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Resumen

La obesidad se encuentra entre los problemas de salud méas graves, tiene una prevalencia
en México en adultos del 33.3%. Estudios tanto en humanos, como aquellos llevados a
cabo en animales de experimentacion, han demostrado que la obesidad esta fuertemente
asociada con el desarrollo y el agravamiento de la hipertension arterial (HTA), entidad

conocida como hipertension relacionada a obesidad.

La HTA es el principal factor de riesgo para presentar enfermedades cardiovasculares; la
prevalencia de HTA en nuestro pais es de 31.5%, la cual se incrementa en pacientes con
obesidad al 42.3%. Lo anterior pudiera ser secundario a que el tejido adiposo es critico en
la produccion y secrecién patologica de adipocitocinas, las cuales se ha sugerido que
desempefian un rol en el desarrollo de la hipertension relacionada con la obesidad; entre
estas adipocitocinas se encuentra la leptina y la adiponectina. Estudios en modelos de
roedores, han descrito que el incremento cronico de las concentraciones plasmaticas de
leptina (Que son comparables a las encontradas en la obesidad) causa un aumento de la
presion arterial. En relacion a la adiponectina, en un estudio realizado en ratones con
obesidad severa se observé que las concentraciones disminuidas de adiponectina se

asocian a valores elevados de presion arterial.

Con base en lo anterior y debido a que no todos los individuos con obesidad presentan
HTA, el objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de leptina, adiponectina y sus
receptores en tejido adiposo por medio de RT-PCR cuantitativa, asi como analizar las
concentraciones de estas adipocitocinas por medio del método de ELISA, en el suero de
las mujeres en estudio. Se tratd de un estudio de casos y controles. El grupo de los casos
(N=25) estuvo conformado por individuos con obesidad grado 3 e HTA. El grupo de los

controles estuvo (N=25) conformado por individuos con obesidad grado 3 sin HTA.

En relacion a los resultados obtenidos no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos evaluados al analizar la expresion de leptina, adiponectina y sus receptores, en los
tejidos adiposos subcutaneo (LEP, LEPR, ADIPOQ y ADIPOR1/2) y visceral (ADIPOQ y
ADIPOR1/2).

Se lograron evaluar satisfactoriamente las concentraciones de leptina y adiponectina en
suero, asi como la expresion de los genes de leptina, adiponectina y sus respectivos
receptores, en el tejido adiposo subcutaneo y visceral, de mujeres con obesidad grado 3,

cony sin HTA.



Abreviaturas

ACE
Ang I
HTA
IMC
NO
OMS
PA
SRAA
T.A.

Enzima convertidora de angiotensina
Angiotensina Il

Hipertension arterial

indice de masa corporal

Oxido Nitrico

Organizacion Mundial de la Salud
Presion arterial

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

Tejido adiposo



1.0 Introduccién

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define al sobrepeso y a la obesidad
como la acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo. En los adultos, se utiliza
el indice de masa corporal (IMC), como un indicador simple de la relacion entre el
peso y la talla para agrupar a los individuos en peso normal, con sobrepeso o con
obesidad. En la tabla 1, se puede observar la clasificacion de la OMS del IMC para
rango normal, sobrepeso y obesidad (clase 1, 2y 3).

Se considera a la obesidad un problema de salud serio tanto en los paises
desarrollados como en los que se encuentran en vias de desarrollo, ya que un billon
de personas presenta sobrepeso u obesidad, haciendo de esto, una epidemia
global. En México, la dltima Encuesta Nacional de Salud demostré una prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad de aproximadamente el 72% y casi una tercera
parte, presenta obesidad; ademas de que un tercio de los jovenes mexicanos
también la presentan, por lo que la cifra de esta patologia se ha triplicado desde

hace 10 afos (1).

Los datos epidemiolégicos indican que la prevalencia de obesidad empezd a
incrementarse aproximadamente hace 40 afos; las causas de esta epidemia son
adjudicadas principalmente a dos factores: la combinacion entre la disminucion en
la actividad fisica y la sobre alimentacién; sin embargo se ha sugerido que diversos
factores adicionales contribuyen a esto, como es la falta de suefio, disruptores
enddcrinos y efectos intrauterinos(1).

Los estudios epidemiolégicos han demostrado que la obesidad se asocia con el
aumento en el riesgo de desarrollar diversas enfermedades, entre las que se

encuentra la hipertension(2).



Tabla 1. Clasificacion de la OMS para el IMC

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Rango normal 18.50 - 24.99
Sobrepeso 25.00- 29.99
Obesidad 230.00
Obesidad clase 1 30.00 - 34.99
Obesidad clase 2 35.00 - 39.99
Obesidad clase 3 240.00

1.1Hipertension arterial

La OMS define a la hipertension arterial (HTA) como un trastorno en el que los vasos
sanguineos tienen una presion persistentemente alta. La presion arterial es la fuerza
que ejerce la sangre contra las paredes de las arterias al ser bombeada por el
corazon, cuanto mas alta es la tensién, mas esfuerzo tiene que realizar el corazén

para bombear.

En la tabla 2 se presenta la clasificacion de la OMS para la tension arterial sistolica

y diastélica, agrupado de acuerdo al nivel 6ptimo, normal, normal alta e hipertension.

El sobrepeso y la obesidad se han asociado con una larga lista de entidades
patolégicas como es la HTA. Se ha descrito que la prevalencia de la HTA se
incrementa de acuerdo a la relacion lineal entre el IMC y la presion arterial (PA) y
se ha estimado que el riesgo de desarrollar hipertensién aumenta de 20-30% por
cada 5% de incremento en la ganancia de peso. Asimismo, se considera a la HTA
como el principal factor de riesgo para presentar enfermedades cardiovasculares,
las cuales son la segunda causa de muerte en México, siendo la prevalencia de
ésta, en nuestro pais, del 31.5% y se incrementa en los individuos con obesidad al
42.3% (1).



De tal forma, que el mantener el IMC <25 kg/m? se considera una medida efectiva
en la prevencion primaria de la hipertension, ya que la pérdida de peso reduce la

PA en la mayoria de los sujetos hipertensos.

El desarrollo de hipertension en los individuos con obesidad es dependiente de
multiples interacciones entre los que se encuentran factores ambientales, genéticos

y epigenéticos (1).

Tabla 2. Clasificacion de OMS para la presion arterial

Categoria Presion sistélica Presién diastdlica
Nivel 6ptimo <120 mmHg < 80 mmHg
Normal 120-129 mmHg 80-84 mmHg
Normal alta 130 a 139 mmHg 85-89 mmHg
Hipertension 140-159 mmHg 90-99 mmHg

1.2 Regulacion de la presion arterial

En un estado fisiolégico sano, la presion de la sangre arterial esta regulada por el
volumen sanguineo, la resistencia vascular periférica total, y la frecuencia cardiaca,
variables que estan reguladas por diversos mecanismos de control por retroaccién
negativa para mantener la homeostasis. La presion arterial aumenta y disminuye

conforme el corazén pasa por la sistole y la diastole (1).

La resistencia al flujo en el sistema arterial es mayor en las arteriolas porque estos
vasos son los de menor didmetro, asi, las variaciones del diametro de las arteriolas
como resultado de vasoconstriccién y vasodilatacién afectan el flujo sanguineo a

través de capilares y, de modo simultaneo, la presion arterial “torrente arriba” desde
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los capilares. De esta manera, un incremento de la resistencia vascular periférica
total debido a vasoconstriccion de arteriolas puede aumentar la presion arterial. La
PA también puede aumentar por un incremento del gasto cardiaco (volumen de
sangre bombeado por minuto por cada ventriculo). Esto puede deberse a aumentos
de la frecuencia cardiaca o del volumen sistolico que, a su vez, son afectados por
otros factores. De este modo, las variables de mayor importancia que afectan la
presion arterial son la frecuencia cardiaca, el volumen sistolico (determinado
principalmente por el volumen sanguineo), y la resistencia periférica total. Un
aumento de cualquiera de estas, si no se compensa con una disminucion de otra

variable, originara presion arterial aumentada (45).

La presién arterial puede ser regulada por los rifiones, que controlan el volumen de
sangre y, asi, el volumen sistélico, y por el sistema simpético-suprarrenal. El
incremento de la actividad del sistema simpatico-suprarrenal puede aumentar la
presion arterial al estimular la vasoconstriccion de las arteriolas (lo que aumenta la
resistencia periférica total) y al promover un gasto cardiaco aumentado. La
estimulacién simpética también puede afectar el volumen sanguineo de manera
indirecta, al estimular la constriccion de vasos sanguineos renales y, asi, reducir la

produccion de orina (45).

La regulacion de volumen sanguineo por los rifiones, se lleva acabo principalmente
por medio de la hormona antidiurética (ADH) o vasopresina, la aldosterona, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona y el péptido natriurético auricular. La
concentracion de estas hormonas varia de acuerdo a la osmolalidad plasmética, la
necesidad de resorcién y retencion de sales y agua, y la presion arterial (3).

Para que la presion arterial se mantenga dentro de los limites normales, se
necesitan receptores especializados llamados baroreceptores, los cuales son
receptores de distencion ubicados en el arco adrtico y los senos carotideos, a su
vez el centro de control vasomotor en el bulbo raquideo regula el grado de
vasoconstriccion/vasodilatacion y, por ende, ayuda a regular la resistencia periférica

total. El reflejo baroreceptor ayuda a mantener la presion arterial normal latido a
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latido (los rifiones se encargan de la regulacion de la PA a plazo mas largo, mediante

regulacion del volumen sanguineo) (3).

En la hipertension esencial la presion arterial es directamente proporcional al gasto

cardiaco y la resistencia periférica total, una de éstos o ambos, debe estar elevado.

1.3Tejido adiposo y adipocinas

El tejido adiposo es una variedad especializada de tejido conjuntivo, que se
encuentra conformado entre otros, por un grupo de células denominadas adipocitos;
éstas, almacenan triglicéridos, los cuales son considerados como la fuente de

reserva de energia quimica mas importante de un organismo animal (4).

El tejido adiposo blanco tiene diversas funciones, entre las que se incluyen el
almacenamiento de triglicéridos, los cuales se depositan en los adipocitos bajo
condiciones de exceso de calorias y los libera durante periodos de ayuno,
termorregulacion y proteccion mecanica a los 6rganos. El equilibrio, entre el

depdsito y la movilizacién de los triglicéridos tiene un control nervioso y hormonal
(3).

El tejido adiposo es considerado un 6rgano enddécrino debido a que sintetiza y
secreta diversas hormonas, conocidas como adipocinas, asi como factores de
crecimiento. Es importante mencionar que el secretoma de adipocinas varia entre
hombres y mujeres, debido a que existe una regulacion dependiente de hormonas;
ademas de que las mujeres en comparacion con los hombres, tienen un mayor
porcentaje de tejido adiposo y esté se encuentra distribuido de manera diferente en
el cuerpo. A su vez existen dos tipos de tejido adiposo blanco, el tejido adiposo
subcutaneo (debajo de la piel) y el tejido adiposo visceral (mesentéricos y epiplon

mayor) (5).

Los depdésitos de tejido adiposo subcutdneo (TAS), justo por debajo de la piel,
almacenan aproximadamente del 80-90% del tejido adiposo total, principalmente en
la region abdominal (alrededor de la cintura), subcapsular (en la espalda alta), area
gluteal y femoral (muslos). Este tejido adiposo subcutaneo tiene un perfil
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morfolégico y metabdlico diferente y presenta diferencias en tamafio y funcion

dependiente del sexo, en comparacion al tejido adiposo visceral.

Los depdésitos intraabdominales incluyen los tejidos adiposos viscerales (TAV). Los
TAVs son del 6-20% del tejido adiposo total, con porcentajes mas elevados en
hombres en comparacion con las mujeres. Con el mismo IMC, las mujeres
presentan aproximadamente 10 por ciento mas tejido adiposo en comparacion a los
hombres; de igual forma, presentan una mayor cantidad de TAS tanto en la regién
abdominal como en el area gluteofemoral. Al mismo tiempo las mujeres se
caracterizan por una menor cantidad de tejido adiposo intraabdominal/visceral. Se
cree que esta distribucion diferencial del tejido adiposo entre hombres y mujeres es
debida principalmente a la concentracidén de estrégenos, ya que diversos estudios,
revelan que el TAV aumenta en las mujeres durante la transicion hacia la
menopausia, secundario a la disminucién en la concentracion de estrogenos. Algo
similar ocurre con los hombres de edad avanzada, en donde la concentracion de

testosterona declina con la edad y el TAV se incrementa (5).

De manera general las adipocinas contribuyen a la regulacion del apetito y de la
saciedad, la distribucion de la grasa, la secrecion y sensibilidad a la insulina, el gasto
energético, la funcién endotelial, la inflamacion, la presiéon arterial, asi como la

homeostasis.

En el tejido adiposo, las adipocinas modulan la adipogénesis, la migracion de
células del sistema inmune, el metabolismo y la funcién de los adipocitos. A nivel
sistémico, éstas regulan o modulan diferentes procesos bioldgicos en sus érganos
blancos, incluyendo el cerebro, el higado, el musculo, el tejido vascular, el corazén
y el pancreas. Sin embargo, en los sujetos con obesidad existe una disrupcién en la
sintesis de proteinas debido a un estrés del reticulo endoplasmico, por lo que se
genera un desequilibrio en la produccién y secrecion de estas adipocinas, las cuales
se ha sugerido que desempefian un rol en el desarrollo de la hipertensiéon

relacionada con la obesidad; entre éstas se encuentra la leptina y la adiponectina

(6)(7).
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l.4Leptina

La leptina, es una hormona perteneciente a la familia de adipocinas, que es
secretada en forma abundante por los adipocitos maduros y secretada a la
circulacién en su forma activa, de esta manera circula tanto en forma libre como
unida a su receptor. Ademas, la concentracion de leptina circulante es directamente

proporcional a la cantidad de tejido adiposo.

El gen de la leptina (LEP) se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 (7932) y
codifica para una proteina de 147 aminoacidos, con un peso molecular de 19 kD.
La expresion y/o secrecion de leptina se puede ver influida por los estrégenos y su

funcidn la lleva a cabo al unirse a su receptor de leptina (8).

El receptor de leptina es codificado por el gen LEPR, ubicado en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p31.3), esta conformado por 24 exones y codifica para una proteina
que pertenece a la familia gp130 de los receptores de citocinas, conocidos por
estimular la transcripcién de genes via la activacion de proteinas STAT citosolicas.
Se han descrito al menos 2 isoformas del LEPR generadas por “splicing” alternativo:
la isoforma larga (transmembranal) y la corta (soluble), la diferencia entre ellas es
que la isoforma larga presenta 2 dominios transmembranales, mientras que la
isoforma corta se ancla Unicamente a la parte externa de la membrana celular. La
isoforma corta (soluble) esta distribuida en diversos tejidos y la isoforma larga es
expresada principalmente en el hipotalamo; esta ultima es la mas estudiada, ya que

se ha descrito que es a través de ella, que la leptina lleva a cabo sus funciones (7).

La leptina circulante tiene efectos centrales y periféricos, ya que al unirse a LEPR
ejerce su funcion como parte de una via de sefalizacion que inhibe la ingesta de
alimentos y/o regula el gasto energético para mantener en equilibrio el tejido
adiposo. La leptina circulante atraviesa la barrera hematoencefalica y se une a
LEPR en el hipotalamo, activando la via JAK (Janus-activated kinase)- STAT (signal
transducers and activators of transcription) (9). Por lo que la leptina en el hipotalamo,
incrementa y disminuye la sintesis de péptidos anorexigénicos y orexigénicos
respectivamente, dando como resultado una reduccion del apetito, por lo que se ha

tratado de usar la leptina como terapia en la pérdida de peso al administrarse de
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manera recombinante, pero se ha encontrado una reduccion en su efecto debido al
desarrollo de resistencia central o tolerancia en individuos con obesidad con

concentraciones ya elevadas de esta hormona (10).

De igual forma, la leptina tiene diversas funciones endocrinas y estéa involucrada en
la regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, hematopoyesis, angiogénesis,

etc.

En forma importante, son diversas las evidencias que apoyan el rol de la leptina en
la regulacién de la presion arterial. La hiperleptinemia promueve la remodelacion
cardiovascular, principalmente al incrementar la actividad del sistema nervioso
simpético; a su vez, la concentracion aumentada de leptina puede predecir el
desarrollo de hipertension, debido a un incremento en la actividad del SNS,

independientemente del IMC y de la resistencia a la insulina(11).

Desde una perspectiva tanto fisiologica como patoldgica, cambios en la PA
involucran contribuciones periféricas, asi como neuronales. Se ha descrito que la
leptina incrementa la PA cuando se administra de manera crénica en el SNC (12),
estudios clinicos y epidemioldgicos realizados en humanos han demostrado que la
leptina tiene influencia sobre la actividad nerviosa simpética; en donde la
sobreactividad simpatica y las elevadas concentraciones plasmaticas de leptina e

insulina han sido asociados a la hipertension relacionada a la obesidad (13).

Por otra parte, los diversos estudios llevados a cabo en roedores, han demostrado
gue el incremento en la concentracion de leptina debido a la obesidad inducida por
la dieta, lleva a un aumento en la presion arterial, un efecto que no se presenta en
animales deficientes en leptina o en su receptor (14). De igual forma, los ratones
con obesidad inducida por la dieta y con concentraciones aumentadas de leptina,
presentan un aumento del ritmo cardiaco y de la PA, y que el bloquear las acciones
de la leptina revierte estos efectos, via circuitos neuronales originados en el

hipotalamo (15).

Asimismo, se ha descrito en humanos que mutaciones en el gen de leptina o en su

receptor que se traduce en una pérdida de la funcion de la proteina, tienen una
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presion arterial mas baja, independientemente de presentar obesidad (14). También
se ha sugerido que algunos polimorfismos de un sdélo nucleétido (SNPs) en los
genes de leptina (G2548A) y su receptor (Q223R y K109R), llevan a presentar
cambios en la expresion y funcién, podrian influir en un aumento de la presiéon
arterial(16).

Por otro lado, se ha visto que la obesidad se caracteriza por la presencia de
hiperleptinemia e hiperaldosteronismo, y que una disminucién en ambos se observa
con la pérdida de peso, sugiriendo una posible interaccién entre estas dos
hormonas. De hecho, recientemente se ha demostrado que leptina es un importante

factor estimulante para la secrecion de aldosterona por parte del tejido adiposo(17).

1.5 Adiponectina

La adiponectina en una hormona peptidica producida casi exclusivamente por los
adipocitos, que esta codificada por el gen ADIPOQ, ubicado en el brazo largo de
cromosoma 3 (3g27.3) y codifica para una proteina constituida de 244 aminoéacidos
con un peso molecular de 30 kDa. La proteina ADIPOQ tiene una estructura
cuaternaria al formar homomultimeros, formados de trimeros, hexameros y
multimeros (12-18). Los trimeros (adiponectina de bajo peso molecular, LMW por
sus siglas en inglés) estan unidos por interacciones no covalentes de dominios tipo
colageno en una triple hélice y por interacciones hidrofébicas con el dominio globular
C1q. Diversos trimeros se pueden asociar para formar hexameros (adiponectina de
mediano peso molecular, MMW, por sus siglas en inglés) unidos por puentes
disulfuro, asi como multimeros (adiponectina de alto peso molecular, HMW, por sus

siglas de inglés).

Se sabe que la adiponectina sefializa via al menos dos receptores, ADIPOR1 y
ADIPORZ2, en sus células blanco. El gen ADIPORL1 se localiza en el brazo largo de
cromosoma 1 (1g32.1), contiene 11 exones y codifica para un receptor de 6 cruces
transmembranales de 375 aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa. La

adiponectina al unirse a ADIPORL1 activa la cascada de sefalizacion de las AMPK,
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la cual esta involucrada en el metabolismo de acidos grasos y sensibilizacién a la

insulina. ADIPORL1 se expresa principalmente en musculo esquelético.

En relacion a ADIPOR2, éste se localiza en el brazo corto del cromosoma 12
(12p13.3), contiene 9 exones Yy codifica para un receptor de 6 cruces
transmembranales de 386 aminoacidos con un peso molecular de 44 kDa. A
diferencia de ADIPOR1, cuando adiponectina se une a ADIPOR?2 activa la cascada
de sefalizacion de PPAR-q, involucrada en la oxidacion de acidos grasos y uso de

la glucosa. ADIPOR2 se expresa principalmente en el higado (4).

Una de las caracteristicas mas interesantes de la adiponectina, observada en el
humano y en una variedad de especies como son los roedores y los monos, es que
a diferencia de otras adipocinas, su expresion en el tejido adiposo, asi como su
concentracion en plasma esta disminuida en sujetos con obesidad, particularmente

entre individuos con un exceso de tejido adiposo visceral (2).

Dentro de las multiples funciones de la adiponectina, se encuentra la sensibilizacion
a la insulina, su actividad antiinflamatoria y antiapoptotica, incrementa la secrecién
de insulina al estimular tanto la expresion del gen de insulina como la exocitosis de
los granulos de insulina y también actta en el cerebro, al incrementar el gasto
energético y de este modo promover la pérdida de peso. En estudios clinicos, la
concentracion de adiponectina circulante se relaciona inversamente a facetas del
sindrome metabdlico, incluyendo la resistencia a la insulina, peso corporal, presién

arterial, y lipidos en suero (10).

Al igual que la leptina, la adiponectina puede regular la presién arterial, pero a
diferencia de ella, la adiponectina juega un rol protector en el sistema
cardiovascular, con efectos antihipertensivos y este efecto protector esta mediado

por mecanismos antiinflamatorios, sensibilizadores de la insulina y antiaterogénicos.

Se ha descrito que las propiedades antiinflamatorias que presenta esta adipocina
es en las etapas mas tempranas de la inflamacion y se traduce en una disminucién

en la produccion de la proteina C reactiva. A su vez puede disminuir el grado de
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inflamacion de la pared y el endotelio vascular, y de esa manera regular la
estabilidad en la PA.

De igual forma, la adiponectina puede estimular la produccion de IL-10 (citocina
antinflamatoria), asi como inhibir la produccion de interferon gamma y reducir la
concentracion de IL-6 y TNF-a (factores proinflamatorios)(18). Lo anterior es
apoyado por estudios que describen que factores inflamatorios tales como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), disminuyen la expresién de adiponectina; esto
modulado a través de la uniébn de ADD1/SREBP1c al promotor del gen de
adiponectina, el cual es un factor de transcripcion perteneciente a la familia SREBP,
que tienen un papel importante en el metabolismo de lipidos. También se ha
reportado una disminucién en la expresidon de este factor de transcripcion
relacionada con el aumento de TNFa en el tejido adiposo de humanos con obesidad
(19).

En las células endoteliales, la adiponectina estimula la actividad de la sintasa
endotelial de 6xido nitrico y de esta forma incrementa la produccion de 6xido nitrico,
el cual al ser un potente agente vasodilatador, que lleva a una disminucién en la

presion arterial (20).

Se ha descrito que la hipoadiponectinemia que es una caracteristica asociada a la
obesidad, se correlaciona con el desarrollo de hipertension; debido a que ha sido
reportada una relacion inversa entre los niveles de adiponectina en sangre y la PA
(21).
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2.0 Justificacion
La obesidad se asocia con cambios en la presion arterial, la cual puede inducir
alteraciones en la estructura y funcion cardiovascular. Sin embargo, el hecho que
algunos individuos con obesidad no presentan HTA y otras co-morbilidades, deja
varias preguntas abiertas acerca de los mecanismos patogénicos sin resolver de la
obesidad y sus trastornos co-morbidos. Por consiguiente, para desarrollar nuevas
estrategias para la prevencién y el tratamiento de estas enfermedades, es esencial
una mejor comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a la
obesidad y su relacion con las enfermedades cardiovasculares y en particular para
este proyecto, la posible implicacion de la leptina, adiponectina y sus respectivos

receptores en la etiologia de la HTA asociada a la obesidad.
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3.0 Objetivo

Evaluar la expresion de los genes de leptina, adiponectina y sus receptores en tejido

adiposo, asi como analizar las concentraciones de estas adipocinas en el suero de

individuos con obesidad grado 3 con y sin HTA.

3.1 Objetivos particulares

1.

Determinar la expresion de leptina y su receptor en el tejido adiposo
subcutanéo.

Determinar la expresion de adiponectina y sus receptores (ADIPOR1/2) en el
tejido adiposo subcutaneo y visceral.

Determinar la concentracion de leptina y adiponectina en el suero de las
mujeres participantes.

Analizar la expresion de leptina, adiponectina y sus receptores en el tejido
adiposo de las mujeres con obesidad grado 3 con y sin hipertension arterial.
Analizar la concentracion de leptina y adiponectina en el suero de las mujeres

con obesidad grado 3 con y sin hipertension arterial.
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4.0 Hipotesis
En los individuos con obesidad grado 3 e HTA, la expresion de los genes LEP, LEPR
se encontrard aumentada y la de los genes ADIPOQ, ADIPOR1 y ADIPOR2
disminuida en el tejido adiposo subcutaneo y visceral, asi como la correspondiente
concentracion de leptina y adiponectina en suero, en comparacion con los individuos

con obesidad grado 3 sin HTA.
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5.0 Disefo del estudio

5.1 Tipo de estudio
Estudio de casos y controles, transversal y analitico.

5.2 Sujetos

El presente estudio se llevé a cabo en 50 mujeres con obesidad clase 3, captadas
en el Hospital General “Doctor Rubén lefero”, S.S. de la Ciudad de México. La
poblacién se dividio en 25 mujeres con obesidad clase 3 normotensas (controles) y
sin resistencia la insulina; y 25 mujeres con obesidad clase 3 con HTA (casos) y sin
resistencia la insulina. El diagnostico de HTA se llevé a cabo de acuerdo a los
criterios establecidos por JNC 8 (siglas en inglés de Panel Members Appointed to
the Eighth Joint National Committe) y por la Sociedad Europea de Hipertension y

Sociedad Europea de Cardiologia y aceptados por la Secretaria de Salud.

Tanto a las mujeres control como a las mujeres con HTA, se les aplicé una historia
clinica completa, y se tomé la presion arterial de acuerdo a los lineamientos
establecidos por la OMS. Todas las mujeres firmaron la carta de consentimiento
informado (Anexo 1) y se procedio a la toma Unica de dos muestras de 5 mL de
sangre de una vena periférica en ayuno, asi como la obtencién de una biopsia tanto
de tejido adiposo subcutdneo como tejido adiposo visceral extraidos dentro de la

cirugia bariatrica.

5.3 Criterios de inclusion de los individuos con obesidad sin HTA (controles)

1. Mujeres entre los 30 y 45 afios de edad.

2. IMC 2 40 kg/m? (obesidad clase 3).

3. Que sean candidatos a cirugia bariatrica.

4. Sin diagnostico de HTA de acuerdo a los criterios establecidos anteriormente.

5. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento

informado.
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5.4 Criterios de exclusion de los individuos con obesidad sin HTA (controles).

1. Presencia de diabetes mellitus o intolerancia a la glucosa.

2. Procesos patoldgicos que condicionasen la obesidad como una enfermedad

secundaria.

3. Individuos con cardiopatia isquémica.

4. Individuos con ingesta cronica y activa de alcohol (= 3 dias por semana).
5. Tratamiento con quimioterapia y radioterapia por cualquier tipo de cancer.
6. Insuficiencia cardiaca cronica.

5.5 Criterios de inclusién de individuos con obesidad e HTA (casos)

1. Mujeres entre los 30 a los 45 afios de edad.

2. IMC 2 40 kg/m? (obesidad clase 3).

3. Que sean candidatos a cirugia bariatrica.

4. Con diagnostico de HTA de acuerdo a los criterios establecidos anteriormente.

5. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento

informado.

5.6 Criterios de exclusion de individuos con obesidad e HTA (casos)

1. Presencia de diabetes mellitus o intolerancia a la glucosa.

2. Procesos patologicos que condicionasen la obesidad como una enfermedad

secundaria.
3. Individuos con cardiopatia isquémica.
4. Individuos con ingesta crénica y activa de alcohol (= 3 dias por semana).

5. Individuos con diagnéstico de HTA secundaria a alguna patologia renal o de tipo

endocrino.
6. Tratamiento con quimioterapia y radioterapia por cualquier tipo de cancer.

7. Insuficiencia cardiaca croénica.
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4. Hipertension pulmonar.
6. Hipertension portal.

5.7 Criterios de eliminacién para ambos grupos
1. Que la calidad de la muestra obtenida no sea adecuada para llevar a cabo el
analisis de expresion de los genes que se estudiaran en el proyecto.
2. Que el participante desee abandonar el estudio.

6.0 Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de Kolmogérov-Smirnov (K-S) para conocer la distribucion de
la poblacion. Para las variables cuantitativas se obtuvieron las medias y la
desviacion estandar para los valores con distribucion normal y las medianas y
rangos para los valores con distribucion no normal. Se realizé las pruebas de T de
Student o U de mann Whitney para calcular el valor de significancia de los valores
antropomeétricos y bioquimicos entre ambos grupos utilizando IBM SPSS Statistic
20. Se realizo la prueba de correlacion de Pearson, para determinar la relacion entre

las variables antropométricas y bioquimicas.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS version
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Un valor de p <0.05 fue considerado significativo.
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7.0 Consideraciones éticas
Todos los procedimientos propuestos en este protocolo tienen su fundamento en
las normas éticas vigentes, en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia

de Investigacion para la Salud y en la Declaracion de Helsinki.

Dado que los individuos que aceptaron participar en este proyecto fueron reclutados
de la Clinica Integral de Cirugia para la Obesidad y Enfermedades Metabdlicas,
Hospital General “Doctor Rubén Lefiero”, de la Secretaria de la Salud de la Ciudad
de México, este proyecto fue aprobado por el Comité de dicho Hospital (nimero de
registro 2050101214), asi como por parte del Comité de Investigacion Cientifica y
de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM (nimero de registro 148/2014). A
todos los participantes que aceptaron ingresar al protocolo, se les explico
ampliamente el propdsito y fin del estudio y se les dio a firmar una carta de

consentimiento informado (Anexo 1).

Las tablas de resultados que se deriven de este proyecto seran almacenadas bajo

llave en un archivero el cual sera manejado por los investigadores responsables.
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8.0 Diagrama metodoldgico
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9.0 Métodos

9.1 Cuantificacion de leptina y adiponectina en suero

Se obtuvo el suero a partir de la centrifugacion a 3000rpm por 10 minutos, de las
muestras de sangre periférica, para la posterior determinacion por duplicado de las
concentraciones séricas de leptina y adiponectina con la técnica de ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) especificos para humano. Para ello, se
utilizaron estuches comerciales especificos: SEA084Hu para leptina y SEA605Hu
para adiponectina, disefiados por Cloud-Clone Corp., y fabricados por Uscn Life
Science Inc. (Houston, EUA).

9.2 Obtencion del RNA total a partir de tejido adiposo

La biopsia de tejido adiposo subcutédneo (region abdominal) y de tejido adiposo
visceral (epiplon) obtenidas durante de la cirugia bariatrica fueron almacenadas en
RNA latter a -80°C hasta su procesamiento, a partir de la cual se llevé a cabo la
extraccion del RNA total, por medio del kit Fatty Tissue RNA Purification kit de
NORGEN BIOTEK Corp. (Thorold, Cénada), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion de RNA se llevé a cabo en el equipo nanodrop (Anexo
2) y se determiné la integridad de las muestras en un gel de agarosa al 1% (Anexo
3).

9.3 Conversién del mRNA a cDNA

Se trat6 1pug del RNA obtenido con DNAasa de PROMEGA (Wisconsin, EUA) para
eliminar cualquier contaminacion en la extraccion por DNA gendmico; esto previo a
la conversion del mMRNA a cDNA por medio del estuche Reverse Transcription
Sytem de PROMEGA (Wisconsin, EUA) (Anexo 4) y se almaceno a -20 °C hasta su

procesamiento.

9.4 Andlisis de la expresion génica

Se determind la expresion génica de leptina, su receptor, adiponectina y sus dos
receptores, por medio de PCR cuantitativa en un equipo LightCycler 480 Instrument
Il de Roche (Basilea, Suiza), por medio del método AACt, utilizando sondas TagMan
especificas. Se utilizaron como genes constitutivos para normalizar GAPDH en el

caso de adiponectina y B-actina para todos los demas.
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10.0 Resultados

Se reclutaron del Hospital General “Doctor Rubén lefiero”, S.S. de la Ciudad de
México 50 mujeres con obesidad clase 3, de las cuales 25 presentaban una presion
arterial normal (controles) y 25 mujeres con HTA (casos), todas ellas cumplieron
con los criterios de inclusion. En la tabla 3 se presentan las caracteristicas generales
de la poblacion. Como se puede observar, no se encontraron diferencias
significativas para la edad y los parametros bioquimicos evaluados, los cuales
fueron glucosa, colesterol, triglicéridos y colesterol LDL. En el caso del colesterol
HDL se observa que su concentracion es significativamente mayor para el caso de
las mujeres hipertensas (p < 0.05).

Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacion, agrupados por sujetos
con obesidad clase 3 normotensos vs hipertensos

Variables Media + DE Valor P
EDAD (afios) Normotenso 33.04 £5.73 0.195
Hipertenso 35.13+5.49
INDICE DE MASA Normotenso 43.60 £ 6.83 0.099
CORPORAL (Kg/m?) Hipertenso 47.14 £ 8.05
GLUCOSA (mg/dL) Normotenso 97.94 +7.28 0.981
Hipertenso 98.00 £ 9.77
COLESTEROL Normotenso | 173.19+22.19 0.065
(mg/dL) Hipertenso 193.23 +56.12
TRIGLICERIDOS Normotenso | 149.23 +56.12 0.700
(mg/dL) Hipertenso 156.83 + 80.09
HDL (mg/dL) Normotenso 37.92 +6.92 0.039*
Hipertenso 43.14 +10.16
LDL (mg/dL) Normotenso | 109.22 +19.14 0.130
Hipertenso 121.69 + 35.92

N=25 para el grupo de mujeres normotensas; N= 25 para el grupo de mujeres
hipertensas. *Diferencia significativa entre grupos valor p < 0.05.

Se determinaron las concentraciones en suero de leptina de las mujeres que
aceptaron entrar al estudio. En ambos grupos encontramos que las concentraciones
en suero estaban por encima de los valores de referencia (3-18 ng/mL), con
respecto a los sujetos con IMC normal sin embargo, no se observaron diferencias

significativas entre los controles y los casos (figura 1).
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Figura 1. Resultados con su desviacion estandar de la concentracion en suero
de leptina, agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs hipertensas (HTA).
No se observan diferencias significativas.

De igual forma, se llevd a cabo el andlisis de la expresion del gen de leptina (LEP)
en el tejido adiposo subcutdneo. No se encontraron diferencias en la expresion de

dicho gen en los grupos de estudio (figura 2).

Expresion LEP/@-act

Figura 2. Resultados con su desviacion estandar de la expresion de LEP del
tejido adiposo subcutaneo, agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs
hipertensas (HTA). Se utilizé B-actina como gen constitutivo para normalizar
los resultados obtenidos por gPCR
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Asimismo, se determiné la expresion del receptor de leptina (LEPR) en el tejido
adiposo subcutaneo, y se presentan los resultados de manera grafica en la figura 3.
No se observan diferencias significativas en la expresion de LEPR para las mujeres

hipertensas al compararse con las normotensas.
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Figura 3. Resultados con su desviacion estandar de la expresion de LEPR del
tejido adiposo subcutaneo, agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs
hipertensas (HTA). Se utilizé B-actina como gen constitutivo para normalizar
los resultados obtenidos por gPCR.

En latabla 4 se presentan los resultados resumidos de las concentraciones en suero
de leptina, asi como la expresion del gen LEP y de LEPR obtenidas del tejido
adiposo subcutaneo de ambos grupos de estudio.

Tabla 4. Resultados de la concentracién de leptina en suero, asi como de la
expresion de LEP y LEPR

Variables N Media+ EE | Valor p
CONCENTRACION DE | Normotenso 25 24.70 + 5.66 0.669
LEPTINA EN SUERO Hipertenso 25 28.88 + 8.16
(3-18 ng/mL)***
EXPRESION LEP T.A. Normotenso 25 1.21 +0.23 0.736
SUBCUTANEO Hipertenso 25 1.34 +0.29
EXPRESION LEPR Normotenso 25 1.53 +£0.27 0.448
T.A. SUBCUTANEO Hipertenso 25 1.90 + 0.48

T.A.: Tejido Adiposo.
*Diferencia significativa entre grupos valor p < 0.05
***\/alor de referencia para individuos con IMC normal (20.0-24.9 Kg/m?)
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Por otra parte, se llevé a cabo la determinacion de las concentraciones en suero de
adiponectina de las mujeres que aceptaron entrar al estudio; no se encontraron

diferencias entre ambos grupos (figura 4).
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Figura 4. Resultados con su desviacion estandar de la concentracion sérica
de adiponectina, agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs hipertensas
(HTA).

De igual forma, se llevé a cabo el andlisis de la expresidon del gen de adiponectina
(ADIPOQ) tanto en tejido adiposo subcutaneo (figura 5), como en el tejido adiposo
visceral (figura 6), y se presentan los resultados encontrados agrupados para
mujeres no hipertensas y las hipertensas. No se encontrd diferencia significativa
entre los grupos.

En este caso se determind la expresion de adiponectina para ambos tejidos ya que
en la literatura existe una controversia entre el tipo de tejido adiposo que expresa

en mayor proporcion esta adipocina.
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Figura 5. Resultados con su desviacion estandar de la expresion de ADIPOQ
en tejido adiposo subcutaneo, agrupados por mujeres normotensas (NHTA)
vs hipertensas (HTA). Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo paranormalizar
los resultados obtenidos por gPCR.

ADIPOQ visceral

8 n=25 n=25
|
°
6-
o |
|

Expresion ADIPOQ/GAPDH

> ol m
T T
0 T
v v
<& &

Figura 6. Resultados con su desviacion estandar de la expresién de ADIPOQ
en tejido adiposo visceral, agrupados por mujeres normotensas Vs
hipertensas. Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo para normalizar los
resultados obtenidos por gPCR.
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Asimismo, se procedié al analisis de la expresion del gen del receptor de
adiponectina 1y 2 (ADIPOR 1y 2) en el tejido adiposo subcutaneo (figuras 7, 8, 9
y 10), y se presentan los resultados encontrados agrupados para mujeres no
hipertensas y las hipertensas. Se observa una amplia dispersion de los resultados,

sin diferencia significativa entre los grupos.

ADIPOR1 subcutéaneo

% n=25 n=25
A
— 6' .
04
(@)
a
fa) 4
<
[
0 ®eo
) 2 -
o o
o
= ... e 0
w 0 —o-8
&
D

Figura 7. Resultados con su desviacion estandar de la expresién de ADIPOR1
en el tejido adiposo subcutaneo agrupados por mujeres normotensas (NHTA)
vs hipertensas (HTA). Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo para normalizar
los resultados obtenidos por qPCR.
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Figura 8. Resultados con su desviacidn estandar de la expresion de ADIPOR1
en el tejido adiposo visceral agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs
hipertensas (HTA). Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo para normalizar
los resultados obtenidos por gPCR.
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Figura 9. Resultados con su desviacion estandar de la expresion de ADIPOR2
en el tejido adiposo subcutaneo agrupados por mujeres normotensas (NHTA)
vs hipertensas (HTA). Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo paranormalizar
los resultados obtenidos por qPCR.
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Figura 10. Resultados con su desviacion estandar de la expresion de ADIPOR2
en el tejido adiposo visceral agrupados por mujeres normotensas (NHTA) vs
hipertensas (HTA). Se utiliz6 GAPDH como gen constitutivo para normalizar
los resultados obtenidos por gPCR.

En la tabla 5 se presenta el andlisis estadistico correspondiente para la
concentracion sérica de adiponectina, asi como el de la expresiéon de su gen y de
sus receptores en tejido adiposo subcutaneo y visceral. Se puede observar que las
mujeres hipertensas muestran una tendencia a presentar una mayor expresion de
ADIPOQ sdélo en el tejido adiposo subcutédneo. En relaciéon a la concentracion en
suero de adiponectina, asi como de la expresion de ADIPOR1 y ADIPOR2, no se

observa esta tendencia entre los grupos.
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Tabla 5. Resultados de la concentracién de adiponectina en suero, asi como
de la expresién de ADIPOQ, ADIPOR1 y ADIPORZ2, agrupados por mujeres
normotensas vs hipertensas

N Media + EE. Valor p
CONCENTRACION DE Normotenso 25 18.93 +3.51 0.850
ADIPONECTINA EN SUERO Hipertenso 25 19.99+4.40
(0.5-30 pg/mL)**
EXPRESION ADIPOQ T.A. Normotenso 25 0.99+£0.12 0.163
SUBCUTANEO Hipertenso 25 1.68 + 0.46
EXPRESION ADIPOQ T.A. Normotenso 25 1.27£0.31 0.622
VISCERAL Hipertenso 25 1.53£0.46
EXPRESION ADIPOR1 T.A. Normotenso 25 1.15+0.17 0.388
SUBCUTANEO Hipertenso 25 1.46 £ 0.33
EXPRESION ADIPOR1 T.A. Normotenso 25 1.80+ 0.32 0.727
VISCERAL Hipertenso 25 1.63+0.34
EXPRESION ADIPOR2 T.A. Normotenso 25 0.53 £ 0.08 0.746
SUBCUTANEO Hipertenso 25 0.49 +£0.08
EXPRESION ADIPOR2 T.A. Normotenso 25 1.36 £ 0.26 0.920
VISCERAL Hipertenso 25 1.40+0.29

T.A.: Tejido Adiposo
*Diferencia significativa entre grupos valor p < 0.05
**VValor de referencia para individuos con IMC normal (20.0-24.9 Kg/m?)

Se llevo a cabo el célculo del cociente leptina/adiponectina (tabla 6), ya que se ha
mencionado en la literatura que este cociente es un mejor indicador del desarrollo
de ciertas comorbilidades asociadas al sindrome metabdlico, en comparacion de
cada adipocina por separado. En este caso no se encontrd diferencia significativa
entre los grupos

Tabla 6. Analisis del cociente Leptina/Adiponectina entre mujeres
normotensas e hipertensas.

N Media + EEM p
Normotenso 25 258 +0.73
Leptina/Adiponectina 0.930
Hipertenso 25 2.68 +0.87
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Por otra parte se llevaron acabos los andlisis de correlacion entre las diversas

variables evaluadas (Tabla 7-9)

Tabla 7-9. Andlisis de correlacion entre los diferentes parametros evaluados

INDICE DE MASA CORPORAL

CONCENTRACION DE Correlacién de Pearson .315"
LEPTINA EN SUERO Sig. (bilateral) .029*
N 50

*Diferencia significativa p<0.05

EXPRESION LEPR T.A. SUBCUTANEO

HDL Correlacion de Pearson 469
Sig. (bilateral) .002*
N 50

*Diferencia significativa p<0.05

Glucosa
EXPRESION ADIPOQ T.A. VISCERAL Correlacion de Pearson -.469"
Sig. (bilateral) .002*
N 50

*Diferencia significativa p<0.05
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11.0 Discusion
El sobrepeso y la obesidad son considerados como un problema de salud publica,
debido a su alta prevalencia en la poblacion mexicana, ademas de su asociacion
con un aumento en el riesgo de desarrollar diversas comorbilidades, entre las que

se encuentra la hipertension (11,22,23).

La HTA relacionada a la obesidad es un trastorno multifactorial presente
frecuentemente en la poblacion. Hasta el momento no se conoce la etiologia de esta
enfermedad, sin embargo, se piensa que factores genéticos pueden interactuar con
factores ambientales y nutricionales, que en conjunto favorecerian el desarrollo de
esta enfermedad. Un factor importante en el desarrollo de la hipertension es la
desregulacion por parte del tejido adiposo, en la sintesis y secrecidén de diversas

adipocinas, entre las que se encuentran la leptina y adiponectina(24-28).

Lo anterior pudiera deberse a cambios en la expresion de estas adipocinas y entre
las mas estudiadas en diversas poblaciones, por el rol que juegan en el desarrollo
de hipertensién relacionada a la obesidad, son la leptina y la adiponectina
(17,21,29,30).

Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la concentracién de
adiponectina y leptina en el suero de mujeres con obesidad clase 3 con hipertensién
y sin hipertensién; asi como la expresion de estas dos adipocinas y sus receptores
en el tejido adiposo proporcionado por las mujeres que aceptaron participar en el
estudio y que fueron candidatas a la cirugia bariatrica.

Diversos estudios han descrito el aumento en la concentracion sérica de leptina de
manera proporcional al IMC, en este proyecto se cuantificd la concentracion en
suero de leptina, no se encontré diferencia significativa entre los grupos de
normotensas e hipertensas, pero se si se observa que la media encontrada para
cada grupo es mayor a la concentracion de esta adipocina en personas normopeso,
por lo que se observa claramente la relacion directa de su concentracion con el
indice de masa corporal; por otra parte en diversos estudios realizados en ratones

se ha descrito que la leptina regula la presiéon arterial al unirse a su receptor
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mediante el aumento en la actividad de SNS en una gran numero de tejidos,
incluidos aquellos involucrados en la regulacion cardiovascular, tales como los
rifiones y vasos sanguineos, por lo que se esperaba que la concentracion de leptina
fuera significativamente mayor en el caso de las mujeres con hipertension.
(17,23,26,27,29,31). En la figura 11 se muestra la via de sefalizacion a través del
cual la leptina ejerce sus efectos y se relaciona con la regulacion de la presion
arterial (32).

N @ = serine phosphorylation Leptin : .
.
@ = tyrosine phosphorylation
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Figura 11. Mecanismo de accién de la leptina y su relacién con la presion arterial.
Tomado de Zhou Y, Rui L., Front Med.,2014;7(2):207-22.

A su vez se determind la expresion de leptina y su receptor en el tejido adiposo
subcutaneo, esto debido a que se ha descrito que con el aumento del IMC existe un
aumento de la expresion del gen de leptina y su receptor debido a la desregulaciéon
del tejido adiposo, aumentando la secrecion de esta adipocina, por lo que se
esperaria que sus funciones se vieran incrementadas, entre las multiples funciones
que tiene la leptina esta la regulacion de la presion arterial a través del sistema
nervioso simpatico, en este proyecto se evalud la expresion del gen de leptina y su
receptor, al compararse ambos grupos no se encontrg diferencia significativa, pero
si se observa una mayor expresion tanto de la adipocina como de su receptor en las

mujeres con hipertension(29,31).
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Se sabe que la leptina regula la presién arterial de manera directa por la interacciéon
con su receptor en las neuronas del hipotalamo, a través del SNS; en este caso
debido a la dificultad de evaluar la expresion del receptor en ese tejido se evalud en
el tejido adiposo subcutaneo, ya que se sabe que tiene funciones autocrinas y
paracrinas en el tejido adiposo, como lo es la angiogénesis, por lo que se pensaria
gue al haber un aumento en la expresion tanto de la adipocina como de su receptor
habria un aumento en la vascularizacion del tejido adiposo de manera proporcional
a la hiperplasia del tejido, y tendria un papel en la regulacién de la presién arterial
de manera indirecta; en este estudio al comparar la expresion del receptor entre los
dos grupo no se encontrd diferencia significativa pero si se observa una tendencia
a la alta en la expresién en la mujeres con hipertension, que podria arrojar un

diferencia si se aumenta la N.

Otra de las adipocinas que ha sido extensamente estudiada es la adiponectina, que
con base en diversos estudios se le ha asignado un papel en la regulacion de la
presion arterial al disminuir la disfuncién endotelial, incrementar la sintesis de
moléculas antinflamatorias, asi como la produccion de 6xido nitrico y suprimiendo
la actividad del sistema nervioso simpatico (1,21,30,33,34). Adiponectina se
relaciona inversamente con el IMC, por lo que en personas con obesidad se ha visto
una reduccion en su concentracién plasmatica, aumentando con ello el riesgo de

desarrollar las comorbilidades asociadas a la obesidad.

En este estudio se cuantifico la concentracion de adiponectina en el suero de las
mujeres que aceptaron participar en el estudio; no se encontr6 diferencia
significativa entre los grupos, pero es interesante observar que la concentracion es
ligeramente mayor en el grupo de las hipertensas, siendo que estas tienen un IMC
mayor en comparacion con el otro grupo, y esto contradice lo reportado
anteriormente en la literatura. En un estudio realizado por Dreier y cols. (35)
encontraron que no habia diferencia significativa entre la concentracion de
adiponectina en suero al compararse un grupo de hombres hipertensos y uno de
normotensos, pero si habia diferencia al compararse con controles con normopeso

y sin hipertension, estos ultimos tenian una mayor concentracion de adiponectina a
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pesar de que ambos entraran dentro del rango normal. En relacion a nuestros
resultados, encontramos algo similar sin embargo al no tener controles con

normopeso, esta ultima comparacion no se puede realizar.

Otra posible explicacion del por qué no encontramos diferencias significativas entre
las concentraciones de adiponectina entre ambos grupos, pudiera ser a que ésta,
no tiene una regulacion directa sobre la PA, ya que su efecto lo lleva a cabo a través

de la expresion y funcién de otras moléculas que realizan esta funcién (35).

Por otra parte, es importante referir que nosotros cuantificamos la adiponectina total
en suero, pero se sabe que adiponectina tiene al menos tres isoformas con diferente
afinidad hacia sus receptores y por lo tanto diferente intensidad en la cascada de
sefalizacion subsecuente; se menciona ampliamente que la isoforma mas activa y
abundante en personas con IMC normal es la pesada y es través de esta que lleva
a cabo sus principales efectos; pero al haber obesidad existen cambios en la
proporcion de las isoformas aunque la concentracion total no se modifique (18).

A su vez se realiz6 el analisis de la expresion del gen de adiponectina tanto en el
tejido adiposo subcutdneo como en el visceral, ya que existe una controversia en la
literatura acerca de cual es el tejido que lo expresa en mayor proporcién, en este
caso no se observa un diferencia significativa entre la expresion de los tejidos, pero
si se observa un ligero aumento en la expresién por parte del tejido adiposo
subcutaneo, esto se pudiera relacionar a que el tejido adiposo visceral es el que se
ha visto més relacionado al desarrollo de las co-morbilidades asociadas a la
obesidad, y a su vez es en donde se ha observado una disminucion en el expresion
de adiponectina que impactaria de manera negativa y daria lugar al desarrollo de
estas co-morbilidades; por el contrario el tejido adiposo subcutaneo en ciertos
estudios se ha relacionado como un factor protector en el desarrollo de estas
enfermedades, esto al comparar que las mujeres presentan menor prevalencia de
enfermedades cardiovasculares que los hombres, al poseer estos Ultimos mayor
cantidad de tejido adiposo visceral y menor subcutaneo en comparacion, por lo que
se pensaria en un mecanismo regulatorio por parte del tejido adiposo subcutaneo

al expresar en mayor proporcion adiponectina (5)(36).
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A su vez se sabe que adiponectina modula la presién arterial, al desencadenar una
cascada de sefalizacion que lleva a la produccion de éxido nitrico y moléculas
antiinflamatorias, sin embargo no se habia realizado ningun estudio que buscara
relacionar la expresion de esta adipocina a nivel de tejido con la hipertension, en
este caso al realizar la comparacion de la expresion no se encontrd diferencia
significativa entre los grupos con la n evaluada, pero como se menciond
anteriormente se sabe que adiponectina presenta modificaciones post-
traduccionales que se podrian ser afectadas por la desregulacion en el tejido
adiposo que tendrian como consecuencia el cambo en la proporcion de las

isoformas, disminuyendo la formacién de la isoforma con mayor actividad.

Adiponectina regula la presion arterial, a trdves de sus dos receptores
transmembranales ADIPOR1 y ADIPOR2, expresados en diversos tejidos, con la

mayor concentracion en musculo esquelético y el higado, respectivamente.

=/ ¥

ave b mc*"**

Metabolismo de la glucosa y lipidos

Figura 12. Via de sefalizacién de la adiponectina. Tomado de Ebrahimi-
Mamaeghani M, Vascular Health and Risk Management. 2015. p. 55-70.

En la figura 12 se muestra la via de sefalizacion de adiponectina a través de sus
dos receptores. Se ha descrito que la expresion de los receptores (AdiporRs) es
regulada por las condiciones fisiol6gicas y patologicas; de hecho se ha observado
un incremento del mMRNA de los AdipoRs en el higado y el masculo esquelético en
ratones despues del ayuno (37). Ademas en otro estudio, se demostréo que la
insulina regula negativamente el nivel de expresion de los receptores, asi como la

sensibilidad a ésta, por lo que observan que la resistencia a la
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insulina/hiperinsulinemia asociada a la obesidad, puede causar una regulacién a la
baja de los receptores AdipoRs (38). Asimismo, un estudio realizado en nifios con
HTA, encontraron una relacién inversa entre la expresion de los receptores
ADIPORs en los neutrofilos y la concentracion de adiponectina en el suero, asi como
una relacion positiva de la expresion con la gravedad de la hipertension (3); sin
embargo no se ha estudiado la expresion de los ADIPORs en el tejido adiposo en

busca de su relacion con la hipertension.

En este proyecto se evalud la expresion de los dos receptores tanto en tejido
adiposo subcutaneo como en visceral, ya que se reporta en la literatura de su amplia
expresion en diversos tejidos incluyendo ambos tipos de tejido adiposo, no
observamos diferencias significativas al comparar entre grupos para cada
tejido(38,3).

Por otra parte, se llevd a cabo el analisis de correlacién entre los diferentes
pardmetros bioquimicos evaluados, se encontré una relacion directamente
proporcional entre la concentraciéon de leptina con respecto al IMC (r?=0.315,
p=0.029), siguiendo lo anteriormente reportado en la literatura, ya que al aumentar
la proporcién de tejido adiposo hay un aumento en la expresion de LEP, lo que lleva
a un incremento en la concentracion de leptina circulante(9,15,39,40).

A su vez se encontrd una correlacién positiva en cuanto a la expresiéon del receptor
de leptina con respecto a la concentraciéon de HDL (r’=0.469, p=0.002), esto es
interesante ya que existe un estudio en poblacibn mexicana que habla de
polimorfismos en LEPR, que nos hacen susceptibles de presentar cambios en la
concentracion de lipidos de acuerdo a la dieta (41), ademas de que la via de
sefalizacion de este receptor esta involucrada directamente con el metabolismo de

acidos grasos (8).

Se realiz6 un andlisis de correlacidon entre la expresion de ADIPOQ en el tejido
adiposo visceral y la concentracion de glucosa en suero, observamos una
correlacion inversamente proporcional (r?= -0.469, p=0.002) Estos resultados estan
de acuerdo a lo que diversos autores mencionan acerca del importante rol de la

adiponectina en la homeostasis de la glucosa (34,42-44).
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Asimismo, encontramos una estrecha relacion entre los diversos parametros
bioquimicos evaluados, ya que al realizar los analisis pertinentes, se observa que
hay correlacion entre la concentracion en suero con la expresion de los genes
evaluados; asi como de la expresion entre ellos. Lo anterior posiblemente es debido
a que se ven involucrados en la regulacion de los diversos procesos inherentes al
metabolismo, de tal forma suponemos es ldgico la existencia de una regulacion

entre ellos, para llevar a cabo sus funciones.

Por otra parte, no se encontr6 diferencia significativa para los parametros
antropometricos entre los grupos, pero si se observa que el grupo de mujeres con
hipertension presenta una media mayor para el IMC, glucosa, triglicéridos, colesterol
y LDL. Esto es muy interesante ya que, a pesar de no encontrarse diferencia
significativa, es un reflejo del estado metabdlico de la muestra poblacional, ya que
la mayoria de ellas estaban bajo tratamiento si presentaban dislipidemias y/o

hipertension.

Para el caso del colesterol, HDL si se encontré diferencia significativa entre los
grupos, observando que las mujeres con hipertension presentan una media mayor
en comparacion con las mujeres normotensas; la concentracion de HDL es usado
como un marcador de proteccién metabdlica (a mayor concentracion, menor riesgo
cardiovascular); por lo que es interesante que la media para este pardmetro sea
mayor en los sujetos con hipertension, sin embargo se podria a atribuir a que el
colesterol total también se encuentra en mayor concentracién en las mujeres con
hipertension y que a su vez la mayoria de las mujeres con dislipidemia estaban

siendo tratadas.

Este estudio es novedoso, debido a que, hasta el momento, no existe en la literatura,
un analisis en poblacion mexicana (y en ninguna otra poblacion) que relacione la
concentracion y expresion de estas adipocinas y sus receptores en el tejido adiposo
de sujetos con obesidad grado 3 sin diabetes o intolerancia la glucosa, con la

presencia o ausencia de hipertension.
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Es importante mencionar que este fue un proyecto piloto, por lo que se podria
atribuir a que no se encontraron diferencias significativas al tamafio de muestra
evaluado, ya que la N inicialmente calculada fue a partir de lo reportado en la
literatura, pero al no haber algo que englobara totalmente los objetivos de este
proyecto la N fue insuficiente, por lo que con los resultados obtenidos en este
proyecto se puede recalcular el tamafio de muestra para encaminar a un proyecto

mMAas grande y con nuevas perspectivas
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12.0 Conclusiones
Se llevo a cabo la determinacion de las concentraciones séricas de adiponectina y
leptina en 25 mujeres con obesidad grado 3 y sin hipertension (controles) y en 25

mujeres con obesidad grado 3 con hipertension (casos).

No se encontré diferencia significativa al evaluar la concentracion de ambas

adipocinas entre los grupos de mujeres hipertensas y normotensas.

Para el caso de leptina, se encontré una concentracion ligeramente mayor en el
grupo de las mujeres con hipertension y esto corrobora lo anteriormente
mencionado en la literatura acerca de la mayor expresion de la adipocina con un

aumento en el IMC.

A su vez se determind la expresion de los genes d leptina y su receptor, en el tejido
adiposo subcutaneo, no se encontré diferencia significativa entre los grupos

evaluados.

Se logré determinar la expresion de los genes de adiponectina y sus dos receptores
(ADIPOR1 Y ADIPOR?2), tanto en tejido adiposo subcutdaneo como en el visceral; no

se encontro diferencia significativa en la expresion al compararse ambos grupos.
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13.0 Perspectivas

Al término de este proyecto no se encontraron diferencias significativas en la expresion de
las adipocitocinas o de sus receptores. Es importante referir que con la muestra de 25
mujeres por grupo no se obtuvo el poder estadistico necesario para observar diferencias
significativas en la expresion de las adipocitocinas o sus receptores; ya que, al recalcular el
tamafio de muestra necesario de acuerdo a los resultados obtenidos, se obtuvo una
muestra de 40 pacientes por grupo. Con base en lo anterior, se propone continuar captando
pacientes para alcanzar nuestro tamafio de la muestra a 40 pacientes con HTA y 40 sin
HTA y obesidad clase 3. De igual forma, no necesariamente tiene que haber una
concordancia entre cambios en la expresion a nivel del RNAmM con la expresién de la
proteina, de tal forma que propone también identificar la proteina de leptina, de adiponectina
y de sus dos receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) en el tejido adiposo de ambos grupos de

pacientes.

Por otra parte, se sabe que el control epigenético es un mecanismo regulatorio adicional
que permite a los humanos mantener estables los patrones de expresion génica a través
de generaciones (Irmak et al 2006). Al mismo tiempo, el control epigenético permite cierta
plasticidad del genoma ante cambios en el ambiente, los cuales eventualmente
desencadenan estrés metabodlico que puede modificar diversas variables bioquimicas y
fisiologicas. Se ha propuesto que la HTA es una enfermedad multifactorial compleja, en la
gue factores ambientales genéticos y epigenéticos interactian para su desarrollo (Irmak et
al 2006), esto es evidenciado, por la discrepancia de la presentacion de la enfermedad en
gemelos homacigotos, el inicio tardio de la enfermedad y su patrén progresivo que no
pueden solo ser explicados tomando como base las estrategias de secuenciacion del DNA
(Wang y Snieder, 2010a,b). También se ha descrito que diferentes grados de metilacién del
DNA se correlacionan con el inicio, el tiempo y la gravedad de HTA esencial (Wise and
Charchar, 2016). Aunado a lo anterior, diversos estudios han demostrado cambios

epigenéticos en genes relacionados a la obesidad e hipertension arterial.
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Anexo 1. Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: “ANALISIS DE LA EXPRESION DE LEPTINA,
ADIPONECTINA' Y SUS RECEPTORES, EN TEJIDO ADIPOSO DE INDIVIDUOS
CON OBESIDAD GRADO 3 CON Y SIN HIPERTENSION”

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Una
vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento.

Justificacion del estudio: La obesidad es principal factor de riesgo para desarrollar
hipertension arterial (HTA); sin embargo, el hecho que algunos individuos con
obesidad no presentan HTA, deja varias preguntas abiertas. Por lo que es
importante conocer los mecanismos moleculares que subyacen a la obesidad y su
relacion con las enfermedades cardiovasculares y en particular para este proyecto,
la posible implicacion de leptina, adiponectina y sus receptores en la etiologia de la
HTA asociada a la obesidad. Lo que permitird desarrollar nuevas estrategias de
prevencion y tratamientos para esta enfermedad.

Objetivo del estudio: Evaluar la expresion de leptina, adiponectina y sus
receptores en el tejido adiposo, asi como analizar las concentraciones de estas
adipocinas en el suero de individuos con obesidad grado 3 con y sin HTA.

Beneficios del estudio: Mediante este trabajo se podra conocer si la leptina,
adiponectina y sus receptores participan en el desarrollo de la HTA.

Procedimiento del estudio: En caso de aceptar participar en el estudio se le
realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos y sus antecedentes médicos.
Para este estudio se le tomara una muestra de sangre en una sola ocasiéon para ver
medir las concentraciones de leptina y adiponectina, asi como su expresion génica

en el tejido adiposo obtenido después de la cirugia.

Riesgos asociados con el estudio: Posterior a la toma de sangre, se puede
ocasionalmente presentar dolor o se puede llegar a formar una equimosis o0 morete

en el lugar de la toma de la muestra.
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Aclaraciones
» Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar
participar.

+ Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee.
* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
* No recibira pago por su participacion.

* La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Yo, he leido y comprendido

la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informada y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en

este estudio de investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha
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Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr. o a la Sra. la naturaleza y los

propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios
que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me

apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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Anexo 2. Cuantificacion de RNA

Espectrofotometria de luz UV

El espectrofotdmetro ND-1000 ayuda a estimar la cantidad de RNA total y verificar
su calidad, dependiendo de la densidad Optica obtenida a dos diferentes longitudes
de onda 260 nm y 280 nm. Se considera que el RNA tiene una adecuada pureza
cuando el cociente de densidad Optica 260/280 nm es de 1.8, mientras que si es
mayor a 2.0 se considera el RNA de la muestra podria tener algun tipo de

contaminacion que pueden ser sales o proteinas.

Procedimiento:

e Colocar 2 uL de buffer de elucion (kit Fatty Tissue RNA Purification kit de
NORGEN BIOTEK Corp. (Thorold, Canada)), en el lector del aparato, cerrar
el brazo del lector y realizar la asignacion del elemento considerado blanco

e Limpiar el lector utilizando solamente material apropiado (kim wipes)

e Colocar ahora 2 pL de la muestra problema y realizar la lectura

Tomar los datos referentes a esa lectura
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Anexo 3. Integridad del RNA

Para verificar la integridad del RNA el método por excelencia es la separacion en
gel de agarosa, el cual permite la identificacion y purificacion de fragmentos de

acidos nucleidos ademas de verificar la integridad.
Pasos:

e Preparar gel de agarosa al 1%, colocar en camara de electroforesis con una
solucion buffer TBE 1X

e A 2 pL de muestra agregar 3 puL de buffer de carga 6X, cargar en el gel y

correr a 60 V durante 1 h
e Observar en el transiluminador

Nota: Aquellas muestras que presentan un barrido se consideran como
degradadas esto en proporcién a la fluorescencia de las bandas de integridad
del RNA.
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Anexo 4. Condiciones de la PCR para conversion de mRNA a
cDNA

Para cada reaccion con el kit Reverse Transcription System de PROMEGA
(Wisconsin, EUA)

Componente Cantidad
MgClz2, 25mM 4 uL

10X Buffer 2 uL

dNTP Mix, 10 nM 2 uL

RNasin 0.5 uL

AMV Transcriptasa reversa 15u; 0.1 pL
Random Primers 0.5 ug; 0.5 pL
RNA total 1ug

Termociclador

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente
Incubar a 42°C por 60 minutos

Calentar a 95°C por 5 minutos

0N PE

Enfriar de 0-5°C por 5 minutos
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