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Evaluacion de la expresion de CCR2 y CCR5 en monocitos y linfocitos en sangre
periférica de nifios con obesidad y enfermedad por higado graso no alcohélico

Resumen
Antecedentes

La obesidad se asocia a un incremento en el riesgo cardiometabdlico como la
enfermedad por higado graso no alcoholico (EHGNA). Muchos de los nifios con EHGNA
pueden evolucionar esteatohepatitis (NASH), un grado mas severo de dafio hepatico.
Nifios con NASH presentan un infiltrado hepatico de macrofagos y linfocitos. La union
entre quimiocina y quimiorreceptor favorece la migracion e infiltrado de estas células
inmunoldgicas. El objetivo de este estudio es evaluar la expresion de ciertos
guimiorreceptores involucrados en EHGNA como el receptor de quimiocina C-C2 (CCR2)
en monocitos circulantes y del receptor de quimiocina C-C5 (CCR5) en linfocitos
circulantes en nifios con obesidad con y sin EGHNA.

Métodos

Estudio transversal y exploratorio. Se reclutaron nifios de la clinica de obesidad infantil
del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga entre 2017 a 2019. Se evaluaron
medidas antropométricas, bioquimicas, esteatosis hepatica y rigidez hepéatica mediante
elastografia transitoria y espesor de intima media carotidea (EIM) mediante ultrasonido
hepatico. Monocitos y linfocitos circulantes se analizaron utilizando citometria de flujo.

Resultados

Se reclutaron un total de 38 nifios con obesidad con una media de 10.85 £ 2.10 afios de
edad, se analizaron los datos entre niflos con EHGNA y nifios sin EHGNA.
Posteriormente se realiz6 un subanalisis de células inflamatorias con sus respectivos
receptores CCR2 y CCR5 en 3 grupos dependiendo el grado de severidad de EHGNA.
Nifios con obesidad presentan incremento en la expresion de CCR2 de monocitos
clasicos e intermedios conforme incrementa el grado de severidad de lesién hepéatica.
Los monocitos no-clasicos presentan la mayor asociacion con Vvariables
cardiometabdlicas, particularmente en varones. Los linfocitos CD4* CCR5* presentaron
una asociacién positiva con el tejido adiposo visceral y la hemoglobina glicosilada.

Conclusiones

Los monocitos inflamatorios presentan un incremento en la expresion de CCR2*
conforme aumenta la severidad de lesibn hepatica, por lo que podrian estar
incrementando el flujo al sitio de lesién. Los monocitos no-clasicos se encuentran
asociados a riesgo cardiometabdlico y EHGNA en nifios con obesidad. Existe un
dimorfismo sexual en la asociacidon de monocitos circulantes CCR2* y variables de riesgo
cardiometabdlico, donde los hombres con obesidad presentaron mayor riesgo. Se
requieren de otros estudios con mayor tamafio de muestra para poder confirmar estos
datos.



Introduccioén

La enfermedad por higado graso no alcoholico (EHGNA) es la causa mas comun de
enfermedad hepética crénica en la nifiez (Clemente et al., 2016). Se caracteriza por un
acumulo de grasa en forma de triacilgliceroles en mas del 5% de los hepatocitos, en
ausencia de consumo de alcohol, enfermedad viral, enfermedad genética o consumo de
medicamentos hepatotoxicos (Liu et al., 2016). Su patogénesis es multifactorial, aunque
esta intimamente ligada a la obesidad y a la resistencia a la insulina (Temple et al., 2016).

La EHGNA abarca desde una esteatosis simple hasta una esteatohepatitis (Nonalcoholic
esteatohepatitis- NASH) que puede llevar a cirrosis y a cancer. Se estima que hasta un
25% de nifios con esteatosis simple pueden evolucionar a una esteatohepatitis, este
riesgo se incrementa si padecen obesidad (Betancourt-garcia et al., 2017). La
esteatohepatitis es una condicion dindmica que puede revertirse a una esteatosis simple
0 progresar a una enfermedad hepatica mas severa. La presencia de fibrosis es
considerada una forma severa de la enfermedad incluso en ausencia de esteatohepatitis
(Smith & Perito, 2018).

Recientemente un panel de expertos a nivel internacional establecieron un consenso
para modificar el nombre de EHGNA a enfermedad por higado graso asociado a
disfuncion metabdlica (MAFLD) (Eslam et al., 2020; Fouad et al., 2020). Los pacientes
con MAFLD puede fluctuar entre esteatosis y esteatohepatitis durante periodos cortos de
tiempo, y la esteatohepatitis puede progresar rapidamente o lentamente hacia un estado
de fibrosis, el cual puede presentar también una regresion espontanea (Tilg &
Effenberger, 2020).

La entrada excesiva de acidos grasos al tejido hepatico y una resistencia a la insulina,
son dos factores importantes para la presencia de esteatosis hepética. Este acimulo
excesivo de grasa genera estrés oxidativo, lipotoxicidad y dafio en los hepatocitos, que
a su vez desencadena una respuesta inflamatoria promoviendo el desarrollo de un
estado mas severo de enfermedad como lo es la esteatohepatitis (Liu et al., 2016). Los
hepatocitos, las células estelares y las células de Kupffer juegan un papel importante en
la patogénesis de NASH. Los macréfagos residentes (células de Kupffer) inician la
cascada de inflamacion al secretar diferentes citocinas proinflamatorias y quimiocinas
(CCL2, CCL5) que atraen a otras células inflamatorias como los monocitos y linfocitos
circulantes (Marra & Tacke, 2014). Uno de los mecanismos que se ha identificado como
favorecedor de fibrosis hepatica es la acumulacion de macréfagos fibrogénicos en el
higado. Los macrofagos hepaticos consisten en células de Kupffer y monocitos derivados
de macrofagos, quienes son reclutados desde la circulacién y juegan un papel importante
en la progresion a NASH (Narayanan et al., 2016).

Tanto las células de Kupffer como los monocitos derivados de la médula 6sea son las
principales células productoras de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B8) en NASH.
Estos mediadores inflamatorios estimulan posteriormente a los hepatocitos y a las
células estelares para producir esteatosis y fibrosis (Miura et al., 2012). En el 2012 De



Vito y col. estudiaron el infiltrado celular de nifios con esteatosis simple y NASH,
observando un incremento en el infiltrado de macréfagos (De Vito et al., 2012).

Los monocitos circulantes se pueden clasificar en tres subpoblaciones dependiendo la
expresion del receptor de superficie CD16 (receptor FcyRIll) y CD14 (receptor
lipopolisacarido); los monocitos clasicos CD14** CD16, intermedios CD14** CD16*y los
no-clasicos CD14* CD16*".

Los monocitos clasicos representan a la poblacion mas grande y tienen una funcion
fagocitica importante. Los monocitos intermedios se asocian a condiciones autoinmunes
e inflamatorias como sepsis, artritis reumatoide, enfermedad hepética entre otras. Estos
monocitos intermedios producen mas factor de necrosis tumoral a (TNFa) e interleucina
1B (IL-1B) que las demés subpoblaciones y son altamente fagociticos y profibrogénicos
(Heymann & Tacke, 2016). Los monocitos no-clasicos también se consideran
proinflamatorios por su gran capacidad migratoria hacia el sitio de lesion y su capacidad
productora de citocinas, aunque presentan poca capacidad fagocitica.

En general los monocitos CD16* (intermedios y no-clasicos) tienen caracteristicas
proinflamatorias, debido a su capacidad de movilizacion durante estados inflamatorios.
Los monocitos intermedios se expanden inicialmente en sangre periférica seguidos
posteriormente por los monocitos no-clasicos (Stansfield & Ingram, 2015) (Stansfield &
Ingram, 2015). Recientemente Zhang y col. observaron un incremento en sangre
periférica de monocitos intermedios en sujetos con EHGNA, y sefialaron a los monocitos
intermedios como un factor de riesgo independiente para desarrollar la enfermedad
(Zhang et al., 2018a).

Las células de Kupffer, los hepatocitos dafiados, y las células estelares secretan CCL2
(monocyte chemoattractan protein-1, MCP-1), quimiocina que promueve la acumulacion
hepatica de monocitos desde la médula 6sea hasta el sitio de lesion mediante la unién
al receptor de superficie CCR2. Los monocitos pasan de la médula ésea a sangre
periférica, para su posterior infiltracion en el higado (Marra & Tacke, 2014). Haukeland y
col. observaron que sujetos con NASH presentaban mayores niveles de CCL2 en sangre
periférica, que sujetos con esteatosis simple (Haukeland et al., 2006). En poblacion
pediatrica se observé que nifios con EHGNA vy fibrosis severa, presentaban mayores
niveles de MCP-1 (Fitzpatrick et al., 2012). Ademas, se ha observado que en ausencia
de CCL2 o CCR2, la acumulacion de macréfagos en tejido hepatico disminuye hasta en
un 80% y en tejido adiposo hasta un 40% (Obstfeld et al., 2010).

Por otro lado, el sistema CCL2-CCR2 se ha observado también en tejido adiposo. La
acumulacion de células inflamatorias en tejido adiposo juega un papel importante en la
inflamacion crénica en sujetos con obesidad, contribuyendo al desarrollo de resistencia
a la insulina, EHGNA, y aterosclerosis (Engin & Engin, 2017; Moroni et al., 2019).
Devervre y col. observaron un incremento en la expresion de CCR2 en monocitos
clasicos e intermedios de sujetos con obesidad (Devévre et al., 2015).



La resistencia a la insulina en tejido adiposo genera la produccion de quimiocinas como
CCL2, las cuales promueven el reclutamiento de monocitos circulantes y activan
macrofagos proinflamatorios (Shimobayashi et al., 2018). La inflamacion generada por la
resistencia a la insulina en tejido adiposo contribuye al desarrollo de EHGNA.
Adicionalmente, esta inflamacion subclinica contribuye al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis. Sujetos con EHGNA tienen mayor riesgo de
presentar un evento cardiovascular hasta 10 afios antes que sujetos sanos (Wojcik-Cichy
et al., 2018). Se ha demostrado que la principal causa de muerte en pacientes con
EHGNA son las enfermedades cardiovasculares (Lefere et al., 2020). Estudios en
poblacién pediatrica también han encontrado una asociacion positiva entre la presencia
de EHGNA y un incremento del espesor de intima media carotidea (Madan et al., 2015).

A pesar de que la respuesta inmune innata predomina durante la inflamacion asociada
al desarrollo de EHGNA, la respuesta adaptativa juega también un papel importante
durante el dafio hepatico cronico. Wolf y col. demostraron que tanto las natural killers
(NK) y los linfocitos CD8* promueven el desarrollo de NASH (Wolf et al., 2014). De igual
manera, Bhattacharjee y col. observaron un incremento de linfocitos CD8* en el infiltrado
hepatico de adultos con NASH en comparacion con controles (Bhattacharjee et al.,
2017).

Ferreyra y col. observaron que nifios con NASH presentaban un infiltrado hepético de
linfocitos T (CD4* y CD8") con predominio en el infiltrado de linfocitos citotoxicos (CD8*),
ademas de un incremento de linfocitos T CD4* y CD8* secretores de interferon y (INFy)
en sangre periférica (Ferreyra-Solari et al., 2012). Este incremento de linfocitos CD4* y
CD8* en sangre periférica, nos podria sugerir que estas células se estan dirigiendo hacia
el tejido hepatico para su posterior infiltracion. Actualmente se conoce que los linfocitos
T CD8"y CD4* expresan en su superficie el receptor CCR5, este se une a las quimiocinas
CCL5, CCL3, y CCLA4. La quimiocina CCL5 (también conocida como RANTES) se ha
visto involucrada en la progresion a fibrosis hepatica y a la formacion de esteatosis
hepatica e inflamacion (Braunersreuther et al., 2012; Byeong Moo et al., 2018).

Los nifios con NASH en su mayoria presentan inflamacioén y fibrosis portal, a diferencia
de la poblacion adulta en donde las lesiones son a nivel sinusoidal (Takahashi &
Fukusato, 2014). Esto es importante, ya que se ha observado que los linfocitos que se
reclutan alrededor del endotelio portal son mediados por las citocinas CCL3- 5y se unen
al receptor CCR5; por lo que podemos sospechar que se pudiera tratar de linfocitos T
CCR5" (Oo et al., 2010).

Las quimiocinas y sus respectivos quimiorreceptores juegan un papel importante en el
reclutamiento de células inflamatorias en la obesidad y en el desarrollo de comorbilidades
asociadas como es la EHGNA. Recientemente se ha evaluado el uso de inhibidores de
receptores CCR2/5 para mejorar la progresion de enfermedades cardiometabdlicas
como EHGNA y aterosclerosis, encontrando resultados prometedores (Georgakis et al.,
2022; Lefere et al.,, 2020). De tal manera que estudiar estos receptores en nuestra
poblacién pediatrica podria resultar de utilidad para el manejo y crear estrategias
terapéuticas para frenar la progresion de estas enfermedades y prevenir desenlaces



aversos en la edad adulta. Actualmente no existen estudios que comprueben la
presencia de monocitos circulantes CCR2"* y linfocitos CCR5* en nifios con obesidad y
EHGNA.

Planteamiento del problema

Durante la progresion del dafio hepético en la EHGNA, las células de Kupffer activadas
inician una cascada inflamatoria secretando quimiocinas CCL2 y CCL5, favoreciendo la
migracion e infiltracion de células inflamatorias. La quimiocina CCL2 se une al receptor
CCR2 de monocitos circulantes, mientras que el CCL5 se une al receptor CCR5 de
linfocitos en sangre periférica. Recientemente se han estudiado inhibidores de CCR2/5,
los cuales han demostrado ser eficaces en frenar la progresion de la enfermedad.

Actualmente se sabe que nifios con EHGNA presentan infiltrado celular de macrofagos
y linfocitos en tejido hepético. En nifios con EHGNA existe incremento de linfocitos CD4*
y CD8* en sangre periférica que probablemente estén migrando al sitio de lesion para su
reclutamiento, pero no se ha estudiado si estos linfocitos presentan mayor expresion de
CCR5. Ademas, se desconoce si existe incremento de monocitos que expresan CCR2
en sangre periférica en nifios con EHGNA.

Pregunta de investigacion

¢ Los monocitos y linfocitos en sangre periférica de nifios con obesidad y EHGNA
presentan mayor expresion de CCR2 y CCR5 que nifios con obesidad sin EHGNA?

Justificacion

EHGNA es la causa mas comun de lesién hepética cronica en la nifiez y esta relacionada
a la obesidad. México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil, aumentando el
riesgo de padecer complicaciones cardiometabolicas, como EHGNA y aterosclerosis.
Hasta un 25% de sujetos con EHGNA pueden progresar a NASH, causando dafio severo
al higado. Es necesario entender y conocer la fisiopatologia de la progresion de la
enfermedad en poblacion pediatrica, con el fin de crear herramientas de prevencién y
medidas terapéuticas para evitar dafio irreversible en estos pacientes.

Hipotesis

Si las quimiocinas CCL2 y CCL5 son factores asociados al reclutamiento de macrofagos
y linfocitos en tejido hepético de nifios con EHGNA, entonces se observara un incremento
de expresion de CCR2 y CCR5 en monocitos y linfocitos de sangre periférica en
comparaciéon con nifios sin EHGNA con un tamafio de efecto asociado d-Cohen > 0.5
(efecto moderado).



Objetivo principal

« Evaluar la expresion de CCR2 en monocitos y CCR5 en linfocitos de sangre
periférica de nifios con obesidad y EHGNA para definir si participan en la cadena
causal del proceso. De esta forma se pude evaluar mediante nuevos estudios, la
posibilidad de utilizar estos receptores de forma terapéutica para frenar la
progresion de la enfermedad en poblacion infantil.

Objetivos secundarios

e Evaluar la frecuencia de monocitos CCR2" y linfocitos CCR5* en sangre periférica
de nifios con EHGNA.

e Evaluar si existen diferencias en la frecuencia y expresién de monocitos CCR2*y
linfocitos CCR5* entre nifios con obesidad sin EHGNA y nifios con diferentes
grados de dafio hepético.

e Evaluar la correlacion entre las células inflamatorias y las variables de dafio
cardiometabdlico, y determinar si existen diferencias entre sexo.

Material y Métodos
Disefo del estudio

Clasificacion:
Se trata de un estudio exploratorio, observacional, transversal, prolectivo y analitico.

Exploratorio: ya que no se cuenta con estudios previos sobre la expresion de receptores
CCR2 y CCR5 en nifios con obesidad y EHGNA.

Observacional: ya que no se realizara ninguna intervencion, Unicamente se observaran
las caracteristicas del sujeto.

Transversal: ya que se estudiara a los participantes en un s6lo momento, y no se
valorara a los sujetos durante un periodo de tiempo.

Prolectivo: la obtenciéon de la informacion se realizara simultaneamente con los
resultados obtenidos durante el estudio.

Analitico: se valorara la asociacién entre variables.
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Tamafnio de muestra

Al ser un estudio exploratorio y al no contar con un estudio previo en poblacién pediatrica
gue tenga valores de IMF para CCR2 y CCR5 en monocitos Yy linfocitos, no se requiere
de un tamafo de muestra definitivo. Haciendo el ejercicio de encontrar un tamafo de
muestra para una diferencia de medias con un tamafio del efecto de 0.5, error alfa de
0.05 y un poder del 80%, utilizamos el programa Gpower y obtuvimos un tamafo de
muestra por grupo de 64 sujetos.

Realizaremos un recalculo del tamafio de muestra con los valores obtenidos en este
estudio exploratorio.
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Grupo poblacion

Se estudiaron a nifos de 8 a 16 afos de edad. Invitados de la clinica de obesidad infantil
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Lugar donde se estarealizando el estudio

Hospital General de México, “Dr. Eduardo Liceaga”.

Dr. Balmis # 148

Col. Doctores

Del. Cuauhtémoc

Cp. 06726 Ciudad de México

Criterios de elegibilidad:
Criterios de inclusién

Nifios y nifias 8 a 16 afios de edad

IMC >p95

Sin antecedentes de consumo de medicamentos que interfieran con los estudios
metabdlicos y hepaticos

Consentimiento y asentimiento informado

Cuestionario AUDIT en zona | (Cuestionario para descartar consumo de alcohol)

Criterios de exclusién

Diagnéstico de diabetes mellitus, hepatitis infecciosa o autoinmune, hipertrigliceridemia
o hipercolesterolemia familiar
Obesidad morbida

Criterios de eliminacion

Retiro voluntario de nifio o padre
Datos de Infeccidon al momento del estudio

Mediciones antropométricas

El peso de cada sujeto se obtuvo mediante la bascula del analizador de composicién
corporal i0i 353, con el nifio o0 nifia con ropa ligera y sin zapatos (escala de medicion 0.1
kg). La estatura se midié con estadiometro colocado sobre la pared, con el nifio o nifia
sin zapatos (escala de medicion 0.1 cm). Mediante estas mediciones se calculo el indice
de masa corporal (IMC) mediante la siguiente férmula: peso / (talla)?, en donde el peso
fue en kg y la talla en m. Se calculé el z score de IMC mediante una calculadora online
especifica para poblacion pediatrica, obtenida de la siguiente plataforma:
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http://www.quesgen.com/BMIPedsCalc.php Los valores de peso, talla, y z score de IMC
de esta calculadora, estan basados en referencias pediatricas por sexo y edad de la
CDC.

Se tomaron signos vitales como frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, y presion
arterial. La presion arterial se tomd con esfigmomanOmetro ajustado a poblacion
pediatrica.

Medicion de Bioimpedanciometria

Se valoro el porcentaje de grasa corporal y el porcentaje de adiposidad mediante el
analizador de composicion corporal iOi 353. Previamente medida la talla del participante,
se solicité colocar ambos pies descalzos sobre la bascula de la bioimpedanciometria.

Medicién de resistencia a lainsulina

El HOMA-IR se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: (insulina en ayuno muU/L X
glucosa en ayuno mg/dl) /405. El punto de corte de 3.4 se considerd como resistencia a
la insulina (Lentferink et al., 2017; Van Der Aa et al., 2014).

Imégenes por ultrasonido

Las mediciones de ultrasonido se realizaron con un equipo Siemens Accuson 2000 de
alta resolucién (2 and 12 MHz). Todas las imagenes por ultrasonido se realizaron por el
mismo médico encargado para reducir el sesgo.

Medicion de tejido adiposo preperitoneal

Se realiz6 una valoracién del tejido adiposo visceral por medio de ultrasonido al detectar
el area de tejido adiposo preperitoneal (APP), utilizando la técnica descrita por Mook-
Kanamori y col, la cual es un método adecuado para la valoracion de la distribucién de
grasa en nifilos (Mook-Kanamori et al., 2009).

Se coloca un transductor perpendicular en la piel en la parte superior del abdomen a nivel
del proceso xifoideo y se mueve longitudinalmente con direccién caudal hacia la cicatriz
umbilical (20 mm) sobre la linea media para obtener el maximo grosor de grasa
preperitoneal (Imagen A). El area de tejido adiposo preperitoneal se determina al
observar una forma triangular en la imagen transversal (Imagen B).
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Medicién de espesor de intima media carotidea

Para la valoracién de riesgo cardiovascular se utilizo la medicion de la estructura vascular
mediante el espesor de intima media carotideo. El paciente se coloco en posicidn supina,
con el cuello extendido y se colocd el transductor en posicion antero-lateral. Se
obtuvieron dos mediciones principales sobre el plano longitudinal a un centimetro del
bulbo carotideo, una sobre la arteria carotida comun izquierda y sobre la arteria carétida
interna izquierda (Iglesias Del Sol et al., 2002). Un valor por encima del percentil 75 para
edad y sexo se considerara como un EIM de riesgo (Béhm et al., 2009).

Imagenes de la medicion del espesor de intima media carotidea:

* ACC
e Grosor de intima
¢ Grosor de intima-media

* ACI Intima - Media
e Grosor de intima e c— v———

¢ Grosor de intima-media
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Medicion de esteatosis y fibrosis hepatica

La medicion de esteatosis y fibrosis hepatica se realizd utilizando la elastografia
transitoria ((Fibroscan® Echosens, Paris France) del departamento de gastroenterologia
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Las medidas del Parametro de Atenuacion controlado (CAP dB/m) se utilizaron para
deteccion de la acumulacion de grasa en tejido hepatico. Los kilopascales se obtienen al
calcular la velocidad de la onda elastica transmitida por el transductor, entre mayor es la
velocidad de transmision, mayor la rigidez hepatica.

Los participantes se coloraron en posicion supina, el transductor se coloco sobre la piel,
entre los espacios intercostales a nivel del I6bulo hepatico derecho. Se colocé la sonda
“M” 3.5 MHz (didmetro 7 mm) o la sonda “XL” 2.5 MHz (diametro 10 mm) si se observaba
un tejido adiposo muy grueso.

Los puntos de corte utilizados para valorar los diferentes grados de esteatosis fueron: sin
esteatosis <225 dB/m, esteatosis leve/mod 225-300 dB/m, esteatosis severa = 300 dB/m,
segun lo propuesto por Desai y col. (Desai et al., 2016).

El punto de corte utilizado para valorar rigidez hepatica (riesgo de fibrosis) en poblacién
pediéatrica fue de 5.1 kPa sugerido por Nobili y col. para poblacion pediatrica (Nobili et
al., 2008).

Las mediciones reportadas de CAP (dB/m) y de kPa son la media de 10 mediciones
obtenidas por un mismo médico investigador, solamente resultados en un rango
intercuartil menor de 30% fueron considerados validos.

Imagenes de Elastografia transitoria
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Separacion de leucocitos de sangre periférica mediante la técnica de lisis de
eritrocitos

Para la obtencion de leucocitos de sangre periférica, se obtuvieron 5 ml de sangre
periférica en un tubo con anticoagulante EDTA. Se realiz6 centrifugacion por densidad
de gradientes durante 10 minutos a 3000 rpm para visualizar el anillo leucocitario. Con
una micropipeta de 500 uL se tomaron muestras de suero para congelar a -80°C y
colocaron en tubos eppendorf de 0.6 ml. Se recolectd el anillo leucocitario con
micropipeta y se colocd una cantidad de 500 mcl en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se
obtuvieron las células polimorfonucleares (PBMCs) utilizando 1 ml de buffer de lisis de
eritrocitos ACK y colocandolo durante 7 minutos a temperatura minima de 4 °C.

Transcurridos 7 minutos se centrifugd la muestra a 2000 rpm a 4°C por 5 minutos,
posteriormente se decanto el sobrenadante permaneciendo los leucocitos dentro del tubo
eppendorf. El proceso con ACK se repetia nuevamente ante la presencia de globulos
rojos botén leucocitario. Una vez obtenido el botdn leucocitario se realizaba un lavado
con PBS al 1x (phosphate buffer saline) y se centrifugaba a 2000 rpm a 4°C por 5
minutos.

El boton leucocitario restante se transferia a un tubo Eppenorf limpio y se realizaba el
conteo de células de manera manual, para la valoracion de la viabilidad celular se
aplicaba tincién con azul de tripano. (Dagur & McCoy, 2015) Se calcul6 bajo microscopio
el volumen necesario para la obtencion de 2 millones de células, se tomé dicha cantidad
de la solucion de leucocitos para tres tubos Eppendorf y se centrifugd a 2000 rpm por 5
minutos. Por altimo, se colocaron los anticuerpos en cada muestra y se dejé incubar por
20 min aislados de la luz solar y bajo hielo.

Férmula para buffer de lisis (ACK) para realizar la técnica de lisis de eritrocitos y la
solucion de PBS:

Buffer de Lisis (ACK)

- 25 ml de Cloruro de Amonio (16.58g/dl)
-5 ml de EDTA (0.146g/L)

- 10 ml de Bicarbonato de Na (7.056g/L)
- Aforar con agua destilada a 50 ml

PBS 10x

- 80g de NaCl

- 2g de KCI

- 14.4g de Na2HPO4

- 2.4g de KH2PO4

- Agua filtrada para 1 Litro
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Citometria de Flujo

Se realiz6 la valoracion de las células inflamatorias mediante el citometro FACS Canto |l
del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se separaron las células en tres tubos diferentes
para la colocacion de anticuerpos. En el primer tubo se valoraron las caracteristicas de
los linfocitos CD4 con los anticuerpos antiCD4 vy fluorescencia con PECy7, anticuerpos
antiCD3 con fluorescencia FITC y antiCCR5 con fluorescencia Alexa Fluor 647. En el
tubo dos se valoraron las caracteristicas para linfocitos CD8 utilizando los siguientes
anticuerpos: antiCD8 con PECy7, antiCD3 con FITC y antiCCR5 con Alexa Fluor 647.
Para los monocitos se valoraron mediante los anticuerpos antiCD14 con PECy7,
antiCD16 con APC, y antiCCR2 con Alexa Fluor 647.

Por cada paciente se adquirieron 10000 eventos de monocitos circulantes. Los subtipos
de monocitos se clasificaron dependiendo su expresion de CD14 y C16 de la siguiente
manera: CD14**CD16° monocitos clasicos, CD14*CD16* monocitos intermedios y
CD14*CD16** monocitos no-clasicos. Las células se analizaron posteriormente con el
software The cells FlowJo version 10.0.

Analisis de las Subpoblaciones de Monocitos mediante programa FLOW JO:
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Linfocitos CD4 CCR5
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Variables del estudio

Variables celulares:

. . N . Unidad de Analisis
Variable Tipo Definicion operacional "y i
medicién estadistico
Porcentaje de
Linfocitos T CD4 - células ANOVA,
Cuantitativa, positivas, ,
CD3 . . . . . correlacion de
Continua, Citometria de Flujo Intensidad -
cb4a dependiente Media de Pearson, tamano
CCR5 P . del efecto
Fluorescencia
IMF
Porcentaje de
Linfocitos T CD8 - células ANOVA,
Cuantitativa, positivas, g
CD3 : . . . . correlacion de
Continua, Citometria de Flujo Intensidad -
cbs dependiente Media de Pearson, tamafio
CCR5 P . del efecto
Fluorescencia
IMF
Porcentaje de
. células ANOVA,
Monocitos o o s
Cuantitativa, positivas, correlacion de
CD14 . . . . . ~
CD16 contln_ua, Citometria de Flujo Inten_5|dad Pearson, tamafo
dependiente Media de del efecto,
CCR2 . S
Fluorescencia regresion lineal
IMF
Variables bioquimicas:
. : Definicion Unidad de Analisis
Variable Tipo ; "y .
operacional medicion estadistico
Independiente, Cuantificacion en T student,
ALT e . el U/L 2
cuantitativa, continua sangre periférica correlacion
Independiente, Cuantificacion en T student,
GGT o . I u/L -
cuantitativa, continua sangre periférica correlacion
Glucosa Independiente, Cuantificacion en ma/dl T student,
cuantitativa, continua sangre periférica 9 correlacion
. Independiente, Cuantificacién en T student,
Insulina o . g mg/dl correlacion
cuantitativa, continua sangre periférica
T student,
Independiente, Cuantificacion en correlacion,
HbAlc e . iy % -
cuantitativa, continua sangre periférica regresion
lineal
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Variables de tejido adiposo, alteraciones metabdlicas y hepaticas:

. . Definicién Unidad de Analisis
Variable Tipo ; ey P
operacional medicién estadistico
Porcentaje de Independiente, - . . T student,
o Bioimpedanciometria % .
Grasa Corporal cuantitativa correlacién
T student,
Adiposidad Independlgnte, Bioimpedanciometria % correlaglpn,
cuantitativa regresion
lineal
IMC Indep_endlente_, Peso / Estatura al Kg/m2 T stude_n,t,
cuantitativa, continua cuadrado correlacion
US de alta
_APP Transrc(iajgtlgrc Ié)o?bcado
Area de tejido Cuantitativa, continua, ; T student,
X . : a nivel de proceso cm2 i
adiposo independiente o . > correlacion
. xifoides en direccion
preperitoneal L
caudal a cicatriz
umbilical (20 mm)
- T Student,
indice para L
o . . correlacion,
o . cuantificar resistencia .
Cuantitativa, continua, . . ’ i andlisis de
HOMA . : a la insulina. Célculo: . .
independiente . interaccion,
(Glucosa x Insulina) / .
regresion
405 )
lineal
. - . CAP - >225 ANOVA,
Esteatosis Cualitativa, ordinal, esteatosis leve/mod dB/m Correlacion
Hepatica independiente CAP: >300
. Pearson
esteatosis severa
Fibrosis Cualitativa, . ANOVA}
L : . kPa: > 5.1 kPa correlacion
Hepatica independiente
Pearson
Variables de riesgo cardiovascular:
. . Definicién Unidad de Analisis
Variable Tipo - - L
operacional medicién estadistico
Cuantitativa, continua, Cuantificacion en T student,
LDL . ) Py mg/dl "
independiente sangre periférica correlacion
Cuantitativa, continua, Cuantificacion en T student,
HDL : ) e mg/d| L
independiente sangre periférica correlaciéon
Cuantitativa, continua, Cuantificacion en T student,
Colesterol Total : . I mg/dl Iy
independiente sangre periférica correlacién
US de alta
Cuantitativa, continua, resolumon.. Medlpl_on T student,
EIM ACC . ) sobre arteria carétida mm i
independiente correlacién

comin, alcmde
bifurcacién
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Valor > p75 = riesgo
cardiovascular
US de alta
resolucion. Medicion
sobre arteria carétida
interna, a 1 cm de mm
bifurcacion
Valor > p75 = riesgo
cardiovascular

T student,
correlacion

Cuantitativa, continua,

EIMACI independiente

Aspectos éticos

El protocolo ha sido aceptado por parte del comité de investigacion y ética como una
rama del protocolo titulado “Efectos de un programa de intervencion multicomponente
con ejercicio estructurado sobre pardmetros antropomeétricos, metabdlicos, de aptitud
fisica y de dafio cardiovascular temprano en nifios y adolescentes con obesidad” con la
clave de registro DI/17/311/03/028.

A todos los participantes se les pidi6 leer y firmar un asentimiento informado, y a los
padres y tutores se les pidié6 hacerlo también con el consentimiento informado. El
documento fue firmado por dos testigos ajenos al equipo de investigacion y por el
responsable de la obtencion del consentimiento. Ningun procedimiento se realizd previo
a la firma de consentimiento y asentimiento informados. Se anexa carta de
consentimiento y asentimiento informado.

Los participantes se identificaron Unicamente mediante cddigos generados con sus
iniciales y numero de identificacion. Todos los datos recolectados son confidenciales. La
informacion se guardé en los expedientes clinicos de cada paciente, teniendo acceso a
ellos unicamente el personal involucrado en el estudio.

Todos los procedimientos y actividades durante el desarrollo del estudio, se realizaron
en total apego a las disposiciones legales nacionales, contenidas en la Ley General de
Salud de los Estados Unidos Mexicanos en apego a las Buenas Practicas Clinicas y en
conformidad con los principios éticos para la investigacion médica en seres humanos
detallados en la ultima revision de la declaracion de Helsinki y de la Conferencia
Internacional de Armonizacion.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa Statistical Package for Social Sciences
Software (SPSSTM v. 22). Se realizdé un andlisis univariado para evaluar las variables
demograficas y obtener frecuencia, medias y desviacion estandar. Se utilizé andlisis por
T Student para la comparacion de medias entre grupos. Para las variables con
distribucion anormal, se realizaron transformaciones mediante normalizacién por
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cuantiles. Se calcularon los tamafos del efecto con D de Cohen. Se realizaron
correlaciones de Pearson entre las células inflamatorias y las variables de dafio
metabdlico. Las variables con mayor correlacion se tomaron en cuenta para un
subanalisis con regresién lineal e interaccion. Un valor alfa < 0.05 se consider6 como
estadisticamente significativo.

Resultados

Se reclutaron un total de 38 nifios con media de edad de 10.7 £ 2.10 afios de edad con
caracteristicas similares (Tabla 1). En el grupo con rigidez hepatica se observa una
tendencia a presentar mayores niveles de glucosa, insulina, LDL, acido urico, y HOMA;
sin embargo, no se observaron diferencias significativas.

No se observaron diferencias significativas en los valores de las enzimas hepéticas
alanino aminotrasnferasa (ALT) y gama glutamil transferasa (GGT) entre grupos, aunque
a mayor severidad de la enfermedad hepatica se observaban mayores niveles de
enzimas hepéticas con un fuerte tamafio del efecto (d de Cohen = 0.55,0.57).

Los tres grupos de obesidad presentaban caracteristicas similares en cuanto a la
cantidad de tejido adiposo visceral, porcentaje de grasa corporal y area de tejido adiposo
preperitoneal.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas

N =38 Obesidad sin EHGNA Obesidad con EHGNA
(n) (8) (30) P
Edad (afios) 10.2+1.3 11.0+2.2 0.404
Sexo Masculino % (n) 75% (6) 36.7% (11) 0.062¢
Peso (kg) 529+ 125 58.8 + 15.2 0.321
Talla (cm) 144.6 + 8.2 147.2+11.1 0.543
IMC (kg/m?) 249+3.1 26.5+3.2 0.425
IMC p (%) 96.7+ 1.2 974+11 0.119
Cintura (cm) 83.05+11.0 85.9+ 10.0 0.475
TA sist (mmHg) 101.1+11.0 103.7 £ 9.3 0.508
TA diast (mmHQ) 67.0+£94 68.5+£8.2 0.653
Estadio Tanner
Tanner | 62.5 % 46.4 % 03455
Tanner (1I-V) 37.5% 53.6 %
Glucosa (mg/dl) 89.5+25 88.8+£9.3 0.845
HbAlc 5.3+0.2 53+0.1 0.708
Acido drico (mg/dl) 50+1.4 59+0.8 0.034
Colesterol (mg/dl) 163.2 £29.4 162.4 +19.7 0.929
HDL (mg/dI) 39.0+4.3 39.0+ 8.6 0.999
LDL (mg/dl) 103.7+24.5 107.2+17.2 0.649
TG (mg/dl) 135.6 + 67.3 138.2 +49.9 0.904
ALT (UI/LI) 18.3+5.6 27.9+15.0 0.089
AST (UI/L) 25.0+35 295+8.8 0.167
GGT (UI/L) 15.7+5.8 17.3x7.0 0.556
Insulina (mg/dl) 16.0+£9.2 158+8.1 0.958
HOMA 35+1.9 3.8+1.9 0.661
APP (cm2) 41+3.0 44+1.1 0.787
Grasa corporal (%) 278+6.5 31.7+4.3 0.052
VFA (cm?) 84.8 + 30.7 84.2 £ 34.7 0.964
MRH (kPa) 4.0+0.1 45+1.3 0.416
CAP (dB/m) 200.2+17.8 274.0 + 33.8 <0.001
EIM ACC (mm) 0.53+0.1 0.61+0.0 0.251
EIM ACI (mm) 0.56+£0.1 0.57+0.0 0.907

IMC — indice de Masa Corporal, HbAlc — hemoglobina glucosilada, HDL — Lipoproteina de alta densidad, LDL-
lipoproteina de baja densidad, TG — triglicéridos, ALT — alanino aminotransferasa, AST — Aspartato aminotransferasa,
GGT - gamaglutamil transferasa, HOMA — Homeostasis Model Assessment, APP — Area de tejido adiposo
preperitoneal, VFA — Tejido adiposo visceral, MRH — Medicién de rigidez hepética, CAP — Pardmetro de atenuacion

controlada, EIM — Espesor de intima media, ACC — Arteria carétida comun, ACI— Arteria car6tida interna

Los valores estan expresados como medias + desviacion estandar, andlisis por T de student, & andlisis por Chi

cuadrada. a<b

Valores de p < 0.05 marcados con negritas
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Andlisis de la expresién y frecuencia de CCR2 y CCR5 en monocitos y linfocitos
circulantes

Monocitos CCR2*

Se realiz6 analisis de T Student y ANOVA para evaluar las diferencias en la frecuencia y
expresion de CCR2 y CCR5 en monocitos y linfocitos circulantes entre sujetos con
obesidad y diferentes grados de lesion hepatica.

Nifilos con obesidad con y sin EHGNA presentan concentraciones similares de monocitos
CCR2* circulantes, asi como de la expresion de su receptor CCR2 (Figura 1A). Se realizé
un subanalisis para evaluar diferencias entre grupos sin EHGNA y diferente grado de
severidad de lesion hepética (Figura 1B). No se observaron diferencias en la frecuencia
y expresion de CCR2 en monocitos circulantes entre los 3 grupos. Los tres grupos de
nifos con obesidad presentan valores similares de monocitos circulantes que expresan
CCR2.

No obstante, al evaluar las subpoblaciones de monocitos observamos una tendencia a
presentar mayor expresion de CCR2 en monocitos clésicos e intermedios cuanto mayor
era la severidad de lesion hepatica (Figura 2, D de Cohen 0.61 y 0.79).

Figura 1. Monocitos CCR2* en sangre periférica entre grupos
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Monocitos CCR2+ en sangre periférica. A) Comparacion entre nifios con obesidad sin EHGNA y con EHGNA, analisis
T Student B) Comparacion entre nifios sin EHGNA y diferente grado de severidad de EHGNA, analisis ANOVA de una
via. Las barras representan el 95% intervalo de confianza.

Posteriormente se evalu6 si existen diferencias entre grupos de obesidad con los valores
de las subpoblaciones de monocitos CCR2*. No se encontraron diferencias significativas
en la frecuencia de subpoblaciones de monocitos CCR2* entre grupos con y sin EHGNA
(Figura 2),pero se observé que a mayor dafio hepatico la expresiéon de CCR2 en
monocitos clasicos e intermedios incrementaba en comparacioén con nifios sin presencia
de EHGNA (D de Cohen 0.61 y 0.76 respectivamente) (Figura 3).

Se realiz6 un analisis de severidad de esteatosis hepatica y la frecuencia de
subpoblaciones de monocitos CCR2* en sangre periférica. Se observo que a mayor
severidad de esteatosis, mayor presencia de monocitos intermedios y no-clasicos CCR2*
(Figura 4).
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Figura 2. Frecuencia y expresion de CCR2 en monocitos clasicos, intermedios, y
no-clasicos CCR2+ entre grupos de Obesidad con y sin EHGNA
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A) Monocitos clasicos B) Monocitos intermedios C) Monocitos no-clasicos
T Student, andlisis del tamafio del efecto por D de Cohen

Figura 3. Frecuencia y expresiéon de CCR2 en monocitos clasicos, intermedios, y

no-clasicos CCR2+ entre grupos de Obesidad con y diferentes grados de severidad
de lesion hepatica.
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A)

IMF de CCR2 en monocitos clasicos

Q)

IMF de CCR2 en monocitos no-clasicos

B) Monocitos clasicos B) Monocitos intermedios C) Monocitos no-clasicos
ANOVA de una via, andlisis del tamafio del efecto por D de Cohen

Figura 4. Expresion de CCR2 en subpoblaciones de monocitos en presencia de

esteatosis hepética
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Correlacion de monocitos CCR2* con variables metabolicas

Para analizar la asociacion entre variables metabdlicas y monocitos circulantes, se
realizé un analisis de correlacion de Pearson, el cual se muestra en la tabla 2 y 3. Se
encontré una correlacién positiva entre el tejido adiposo visceral, la circunferencia de
cintura con la frecuencia de los monocitos CCR2* circulantes. La expresiéon de CCR2 en
monocitos circulantes presentd una asociacion positiva con enzimas hepaticas (Tabla 2).

Los monocitos clasicos CCR2* no presentaron asociaciones con las variables
cardiometabolicas, mientras que la expresion de CCR2 en monocitos intermedios
presentd una asociacion positiva con GGT y la relacion ALT/AST. En cuanto a los
monocitos no-clasicos CCR2* se observo una correlacion positiva con ALT, la relacion
ALT/AST, IMC, CC, HgAlc y con el espesor de intima media carotidea (Tabla 3).

Tabla 2. Asociacién de monocitos CCR2* con variables metabélicas

IMF de CCR2 en

% Monocitos CCR2* ) )
Monocitos circulantes

VFA cm3 0.29 0.40*

CCcm 0.25 0.38*
ALT UI/L 0.36* 0.16
GGT UI/L 0.42* 0.15

VFA: Visceral Fat Adiposity, ALT: alanina aminotransferasa, GGT: Gammaglutamil transferasa; CC: circunferencia de
cintura

Correlacion de Pearson

*p< 0.05, **p<0.001
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Tabla 3. Asociacién de subpoblaciones de monocitos CCR2* con variables
metabdlicas

MC

ccro MFCCR2en  MICCR2*  IMF CCR2en MNC IMF CCR2
MC (%) MI CCR2* (%)  enMNC
(%)
IMC 0.27 0.24 0.23 0.25 0.41* 0.44*
cc 0.28 0.29 0.29 0.33 0.51%* 0.45*
HbAlc 0.01 0.16 0.24 0.12 0.50* 0.42*
ALT (UI/L) 0.24 0.20 0.35 0.38 0.58* 0.27
GGT (UI/L) 0.33 0.37 0.13 0.57** 0.27 0.24
ALT/AST 0.27 0.27 0.38 0.53* 0.68* 0.57*
EIM ACC 0.10 0.13 0.29 0.11 0.23 0.43**
(mm)

IMC: indice de masa corporal; CC: circunferencia de cintura ALT: alanina aminotransferasa, GGT: Gammaglutamil
transferasa, EIM ACC: espesor de intima media carotidea Arteria Carédtida Comun, HgA1c: hemoglobina glucosilada

Correlacion de Pearson

*p< 0.05, *p<0.001

Debido a que en los ultimos afios se ha encontrado dimorfismo sexual en nifios con
EHGNA, realizamos un analisis comparando ambos sexos. Se observo que los nifios con
obesidad presentaban mayor cantidad de tejido adiposo visceral en comparacion con las
nifias con obesidad, quienes presentaban mayor porcentaje de grasa corporal (Tabla 4).

Interesantemente, observamos que los monocitos CCR2* correlacionan con diferentes
variables metabdlicas en varones que en mujeres (Tabla 5). En varones la frecuencia de
monocitos CCR2* circulantes se encuentra positivamente relacionada con GGT y EIM
ACI, mientras que la expresion de CCR2 se asocia a mayor cantidad de tejido adiposo
del area preperitoneal. En las mujeres con obesidad los monocitos circulantes CCR2* se
correlacionan positivamente con los niveles de glucosa y la relacion ALT/AST.

En el andlisis de las subpoblaciones de monocitos circulantes observamos mayores
contrastes de la relacion entre variables metabdlicas entre nifios y nifias.

En los varones observamos que todas las subpoblaciones de monocitos CCR2*
presentan una fuerte asociacion con el tejido adiposo preperitoneal y el espesor de intima
media. Los monocitos intermedios ademas se correlacionan con variables de adiposidad
(IMC, VFA, % grasa corporal), GGT y glucosa. Los monocitos no-clasicos presentaron la
mayor cantidad de asociaciones con variables cardiometabolicas en varones. Se observo
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una correlacion positiva entre los monocitos no-clasicos CCR2* y variables de adiposidad
(IMC, CC, APP, VFA), enzimas hepaticas, resistencia a la insulina, hemoglobina
glicosilada, y espesor de intima media carotidea (Tabla 6).

Tabla 4. Diferencias demogréaficas entre nifios y nifias con obesidad

Masculino (17) Femenino (21) Valor p

Peso (kg) 56.3+14.8 59.1+14.8 0.556
Talla (cm) 1444+ 11.2 149.4 £ 9.2 0.151
IMC (kg/cm?2) 26.5+2.9 25.9+ 3.6 0.638
CC (cm) 83.3+84 87.9+11.7 0.167

VFA cm3 103.1 + 35.8 69.2 £ 22.7 0.001**
APP cm2 41+15 44+18 0.606

% Grasa Corporal 28.2+5.2 33.0+3.7 0.002**
Glucosa (mg/dl) 89.7 £ 8.7 88.0 £8.11 0.553
ALT UI/L 254 +13.0 26.3+15.2 0.844
GGT UI/L 165+7.4 17.5+£6.0 0.652
HOMA 32+21 41+1.7 0.153
HgAlc 53%0.2 52+0.1 0.161

CAP dB/m 252.2+30.5 270.9+30.5 0.195
kPa 45+1.8 44+0.8 0.589

EIM ACC mm 0.59+0.1 0.59+0.1 0.923
EIM ACI mm 055+0.1 0.58+0.1 0.435
Esteatosis (%) 78.6 85.7 0.456
Rigidez hepatica (%) 14.3 23.8 0.406

VFA: Visceral Fat Adiposity, APP: area de tejido adiposo preperitoneal, ALT: alanina aminotransferasa, GGT:
Gammaglutamil transferasa, CAP: Pardmetro de atenuacion controlado, EIM ACC: espesor de intima media carotidea
Arteria Cardtida Comun, EIM ACI: Espesor de intima media carotidea Arteria Caroétida Interna. HgA1c: hemoglobina
glucosilada

*p< 0.05, **p<0.001
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Tabla 5. Diferencias en asociaciones metabdlicas y monocitos CCR2* circulantes
entre nifios y nifas con obesidad

% Monocitos  \F ge cCR2en  %MONOCitos i ge CCR2 en
CCR2 Monocitos CCR2 Monocitos
Hombres (14) circulantes Mujeres (19) Circulantes
IMC 0.46 0.49 -0.13 0.08
CCcm 0.43 0.39 -0.07 0.26
VFA cm3 0.43 0.38 -0.09 0.17
APP cm2 0.48 0.72** -0.02 -0.32
% Grasa Corporal 0.42 0.42 -0.091 0.18
Glucosa mg/dl 0.10 0.43 0.57* 0.36
ALT UI/L 0.25 0.09 0.44 0.13
ALT/AST 0.46 0.29 0.48* 0.27
GGT UI/L 0.57* 0.36 0.15 -0.34
Insulina 0.39 0.08 0.05 -0.21
HOMA 0.40 0.13 0.19 -0.16
HgAlc % 0.39 -.09 0.21 -0.06
EIMACI >P75 0.66** 0.48 -0.12 0.08
mm

VFA: Visceral Fat Adiposity, APP: area de tejido adiposo preperitoneal, ALT: alanina aminotransferasa, GGT:
Gammaglutamil transferasa, CAP: Parametro de atenuacion controlado, EIM ACC: espesor de intima media carotidea
Arteria Cardtida Comun, EIM ACI: Espesor de intima media carotidea Arteria Caroétida Interna. HgA1c: hemoglobina
glucosilada

*p< 0.05, *p<0.001

En niflas con obesidad solamente se observd una asociacion entre monocitos clasicos
CCR2* con glucosa sérica, y de monocitos intermedios CCR2* con glucosa, ALT y la
relacion ALT/AST (Tabla 7).

Para observar el efecto que pudiera presentarse en los monocitos no clasicos,
realizamos analisis de regresion lineal con interaccion con sexo entre las variables de
riesgo. Observamos que la interaccion del sexo con HOMA, HgAlc, el % de grasa
corporal y el tejido adiposo visceral tienen una gran influencia en la expresion de CCR2
en monocitos no-clasicos (Tabla 8).

31



Tabla 6. Asociaciones entre variables metabdlicas y subpoblaciones de monocitos
CCR2* circulantes en nifios con obesidad

IMF CCR2 M. IMF CCR2 M. No- IMF CCR2
en M. Intermedios en M. clasicos en Monocitos
Clasicos CCR2* (%) Intermedios CCR2* (%) No-clasicos

M. Clasicos
CCR2* (%)

IMC 0.44 0.49 0.67* 0.43 0.79* 0.77*
CC (cm) 0.33 0.37 0.53 0.38 0.75* 0.77%
Glucosa 0.27 0.35 0.21 0.72% 0.30 0.37

(mg/dl)

ALT (UIIL) 0.10 0.06 0.41 0.23 0.76* 0.37
ALT/AST 0.29 0.21 0.39 0.49 0.83* 0.68**

GGT (UIL) 0.41 0.44 0.29 0.69** 0.59* 0.53

Grasa
corporal 0.40 0.44 0.65% 0.38 0.78* 0.79%
(%)

VFA (cm3) 0.38 0.38 0.64%* 0.34 0.84% 0.81%*

HgAlc (%) 0.11 -0.06 0.34 0.05 0.89** 0.67*
Insulina 0.26 0.15 0.34 0.35 0.75% 0.66**

(mg/dl)
HOMA 0.29 0.21 0.36 0.41 0.75* 0.65*

APP (cm2) 0.80* 0.69* 0.55 0.69** 0.32 0.59*
EIM ACI 0.60** 0.62%* 0.59%* 0.58%** 0.57 0.66**

> p75

VFA: Visceral Fat Adiposity, APP: area de tejido adiposo preperitoneal, ALT: alanina aminotransferasa, GGT:
Gammaglutamil transferasa, CAP: Parametro de atenuacion controlado, EIM ACC: espesor de intima media carotidea
Arteria Carétida Comun, EIM ACI: Espesor de intima media carotidea Arteria Carétida Interna. HgAlc: hemoglobina
glucosilada

*p< 0.05, **p<0.001
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Tabla 7. Asociaciones entre variables metabdlicas y subpoblaciones de monocitos
CCR2* circulantes en niflas con obesidad

IMF CCR2 M. IMF CCR2 M. No- IMF CCR2
en M. Intermedios en M. clasicos en Monocitos
Clasicos CCR2* (%) Intermedios CCR2* (%) No-clasicos

M. Clasicos
CCR2* (%)

IMC -0.00 012 -0.15 -0.07 -0.01 0.10
CC (cm) 0.08 0.00 -0.05 0.08 0.25 0.17
Glucosa 0.59* 0.51 0.48 0.74% 0.39 0.24

(mg/dl)
ALT (UIIL) 0.45 0.33 0.24 0.62* 0.40 0.24
ALT/AST 0.23 0.38 0.39 0.62* 052 0.48
GGT (UIL) | -0.06 -0.12 -0.50 -0.10 -0.45 -0.18

Grasa

corporal 0.11 -0.09 -0.25 -0.17 011 -0.72

(%)

VFA (cm3) 0.10 011 -0.23 -0.13 013 -0.06

HgA1c (%) -0.05 0.11 0.08 0.11 011 0.23

Insulina -0.07 -0.18 -0.01 0.02 -0.41 -0.14
(mg/dl)

HOMA 0.09 -0.07 0.05 0.12 -0.34 -0.15

APP (cm2) -0.27 -0.50 -0.06 -0.25 0.23 -0.20

EIM ACI -0.18 0.01 0.21 -0.13 0.02 -0.27
> p75

VFA: Tejido Adiposo Visceral, APP: area de tejido adiposo preperitoneal, ALT: alanina aminotransferasa, GGT:
Gammaglutamil transferasa, CAP: Parametro de atenuacion controlado, EIM ACC: espesor de intima media carotidea
Arteria Carétida Comun, EIM ACI: Espesor de intima media carotidea Arteria Car6tida Interna. HgAlc: hemoglobina
glucosilada

*p< 0.05, **p<0.001
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Tabla 8. Efecto del sexo sobre la expresion de CCR2 en monocitos no-clasicos

CCR2*

Interaccién de sexo

con: B SE B p Part
HOMA 0.49 0.18 1.21 0.01 0.47
HgAlc 0.79 0.35 0.59 0.03 0.40
% Grasa Corporal 0.78 0.36 0.61 0.04 0.39
VFA cm3 0.85 0.40 0.62 0.48 0.40

Analisis de regresidn con interaccion entre sexo y variables metabolicas. Se realizé una transformacion inversa rankit
para la normalizacion de variables HOMA y HgAlc

HgAlc — Hemoglobina glicosilada, HOMA: Homeostasis Model Assessment, VFA: tejido adiposo visceral
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Linfocitos CCR5*

No se observaron diferencias significativas en frecuencia y expresion de CCR5 de
linfocitos CD4 y CD8 entre grupos (Figura 5 y 6). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre la cantidad de linfocitos CCR5* y severidad de la esteatosis hepatica.
Aungue se observo que a mayor grado de esteatosis hepatica, la expresion de CCR5 en
linfocitos CD4 tiende a disminuir, observando una d de Cohen de 1.5 (Figura 7).

La expresion de CCR5 en linfocitos CD4 se correlacion6 positivamente con HgAlc. Al
realizar la evaluacion por sexo, se observo que las mujeres no presentaron ninguna
correlaciéon entre linfocitos CCR5 y variables cardiometabdlicas. Los varones ademas,

presentaron una correlacion positiva entre la expresién de CCR5 en linfocitos CD4 con
HgAlcy VFA.

Figura 5. Frecuencia de linfocitos CD4 y CD8 CCR5" y la expresion de su receptor
entre niflos con obesidad sin y con EHGNA
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Figura 6. Frecuencia de linfocitos CD4 y CD8 CCR5" y la expresion de su receptor
en diferentes grados de severidad de EHGNA
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A)

Figura 7.

Expresion de CCR5 en linfocitos en presencia de esteatosis hepatica
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Tabla 9. Variables cardiometabdlicas asociadas a linfocitos CD4 y CD8 CCR5*

IMF de CCR5 en

Linfocitos  CD3

Linfocitos CD3 CD8

IMF de CCR5 en

CD4 CCR5* (%) ggf“ms CD3  ccRrs* () Linfocitos CD3 CD8
HgALC 1020 0.34% 0.04 0.10

Tabla 10. Variables cardiometabdlicas asociaas a linfocitos CD4 y CD8 CCR5* en

nifos varones

IMF de CCR5 en

€D3 Linfocitos  CD3

CD4 CCR5* (%)

. Linfocitos
Sexo masculino

Linfocitos CD3 CD8
CCR5* (%)

IMF de CCR5 en
Linfocitos CD3 CD8

CDh4
HgA1C -0.02 0.58* 0.01 0.29
VFA cm3 0.29 0.58* 0.10 0.24

37



Discusion
La obesidad es considerada como una enfermedad inflamatoria. El sistema inmune juega
un papel importante en el desarrollo de comorbilidades asociadas a la obesidad. Tanto

las células del sistema inmune innato como las del sistema adaptativo se encuentran
relacionadas con el estado proinflamatorio secundario el exceso de acumulo de grasa.

En nifios con obesidad infantil se ha observado la participacion de monocitos clasicos e
intermedios en el estado proinflamatorio (Schipper et al., 2012). En adultos, también se
han identificado a los monocitos CD14*" activados como agentes inflamatorios en
obesidad involucrados en complicaciones metabdlicas y cardiovasculares (Rogacev et
al., 2010). En nuestro estudio evaluamos la cantidad y expresion de CCR2 de monocitos
circulantes entre nifios con obesidad con y sin dafio hepético, siendo ésta una de las
principales comorbilidades en obesidad. Ademas, evaluamos la asociacién de estas
células inflamatorias con variables de dafio cardiometabdlico en nifios y nifias con
obesidad.

Entre los grupos de obesidad y dafio hepéatico, no encontramos diferencias en la
frecuencia de monocitos clasicos, intermedios y no-clasicos, pero se observo que los
monocitos clasicos e intermedios (CD14**) presentaban una mayor expresion de CCR2
en nifios con obesidad y rigidez hepética. La rigidez hepatica observada por elastografia
transitoria se relaciona con fibrosis hepéatica, lo cual es un signo de mayor dafio hepatico
(Nobili et al., 2008). Esto sugiere que probablemente a mayor dafio hepético existe una
mayor movilizacion de monocitos clasicos e intermedios hacia el sitio de lesién. Ademas,
observamos que, a mayor esteatosis hepéatica, la expresion de CCR2 en monocitos
intermedios y no-clasicos (monocitos CD16*) parece incrementar en nifios con obesidad.
Adicionalmente, observamos una fuerte asociacion entre la expresion de CCR2 en
monocitos CD16* y enzimas hepéticas en nifios con obesidad. Gadd y cols encontraron
resultados similares, reportando que las subpoblaciones de monocitos circulantes
presentaban una inclinacion hacia poblaciones CD16* en pacientes con EHGNA (Gadd
et al., 2016). Zhang y cols también encontraron un incremento en monocitos intermedios
en sujetos con EHGNA (Zhang et al., 2018b).

En nuestro estudio observamos que los monocitos circulantes CCR2* presentan una
asociacion positiva con las enzimas hepaticas, sugiriendo que, a mayor lesion hepatica,
existe una mayor circulacion de monocitos CCR2*. Estudios en animales han
demostrado que la inhibicion del receptor CCR2 reduce los niveles de ALT, asi como la
infiltracion de leucocitos en tejido hepatico (Parker et al., 2018). En nuestro estudio
también observamos que la expresion de CCR2 en monocitos circulantes presenta una
asociacion positiva con variables de adiposidad, por lo que sugiere que la expresion de
CCR2 aumenta conforme incrementa el acimulo de tejido adiposo. Nuestros resultados
son similares a la evidencia cientifica, en donde se ha demostrado la expresion de CCR2
influye en el desarrollo de obesidad y su estado proinflamatorio, asi como en el
mantenimiento de macrofagos en tejido adiposo (Weisberg et al., 2006).
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Al evaluar la expresion de CCR2 en las diferentes subpoblaciones de monocitos,
observamos que los monocitos no-clasicos presentaban una mayor asociacion con tejido
adiposo visceral, enzimas hepéticas, alteraciones en el metabolismo de glucosa, y con
riesgo cardiovascular. Esto sugiere que monocitos no-clasicos juegan un papel
importante en las comorbilidades asociadas a obesidad en nifios. Mattos y cols
observaron que en la obesidad los monocitos no-clasicos se direccionan hacia un perfil
mas inflamatorio (Mattos et al.,, 2016). De acuerdo con estos hallazgos, otros
investigadores han demostrado que los monocitos no-clasicos se encuentran asociados
a riesgo cardiovascular y metabdlico. Ziegler y cols observaron que los monocitos CD16*
tienen una mayor afinidad por el endotelio y son productores potentes de citocinas
proinflamatorias (Ziegler-heitbrock, 2006). Poitou y cols observaron gque monocitos
CD14dimCD16* (también conocidos como no-clasicos) presentaron una asociacion con
diabetes mellitus y glucosa en ayuno (Poitou et al., 2011). Las comorbilidades asociadas
a obesidad se encuentran intimamente relacionadas con el estado proinflamatorio que
presentan estos sujetos. Es de suma importancia reconocer que esta inflamacion se
presenta en edades tempranas de la vida, lo cual es un gran riesgo para futuras
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.

Existe una gran variedad de evidencia que demuestra que el tejido adiposo visceral se
asocia a un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiometabdlicas como
hipertension arterial, resistencia a la insulina, diabetes mellitus, EHGNA y enfermedad
coronaria (Chung et al., 2015; Lee et al., 2018). También existe evidencia de que sujetos
del sexo masculino presentan un mayor acumulo de grasa visceral en comparacion con
sujetos del sexo femenino, debido a una distribucién corporal diferente (Palmer & Clegg,
2015; Schorr et al., 2018). En nuestro estudio observamos a varones con mayor cantidad
de tejido adiposo visceral en comparacion con las mujeres, quienes a su vez presentaban
mayor porcentaje de grasa corporal.

Dado que los monocitos CCR2* circulantes se encuentran fuertemente asociados al
tejido adiposo visceral y los sujetos masculinos tienden a tener mayor acumulacion de
este tejido, entonces en nuestro estudio se optd por evaluar las diferencias entre la
expresion de CCR2 en monocitos circulantes entre sexo y evaluar si existe un dimorfismo
sexual.

En este estudio observamos la presencia de dimorfismo sexual, en dénde los varones
con obesidad presentan una fuerte asociacion entre monocitos CCR2* y mudltiples
variables de riesgo cardiometabdlico (tejido adiposo preperitoneal y visceral, espesor de
intima media, HOMA, HbAlc, circunferencia de cintura, indice de masa corporal,
Glucosa, ALT, GGT), mientras que las mujeres sélo presentan asociacion con niveles de
glucosay ALT.

Se ha descrito que enfermedades cardiometabdlicas tienen un predominio en el sexo
masculino. El sindrome coronario agudo y el infarto agudo al miocardio ocurren de tres
a cuatro veces mas en hombres que en mujeres premenopausicas (Regitz-Zagrosek et
al., 2016). Ademas, la inflamacion sistémica y local también participa en el progreso de
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las enfermedades cardiovasculares y parecen responder de manera diferente entre
sexos (Katsiari et al., 2019; Rathod et al., 2017). En este estudio observamos una fuerte
asociacion entre los monocitos circulantes CCR2* y el espesor de intima media en
varones con obesidad, lo que sugiere que el dimorfismo sexual de riesgo
cardiovasculares parece iniciar desde edades tempranas.

El dimorfismo sexual también se observa en enfermedades como EHGNA y diabetes
mellitus tipo 2, en donde la incidencia es mayor en hombres que en mujeres. El sexo
masculino es un factor de riesgo para generar EHGNA (Shaunak et al., 2021). En
mujeres, se ha observado que presentan una mayor sensibilidad a la insulina que los
hombres (Mauvais-Jarvis, 2018). Simoes y cols observaron que nifios varones con
obesidad presentaban una respuesta inflamatoria diferente a las nifias con obesidad.
Encontraron que solo los varones con obesidad presentan niveles elevados de leucocitos
y amiloide a sérico (AAS), el cual induce la produccién de CCL2 favoreciendo la
migracioén de células inflamatorias con expresion de CCR2 (Simoes et al., 2021).

En nuestro estudio observamos una fuerte asociacion entre los monocitos no clasicos
gue expresan CCR2 y variables de riesgo metabdlico, dafio hepatico y resistencia a la
insulina en varones con obesidad. De acuerdo a estos hallazgos, otros estudios han
encontrado asociaciones similares. Jagannathan y cols encontraron una fuerte
asociaciéon entre monocitos no clasicos y HgA1C en sujetos con diabetes mellitus
(Jagannathan et al., 2019). Gadd y colaboradores observaron un incremento en
monocitos no clasicos en sujetos con EHGNA en comparacién con sujetos con hepatitis
C (Gadd et al., 2016).

Las diferencias encontradas sobre la respuesta inflamatoria entre sexo pudieran estar
relacionadas al incremento en el tejido adiposo visceral observado en varones en
comparacion con la poblacion femenina. Por otro lado, las hormonas sexuales y los
cromosomas sexuales también juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria.
Se ha documentado que los estrégenos y el cromosoma X tienen un efecto
antiinflamatorio en diferentes enfermedades no transmisibles (Varghese et al., 2022).

Como podemos observar con nuestros resultados, los monocitos circulantes CCR2*
posiblemente participan en la fisiopatologia de la obesidad y EHGNA. Se requieren
nuevos estudios con una poblacion mayor para poder confirmar el incremento de
monocitos CCR2* en sujetos con obesidad y dafio hepatico por esteatosis y fibrosis. La
asociacion observada entre monocitos CCR2* y alteraciones en enzimas hepaticas,
resistencia a la insulina y riesgo cardiovascular en varones hace resaltar la importancia
de continuar investigando el dimorfismo sexual en esta patologia y crear estrategias de
mayor impacto en poblacion infantil, con el fin de evitar desenlaces desfavorables en la
edad adulta.

Actualmente no existe un medicamento aprobado que pueda revertir este dafio, pero se
han sugerido varias terapias que pudieran funcionar. Una de ellas es el uso de inhibidores
del receptor de quimiocinas, como el inhibidor de CCR2/CCRYS5, el cual ha logrado mejorar
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la fibrosis en modelos animales. Estos estudios se encuentran actualmente en estudios
clinicos Fase llb y en los resultados preliminares demuestran una mejoria en la fibrosis
y un freno en la progresion de NASH (Lefere et al., 2020). Si los nifios con obesidad
tienen un incremento en monocitos circulantes CCR2* y estos a su vez participan en la
producciéon de un estado proinflamatorio, entonces podrian beneficiarse de
medicamentos como los inhibidores de CCR2.

En cuanto a los linfocitos CCR5* observamos que los linfocitos CD4* CCR5™* presentaron
una asociacion positiva con el tejido adiposo visceral y HgA1C, estos resultados son
similares a otros estudios en donde sugieren que los linfocitos CD4* juegan un papel
importante en la obesidad y la resistencia a la insulina (Xia et al., 2017). Recientemente
se ha demostrado que nifios con EHGNA presentan infiltrado de linfocitos CD4 Y CDS8,
teniendo una mayor proporcion en nifios con mayor severidad de la enfermedad (Cairoli
et al.,, 2021). También se ha observado que linfocitos CD8 pudieran favorecer la
resolucion de fibrosis hepatica en sujetos con NASH mediante la activacion de apoptosis
de células estrelladas con la ayuda del receptor CCR5 (Koda et al., 2021). En nuestro
estudio no observamos incremento de linfocitos CD4 ni CD8 CCR5* en niflos con mayor
severidad de enfermedad. Tampoco observamos una correlacion entre los linfocitos CD4
y CD8 CCR5* y dafio hepético, probablemente este hallazgo se deba a un tamafio de
muestra pequefio y a la falta de biopsia hepética para poder diagnosticar con certeza
esteatosis y fibrosis hepatica.

Limitaciones del estudio

El estudio se realiz6 con un tamafio de muestra pequefio, se sugiere realizar un nuevo
estudio con un mayor numero de participantes, asi como incluir un grupo control de nifios
eutréficos. Para el diagndstico de esteatosis y rigidez hepatica utilizamos la elastografia
transitoria, la cual tiene una adecuada sensibilidad y especificidad para utilizarla en nifios.
Sin embargo, el uso de resonancia magnética nuclear (RMN) seria un estudio mas
apropiado para el diagndstico de EHGNA si no contamos con estudio patoldgico
mediante biopsia hepatica. Por cuestiones de factibilidad y presupuesto, no nos fue
posible utilizar la RMN o la biopsia hepéatica.

Conclusioén

Monocitos CCR2* circulantes incrementan durante la obesidad infantil y el tejido adiposo
visceral promueve el estado proinflamatorio en estos nifios. Los monocitos inflamatorios
gue expresan CCR2 parecen incrementar conforme incrementa la severidad de
esteatosis hepatica. Adicionalmente, los monocitos no-clasicos demostraron presentar el
mayor grado de asociacion frente a variables de dafio cardiometabdlico como el espesor
de intima media y la resistencia a la insulina en varones con obesidad y no en mujeres.
Esto es de gran importancia, ya que el manejo de nifios con obesidad y EGHNA debera
evaluarse de una manera diferente entre mujeres y hombres. Es de gran preocupacion,
gue desde edades tan tempranas nifios con obesidad estén presentando cambios
cardiometabolicos que posteriormente pondran en riesgo su salud. Se debe actuar de
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manera temprana para evitar que estos niflos formen parte de la incidencia de sujetos
con diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares y
esteatohepatitis.
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