion de la microfiora intestinal

Dichos estudios no implicaran ningun costo para usted

Beneficios: Usted no recibira un beneficio directo por su paricipacidn en el estudio, sin
embargo si usted acepta participar, estard colaborande con las instiuciones ya
mencionadas para poder proporcionar un mejor tratamients para la chesidad

Confidencialidad: Toda Iz infermacion que usled nos proporcione para el estudub sera de
caracter estrictamente confidencial, serd utilizadz dnicamenie por €l equipo de
investigacion del proyecto y no estarz disponible para ningln otro propésito Usted
quedara identificado(a) con un numers y nc con su nombre. Los resultados de este
estudio seran publicados con fines cientificos. pero se presenarédn de tal manera que no
podra ser identificado.

Riesgos potenciales/compensacion: Este es un estudic min nesgo polencial para usted
Si la obtencion de las muestras de matenz fecal le proveca zigunz molestia (se
proporciona un contenedor para que & pacenies deposde lz muestrz y entregue €l
contenedor al personal médico), tiene el derscho de no repelyr su realizacion Usted no
recibird ningin pago por panicipar en el estwudic y tampocs mplicarz zlgin coslo para
usted.

Participacién voluntarialretiro: Lz parcgpscdn en esie estudc es absolutamente
voluntaria. Usted estd en plena liber=d ce regarse 2 paricpar © de retirar su
participacion del mismo en cualquier momenis. Su decsitn de paricipar © O no panicipar
no afectara de ninguna manerz |2 formz cimo e v=an en & insituic Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion.

Datos de contacto: Si usted fiene Slguns gregums CoTEMENT O preocupacion con
respecto al proyecto le vamos 2 dejar una f=netz or (@ informacion de tz2 investigadora
responsable del estudio (Drz. Marceia Rodriguez Fiores 1 54570900, ext 5535 5534)
Asimismo, ﬂmmmmwummmwe

munmmmmbmmmxmpmwtcméu
Etica en Investigacion del INNSZ (Dr Amus Galimac Frage Teeiono 54870800 ext

6101)

Avenida Vasco de
Quirega No. 15
Loalonia Belisario
Domingues Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Lodigo Postal 14080
México, Distrito Federal
fel. (52)54870%00
AWwW ingmnsz mx
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INSTITUTO NACIO| -
N CiAG N E;?(%LARA CION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

™ INS. NACIONAL DE CIENCIAR
MEDICAS ¥ NUTRICION
YSALVADNOR ZUNTRAN

- ABR 7018

COMITE DE ETICA
EN INVESTIGACION

estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acugrdc en paricipar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han

sido explicados a mi entera satisfaccion.

Es‘toy de acuerc!c en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas (sangre y tejido
adiposo subcutaneo) para ser ulilizadas en éste esludio. Asi mismo, mi informacion

médica y biologica podra ser utilizada con los mismos fines.

:ucauo:; : ; l;;ql*-la‘tleit_:lcu con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que
EABnido y todas me han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el
proyeclo requiere colectar informacién adicional o si encuentran informacién relevante
para mi salud. Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este
consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

Avenida Vasco de
Quiroga Nogl5s
Colonia Belisyfio
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

¢Ha leido y entendido la forma de consentimiento informado, en su
lenguaje materno?

4 Ha tenido la
esludio?

oportunidad de hacer preguntas y de discutir este

¢ Ha recibido usted respuestas satisfaclorias a todas sus preguntas?

¢ Ha recibido suficiente informacién acerca del estudio y ha tenido el
tiempo suficiente para tomar la decision?

¢ Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es libre de

suspender su

participacién en este estudio en cualquier momento sin

tener que justificar su decisién y sin que esto afecte su atencion
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma

tenga derecho?

Si aplica :¢ Autoriza se dé acceso

estudio de investigacién y para propésitos regulatorios a agencias
gubernamentales de la salud en México y posiblemente otras
agencias gubernamentales de la salud en otros paises en donde se
pueda considerar al farmaco en estudio para |a aprobacion de su

comercializacion?

(Entiende los
desconocidos,

posibles riesgos, algunos de los cuales son aun
de participar en este estudio?
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si
(marque
por
favor)

O

o
O
O
O

a sus registros médicos para este m]

NO
(marque
por
favor)

a

a
|
o
o
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INSTITUTO NACIONAL DE COMITE DE ETica | :
CIENCIAS MEDI%AS EN INVESTIGACION S NG
Y NUTRICION :
SALVADOR ZUBIRAN g::rque Lr::rque
favor) favor)
h.  ¢Entiende gque puede no recibir algin beneficio directo al participar O 0
en este estudio?
i. ¢ Ha discutido usted ofras opciones de tratamiento con el médico O O
participante en el estudio y entiende usted que otras opciones de
fratamiento estan a su disposicién?
i ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O
legales a los que es acreedor de ofra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?
k.  iEntiende que el medico participante en el estudio puede retirarlo del O O
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que Usted no cumplié
con los requerimientos del estudio o si el médico participante en el
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés?
I Si aplica; Entiende que el estudio puede ser suspendido por el O O
patrocinador del estudio en cualquier momento?
m. ¢ Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta O o
Forma de Consentimiento, para sus registros personales?
Declaracion del paciente: Yo,

declaro que
es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado
que puedo negarme a participar o terminar mi participacién en cualquier momento del
estudio sin que sufra penalidad alguna o peérdida de beneficios. Si suspendo mi
participacion, recibiré el tratamiento meédico habitual al que tengo derecho en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré
perjuicio en mi atencién médica o en futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar
informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi
participacién en el estudio. Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en
contacto la Dra. Marcela Rodriguez Flores en el INCMNSZ (teléfono: 5487 0900 ext:
5532, 5534, 5535). Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como paricipante en
el estudio, puede hablar con el coordinador del Comité de Etica en Investigacién del
Instituto (Dr. Arturo Galindo Fraga. Teléfono: 54870900 ext 6101). Todas las pregunias
han sido respondidas a mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de

este consentimiento informado.

Avenida Vasco de
Quiroega No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccitn XV
Delegacion Tlalpan
Cédigo Fostal 14080
México, Distrito Federal
Tel, (52)54870900
www. incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE R ABR 2015
CIENCIAS MEDICAS C
Y NUTRICION OwitTg p
SALVADOR ZUBIRAN EN Iy ETica
% 16K
—
Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
Cologue su huella digital si no sabe escribir
Nombre del representante legal Firma del representante legal Fecha
(si aplica)
Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha

que explico el documento

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVI
Delegacion Tlalpan
Cadigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.inemnsz.mx
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INSTITUTO MACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

iMuchas gracias por su participacion’

INFORMACION DE LA INVESTIGADORA RESPONSABLE DEL ESTUDIO:

Dra. Marcelz Rodriguez Flores

Clinica de Obesidad y Trastornos de lz Conductia Alimentaria
Instituto Nacionza! de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran®
Teléfono: 55 5487 0900, ext. 5535, 5534

Correo electronico: chelorf76@yanco.com

DATOS DEL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION:

Dr. Arturo Galindo Fraga

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran®

Teléfono: 55 54870 900 ext. 6101

Avenida Vasco de
Quirega No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Méxica, Distrito Federal
Tel. [52)54870500
www.incmnsz.mx
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Anexo 4. Estrategia de gating para la cohorte de obesos y eutroficos
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Anexo 6. Activacion de linfocitos T CD8+ en adultos

80- ns
+ I e FEutrdficos
3 * Ob
150, o esos
0O 60-
Q
+ ™
X 40-
<
T 20- ns ¢
= | | o °
u-_d-_,_a.!-—lﬁl_._di-_
TEM TEMRA

No existe diferencia significativa entre eutréficos y obesos en cuanto a la activacion de células Tem Y Temra
CD8+
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Anexo 7. Activacion de linfocitos T CD4+ en nifos

80- ns
+ I e FEutrdficos
3 * Ob
150, o esos
0O 60-
Q
+ ™
X 40-
<
T 20- ns ¢
= | | o °
u-_d-_,_a.!-—lﬁl_._di-_
TEM TEMRA

No existe diferencia significativa entre eutréficos y obesos en cuanto a la activacion de células Tem Y Temra
CD4+ en nifios
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Anexo 8. Activacion en linfocitos T CD8+ de nifios

20+ ns e Eutroficos
.l o Obesos
15 n e

% HLADR+ CD38+

T TCM TEM TEMRA TNaive

No existe diferencia significativa entre eutréficos y obesos en cuanto a la activacion de células T CD8+ y
todas sus subpoblaciones.
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