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RESUMEN

FACTOR ACTIVADOR DE CELULAS B (BAFF) Y SU RELACION CON
BIOMARCADORES DE INFLAMACION Y DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON OBESIDAD.

Introduccion: La obesidad(OB) es una enfermedad sistémica caracterizada por remodelado
del tejido adiposo que desencadena un estado inflamatorio crénico de bajo grado, el cual se
manifiesta por la expresion de biomarcadores pro-inflamatorios que correlacionan
positivamente con el proceso de disfuncion endotelial(DFE) y resistencia a la insulina(RI).
Se ha vinculado al factor activador de células B(BAFF) con el desarrollo de RI, proponiendo

su papel en la inflamacion cronica asociada a OB.

Objetivo. Evaluar la asociacion entre BAFF y biomarcadores de inflamacion y DFE en

pacientes con OB.

Material y meétodos: Estudio transversal comparativo. A tres grupos de pacientes
(Normopeso, Sobrepeso y Obesidad), se les realizd: exploracion fisica y recoleccion de
sangre venosa para: biometria hematica, quimica sanguinea (glucosa, triglicéridos, colesterol
total, HDL-c y LDL-c), citocinas Tul/Tu2/Tul7, biomarcadores de DFE (FvW, sCD40L),
insulina y BAFF.

Resultados: BAFF increment6 significativamente en funcion al IMC (p<0.0001). Se
presentd diferencia estadisticamente significativa entre individuos OB y NP, para IL-2(3.58
+ 5.64 vs 3.69 + 1.39; p=0.003), IL-6(5.45 + 3.02 vs 6.47 + 7.58; p=0.019), IL-10(5.96 +
4.19 vs 4.80 = 1.88; p<0.0001), IL-17A(13.35 £ 10.28 vs 8.83 + 4.91; p=0.025) y TNF-
o(6.97 = 9.45 vs 4.58 £ 1.18; p<0.0001). BAFF correlaciond positivamente con citocinas
inflamatorias Tul: TNF-a(r=0.463; p=0.022), Tu2: con IL-10(r=0.471; p=0.016), Tul7: con
IL-17A(r=0.451; p=0.030); y presentd asociacidn negativa y estadisticamente significativa

con FvW(r=0.615; p<0.0001). BAFF correlacioné negativamente con indice HOMA-IR en
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OB(r=-0.666; p=0.008); y positivamente con marcadores de OB: IMC(r=0.671; p<0.0001),
%GC(r=0.535; p=0.001) y C. cintura(r=0.632; p<0.0001).

Conclusiones: Cifras séricas de BAFF incrementan en OB. BAFF correlaciond

significativamente con marcadores de DFE e inflamacién, aunque no con RI en OB.

Palabras clave: BAFF, inflamacion, disfuncion endotelial, sobrepeso, obesidad.
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ABSTRACT

B CELL ACTIVATING FACTOR (BAFF) AND ITS RELATIONSHIP WITH
INFLAMMATION AND ENDOTHELIAL DISFUNCTION MARKERS IN OBESE
PATIENTS.

Introduction: Obesity(OB) is a systemic disease, characterized by fat tissue remodeling that
triggers a low-grade chronic inflammatory state, which is manifested by the expression of
pro-inflammatory biomarkers that correlate with endothelial dysfunction(DE) and insulin
resistance(IR). BAFF has been linked with IR development, suggesting its role in the chronic

inflammatory state related to OB.

Objective: To evaluate the association between BAFF and inflammation and ED biomarkers

in OB patients.

Methods: Cross-sectional comparative study. Three groups of patients (Normal-weight,
Overweight and Obesity) underwent physical examination and venous blood collection:
blood count, blood chemistry (glucose, triglycerides, total cholesterol, HDL-c and LDL-c)
Tul/Tu2/Tul7 cytokines, ED markers (VWF, sCD40L), insulin and BAFF.

Results: Serum BAFF increased significantly with BMI(p<0.0001). There were statistically
significant differences between OB and NW individuals for IL-2(3.58 & 5.64 vs 3.69 + 1.39;
p=0.003), IL-6(5.45 + 3.02 vs 6.47 + 7.58; p=0.019), IL-10(5.96 + 4.19 vs 4.80 = 1.88;
p<0.0001), IL-17A(13.35 = 10.28 vs 8.83 + 4.91; p=0.025) and TNF-0(6.97 &+ 9.45 vs 4.58
+ 1.18; p<0.0001). BAFF correlated positively with Tul cytokines: TNF-o(r=0.463;
p=0.022), Tu2: IL-10(r=0.471; p=0.016), Tul7: IL-17A(r=0.451; p=0.030); and correlated
negatively with vVWF(r=0.615; p<0.0001). BAFF also correlated negatively with HOMA-IR
in OB patients (r= -0.666; p=0.008); and positively with OB markers: IMC(r=0.671;
p<0.0001), %body fat (%BF) (r=0.535; p=0.001) and waist circumference(r=0.632;
p<0.0001).
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Conclusions: BAFF serum concentrations increase in OB. BAFF correlated positive and

statistically significative with ED and systemic inflammation markers, although it did not

with IR in OB individuals.

Key words: BAFF, Inflammation, Endothelial dysfunction, Overweight, Obesity.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es actualmente considerada "la epidemia del siglo XXI", ya que su velocidad de
diseminacion no se ha visto limitada a paises econdmicamente desarrollados, ni condicionada
por edad, etnia o situacion social; este problema de salud publica es sustancialmente mas
serio en nuestro pais, debido a que México presenta hoy en dia, la mayor prevalencia de

individuos adultos con sobrepeso y obesidad, en el mundo.

La obesidad, es considerada un factor independiente de riesgo cardiovascular, debido a que
el incremento en el deposito graso compromete la estructura y funcionamiento del tejido en
que se aloja; sin embargo, el riesgo se ve incrementado al encontrarse frecuentemente
asociada a comorbilidades como Hipertension arterial, dislipidemia y Diabetes Mellitus tipo

2, que predisponen al sujeto obeso a desarrollar complicaciones de mayor severidad.

El dafio vascular asociado a obesidad, frecuentemente se ve vinculado a un estado de
deterioro sistémico y disfuncion endotelial, mediado por la inflamacion cronica de bajo grado
que se presenta como respuesta al remodelado constante del tejido adiposo. Recientes
estudios han reportado la participacion del Factor activador de células B, como citocina clave
en la exacerbacion inflamatoria, asi como en el desarrollo de resistencia a la insulina; por lo
que estudiar su comportamiento en relacion al proceso inflamatorio y de deterioro vascular
en pacientes con sobrepeso y obesidad, resulta prioritario para prevenir complicaciones

cardiovasculares futuras, en nuestro pais.
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2. ANTECEDENTES

2.1. OBESIDAD

La obesidad (OB) es una enfermedad sistémica, cronica y multicausal, no exclusiva de paises
economicamente desarrollados, que involucra a todos los grupos etarios, distintas etnias y
todas las clases sociales(1). Esta enfermedad ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel
mundial, motivo por el que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha denominado

como “la epidemia del siglo XXI”(2).

Las proporciones epidémicas de la OB contintian diseminandose alarmantemente, de acuerdo
con los datos de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Economicos (OCDE),
hace veinte afios, s6lo una de cada diez personas en el mundo presentaba OB, sin embargo,

recientemente estas cifras han ido en aumento, sin miras a un retroceso(3).

En México, la frecuencia combinada de sobrepeso (SP) y OB en mujeres oscila en un 76%,
de la poblacion, asi como un 70% para el caso de los hombres. Estas cifras han mostrado un
importante incremento respecto a lo reportado a finales de los afios 80’s (290%); por lo que,
en nuestro pais, mas de 7 de cada 10 adultos mayores a 20 afios presentan SP, y de estos,
cerca de la mitad padece OB. Por lo que actualmente México se encuentra posicionado como

el pais con mayor prevalencia de SP y OB en el mundo(4).

La OMS define la OB como una acumulacion anormal o excesiva de grasa, que puede ser
perjudicial para la salud y clasifica como OB a todos aquellos individuos que presenten un

indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30 Kg/m?.

ElIMC es un indicador simple de la relacion peso/talla de un individuo, y desde hace décadas
ha venido siendo ampliamente utilizado para evaluar la OB en poblacion mundial. Este se
calcula con la ecuacion de Quetelet, dividiendo el peso de una persona (kg) entre el cuadrado

de su talla (m). La OMS estratifica el normopeso (NP), SP y OB de la siguiente manera:
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Cuadro 1. Clasificacion de obesidad por IMC y circunferencia de cintura.

Riesgo de enfermedad

Mo Clemde e covem  Hombre390cm
Mujer <85 cm Mujer 285 cm
Bajo peso <18.5 - -
Normopeso 18.5-24.9 - -
Sobrepeso 25.0-29.9 Aumentado Alto
Obesidad 30.0 - 34.9 I Alto Muy alto
35.0-39.9 II Muy alto Muy alto
Obesidad extrema ~40.0 I Extremadamente  Extremadamente

alto alto
Fuente: OMS(2); Barrera-Cruz et al(5); Berber et al(6).

Multiples estudios epidemiologicos han vinculado a la OB con el desarrollo de
complicaciones cardiovasculares como aterosclerosis(7), enfermedad coronaria(8), falla

cardiaca congestiva(8,9), fibrilacion auricular(10) e infarto agudo al miocardio(5,7).

Es considerada también como un factor independiente de riesgo cardiovascular (RCV),
debido a que el excesivo depdsito graso compromete la estructura y funcionamiento del tejido
en que se aloja; ademas de su papel incrementando el riesgo cardiometabolico por asociacion
a comorbilidades como hipertension, dislipidemia, intolerancia a la glucosa, inflamacion y

disfuncion endotelial(12).

Desde hace algunas décadas, se ha observado que la distribucion de la grasa corporal influye
mas sobre el RCV asociado a OB, que la proporcion total de la misma, considerando que
individuos con OB abdominal, presentan mayor RCV respecto aquellos con OB

periférica(13).
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2.2. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

El tejido adiposo corporal, o0 mas recientemente denominado 6rgano adiposo, se encuentra
compuesto por dos tipos de tejido graso que colaboran en el almacenamiento de la energia
proveniente de los lipidos, a partir de la cual, realizan funciones fundamentales para el
organismo; el tejido adiposo café (TAC) participa en la termogénesis, mas activamente
durante la infancia, sin embargo también se encuentra presente (aunque en menor proporcion)
en la edad adulta, mientras que al tejido adiposo blanco (TAB) se le han atribuido importantes

funciones metabodlicas y mas recientemente, enddcrinas a lo largo de la vida(14).

El TAB se encuentra localizado en multiples depdsitos distribuidos por todo el organismo,
en la region peri-renal, epicardica, pulmonar, peri-adventicia asi como la médula 6sea; sin
embargo, los dos depositos mas abundantes de TAB son el tejido adiposo subcutdneo (TASC)

y el tejido adiposo visceral (TAV) (Figura 1) (15).

Pulmonary
adipose tissue

Periadventitial

adipose tissue Epicardial

adipose tissue

Perirenal

adipose tissue Subcutaneous

adipose tissue

Bone marrow

adipose tissue +——1— Visceral

adipose tissue
|

Figura 1. Depositos de tejido adiposo blanco en el organismo.

Fuente: Ouchi, et al(15).

El TASC se encuentra localizado bajo la piel, principalmente en la region supra-abdominal,

escapular y gluteofemoral; en este se encuentra almacenada aproximadamente un 80-90% de
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la grasa corporal total. Mientras que el TAV se compone por los depdsitos intra-abdominales
que se encuentran rodeando las visceras en la region omental y mesentérica, los cuales
constituyen un 6-20% de la masa grasa total, con mayor proporcion en hombres que en

mujeres(16).

Existen diferencias fundamentales entre TASC y TAV, ya que el primero es considerado el
amortiguador natural para el exceso de ingesta energética con gasto limitado, éste actia como
un regulador metabdlico en el que los 4cidos grasos libres (AGL) provenientes de la dieta,
son almacenados en forma de triglicéridos (TG) en el interior del adipocito. Sin embargo, en
condiciones de OB, la capacidad de almacenamiento energético del TASC se ve
frecuentemente superada, por lo que el exceso graso comienza a almacenarse en otros

depdsitos, principalmente el TAV(13).

Ademas de los adipocitos, el TAV, se encuentra compuesto por multiples tipos celulares,
como pre-adipocitos, células endoteliales, fibroblastos y células inmunitarias, que
desempefian un papel homeostatico fundamental en el remodelado del tejido, asi como la

regulacion de la inflamacion(17).

Extracellular matrix

Blood
vessel

oF 10
OF 10
oF 10
OF 10
Blood 0 0
Fibroblast vessel  vascular smooth \Endothelial
muscle cell cell

Figura 2. Tejido adiposo visceral.

Fuente: Wensveen, et al(17).
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2.3. INFLAMACION ASOCIADA A OBESIDAD

El TAV de individuos delgados se encuentra principalmente poblado por eosinéfilos y
células NK, los cuales son la principal fuente de IL-4, citocina que promueve la polarizacion
de los macrofagos (Me) residentes, hacia un fenotipo M2 (alternativamente activado), capaz
de liberar IL-10, que promueve el estado homeostatico y anti-inflamatorio caracteristico de

los sujetos NP(17).
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Figura 3. C¢lulas inmunes reclutadas a tejido adiposo visceral durante el progreso de la

obesidad.
Fuente: Ip, et al(18).

Sin embargo, al ir ganando masa grasa, se promueve un incremento en los M¢ residentes de
TAV, ya que éstos se encargan de reclutar mayor cantidad de leucocitos circulantes
(mediante la liberacion de quimiocinas como MCP-1), cooperar con los adipocitos en la
acumulacion de lipidos (internalizando LDL-c por medio de sus transportadores de AG como
CD36), asi como de fagocitar células en proceso de necrosis a causa de la hipoxia en el tejido.

Las condiciones oxidativas, inflamatorias e hipdxicas presentes en TAV durante la OB,
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promueven la polarizacion de los M2 residentes, hacia un perfil M1 (clasicamente activado)
caracterizado por el incremento en la expresion y liberacion de TNF-a, IL-1p, PAI-1 asi
como especies reactivas de oxigeno (EROs) creando un microambiente "obesogénico"(19).
Se han descrito otros estimulos promotores de polarizacion M1, principalmente mediada por
AGL y citocinas perfil Tul(19). También se ha reportado incremento en la afluencia de otras
células inmunes a TAV durante la OB, principalmente linfocitos T cooperadores CD4" (Th),

T citotoxicos CD8" (Lc), linfocitos B (LB), neutrofilos, entre otros(18).

Asi pues, el modelo de "plasticidad" Mi-Mz es modulado por el microambiente propio del
tejido, asi como estimulos celulares, ya que, los macrofagos perfilados hacia un fenotipo M2
se activan por un perfil de citocinas tipo Tu2 (IL-4 e IL-13), mientras que los M1 requieren

de citocinas tipo Tul (IFN-y, TNF-a e IL-6) (19).
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2.3.1 PERFILES INFLAMATORIOS Tul/ T2/ Tul7

En los afios 80’s, con el advenimiento de la inmunologia molecular, Coffman y Mosmann
propusieron el modelo inflamatorio Tul/Tn2, esclareciendo el importante concepto de las
interacciones reciprocas entre subtipos de células T cooperadoras (Th). Este modelo tiene por
idea central que cada subtipo Tu posee la capacidad de estimular un grupo de funciones
coordinadas anti-patdgenos promoviendo el desarrollo de mas células de su mismo subtipo,
mientras que inhibe el desarrollo de el subgrupo opuesto, asi como sus funciones

efectoras(20).

En su descripcion inicial, se consider6 a las células Tul esenciales para la inmunidad
humoral, cooperando con Lc y promoviendo una respuesta mediada por anticuerpos de
isotipo G (IgG). Las células Tul son promovidas por IL-12 (via STAT 4) e [FN-y (via STAT
1), lo que produce la expresion del factor transcripcional T-bet y la secrecion de IFN-y,

citocina caracteristica de este perfil(21,22).

Mientras que las cé€lulas Tu2 son inducidas por IL-4 (via STAT 6) lo que sobre-regula la
transcripcion de GATA 3, promoviendo la secrecion de citocinas como: IL-4, IL-5 e IL-13,

asi como la produccion de anticuerpos isotipo E (IgE)(22).

El posterior descubrimiento de las c€lulas T reguladoras (Treg) y Tul7 complemento el

escenario de diferenciacion Tu(23).

2.3.2. CITOCINAS Thl

2.3.2.1. Interferén gamma (IFN-y)
Los interferones (IFNs) fueron descubiertos inicialmente como agentes interferentes de
replicacion viral, éstos se clasifican de acuerdo a la especificidad de su receptor y homologia

de secuencia en tipo I (IFN-a, IFN-B, IFN-» e IFN-1), los cuales son producidos en mayor
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medida por células hematopoyéticas y fibroblastos; y tipo II (IFN-y) cuya estructura no
manifiesta relacion a los interferones tipo I, se une a distinto receptor y se encuentra
codificado en un locus distinto. IFN-y es producido por LTul, Lc, LB, NK, NKT y CPA. La
produccion de IFN-y es mediada principalmente por IL-12 e IL-18, y es inhibida como
respuesta a [L-4, [L-10 y TGF-3(24,25).

IFN-y ejerce su efecto al interaccionar con el receptor IFNGR (via JAK1 - STAT 1),
mediando la transcripcidon de proteinas asociadas a la respuesta inmune(26); es considerado
la citocina caracteristica del perfil Tul y en condiciones de OB, se ha reportado su papel
asociado a otras citocinas Tul- Mi (TNF-a, IL-12) en la promociéon del estado
inflamatorio(27). Ademads, se ha sugerido su papel en la patogenia vascular promoviendo el
incremento en la produccion de moléculas de adhesion, quimiocinas y CMH II; asi como

incrementando la capacidad de presentacion antigénica por CE y M@(28).

2.3.2.2. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

TNF-a es una citocina miembro de la stper familia de ligandos TNF (19 proteinas
transmembrana tipo 11, caracterizadas por contener dominio de homologia TNF en su region
C-terminal) que posee importantes propiedades pro-inflamatorias tanto en la respuesta innata
como adaptativa. Se ha reportado su expresion constitutiva en multiples linajes celulares,

principalmente macréfagos, monocitos, LT, adipocitos y fibroblastos(29,30)

Ademas de su papel en la inmunidad, el incremento en la expresion de TNF-o en condiciones
de OB, tanto animal como humana, ha sido reportado desde finales de la década de los afios
90’s(31,32), sugiriendo su papel en el desarrollo de RI, al inhibir la actividad tirosina cinasa
de IRS-1 promoviendo la fosforilacion de sus residuos Serina. Se ha sugerido también, que
TNF-a participa incrementando la produccion de AGL en TAV, estimulando la lipdlisis
mediante la sefalizacion con TNF-aRI promoviendo (via MAP - JNK cinasas) la
accesibilidad de sustrato a la lipasa de 4cidos grasos. Otros reportes han demostrado
disminucion estadisticamente significativa en expresion de IRS-1 y GLUT-4 mediada por

TNF-a(29).
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2.3.2.3. Interleucina - 6 (IL-6)

IL-6 es una proteina perteneciente a una familia de citocinas de topologia tetra-helicoidal(33),
es producida por casi todos los subtipos leucocitarios y cé€lulas estromales en respuesta a
estimulos mediados por IL-13 Y TNF-a. Durante su descripcion inicial, a IL-6 se atribuyeron
funciones como promover la expansion y activacion linfocitaria, asi como la regulacion de
la respuesta inflamatoria de fase aguda; sin embargo, recientemente se ha asociado al
desarrollo de complicaciones vasculares, metabolismo lipidico, RI, actividad mitocondrial,

entre otras(34).

Se estima que aproximadamente una tercera parte de la IL-6 circulante proviene de TAV(33)
y se ha considerado que el incremento en su secrecion durante condiciones de OB contribuye
a promover el estado de disfuncion metabolica. Sin embargo su papel en RI alin resulta
controversial, si bien en algunos estudios realizados en modelos animales, la administracion
de IL-6 disminuye la capacidad de la insulina de inhibir la produccién hepética de glucosa,
otros han reportado que su deficiencia incrementa la RI en ratones sometidos a DRG; por lo
que actualmente se sugiere que las distintas vias de sefializacidon empleadas por IL-6, asi
como su origen (muscular o graso) podrian ser las responsables de este comportamiento

pleiotrépico (15)(35,36).

2.3.2.4. Interleucina - 2 (IL-2)

IL-2 es una citocina encargada de promover la expansion y activacion linfocitaria, en
condiciones basales es producida en 6rganos linfoides secundarios por linfocitos Tu, y en
menor proporcidon Tc, NK, NKT; se ha reportado su produccion incrementada durante el

proceso de presentacion antigénica.

IL-2 senaliza mediante el factor transcripcional STAT 5 e influencia la diferenciacion de
linfocitos Tu en sus distintas subpoblaciones (Tul, Tu2, Tul7, Treg). En caso de Tul, el
contacto con IL-2 promueve el incremento en la produccion de IL-12R y T-bet, lo que a su
vez se traduce en la expresion aumentada de IFN-y. Por otra parte, al interacutar con Tu2 IL-

2 induce la sobre-regulacion de IL-4R incrementando notablemente la produccion de
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citocinas Tu2 (IL-4, IL-5 e IL-13). Sin embargo, a diferencia de los perfiles Tul y Tu2, IL-2
inhibe la diferenciacion Tul7 mediante la activacion de STAT 5, que compite con STAT 3

para la union al gen 1117, limitando la respuesta a IL-6; mientras que la polarizacion Treg es

IL-2 dependiente(37).

Diversos estudios clinicos han reportado el incremento en las cifras plasmaticas de IL-2
asociadas a complicaciones vasculares, principalmente en patologias isquémicas y de angina

inestable, reafirmando su papel en la activacion LT(38).

2.3.3. CITOCINAS Tr2

2.3.3.1. Interleucina - 4 (IL-4)

IL-4 es una citocina que funciona como potente regulador inmunitario, es principalmente
producida por mastocitos, eosinofilos, baséfilos y LTH2. Fue inicialmente descrita como un
factor promotro de mitosis para LB, aunque también se ha descrito su papel promoviendo la

supervivencia leucocitaria, reparacion tisular y homedstasis mediante la activacion de M2.

IL-4 ejerce sus funciones mediante la activacion del factor transcripcional STAT 6, el cual
se dimeriza y trasloca al niicleo celular, promoviendo la transcripcion de GATA 3, asi como

CMH Il y cambio de isotipo a IgE en LB.

Recientemente se le han atribuido funciones en el metabolismo, principalmente relacionadas
con la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2 favoreciendo la sensibilidad celular al efecto de la
insulina(39). Otros reportes has sugerido que el aumento en su expresion promueve la
tolerancia a la glucosa, asi como se ha visto involucrada en el metabolismo de lipidos,

regulando la liberacion de adipocinas y AGL in vitro y modelo animal(40).
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2.3.3.2. Interleucina - 10 (IL-10)

IL-10 es una citocina caracterizada por sus propiedades anti-inflamatorias, cuyo papel central
consiste en limitar la respuesta inmune frente a patdgenos, previniendo el dafio en el

hospedero, asi como las patologias auto-inmunes.

IL-10 fue inicialmente descrita como una citocina Tu2, aunque recientemente se ha vinculado
con un perfil de tolerancia Treg; es producida principalmente por células del sistema inmune
adaptativo Tul, Tu2, Tul7 y Treg, Lc, y LB(41). IL-10 ejerce su efecto al sefializar con IL-
10R via STAT 3; su papel en relacion al proceso inflamatorio asociado a OB aun es debatible,
debido a que se han reportado cifras elevadas de esta citocina en relacion al IMC, asi como
significativamente disminuidas en condiciones de SM, reportdndose una disminucion

significativa al incluir la actividad fisica en el estilo de vida de los sujetos en estudio(42).

2.3.4. CITOCINAS Tnl7

2.3.4.1. Interleucina - 17A (IL-17A)
IL-17 es una familia de seis proteinas (IL-17A - IL-17F) que comparten alto grado de

homologia molecular, siendo IL-17A la citocina expresada mayoritariamente en respuesta a
estimulos sinérgicos mediados por IL-6 - TGF-B(43,44), o TNF-a - IL-23 via IL-1
dependiente(45).

Se ha reportado la produccion de IL-17A en células de origen mieloide (eosinéfilos,
neutrofilos, monocitos(46)), linfoide (promoviendo la secrecion de quimiocinas CXCLS,
CXCL6, CXCLI1, ICAM-1 y GM-CSF(20)), asi como en adipocitos humanos(47) y
animales(46). Ademas, se han descrito concentraciones séricas estadisticamente superiores
de IL-17A en sujetos OB respecto NP(47)(48); sugiriendo su papel en la regulacion de
adipogénesis y funciones metabdlicas caracteristicas de adipocitos maduros(47) de TAV

respecto a TASC(47).
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2.4. DISFUNCION ENDOTELIAL

En condiciones homeostaticas, como respuesta a diversos estimulos mecéanicos y quimicos,
el endotelio sintetiza y libera una gran cantidad de moléculas vasoactivas y moduladoras de
crecimiento que se encargan de mediar el correcto funcionamiento vascular, regulando la
transmigracion leucocitaria, proliferacion de células musculares, tono vascular y equilibrio

pro-tromboético/ trombolitico(49).

Sin embargo, diversos estimulos pro-inflamatorios han sido vinculados al desarrollo de
disfuncion endotelial (DFE), principalmente adipocinas(50) y citocinas Tul (IL-1(3, IL-6,
IFN-y, TNF-a)(51); creando un estado de deterioro constante y progresivo en la pared
vascular, que culmina con la pérdida parcial o total del equilibrio en la liberacion de

moléculas pro-trombéticas y anti-fibrinoliticas, producidas por la célula endotelial (CE).

Debido a que el endotelio regula multiples funciones vasculares, a la fecha no existe un tinico
marcador para evaluar la DFE in vivo, por ello la evaluacion de una o mas de estas funciones,
es una potencial forma de evaluar su integridad. Un acercamiento comun es la cuantificacion
plasmatica de los marcadores de activacion endotelial, como moléculas solubles de adhesion
vascular (FvW, sCD40L), marcadores del estado pro-trombdtico/ trombolitico (FvW, FT,
PAI-1) y mediadores inflamatorios (PCR, IL-1f3, IL-6, TNF-a.)(50)(52).

La DFE es hoy en dia considerada un evento clave en el proceso de aterogénesis, siendo

demostrado su papel como predecesor del desarrollo clinicamente detectable de las ECV.

Se ha descrito que los mismos eventos metabdlico-inflamatorios asociadas a la OB que
provocan DFE, interaccionan con receptores de superficie plaquetaria promoviendo su
activacion por multiples vias; principalmente TNF-a(53), FvW y moléculas derivadas del
EO(54). Durante este estado de activacion exacerbada, la sintesis de mediadores plaquetarios
(PAF-4, RANTES, serotonina, histamina, ADP y Ca*?) se ve incrementada, lo cual se refleja
en el aumento en el tamafo celular; de esta manera, determinar el volumen plaquetario medio

(VPM) resulta una forma accesible de estimar activacion plaquetaria.
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Otras moléculas producidas en respuesta al estado inflamatorio crénico asociado a la OB,
son el Factor von Willebrand y la fraccion soluble del ligando CD40L, los cuales vinculan la
interaccion endotelio-plaquetaria, y sus elevadas cifras sanguineas participan en la

perpetuacion del estado de DFE.

2.4.1. Factor von Willebrand (FvW)

El FvyW es una glicoproteina de alto peso molecular que desempefia un papel vital en la
hemostasia, sus principales funciones consisten en regular la adhesion plaquetaria a la pared
vascular, promover la agregacion inter-plaquetaria y servir como una proteina transportadora
para el Factor VIII de la coagulacion, estabilizando su estructura en circulacion plasmatica y
protegiéndolo de la protedlisis. Es producido selectivamente por células endoteliales (CE) y

en menor proporcion por plaquetas (15%)(55).

Estudios in vitro han identificado diversos estimulos promotores para la expresion de FvW
(trombina, histamina, radical superéxido, TNF-a, IL-6, IL-8), mientras que, el incremento

en circulacion y su papel como biomarcador de DFE han sido reportado en condiciones de

OB, RI, SM y DM2(56-59) .

FvW es considerado ademdas un importante predictor de ECV debido a su papel en la
formacion de trombos arteriales, ya que se ha sugerido que las altas concentraciones de esta
molécula de agregacion celular, asi como el estado de DFE subyacente, contribuyen al
desarrollo y progresion de la lesion aterosclerdtica, pudiendo asi derivar en un episodio

oclusivo, como es el infarto agudo de miocardio(55).

2.4.2. Ligando soluble CD40 (sCD40L)

El ligando CD40, es miembro de la familia del TNF, expresado preferencialmente en la

superficie de LT CD4" activados, plaquetas y CE. Este ligando también puede ser escindido
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de la superficie celular y liberado en forma soluble, bioldogicamente activa (sCD40L) que

circula sistémicamente (60).

Durante la ultima década, se han establecido las interacciones de éste ligando inmuno-
modulador y se ha descrito su papel funcionando como un vinculo entre inflamacion,
aterosclerosis y trombosis(61). La expresion de sCD40L es inducida por estimulos
inflamatorios (IL-1, TNF-a, IFN-y) y de activacion plaquetaria (trombina, coldgena),

vinculando al factor de transcripcion NF-«xB en la regulacion su expresion.

Steven et al(62) sugieren en su estudio, que la deficiencia de sSCD40L en DFE asociada a OB
resulta en la mejora del estado endotelial, disminucién de la inflamacién, activacion
plaquetaria y estrés oxidativo; demostrando que en pacientes OB, el incremento en las cifras
séricas de sCD40L contribuye al aumento la expresion de genes pro-inflamatorios y

liberacion de IL-6 e IFN-y.

Se ha reportado el aumento en la expresion de sCD40L en otras patologias como DM2 y SM,
asociando las altas cifras de glucosa sérica con un incremento en su produccion(63). Asi
como en pacientes con HTA, por lo que se sugiere su participacion en la regulacion del tono
vascular(64,65), mediante el reclutamiento de células inmunoldgicas a la region adventicia,
grasa perivascular, asi como promoviendo la agregacion plaquetaria y activacion del sistema

de coagulacion(66).

Otros estudios han sugerido la participacion de sCD40L en la estabilizacion de trombos ricos
en plaquetas, inhibiendo la re-endotelizacion de los vasos danados, y exacerbando el proceso
de activacion celular (67); promoviendo asi, la trombosis arterial(66), aneurisma adrtico y

sindrome coronario agudo(66).

QFB Diana Carolina Villalpando Sanchez




BAFF y su relacion con biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en pacientes con OB

2.5. FACTOR ACTIVADOR DE CELULAS B (BAFF)

B-cell activating factor (BAFF) ¢ Factor activador de células B, es una proteina
transmembrana tipo II de 285 aminoacidos, perteneciente a la super familia de ligandos TNF
(TNFSF13B, CD257) que puede encontrarse anclada a la membrana de multiples subtipos
celulares o en forma de citocina soluble, al ser escindida proteoliticamente por proteasas tipo

furina(68).

BAFF fue descubierto simultaneamente por varios grupos de investigacion(69) a finales de
los afios 90’s, por lo que a lo largo del tiempo ha sido denominado de forma diferente:
BLyS(70), TALL-1(71), THANK(72), zZTNF-4, TNFSF20(73). Inicialmente se describié su
expresion y secrecion por células de origen mieloide(69), tales como monocitos, macréfagos,
mastocitos, basofilos(74) neutrofilos(75) y células dendriticas(76); sin embargo,
recientemente se ha reportado su expresion en otros linajes celulares, como LT(77), CE(78)

y mas recientemente, adipocitos, en distintos estadios de diferenciacion(79).

El gen codificante para BAFF (Figura 4) se encuentra localizado en el cromosoma 13q33.3;
este consiste en 5 intrones y 6 exones, de los cuales: el 1 codifica para el dominio
transmembrana, el 2 para el sitio de procesamiento de furina, mientras que los exones 3-6
codifican para el dominio de homologia TNF. El promotor BAFF puede activarse por
multiples factores de transcripcion, incluyendo la familia NFAT y NF-kB (por la via no

canodnica)(80).

Son multiples los estimulos que promueven la expresion de BAFF en distitnos tipos celulares,
ésta se encuentra principalmente modulada por citocinas pro-inflamatorias tipo Tul(IFN-
v(81), TNF-o(82)(79)), algunas moléculas bacterianas (LPS, PG(68)), EROs (H202(83)),
DRG(84) e IL-10(85); mientras su regulacion negativa se ha descrito via IL-4 dependiente o

mediante la administracion del antioxidante N-acetil-cisteina(83).
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Para llevar a cabo sus diversas funciones, BAFF interactua con los receptores presentes en
sus moléculas diana. Comparte mayor afinidad con BAFF-R (TNFRSF13C/ CD268), el cual
se encuentra presente en LB, LT, Mo y células plasmadticas, aunque también se han reportado
interacciones de menor afinidad con los receptores BCMA (B cell maduration antigen/
TNFRSF17) y TACI (Transmembrane activation and calcium modulator and cyclophilin
ligand interactor/ TNFRSF13B) principalmente estimulando LB en sus estadios previos de

diferenciacion(68,86).
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Figura 4. Gen codificante del Factor activador de células B (BAFF).
Fuente: Ospina, et al(80).

BAFF es conocido por su papel mediando la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de
LB (tipo 2) via Bcl-2(87) (88); asi como la promoviendo la produccion de Ab y el cambio de
isotipo(85). Debido a que multiples células pueden liberar BAFF en forma soluble,
recientemente se le ha atribuido también un papel importante mediando la proliferacion(89)
y polarizacion de LT CD4" naive hacia perfiles Tul/ Tul7, dependiendo el contexto
inflamatorio en el que la estimulacion se lleve a cabo(90). BAFF se ha asociado ademés con
importantes padecimientos inmunitarios, ya que la inhibicion de su expresion lleva a la
disminucion de LB maduros, asi como de Ac, condicionando a una respuesta inmunoldgica

deficiente; mientras que su sobre-expresion ha sido vinculada con hiperplasia de LB,
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produccion de auto-Ac (anti-ADNdc, anti-SSA) y manifestaciones autoinmunes (Lupus

eritematoso sistémico, Sjogren, Artritis reumatoide) (Figura 5)(80).

A Y Immune Y Y B Y

IENG s 1 COMPIEXES \\Costimglation Plasma YY
\\( M\ Cytokines cell
° °
BAFF TLRT IL-17
» ; BAFF L-21
B AFF (? TACIT ®)
2]) o -—
. -‘_‘Cytokmes T cell fMemorﬁ@i
| Mon | 4. B cell 5

R

Figura 5. Vias de amplificacion mediadas por el Factor activador de células B (BAFF).

Fuente: Davidson, et al(74).

Por otra parte, estudios realizados en tejido adiposo han reportado la expresion y secrecion
de BAFF en adipocitos humanos(79), mas significativamente en aquellos localizados en
TAV, por lo que su papel estimulando adipogénesis ha sido recientemente sugerido(78).
Miieller et al(91) evaluaron la expresion de BAFF en TAV humano durante diferenciacion
pre-adipocitaria, reportando que BAFF se expresa en adipocitos maduros in vivo y durante

diferenciacion adipocitaria ex vivo.

En TAV se ha reportado también el papel de BAFF sobre-regulando la expresion de TNF-a,
IL-6 y MCP-1, asi como incrementando la esteatosis hepatica en modelo animal(92) y
disminuyendo la internalizacion de glucosa in vitro; ésto ultimo se ha visto acompafiado por
el incremento en la fosforilacion de residuos Serina(307) en IRS-1 de manera andloga al
funcionamiento descrito para TNF-o(93). En su estudio, Bienertova et al(94) reportaron
cifras mayores de BAFF en pacientes OB respecto no-OB, asi como asociacion de su
concentracion sérica con marcadores antropométricos de OB (IMC, %GC, CC) y habitos

alimenticios; en una poblacion de individuos adultos, caucasicos de Europa central.
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3. JUSTIFICACION

Debido a su alta prevalencia y al grado de discapacidad que genera, la OB se ha convertido
en un grave problema de salud publica en México; esta patologia, disminuye la calidad de
vida de los individuos que la padecen, afectando principalmente a grupos poblacionales en

edad productiva, lo que se ve reflejado en un incremento en los costos de salud.

Una de las consecuencias clinicas mas relevantes de la OB, es la agresion cronica al endotelio
que deriva en un proceso de disfuncion. Este estado de DFE, es considerado el principal
evento desencadenante en el desarrollo de patologias vasculares, donde la inflamacion

subclinica, desempeia un papel vinculante y fundamental.

En poblacion europea, se ha reportado asociacion entre IMC vy las cifras séricas de BAFF;
mientras que, en modelos animales, se ha sugerido su papel promoviendo la expresion de
citocinas inflamatorias perfil Tul en TAV, ademds de correlacionar con mayores cifras de
glucemia; lo que sugiere su papel vinculando la inflamacién asociada a la OB, con el

desarrollo de RI.

De esta manera, aunque se ha propuesto el papel del BAFF en el desarrollo de RI, asi como
su participacion en la exacerbacion del estado inflamatorio asociado a OB, determinaciones
séricas de ésta citocina, no han sido realizadas en poblacidon mexicana, por lo que llevarlas a
cabo resulta de importancia para la mejor comprension de su comportamiento,
permitiéndonos evaluar si es que existe diferencia en sus cifras séricas respecto al IMC, asi
como si manifiesta algin comportamiento de asociaciéon a biomarcadores clasicos de

inflamacion sistémica y DFE.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La OB supone hoy en dia un problema sanitario de primera magnitud, ésta es una enfermedad
metabdlica caracterizada por agresion cronica al endotelio y asociada a un riesgo
incrementado de enfermedad vascular prematura. Esto deriva en un proceso de DFE, el cual
juega un papel primordial en el desarrollo de complicaciones vasculares y precede a las

evidencias clinicas mas tempranas de ateroesclerosis.

Varios estudios han demostrado la relacion entre DFE y RI en condiciones de OB, donde
ademas se ha observado un estado inflamatorio cronico subyacente. El mecanismo por el que
la RI conduce a DFE es complejo e incluye la participacion activa mediadores inflamatorios

asociados al incremento en la OB abdominal.

Recientemente se ha reportado la produccion de BAFF en TAV, resaltando que su expresion
se ve incrementada bajo condiciones pro-inflamatorias. Ademas, al ser una molécula
perteneciente a la superfamilia del TNF, se le ha relacionado con el desarrollo de RI; sin
embargo, a la fecha no existen estudios realizados en poblacion mexicana, que permitan
establecer las concentraciones séricas basales de esta molécula, ni tampoco se ha establecido

la relacion que pudiese existir entre esta y biomarcadores inflamatorios o de DFE.

Lo que lleva al planteamiento de la siguiente pregunta de investigacion:

(Existe asociacion entre las cifras séricas de BAFF y biomarcadores de inflamacion y

disfuncion endotelial en pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la asociacion entre factor activador de células B (BAFF) y biomarcadores de

inflamacion y disfuncion endotelial en pacientes con obesidad.

5.2. Objetivos especificos

e Determinar el BAFF sérico en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

e Evaluar la disfuncién endotelial mediante los biomarcadores: FvW y sCD40L, en
pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

e Correlacionar el BAFF sérico con los valores de citocinas Tul/Tu2/Tul7 (IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a, IFN-y), biomarcadores de disfuncion endotelial (FvW,
sCD40L), indice HOMA-IR, y marcadores antropométricos (IMC, C. Cintura, %GC,

%MM) en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

6. HIPOTESIS

Existe una correlacion positiva entre el factor activador de células B (BAFF), los

biomarcadores de inflamacion y de disfuncion endotelial, en pacientes con obesidad.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Tipo de estudio:

Estudio observacional, transversal y comparativo.
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7.2. Disefio del estudio:

Estudio comparativo para investigar la asociacion entre BAFF sérico, citocinas inflamatorias

y biomarcadores de disfuncion endotelial.
Se formaron 3 grupos de pacientes:
e Grupo NP: Personas con normopeso.

e Grupo SP: Pacientes con sobrepeso.

e Grupo OB: Pacientes con obesidad.

7.3. Universo de trabajo:

7.3.1. Para el Grupo NP:

Personas con peso normal (18.5< IMC <25 Kg/m?) acompafantes de los pacientes que
asistieron a consulta en la Unidad de Medicina Familiar No. 80 (UMF No.80) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), o estudiantes de la la Facultad de Ciencias Médicas y
Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” (FCMB) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH), durante el periodo comprendido de junio a noviembre de 2017.

7.3.2. Para el Grupo SP:

Pacientes con sobrepeso (25< IMC <30 Kg/m?) que acudieron a consulta a la UMF No.80 -
IMSS, o estudiantes de la FCMB - UMSNH, durante el periodo comprendido de junio a

noviembre de 2017.

7.3.3. Para el Grupo OB:
Pacientes con obesidad (30< IMC <40 Kg/m?) que acudieron a consulta a la UMF No.80 -

IMSS, o estudiantes de la FCMB - UMSNH, durante el periodo comprendido de junio a

noviembre de 2017.
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7.4 Tamano de muestra:

Se calcul6 con la ecuacion de diferencia de proporciones(95) de la siguiente manera:

Zm/an(l —1y) — ZB\/nl(l —my) +m,(1 —1m,) ’
Ty — T

. [(1.96)\/2(0.7)(1 —0.7) — (=1.645),/0.7(1 — 0.7) + 0.3(1 — 0.3)]2
B 0.7 — 0.3

o [(1.96),/(1.4)(0.3 — (—1.645),/0.7(0.3) + 0.3(0.7)]2
B 0.4

2

L [(1.96%/(0.42 — (—1.645)y/0.21 + 0.21
a 0.4

_[@27) + o7
"= l 0.4

n = [5.85]% = 34 Pacientes por grupo.

Donde:

Zy=(a=0.05)=1.96 Zg=(B=0.10) = ~1.645

m; = proporcion estimada de concentraciones de BAFF altas en el grupo con OB (0.7)
1, = proporcion de estimada de concentraciones de BAFF altas en el grupo sin OB (0.3)

m; — 1, = diferencia entre proporcion de grupo con OB — proporcion de grupo sin OB (0.7-

0.3)
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7.5. Criterios de seleccion:

7.5.1. Criterios de inclusidon:

Se incluyo a todas aquellas personas con las siguientes caracteristicas:

e Hombre o mujer.

e Edad comprendida entre 18 - 50 afios.

¢ Que desearon participar en el estudio y otorguen su consentimiento por escrito.
e Que acudieron a la UMF N°80 - IMSS o a la FCMB - UMSNH.

e Para el grupo NP: 18.5< IMC <25 Kg/m?.

e Para el grupo SP: 25< IMC <30 Kg/m?.

e Para el grupo OB: 30< IMC <40 Kg/m?.

7.5.2. Criterios de no inclusion:

No se incluyo en el presente estudio todos aquellos individuos que:

e Presentaron un IMC fuera de los parametros establecidos (18.5> IMC >40 Kg/m?).

e Se encontraban en tratamiento farmacoloégico y/o anti-inflamatorio al momento de la
toma de muestra, o lo estuvieron en algun momento durante las dos semanas previas
a ésta.

e Hubiesen sido vacunados, o presentado procesos infecciosos en el mes previo a la
toma de muestra.

e (Contaran con diagnostico previo de patologia tiroidea, hipertension arterial, diabetes

mellitus, enfermedad cardiovascular, enfermedad autoinmune y/o inmunodeficiencia.

7.5.3. Criterios de exclusion:

Unicamente fueron excluidos del estudio aquellas personas que:
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e Se consideraron dentro del grupo NP pero presentaron una o mas alteraciones
metabdlicas (glucemia basal alterada, hipercolesterolemia, dislipoproteinemia y/o
hipertrigliceridemia).

e Decidieron retirarse voluntariamente del estudio.

7.6. Variables del estudio:

7.6.1. Variables independientes:

e Insulina, citocinas Tul/Tu2/Tul7 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17-A, TNF-a, IFN-y),
biomarcadores de disfunciéon endotelial (FvW, sCD40L), marcadores
antropométricos (peso, talla, IMC, %GC, %Masa magra, C. Cintura, C. Cadera),
glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL-c, LDL-c.

7.6.2. Variables dependientes:

e Factor activador de células B (BAFF).

QFB Diana Carolina Villalpando Sanchez



7.7. Descripcion operacional de las variables:

. C o , . , Unidad de
Variable: Definicion conceptual: Definicion operacional:  Tipo de variable: medida:
Cifra obtenida de la Cuantitati
Término que se utiliza para hacer mencién al . . i vantitativa -
Edad ; . .. . historia clinica, expresada . Afios
tiempo que ha vivido una persona. - continua
en afios.
. . . 1: Masculino Masculino,
Sexo Se refiere al gene‘r(.) masculino o femenlno, de la Categorica ‘
persona que participa en el estudio. 2: Femenino Femenino
Fuerza que ejerce la sangre contra las paredes Cifra obtenida con Cuantitativa Milimetros de
Tension arterial  arteriales a medida que circula por ellas y es baumanometro, expresada . .
, ., . continua mercurio
bombeada por el corazon. en milimetros de mercurio.
Es una magnitud vectorial, que se define como .. .
la fu . 1 1 - tua sob Cifra obtenida del Cuantitativa Kilogramos
a fuerza con la cual un cuerpo actua sobre un . . u A% .
Peso corporal P . impedancidmetro, . 8
punto de apoyo, a causa de su atraccion por la . continua
expresada en kilogramos.
fuerza de gravedad.
: Cifra obtenida del e
Estatura o longitud del cuerpo humano desde la . . Cuantitativa
Talla i . ) impedanciometro, _ Metros.
planta de los pies a la parte superior del craneo. continua
expresada en metros.
) . . . Cifra obtenida por wuna
) ) Circunferencia ubicada en el punto medio entre . P o
Circunferencia de L. ) ) cinta métrica de fibra de Cuantitativa )
: la ultima costilla y la parte superior de la cresta . . i Centimetros
cintura Tiaca vidrio,  expresada  en continua
' centimetros.
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Cifra obtenida por una

Circunferencia de Circunferencia en la zona mas amplia localizada cinta métrica de fibra de Cuantitativa Centimetros
cadera por encima de las nalgas. vidrio,  expresada  en continua
centimetros.
Medida antropométrica especifica para medir Cifra obtenida de 1la
indice los niveles de grasa intraabdominal. Es la relacion circunferencia de Cuantitativa Sin unidad
. . . g i ) . ) n unidades
cintura/cadera  relacion matemadtica resultante de dividir el cintura/circunferencia de continua
perimetro de cintura entre el de cadera. cadera.
: . . . Cifra que se obtiene al
- M¢étodo que permite una clasificacion sencilla . . . E e ;
Indice de masa . . ) dividir el peso corporal Cuantitativa Kilogramos sobre
de la obesidad. Es la relacion existente entre el i
corporal (kg) entre la talla al continua metros cuadrados
peso y la talla de una persona. 2
cuadrado (m?).
Tejido graso compuesto por adipocitos. Incluye ~Cifra obtenida del Cuantitati
. . , . y uantitativa )
Grasa corporal ~ grasa metabolicamente inactiva, subcutanea y impedanciometro, continua Porcentaje
visceral. expresada en porcentaje.
Tejido libre de grasa en el que quedan incluidos .. .
d g queq ) Cifra obtenida del -
todos los componentes funcionales del . . Cuantitativa :
Masa magra . . , . impedanciometro, . Porcentaje
organismo, incluyendo huesos, muasculos, tejido . continua
. expresada en porcentaje.
nervioso y agua extracelular.
Carbohidrato obtenido de los alimentos, asi Cifra obtenida por estudios
Gl como de su produccion enddgena en higado y de laboratorio clinico, Cuantitativa Miligramos por
ucosa e . 1 . . s
ritones por medio de la glucogenolisis y expresada en miligramos continua decilitro
gluconeogénesis. por decilitro.
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Principal esterol del organismo y precursor de
todos los demas esteroides corporales. Se

Cifra obtenida por estudios

de laboratorio clinico, Cuantitativa Miligramos por
Colesterol total ~ encuentra formando parte de membranas . i o
. , . - expresada en miligramos continua decilitro
celulares, lipoproteinas, acidos biliares y .
. por decilitro.
hormonas esteroideas.
Cifra obtenida por estudios
Triclicérid Principal grasa transportada por el organismo de laboratorio clinico, Cuantitativa Miligramos por
riglicéridos : . . ) 1
g recibe el nombre de su estructura quimica. expresada en miligramos continua decilitro
por decilitro.
. Cifra obtenida por estudios
Colesterolunidoa _ . , ., v -
I teinas d Lipoproteinas que transportan el colesterol de laboratorio clinico, Cuantitativa Miligramos por
ipoproteinas de . . - . "
. desde los tejidos del cuerpo hasta el higado. decilitro
alta densidad ] rp g expresa.d.a en miligramos continua
por decilitro.
) Macromoléculas circulantes derivadas del Cifra obtenida por estudios
Colesterol unido a } C o .. oL ..
i teinas d procesamiento lipolitico de las VLDL por de laboratorio clinico, Cuantitativa Miligramos por
ipoproteinas de ., . . . . 1
Ea.lzl densidad accion de lipasas extracelulares, principalmente expresada en miligramos continua decilitro
J la lipasa lipoproteica. por decilitro.
. . : Cifra obtenida por kit
Hormona sintetizada en las células-f del ELISA
pancreas, responsable del control metabolico de ’ oy Microunidades
. . . expresada en Cuantitativa i )
Insulina la  glucosa 'y regulacion  actividades . . . internacionales
. . . microunidades continua s
hipoglucémicas como la gluconeogénesis y . . por mililitro
qe s internacionales por
glucogendlisis. e
mililitro.
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) , Cifra obtenida al
Homeostatic model assessment, es un método multiolicar elucosa  bor Cuantitativa
; u u . .
HOMA-IR empleado para evaluar la RI, relacionando las . p < . p ) Sin unidades
i . .. insulina (mg/dL) y dividir continua
concentraciones séricas de glucosa e insulina.
el resultado, entre 405.
. ) L Cifra obtenida por
Factor de crecimiento y diferenciacion para . , . oL )
) i . . citometria de flujo, Cuantitativa Picogramos por
Interleucina-2 linfocitos T, regula sus respuestas mediante su ) } cers
. expresada en picogramos continua mililitro
accion sobre los LTregs. o
por mililitro.
Cifra obtenida por
Interlencing.4 Principal estimulo para el desarrollo de citometria de flujo, Cuantitativa Picogramos por
nterleucina- . . . . . et
linfocitos Tu2 a partir de cooperadores CD4". expresada en picogramos continua mililitro
por mililitro.
Citocina que participa en la inmunidad innata y Cifra obtenida por
Interleucina 6 adaptativa, sintetizada  por fagocitos citometria de flujo, Cuantitativa Picogramos por
nterleucina- , . ) i e
mononucleares 'y c€lulas endoteliales en expresada en picogramos continua mililitro
respuesta a otras citocinas como IL-1 y TNF-a.  por mililitro.
- ) o Cifra obtenida por
Citocina que actia como inhibidor de los . , . o .
i ) .. : citometria de flujo, Cuantitativa Picogramos por
Interleucina-10  macrofagos, participando asi en el control de las . ) et
. : . expresada en picogramos continua mililitro
reacciones inmunes innatas .
por mililitro.
Citocina sintetizada por la subpoblacion de Cifra obtenida por
) linfocitos T CD4', estimula las células citometria de flujo, Cuantitativa Picogramos por
Interleucina-17A . . ) . creqs
endoteliales y a los macr6fagos para que expresada en picogramos continua mililitro
sinteticen IL-1 y TNF-a. por mililitro.
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Factor de necrosis
tumoral alfa
(TNF-a)

Principal mediador de la respuesta inflamatoria
aguda, producida por macrofagos, linfocitos T 'y
NK, su produccion se ve incrementada como
respuesta al estimulo con IFN-y.

Cifra obtenida por
citometria de flujo,
expresada en picogramos
por mililitro.

Cuantitativa

continua

Picogramos por
mililitro

Interferon gamma
(IFN-y.)

Principal citocina producida por linfocitos NK,
CD4"y CD8", caracteristica de la subpoblacion
Tul, activadora de macrofagos que tiene
funciones fundamentales en la inmunidad innata
y adaptiva.

Cifra
citometria de flujo,

obtenida por

expresada en picogramos
por mililitro.

Cuantitativa

continua

Picogramos por
mililitro

Factor von
Willebrand

Glicoproteina que circula en la sangre unida al
factor VIII de la coagulacion y que facilita la
formacion del trombo plaquetario por medio de
la formacion de puentes con la glicoproteina IB.

Cifra obtenida por kit
ELISA,

expresada en microgramos
por mililitro.

Cuantitativa

continua

Microgramos por
mililitro

Ligando soluble
CD40

Complejo formado por proteina transmembrana
y molécula de adherencia tisular, perteneciente
a la familia TNF, tiene papel clave en la
respuesta T dependiente de linfocitos B.

Cifra obtenida por kit
ELISA,

expresada en nanogramos
por mililitro.

Cuantitativa

continua

Nanogramos por
mililitro

Factor activador
de células B

Citocina perteneciente a la familia TNF que
tiene importantes efectos sobre el desarrollo,
activacion, supervivencia, y diferenciacion de
linfocitos B, asi como papel importante en la
inmunidad humoral.

Cifra obtenida por kit
ELISA,

expresada en picogramos
por mililitro.

Cuantitativa

continua

Picogramos por
mililitro
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7.8. Descripcidn operativa del estudio:

A cada paciente que reuni6 los criterios de seleccion y aceptd participar en el estudio previa
lectura y firma del consentimiento informado (Anexo I), se le cit6 en la Clinica de Obesidad
UMF No.80 — IMSS o el Laboratorio de Biologia Vascular y Hemostasia FCMB - UMSNH,

para realizar:

7.8.1. Historia clinica:

Interrogatorio dirigido al paciente (Anexo II) con la finalidad de obtener: datos de
identificacion, antecedentes patologicos personales, frecuencia de consumo de farmacos 6

aplicacion de vacunas, asi como habitos y estilo de vida.

7.8.2. Exploracion fisica:

Que incluy6 la evaluacion antropométrica de:

e Peso corporal (kg): Se determind con ropa ligera, sin zapatos ni calcetines, utilizando
un monitor de composicioén corporal Omron® HBF514-CLA.

e Talla (m): Con estadimetro calibrado, en posicion erecta, con talones juntos y los pies
separados en angulo de 60° la cabeza en plano horizontal de Francfort (linea
imaginaria que une el borde superior del conducto auditivo con la orbita), brazos
libres a los costados, y las palmas apuntando hacia las caderas.

e Circunferencia de Cintura (cm): En el punto medio entre el margen inferior de la
ultima costilla palpable y el borde superior de la cresta iliaca, con cinta métrica que
aporte 100g de tension constante, al finalizar una espiracion normal, con la pared
abdominal relajada y previo ayuno(96).

e Circunferencia de Cadera (cm): En la porcion mas amplia de las nalgas, con cinta
métrica colocada en orientacion paralela al suelo(96).

e Indice de Masa Corporal (kg/m?): Calculado con la ecuacion de Quetelet(97).

e Porcentaje de Grasa corporal y Masa magra (%): Se determin6 con ropa ligera, sin
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zapatos ni calcetines, con espalda recta y brazos estirados trazando un angulo de 90°
respecto al cuerpo, utilizando un monitor de composiciéon corporal Omron®
HBF514-CLA.

e Tension Arterial (mmHg): Se determind en brazo izquierdo descubierto, apoyado a
la altura del corazon, estando sentado con la espalda recta y pies apoyados contra el

suelo luego de reposo minimo de 5 min, con un baumanémetro de mercurio

calibrado(98).

7.8.3. Toma de muestra sanguinea:

La muestra sanguinea fue obtenida por puncion en vena periférica bajo el siguiente protocolo:
Asepsia de la region con torundas alcoholadas, aplicacion de torniquete (cinta de latex) en el
tercio distal del brazo seleccionado, punciéon con aguja 0.8 x 38 mm en la vena mediana
preferentemente y obtencion de 12 mL de sangre por presion negativa en tubos Vacutainer®
respetando la jerarquia de llenado; obteniendo asi un tubo de tapon azul con citrato de sodio
como anticoagulante (3mL), dos de tapdn rojo sin anticoagulante (3 mL cada uno) y uno de

tapon lila con EDTA como anticoagulante (3mL).

7.8.3.1. Procesamiento de muestra sanguinea:

Tubo anticoagulado con EDTA (Tapon lila):

e Tubo I: Fue trasladado directamente al laboratorio de la UMF No.80 — IMSS para la
realizacion de biometria hematica completa (28 parametros) en equipo XN-1000

Sysmex®.

Tubos no anticoagulados (Tapon rojo):

e Tubo II: Se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos en el laboratorio clinico de la
UMF N°80, el suero suero obtenido fue trasladado en frio al laboratorio de
Investigacion clinica del CIBIMI para determinacion de glucosa, triglicéridos,

colesterol total, c-LDL y c-HDL, en equipo KontroLab ES-218®.
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e Tubo III: Se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos en el laboratorio clinico de la
UMEF N°80, el suero obtenido fue dividido en tres alicuotas que se trasladaron en frio
al laboratorio de Investigacion clinica del CIBIMI para ser congeladas a -80°C por un
plazo no mayor a seis meses, hasta su utilizacion en la determinacion de BAFF e
insulina con estuches comerciales por la técnica de Inmunoensayo por Absorcion
Ligado a Enzima (ELISA) y citocinas Th1/Th2/Th17 por Cytometric Bead Array
(CBA) — Citometria de flujo.

Tubo anticoagulado con Citrato de sodio (Tapon azul):

e Tubo IV: Se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos en el laboratorio clinico de la
UMF N°80, el plasma obtenido fue dividido en dos alicuotas que se trasladaron en
frio al Laboratorio de Biologia Vascular y Hemostasia FCMB - UMSNH para ser
congeladas a -80°C por un plazo no mayor a seis meses, hasta su utilizacion en la
cuantificacion de FvW y sCD40L con estuches comerciales por la técnica de

Inmunoensayo por Absorcion Ligado a Enzima (ELISA).

7.8.3.2. Determinacion de biomarcadores por técnica ELISA:

Inmunoensayo por Absorcién Ligado a Enzima (ELISA): Es un protocolo disefiado para la
deteccion e identificacion de sustancias tales como péptidos, anticuerpos y hormonas. Este
parte de una microplaca recubierta de anticuerpos (Ac) especificamente dirigidos al analito
(Ag) que se espera encontrar en la muestra, lo que permite la formacion de un complejo Ac-
Ag, que es posteriormente inmovilizado en la superficie solida por medio de un segundo
anticuerpo biotinilado (Ac-Ag-Ac). Este complejo se identifica por accion de una peroxidasa
(estreptavidina-peroxidasa) que se vincula al anticuerpo secundario y promueve la formacion
de un compuesto colorido cuantificable, que estara presente en relacion proporcional a la

cantidad de analito encontrado en la muestra.
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Figura 6. Inmunoensayo por Absorcion Ligado a Enzima (ELISA)

Fuente: R&D Systems

QFB Diana Carolina Villalpando Sanchez




BAFF y su relacion con biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en pacientes con OB

e Factor Activador de Células B (BAFF)

Esta citocina fue determinada con estuches comerciales Quantikine ELISA - Human

BAFF/BLyS/TNFSF13B — R&D Systems®, de acuerdo al siguiente protocolo de trabajo.

Diluir 8mL
Cdlibrador RD6Q
en 8mL H,O desion.

Lavar con 400uL
Buffer/Decantar

4 veces.

|

Anadir 200uL de
Conjugado.

Leer Densidad
Optica a A= 450nm

Antes de 30 min.

Mezclar 100ul suero
en 100ul dilucién
RD&Q.

Anadir a placa
100uL Estandares

(12 pozos curva).

Anadir a placa
100uL diluyente
RD1-111 (80 pozos).

l

Disolver cristales
Bufferen 480mL
H,O desion.

Incubar 3 horas

Cubierta/ T° amb
Agitando 500rpm.

Mezclar 50ul
dilucion suero en
diluyente RDI1-111.

Incubar 1 hora

Cubierta/ T° amb
Agitando 500rpm.

Anadir 50uL
solucion Stop.

Lavar con 400ul
Buffer/Decantar

4 veces.

Mezclar 13mLRA
con 13mLRB

15min antes de uso.

|

Incubar 30 minutos

Cubierta/ T° amb
Protegida de la luz.

Anadir 200ul de
mezcla A+B
(sustrato).

[’ Incubacién de placa.

D Lavado de placa.
I:I Lectura de placa.

I:I Preparacién de reactivo.

La lectura de densidad optica fue realizada por duplicado antes de transcurridos los 30
minutos posteriores a la terminacion del ensayo, a una longitud de onda de 450 nm en lector
de microplaca Thermo spectra rainbow - Tecan®. Se calcul6 el promedio de lectura y a éste
se sustrajo el valor del estandar cero. Los resultados fueron interpolados en una curva
logistica de cuatro parametros (4-PL) construida a partir de las lecturas opticas obtenidas para

los marcadores de concentracién conocida provistos por el estuche.

=

QFB Diana Carolina Villalpando Sanchez



BAFF y su relacion con biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en pacientes con OB

e Insulina.

Esta hormona fue cuantificada utilizando estuches comerciales Insulin ELISA - DRG®, de

acuerdo al siguiente esquema de trabajo.

Anadir 25ul de
Estandares y suero
a pocillos.

Incubar 30 min
Cubierta/ T° amb

|

Lavar con 400uL Sol
Lavado/Decantar

3 veces.

I:l Placa recubierta.

I:l Incubacion de placa.

I:I Preparacion de reactivo.

Agregar 25ul de
Conjugado.

Mezclar por 10
segundos.

Incubar 30 min
Cubierta/ T° amb

|

Anadir 50ulL de

Comp enzimdatico.

Lavar con 400pL Sol
Lavado/Decantar

3veces,

Diluir 30mL Sol de
lavado en 1170mL
H,O desionizada.

Anadir 50ulL de
Sustrato.

|:| Lavado de placa.
|:| Lectura de placa.

Incubar 15 min
Cubierta/ T° amb

Anadir 50uL
solucion Stop.

|

Leer Densidad
Optica a A= 450nm

Antesde 10 min.

La lectura de densidad optica fue realizada por duplicado antes de transcurridos los 10

minutos posteriores a la adicion de solucidon “Stop”, a una longitud de onda de 450 nm en

lector de microplaca Thermo spectra rainbow - Tecan®. Fue calculado el promedio de lectura

y los resultados se interpolaron en una curva estandar de comportamiento lineal construida a

partir de las lecturas dpticas obtenidas para los marcadores de concentracion conocida

provistos por el estuche.
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e Factor Von Willebrand.

La fraccion soluble de esta glucoproteina fue determinada con estuches comerciales Imubind

vWF ELISA — Sekisui Diagnostics®, de acuerdo al siguiente protocolo de trabajo.

Disolver Wash Buffer

100mL Wash Buffer.

Medir pH/Aforar 1L.

Anadir 100uL Anadir 20uL de Ab
Diluciéon Ab. ‘ a 2mL Ab Diluent.

Incubar 1 hora LOV i < O 200kt

Cubierta/ T° amb. 4 veces.

|:| Preparaciéon de reactivo. D Incubacién de placa.

D Placa de dilucion.
[:] Placa recubierta.

D Lavado de placa.
|:] Lectura de placa.

en 900mMLH,O desi. | Anadir 3g BSA a

Diluir plasma 1:100
en Assay Buffer
(c/BSA).

Anadir a placa
100uL de Sty
dilucién plasma.

|

Lavar con 250uL
Buffer/Decantar

4 veces.

Incubar 1 hora
Cubierta/ T° amb.

— Buffer/Decantar —p

Anadir 100uL
Sustrato.

Incubar 20 min

Cubierta/ T° amb
Protegida de la luz.

Leer Densidad
Optica a A= 450nm

Inmediatamente.

|

Anadir 50uL de
H,SO,4 0.5M (Stop).

La lectura de densidad oOptica fue realizada por duplicado inmediatamente después de anadir

la solucion “Stop”, a una longitud de onda de 450 nm en lector de microplaca Thermo spectra

rainbow - Tecan®. Se calcul6 el promedio de lectura y a éste se sustrajo el valor del estandar

cero. Los resultados fueron interpolados en una curva logistica de cuatro parametros (4-PL)

construida a partir de las lecturas dpticas obtenidas para los marcadores de concentracion

conocida provistos por el estuche.
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e Ligando soluble CD40.

La fraccion soluble de esta glucoproteina fue determinada con estuches comerciales Human

sCD40L - Platinum ELISA High sensitivity - Enzo®, de acuerdo al siguiente esquema de

trabajo.

Diluir Wash Buffer
en H,O desion.

Aforar 1L.

Lavar placa 400ul
Buffer/ Decantar

1 vez.

Anadir a placa
100uL Sample Dil.

(12 pozos curva).

Agregar a placa
80uL Sample Dil.

(80 pozos muestra).

Diluir 0.12mL HRP-
Conjen 11.88mL
Assay Buffer.

|

|

Aforar 5mL Assay
Buffera 100mLcon
H,O desion.

Incubar 2 horas

Cubierta/ T®* amb
Agitando 100rpm.

Mezclar 100ul Std y
20uL plasma
c/Sample Diluent.

Lavar placa 400ul
Buffer/ Decantar

3 veces.

Anadir 100uL HRP-
Conjugado.

Incubar 1 hora

Cubierta/ T®* amb
Agitando 100rpm.

Lavar placa 400uL
Buffer/ Decantar

3 veces.

Leer Densidad
Optica a A= 450nm

Inmediatamente.

|:| Preparacion de reactivo.

Afiadir 100ul
solucion Stop.

|

Incubar 10 minutos

Cubierta/ T° amb
Protegida de la luz.

Anadir 100uL
Sustrato TMB.

I:I Incubacién de placa.

I:I Lavado de placa.
I:l Lectura de placa.

La lectura de densidad optica fue realizada por duplicado inmediatamente después de la
finalizacion del ensayo, a una longitud de onda de 450 nm en lector de microplaca Thermo
spectra rainbow - Tecan®. Se calcul6 el promedio de lectura y a éste se sustrajo el valor del
estandar cero. Los resultados fueron interpolados en una curva logistica de cuatro parametros
(4-PL) construida a partir de las lecturas Opticas obtenidas para los marcadores de

concentracion conocida provistos por el estuche.

-
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7.8.3.3. Determinacion de biomarcadores por técnica CBA:

Cytometric Bead Array (CBA) — Citometria de flujo: Es un método que permite la captura
de uno o mas analitos solubles con perlas de tamafio y fluorescencia conocidos, haciendo
posible su deteccion por citometria de flujo. En este ensayo cada perla de captura se encuentra
conjugada a un anticuerpo especifico que, al entrar en contacto con el analito, forma
complejos detectables con un segundo anticuerpo conjugado a un fluorocromo especifico, lo
que provee sefiales fluorescentes cuantificables por citometria de flujo, directamente

proporcionales a la concentracion del analito en la muestra.

Para determinar citocinas humanas Tul/Tu2/Tul7, siete poblaciones de perlas con distinta
intensidad de fluorescencia (APC) se encuentran recubiertas con anticuerpos de captura
especificos para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a e IFN-y; éstas son mezcladas para
formar una “Matriz de perlas™ la cual es resuelta en el canal rojo de un citémetro de flujo.
Durante el ensayo las perlas se ponen en contacto con muestras y son incubadas con
anticuerpos conjugados a ficoeritrina (PE). La intensidad de fluorescencia en PE del

complejo perla-analito-anticuerpo, revela la concentracion de cada citocina.

Streptavidin - PE

633 nm Luminex beads A”aly;/ /532 nm
ADP ' Q
/o W ™
Capture ¥ " Biotinylated PMT
antibody detection
antibody

Figura 7. Cytometric Bead Array (CBA) — Citometria de flujo.
Fuente: R&D Systems.
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Las citocinas Tul/Tu2/Tul7 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a e IFN-y) fueron
cuantificadas con estuches comerciales Cytometric Bead Array (CBA) — Human

Tul/Tu2/Tul7 Cytokine kit - BD® de acuerdo al siguiente protocolo de trabajo.

Transferir Esferas a
tubo cénico 15mL.

Reconstituircon
2mL Assay Buffer

(Usando Pipeta).

Incubar 30 minutos

Sellado/ T° amb
Protegida de la luz.

Dejar equilibrar 15
min/ T ambiente.

Anadir 5uL Perlas
de captura Al-A7.

(Por c /5ty muestra)

|

Resuspenderen
igual volumen de
Serum Enh Buffer.

l

Extraer
cuidadosamente el
sobrenadante.

Centrifugar Mix de
Perlas a 200g 5 min.

Transfiere 25ul Mix
de Perlas

(Por c/St y muestra)

Anade 25ul Ab
Deteccion

(Por ¢/5t y muestra)

Anadir 200uL Wash
Buffer

Cent 200g/5min.

Transferir 50ul de
Mezcla anterior.

Agregar 25ul de St
o suero a c/pocillo.

l

Redlizar Set up al
Citémetro

AccuriCé.

l

Retirar
cuidadosamente el
sobrenadante.

Incubar 3 horas

Cubierta/ T° amb
Protegida de la luz.

Mezclar
cuidadosamente

(Usando Pipeta).

Resuspender en
200uL Wash Buffer.

Adaquirir en
Citometro

Iniciando c/curva.

Recolectar minimo
300 eventos de
c/citocina.

I:I Preparacién de reactivo. I:I Nuevo tubo polipropileno. I:I Citémetro.

I:] Tubo polipropileno. [, Placa de trabajo. \:I Lavado placa.

Las perlas fueron identificadas en FSC-H/SSC-H y sus fluorescencias en FL-3 (670LP),
mientras que las citocinas reportadas por los anticuerpos conjugados a PE se resolvieron en
el detector FL-2 (585/40nm) de un Citémetro de flujo — Accuri C6 BD®. Se calcul6 la
intensidad media de fluorescencia (IMF) para cada citocina y a ésta se sustrajo el valor del
estandar cero. Los resultados fueron interpolados en una curva logistica de cuatro parametros

(4-PL) construida a partir de las IMF obtenidas para los marcadores de concentracion
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conocida provistos por el estuche, con ayuda del Software para procesamiento de datos FCAP

Array 3.0 BD®.

7.9. Procesamiento de los datos:

Para el andlisis estadistico se realizdé un vaciado de los resultados obtenidos a una base de

datos en el paquete SPSS version 23.0 para Mac.

7.10. Analisis estadistico:

Se realiz6 la prueba Kolmogorov-Smirnov con correccion de Lilliefors para evaluar la
normalidad de los datos y de acuerdo a su comportamiento, las variables numéricas continuas
se expresaron en media + desviacion estdindar o mediana con rango intercuartilico,

respectivamente; mientras que las variables categoricas se mostraron en frecuencias.

Para el contraste de las concentraciones de BAFF, biomarcadores de inflamacion y
disfuncion endotelial entre grupos, se realizaron ANOVA de una via con post-hoc Tukey y

Kruskal Wallis con U de Mann-Whitney, para muestras independientes.

Mientras que, para estimar la asociacion entre BAFF sérico y biomarcadores de inflamacion,
disfuncion endotelial, indice HOMA-IR y marcadores antropométricos, se llevaron a cabo
correlaciones de Pearson, Spearman y analisis de regresion lineal multiple. Se considero

significancia estadistica un valor de P< 0.05.
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8. RESULTADOS

Durante el periodo comprendido de junio a noviembre del 2017, fueron reclutados 166
individuos, de los cuales 25 no se incluyeron en el estudio, debido a que, durante el
interrogatorio refirieron tener diagnostico de alguna patologia, o encontrarse en tratamiento
farmacologico con antiinflamatorios; tampoco se incluydo a aquellos que durante la
exploracion fisica presentaron un IMC fuera del rango establecido (18.5> IMC >40 Kg/m?),

o acudieron sin el ayuno necesario para la toma de muestra sanguinea.

166 Pacientes

reclutados

25 No incluidos

Fuera de criterios
58 Normopeso 43 Sobrepeso 40 Obesidad

(Control) (Problema) (Problema)
+ Antropometria + Antropometria + Antropometria
¢ TA/Muestra ¢ TA/Muestra + TA/Muestra
+ B.Hematica + B.Hematica + B.Hematica
¢ Glu/P. Lipidos + Glu/P.Lipidos ¢ Glu/P. Lipidos
17 Excluidos
Alt. Metabdlicas (22)

41 Normopeso 43 Sobrepeso 40 Obesidad
+ BAFF/ Insulina + BAFF/ Insulina + BAFF/ Insulina
* TH,/THy TH,; + TH,/THAJ TH,; & TH/TH,/ THy;
+ FvW/sCD40L + FvW/sCD40L + FvW/sCD40L

124 Analizados

+ PareadosporEdad/ Sexo

Figura 8. Esquema del estudio.

Los 141 sujetos restantes, fueron incluidos al estudio y clasificados de acuerdo a su IMC en
los grupos: Normopeso (NP), Sobrepeso (SP) y Obesidad (OB), respectivamente. Sin

embargo, 17 individuos del grupo NP fueron excluidos por presentar dos o mas alteraciones
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metabolicas (glucemia >100mg/dL, CT >200 mg/dL, HDL-c <50 mg/dL mujeres o <40
mg/dL hombres, LDL-¢c >100 mg/dL y/o TG >150 mg/dL) que imposibilitaran su
participacion como sujetos de referencia. Por lo que finalmente, se analizaron 124 pacientes,
pareados por edad (£ 2 afios) y sexo (Figura 8); cuyas caracteristicas clinicas y bioquimicas

se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes de acuerdo a su IMC.

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad
n=41 n=43 n=40

Edad (afios) 33.88+9.53 35.19 + 8.96 35.53 + 8.96 0.692

PAS (mmHg) 105.14+10.44  110.48 £11.47° 116.47 + 8.84* 0.0001

PAD (mmHg) 68.11 £ 6.56° 73.10+9.17° 77.94 + 6.41* 0.0001®
Glucosa (mg/dL) 85.88 +9.75 90.61 + 8.95 94.19 + 9.80* 0.001®
TG (mg/dL) 86.64 £42.53%  140.84 +94.83 157.68 + 58.49% 0.0001®

CT (mg/dL) 164.45 +26.65  175.86 +32.62 182.00 + 33.50% 0.037*

HDL-c (mg/dL) 48.86 + 10.26 4437 + 8.38 41.65 + 7.05% 0.001*
LDL-c (mg/dL) 97.83 £22.83 103.31 £31.16 110.89 + 33.45 0.140
Insulina (nUI/mL) 10,94 +10.30 15.65+ 11.05° 26.96 + 16.22F 0.0001

HOMA-IR 2.33+2.18° 3.64 +2.66° 6.42+4.11* 0.0001°

PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastolica; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol total; HDL-c: Colesterol
asociado a lipoproteinas de alta densidad; LDL-c: Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad; HOMA-IR:
Homeostasis model assessment - Insulin resistance

*Prueba ANOVA de una via para medidas independientes con post-hoc Tukey.

®Prueba de Kruskal-Wallis con U de Mann-Whitney. p<0.05

*Obesidad vs Normopeso SSObrepeso vs Obesidad 9Norrnopeso vs Sobrepeso.

Al evaluar las variables clinicas y bioquimicas, se observé homogeneidad (intra e intergrupo)
respecto a la edad de los individuos estudiados (p>0.05). Ademas, pudo apreciarse un
incremento proporcional y estadisticamente significativo en las cifras de presion arterial
(p<0.0001), glucosa sérica (p<0.001), perfil de lipidos (excepto LDL-c), insulina (p<0.0001)
y HOMA-IR (p<0.0001) en relacion al IMC de los individuos en estudio. Las cifras promedio

de glucosa, colesterol total y HDL-c, se encontraron dentro del rango de normalidad para
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todos los grupos; mientras que en SP y OB la insulina, LDL-c y HOMA-IR se encontraron

por encima de los limites recomendables, asi como los triglicéridos en el caso de OB.

El Cuadro 3 muestra la frecuencia en las alteraciones clinicas y bioquimicas de los individuos
de acuerdo a su IMC. En éste puede observarse la presencia de obesidad abdominal atin en
los individuos considerados con normopeso (13% cintura, 30%ICC); asi como la baja
frecuencia de hipertension en los sujetos obesos (9%). Respecto al perfil metabdlico, se
aprecia una alta frecuencia de dislipidemia en los individuos NP (39% HDL-c, 44% LDL-c)
a pesar de incluirse en este grupo a sujetos que no presentaron mas de una alteracion
metabdlica. Esta misma anomalia en los valores de HDL-c y LDL-c se observo en los sujetos
con SP (42% HDL-c, 47%LDL-c) y OB (61% HDL-c, 50%LDL-c) aunada a
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia en ambos casos. Destaco también la importante
frecuencia de resistencia a la insulina en todos los grupos, siendo mas prevalente en el caso

de los sujetos con SP (47%) y OB (89%).

Cuadro 3. Frecuencia de alteraciones clinicas y bioquimicas en los pacientes en estudio.

Vel Normopeso Sobrepeso Obesidad
n (%) n (%) n (%)
C. Cintura > 90(H) y 85(M) cm 5 (13%) 26 (62%) 40 (100%)
ICC=0.9(H) y 0.85(M) 12 (30%) 18 (43%) 26 (68%)
TAS > 130 o TAD > 85 mmHg 0 (0%) 5 (12%) 3 (9%)
Glucosa > 100 mg/dL 2 (5%) 4 (9%) 11 (28%)
Triglicéridos > 150 mg/dL 4 (10%) 11 (26%) 20 (50%)
Colesterol Total > 200 mg/dL 2 (5%) 11 (26%) 12 (30%)
HDL-c <40(H) y 50(M) mg/dL 16 (39%) 18 (42%) 23 (61%)
LDL-c > 100 mg/dL 17 (44%) 20 (47%) 20 (50%)
HOMA-IR =2 2.4 6 (17%) 20 (47%) 31 (89%)

H: Hombre; M: Mujer.
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En el Cuadro 4 se resumen las caracteristicas antropométricas de los sujetos en estudio, de
acuerdo a su IMC. En donde, como era de esperarse, se muestran diferencias estadisticamente
significativas entre grupos, respecto a parametros indicadores de obesidad general: peso
(p<0.0001), %GC (p<0.0001) y %MM (p=0.012); asi como de obesidad abdominal: C.
cintura (p<0.0001), C. cadera (p<0.0001) e ICC (p<0.0001).

Cuadro 4. Caracteristicas antropométricas de los pacientes en estudio de acuerdo a su IMC.

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad
n=41 n=43 n =40

Peso (kg) 61.51 +7.87° 73.72 + 8.05° 96.91 + 15.29* 0.0001®
Talla (m) 1.66 +0.08 1.65 + 0.08% 1.70 = 0.09 0.037*
IMC (kg/m?) 22.303 + 1.56° 26.93 + 1.36° 33.53 +3.30% 0.0001®

C. cintura (cm) 79.60 + 6.37° 89.05 + 5.93% 106.61 + 10.04% 0.0001*

C. cadera (cm) 96.80 + 6.03° 104.67 £ 6.02° 116.82 + 8.92F 0.0001®

ICC 0.82 +0.06 0.85+0.07° 0.91 +0.07% 0.0001*
GC (%) 28.47 +7.399 34.43 +7.17% 39.58 + 7.40% 0.0001*
MM (%) 31.96 + 6.16 29.50 +£5.29 27.34 + 4.30F 0.012

IMC; indice de masa corporal; GC: Grasa corporal; MM: Masa magra.
*Prueba ANOVA de una via para medidas independientes con post-hoc Tukey.

®Prueba de Kruskal-Wallis con U de Mann-Whitney. p<0.05

*Obesidad vs Normopeso SSObrepeso vs Obesidad eNormopeso vs Sobrepeso.

El Cuadro 5 muestra las cifras séricas/plasmaticas de biomarcadores de inflamacion en los
pacientes estudiados, donde resalta la diferencia estadisticamente significativa entre
individuos OB y NP, para IL-2 (3.58 = 5.64 vs 3.69 £ 1.39; p=0.003), IL-6 (5.45 + 3.02 vs
6.47 £7.58; p=0.019), IL-10 (5.96 = 4.19 vs 4.80 = 1.88; p<0.0001), IL-17A (13.35 + 10.28
vs 8.83 £4.91; p=0.025) y TNF-a (6.97 £ 9.45 vs 4.58 + 1.18; p<0.0001). Estas mismas
diferencias pudieron observarse entre sujetos OB y SP con excepcion de IL-2 (3.58 + 5.64
vs 3.13 £ 1.18; p>0.05), mientras que, entre los individuos SP y NP los pardmetros

inflamatorios manifestaron un comportamiento homogéneo en todos los casos (p>0.05).
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Cuadro 5. Biomarcadores de inflamacion en los pacientes de acuerdo a su IMC.

Ve Normopeso Sobrepeso Obesidad 0
n=41 n=43 n=40
IL-2 (pg/mL) 3.69 +1.39 3.13+1.18 3.58 £ 5.64* 0.003°
IL-4 (pg/mL) 6.45+1.13 6.42 +1.35 6.44 +2.20 0.562
IL-6 (pg/mL) 6.47 +7.58 430 +1.32°% 5.45 +3.02* 0.019°
IL-10 (pg/mL) 4.80 +1.88 4.73 +£0.72° 5.96 + 4.19* 0.0001®
IL-17A (pg/mL) 8.83 £4.91 11.49 + 12.48° 13.35 + 10.28* 0.025°
TNF-o (pg/mL) 458 +1.18 4.95+1.20% 6.97 + 9.45* 0.0001®
IFN-y (pg/mL) 0.85 + 0.07 0.86 +0.10 0.85 + 0.06 0.217
VPM (fL) 10.76 + 0.81 10.72 +£0.98 10.53 +2.08 0.797

IL-2: Interleucina 2; IL-4: Interleucina 4; IL-6: Interleucina 6; IL-10: Interleucina 10; IL-17A: Interleucina 17A; TNF-a.: Factor
de necrosis tumoral alfa; [FN-y: Interferon gamma; VPM: Volumen plaquetario medio.

®Prueba de Kruskal-Wallis con U de Mann-Whitney. p<0.05

jFObesidad vs Normopeso SSobrepeso vs Obesidad eNormopeso vs Sobrepeso.

La Figura 9 muestra la concentracion media de citocinas Tul/Tu2/Tul7 en suero de los

sujetos estudiados, de acuerdo a su IMC.
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Figura 9. Citocinas Tul/Tu2/Tul7 en los sujetos en estudio, de acuerdo a su IMC.
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El resto de los resultados se presenta en funcidon a los objetivos especificos planteados al

llevar a cabo el presente estudio.

8.1. BAFF serico en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

La Figura 10 muestra las cifras séricas de BAFF en pacientes con OB, SP y NP; donde se
observa un incremento en la concentracion circulante de esta molécula en funcidon al aumento

de IMC, existiendo asi, diferencia estadisticamente significativa entre individuos OB vs SP

(p=0.029), OB vs NP (p<0.0001) y SP vs NP (p=0.028).

*k %k

1500+

1000+

500~

BAFF (pg/mL)

975.8 +175.4 1099.0 £+231.0 1222.4 +238.7
Normopeso Sobrepeso Obesidad

* p=0.028
* 5=0.029
*** 5<0.0001

Figura 10. Factor activador de células B (BAFF) en los sujetos de estudio, de acuerdo a su
IMC.
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8.2. Evaluacion de Disfuncién endotelial mediante los biomarcadores: FvW

y sSCD40L, en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

La Figura 11 muestra los valores plasmaticos de FvW en individuos con OB, SP y NP; donde
puede observarse mayor presencia circulante de esta molécula de adhesion celular en
individuos con SP (p<0.0001) y OB (p<0.0001) respecto a aquellos con NP, mientras que no

existid diferencia estadisticamente significativa entre sujetos SP y OB (p>0.05).

*%k%

2000+
~ 1500
E
=
£ 1000~
3
W 500+

0 T ] I

4357 1478.2 1478.9
(171-788)  (509-1715) (643 -1715)

Normopeso Sobrepeso Obesidad

** 0<0.0001
*** 5<0.0001

Figura 11. Factor von Willebrand (FvW) de los sujetos en estudio, de acuerdo a su IMC.

En la Figura 12 se muestran las cifras plasmaticas de sCD40L de acuerdo al IMC de los
sujetos estudiados; en ella se observa la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad soluble de esta molécula en individuos con OB, SP y NP

(p>0.05).
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sCD40L (ng/mL)
=
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7.63 +3.36 8.49 = 8.59 8.94 +8.69
Normopeso Sobrepeso Obesidad

p=0.468
Figura 12. Ligando soluble CD40 (sCD40L) en sujetos de estudio, de acuerdo a su IMC.
Al evaluar la distribucién por cuartil de éstas dos moléculas de adhesion celular, se evidencid

la presencia de DFE en un 7% de la poblacion (n=2 OB, n=6 SP, n=1 SP) cuyos valores para
FvW y sCD40L se encontraron por encima del percentil 75, Figura 13.

Normal
93%

Figura 13. Frecuencia de disfuncion endotelial (DFE) en los sujetos de estudio.
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8.3. BAFF Thl/TH2/TH17,

biomarcadores de DFE, HOMA-IR y marcadores antropométricos en

Correlacion de sérico con citocinas

pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

Respecto a la asociacion entre BAFF y citocinas inflamatorias Tul, se present6 correlacion
positiva y estadisticamente significativa con TNF-a (r=0.463; p=0.022) (Figura 14, A), y en
individuos OB, con IFN-y (r=0.680; p=0.003); no se presentd asociacion significativa con
IL-6 (r=-0.728; p=0.568) (Figura 14, B). Mientras que, para las citocinas Tu2, BAFF
correlaciond positivamente con IL-10 (1=0.471; p=0.016) (Figura 14, C) y en sujetos NP, con
IL-4 (r=0.591; p=0.032); mientras que mostro correlacion negativa y significativa con IL-2
(r=-0.452; p=0.029) (Figura 14, D). En cuanto al perfil Tul7, BAFF presentd correlacion
positiva y estadisticamente significativa con IL-17A (1=0.451; p=0.030).
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Figura 14. Correlacion entre Factor activador de células B (BAFF) y citocinas Tul/Tu2/Tul7
en los pacientes en estudio.
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En cuanto a la asociaciéon de BAFF y biomarcadores de DFE, se presentd asociacion negativa
y estadisticamente significativa con FvW (r=0.615; p<0.0001) (Figura 15, A), mientras que
BAFF no correlaciond con sCD40L (r=-0.297; p=0.371) (Figura 15, B).
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Figura 15. Correlacién entre Factor activador de células B (BAFF), biomarcadores de
disfuncion endotelial e indice HOMA, en los pacientes en estudio.

BAFF mostr6 ademas correlacion positiva y estadisticamente significativa con indice
HOMA-IR en los sujetos estudiados (r= 0.455; p=0.032) (Figura 15, C); mientras que se
encontrd una magnitud de asociacion muy similar entre este mismo indice y TNF-a (r=

0.456; p=0.035) (Figura 15, D).

En la Figura 16 se muestra la correlacion existente entre BAFF y marcadores antropométricos
de obesidad en los individuos estudiados; en donde se observo un comportamiento creciente

y estadisticamente significativo de BAFF en funcién al incremento en la adiposidad tanto
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general: IMC (r=0.671; p<0.0001)(Figura 16, A), %GC (r=0.535; p=0.001) (Figura 16, B)

como abdominal: C. cintura (r=0.632; p<0.0001) (Figura 16, C). Asi como una asociacion

negativa estadisticamente significativa, con el tejido magro (r=-0.462; p=0.019) (Figura 16,

D).
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Figura 16. Correlacion entre Factor activador de células B (BAFF) y marcadores

antropométricos de obesidad en los pacientes en estudio.

El Cuadro 6 muestra el andlisis de regresion lineal, ajustado por edad y sexo, para las

variables que mejor explican las concentraciones de BAFF: FvW, IL-17A y %GC (R?=0.190,

F=6.340, p=0.001). IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2, sCD40L e insulina resultaron

excluidas.
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Cuadro 6. Analisis de regresion lineal para variables que predicen BAFF.

Variable B t p
Incluidas:
FvwW 0.104 0.262 0.011*
IL-17A 5.528 0.221 0.033*
GC 4.636 0.209 0.043*
No Incluidas:
IFN-y 0.610 0.584 0.561
TNF-a. 0.830 0.808 0.421
IL-10 -0.070 -0.065 0.948
IL-6 -0.022 -0.216 0.830
IL-4 0.112 1.104 0.273
IL-2 -0.138 -1.336 0.185
sCD40L -0.115 -1.129 0.262
Insulina -0.022 -0.206 0.838

FvW: Factor von Willebrand; IL-17A: Interleucina 17A; GC: Grasa corporal; IFN-y: Interferon
gamma; TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; IL-10: Interleucina 10; IL-6: Interleucina 6; IL-4:
Interleucina 4; IL-2: Interleucina 2; sCD40L: Ligando soluble CDA40.

*Andlisis de regresion lineal. p<0.05
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9. DISCUSION

En el presente estudio, encontramos diferencia estadisticamente significativa entre grupos
respecto a glucosa sérica, TG, CT y HDL-c, observando un incremento en sus cifras en
relacion al aumento de IMC, a excepcion de HDL-c, que presentd un comportamiento inverso
(Cuadro 2). Esto era de esperarse, debido a que el exceso TAV promueve un estado de
lip6lisis acelerada, que vierte a circulacion una gran cantidad de acidos grasos libres (AGL),
conocidos inductores de RI en células hepaticas y musculares, lo que a su vez desencadena
las vias sintéticas de glucosa, hipertrigliceridemia por re-esterificacion, aumento de LDL-c y
déficit de HDL-c(99)(13). Sin embargo, si bien este era un estado metabolico esperado para
los sujetos SP y OB, resultd sorprendente encontrar una importante frecuencia de
dislipoproteinemia (39% HDL-c, 44% LDL-c), RI (17%) y OB abdominal (13%) en
individuos NP (Cuadro 3), lo que sugiere la activacion de estas vias desde estadios mas
tempranos de incremento en la adiposidad. Varias de éstas caracteristicas coinciden con lo
reportado por Mathew et al(100) para un fenotipo de individuos delgados metabolicamente

obesos, por lo que podriamos encontrarnos frente a un estado de transicion epidemioldgica.

Al evaluar los resultados de biomarcadores de inflamacion, resaltd el comportamiento
homogéneo de las citocinas Tul (IL-2, IL-6, TNF-a), Tu2 (IL-10) y Tul7 (IL-17A) en los
individuos NP y SP, observandose diferencias estadisticamente significativa Uinicamente
respecto a los sujetos OB (Cuadro 5); esto llama la atencion debido a que, al contrario de lo
esperado, el estado de inflamacion cronico no mostré un crecimiento gradual en funcion al

incremento de IMC, sino que éste se manifestd con claridad hasta que la OB fue consolidada.

Respecto al perfil TH2, contrario a lo esperado, no se observé diferencia estadisticamente
significativa respecto a las cifras séricas de IL-4 en individuos NP y SP respecto a OB
(Cuadro 5), sin embargo, los valores observados concuerdan con los reportados por Godoy
et al(101) en Argentina, para una poblacion de adultos clinicamente sanos (8.2+3.9 pg/mL).

Esta observacion ademas tiene sentido si se toma en consideracion que las cifras de IL-10
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tampoco se encontraron significativamente elevadas en sujetos NP, sino que, contrario a lo
hipotetizado, éstas fueron mayores en sujetos OB; IL-10 presenté ademas, cifras muy
similares a TNF-a, lo que permite evidenciar que su liberacion no se ve limitada a un perfil
Tu2 en donde IL-4 promueve su liberacion (via STAT6), si no que también es producida para
prevenir respuestas inmunes exacerbadas, reduciendo asi la capacidad pro-inflamatoria M1y
evidenciando el papel de retroalimentacion regulatorio promovido no s6lo por la respuesta
Tu2, sino también Tul (via STAT4) y Tul7 (ROR-yt)(102). Las cifras encontradas para IL-
10 por nuestro grupo de trabajo son considerablemente mayores a las reportadas por Schmidt
et al(27) e inferiores a las reportadas por Jung et al(103), para un grupo de individuos OB en
edad similar, sometidos a tratamiento para pérdida de peso, en Alemania (1.43+0.86 pg/mL)
y Korea del Sur (12.02+4.44 pg/mL) respectivamente, sin embargo esto podria deberse a las
caracteristicas antropométricas propias de la poblacion, ya que se ha descrito que los

individuos asiaticos presentan mayor cantidad de TAV que caucésicos y afroamericanos(16).

Mientras que, en cuanto al perfil THl, las cifras de IL-2 reportadas en nuestra investigacion
se encontraron significativamente elevadas en pacientes OB respecto a NP (Cuadro 5), lo
cual, pone de manifiesto el estado promotor de expansion linfocitaria (tanto T como B)
encontrado en el organismo de individuos OB, acompafiado del evidente proceso de
presentacion antigénica folicular en contexto del CMH clase II; sin embargo, resulta dificil
discriminar entre la existencia, de un estado de presentacion tolerigénico, de uno T
estimulante (LT CD4"y CD8") en donde, de ser el caso la OB podria ser abordada como una
enfermedad de cardcter auto-inmunitario tal como lo sugieren Winer et al(104) en sus
investigaciones. Por otra parte, al evaluar las cifras de IL-2 en los individuos OB estudiados
por nuestro grupo de trabajo, respecto a las reportadas por Schmidt et al(27) para poblacion
Alemana (1.64+1.15 pg/mL), pudimos apreciar que en poblacidn mexicana, ésta citocina se
encuentra presente a concentraciones que duplican los valores séricos de otras etnias en el
mundo, lo cual podria en parte, justificar la importante predisposicion de nuestra poblacion

al desarrollo de complicaciones asociadas a la OB respecto a otros paises.

Se observaron también, valores significativamente mas altos de IL-6 en los pacientes NP

respecto a OB, siendo el grupo SP el que presenté menor cantidad circulante de esta citocina
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(Cuadro 5); lo anterior resultdé muy llamativo debido a que se esperaba un comportamiento
creciente para IL-6 en funcion al IMC, tal como ha sido descrito en innumerables reportes
cientificos(105) (106) (107), sin embargo, Mauer et al(108) sugieren el papel anti-
inflamatorio de IL-6, proponiendo que en modelos celulares, durante condiciones
inflamatorias tales como la abundancia de AGL o estimulacion por LPS, IL-6 limita la
expresion de citocinas pro-inflamatorias, ademas de aumentar la respuesta de los macrofagos
a IL-4, promoviendo la polarizacion de éstos hacia un fenotipo M2, disminuyendo asi los
estimulos pro-inflamatorios y la RI. Si bien, debido a la suposicion generalmente aceptada
de que IL-6 desempena un papel pro-inflamatorio cuya concentracién sérica correlaciona
positivamente con la OB(109) existen mas estudios que respaldan esta nueva teoria, en donde
ratones deficientes para IL-6 desarrollan RI asociada a OB,(110) asi como otros donde la
inactivacion en sefializacion de IL-6 promueve RI(111); por lo que el presente estudio podria
ser uno de los primeros reportes en pacientes humanos en el que las cifras circulantes
manifiesten un comportamiento similar a lo sugerido por estos grupos de investigadores.
Respecto a las cifras encontradas por nuestro grupo de trabajo, éstas coinciden con las
reportadas por Biswas et al(112) para el grupo control de un estudio en Infarto agudo al
Miocardio (7.5+4.4 pg/mL), en India; mientras que son mayores que las reportadas por

Bachmayer et al(106) para OB en Alemania (3+£3 pg/mL).

El IFN-y ha sido descrito como la citocina prototipo de la respuesta inflamatoria tipo Tul(28),
multiples estudios describen su papel mediando la polarizacidon macrofagica hacia un
fenotipo M1 secretor de IL-6 y TNF-a (18,113); se ha planteado que durante el proceso de
OB existe una importante afluencia linfocitaria (principalmente LT: CD8+, CD4+ Tul; y
LB), al foco de inflamacién en TAV donde éstos y los M1, rodean a los adipocitos hipoxicos
y disfuncionales, en forma de una "corona" donde se concentra el ambiente pro-inflamatorio
que promueve el desarrollo de RI(17,114)(15). Sin embargo, a pesar del importante papel de
IFN-y en la exacerbacion del proceso inflamatorio Tul asociado a la OB, en el presente
estudio sus cifras séricas no se vieron significativamente incrementadas en funcion al
aumento en el IMC (Cuadro 5); observando que la concentracion de ésta citocina en pacientes

OB, fue considerablemente inferior a la reportada para individuos OB en Alemania
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(4.79£0.62 pg/mL) (27); lo que resalta la existencia en nuestra poblacion, de un proceso
inflamatorio Tul mediado principalmente por otras citocinas de este fenotipo, como pudiese

ser TNF-o..

Al analizar las cifras de TNF-a, pudimos observar que, de acuerdo a lo anteriormente
hipotetizado, éstas se encontraron significativamente elevadas en individuos OB respecto a
SP y NP (Cuadro 5); resultando ademas incrementadas respecto a lo reportado por
Bachmayer et al(106) (4+£3 pg/mL) y Schmidt et al(27) (3.39+0.70 pg/mL) en estudios
similares realizados en poblacion OB de Alemania. Lo anterior, concuerda con multiples
reportes que describen el aumento de TNF-a en relacion a la adiposidad en el organismo,
estableciendo su papel en la estimulacion de la via canonica de NF-xB (TAK1-IKK / IxkBa-
P / RelA-p50)(115), actuando como inductor de la expresion de IL-1B, IL-6 e incluso el
mismo TNF-a(116), y estableciendo asi, un ciclo auto-perpetuante del estado inflamatorio
asociado a OB(15)(117)(79). Se ha reportado ademas, el papel de IFN-y, AGL, triglicéridos,
IL-6, IL-12(15) y BAFF(93), incrementando la expresion de TNF-a por adipocitos y M1.

Por otra parte, si bien se evidenci6 la presencia de un perfil inflamatorio Tul en los pacientes
analizados, al evaluar la respuesta TH17 resultdo evidente que para nuestra poblacion en
estudio, es ésta la que se encuentra desempefiando un papel fundamental en la exacerbacion

del estado inflamatorio asociado a la OB.

Las cifras reportadas para IL-17A fueron significativamente mayores en los individuos OB
respecto a SP y NP. Ademads, en pacientes con adiposidad incrementada (SP y OB), su
concentracion sérica se elevd en magnitud cercana al doble, respecto al resto de las citocinas
perfil Tul y Tu2 (Figura 8). Lo anterior concuerda con lo reportado por Sumarac et al(48) en
Serbia para una poblacion de mujeres OB en edad similar a la de nuestro grupo de estudio,
en donde refirieron concentraciones séricas de IL-17A estadisticamente mayores en mujeres
OB (16 pg/mL) respecto a NP, sin encontrar diferencia significativa respecto a citocinas de
perfil Tul como IFN o IL-12. Mientras que Zapata et al(47) reportaron mayor expresion

estadisticamente significativa, de IL-17A en TAV de mujeres con OB morbida respecto a
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TASC, asi como respecto a TAV y TASC de mujeres NP, mientras que IL-6 manifesté un
comportamiento inverso, con mayor expresion en TASC respecto a TAV tanto en mujeres

OB, como NP.

Los estudios de Bettelli (118), Mangan (119) y Veldhoen (120) demostraron que la sinergia
entre IL-6 y TGF-3 es necesaria para una optima produccion de IL-17A, ya que TGF-f
individualmente solo estimula la polarizacion hacia LTregs. Sutton et al(121) sugieren que
TNF-a e IL-23 también se encargan de aumentar la produccion de IL-17A via IL-1
dependiente; mientras que, IL-17A promueve a su vez, la expresion de IFN-y(122). Los
anteriores reportes(20), respaldan nuestros hallazgos respecto a las elevadas cifras de IL-17A
si tenemos en cuenta las concentraciones de TNF-a e IL-6 encontradas en los pacientes OB;
con la finalidad de evaluar ésta relacion se busco la correlacion entre IL-17A y TNF-a
(r=0.585; p<0.0001) asi como IL-6 (r=0.471; p=0.017), resultando estadisticamente
significativas en ambos casos; sin embargo, al no cuantificar TGF-3 e [L-23 como parte del

panel de biomarcadores inflamatorios, s6lo podemos sugerir cautelosamente esta relacion.

Por otra parte, a pesar de estar descrita la relacion entre IL-17A e IFN-y (que se corrobor6 al
encontrar correlacion positiva, estadisticamente significativa (r=0.475; p=0.015) entre ellas)
resulta comprensible que los pacientes OB no presentaran cifras elevadas de IFN-y, si
tomamos en cuenta su corta edad, asi como el tiempo de evolucion de la patologia, ya que en
el presente estudio unicamente se incluyeron sujetos OB sin comorbilidades asociadas, por
lo que podria ser solo cuestion de tiempo para que se manifiesten estas alteraciones en el

perfil inflamatorio tipo Tul.

Zuiniga et al(123) sugieren el papel de IL-17A regulando la adipogénesis y las funciones
metabolicas en adipocitos maduros. En su estudio, al tratar adipocitos en diferenciacion in
vitro con IL-17A, observaron una importante disminucion en la diferenciacion de
precursores, asi como en la capacidad de almacenamiento y acimulo de lipidos, consistente
con la reduccion en el nimero de adipocitos maduros y funcidon normal adipocitaria. Si bien

IL-17A no inhibi6 el ingreso de AGL, ni incrementd significativamente la lipolisis en
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adipocitos maduros, sugieren que esta contribuye a la homeostasis glucémica desde antes que
se desarrolle la OB, ya que los adipocitos cultivados en ausencia de IL-17A presentaron
mayor sensibilidad a la insulina. Se reporta ademas, que IL-17A inhibi6 la induccion de genes
cuya expresion es caracteristica de adipocitos maduros (lipasa, proteina de unién a acidos
grasos, y GLUT-4). Al evaluar las cifras de glucosa sérica en relacion a IL-17A observamos
que existe entre éstas correlacion positiva, estadisticamente significativa (r=0.449; p=0.032),
por lo que, el modelo propuesto por Zuiiga, podria ser el mecanismo subyacente del
incremento en la produccion de ésta citocina, en nuestra poblacion de estudio. Esta hipotesis
se ve reforzada si observamos el incremento en la frecuencia de hiperglucemia basal en los
sujetos SP (9%) respecto a los OB (28%), en donde podria ser el estimulo mediado por IL-
17A, asi como la disminucion en expresion de GLUT-4 en los adipocitos, uno de los
mecanismos causales para el incremento en las concentraciones séricas de glucosa en funcioén

al incremento de masa grasa.

Por otra parte, Endo et al(124) evaluaron el incremento en la expresion de la enzima Acetil-
CoA carboxilasa 1 (clave para la catalisis dependiente de ATP de Acetil-CoA hacia Malonil-
CoA, encargada de regular el metabolismo de acidos grasos) en condiciones de OB, y
describieron su papel en la regulacion de ROR-yT, promoviendo asi la expresion de IL-17A,

y por consecuencia, la polarizacion hacia un perfil Tul7.

El resto de la discusion se presenta en funcion a los objetivos especificos planteados al llevar

a cabo el presente estudio.
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9.1. BAFF sérico en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

Al evaluar las concentraciones séricas de BAFF en los pacientes en estudio, pudimos
observar su incremento estadisticamente significativo al aumentar el IMC (Figura 9); esto
concuerda con lo reportado por Bienertova et al(94) para una poblacion de adultos OB de
Europa central (1007+211 pg/mL). Sin embargo, es importante sefalar que ellos reportaron
diferencias estadisticamente significativa en las cifras de BAFF por sexo, encontrandose
incrementadas en suero de mujeres OB respecto a varones OB, asi como respecto a no-OB
de ambos sexos, mientras que en nuestro estudio, no observamos esta diferencia. Ademads, su
investigacion fue realizada en sujetos considerablemente mas OB, sin embargo la similitud
en las cifras séricas de BAFF podria estar justificada, ya que se ha descrito que la etnia con

menor capacidad de acumulo graso en VAT, es precisamente la caucésica(16).
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9.2. Evaluacién de Disfuncién endotelial mediante los biomarcadores: FvW

y sSCD40L, en pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

La DFE es una manifestacion caracterizada por el incremento en la produccion de formas
solubles de moléculas de adhesion celular (FvW, sCD40L)(50) que llevan al tejido endotelial
hacia un estado pro-trombdtico y anti-fibrinolitico(125). Diversos estimulos pro-
inflamatorios ha sido sugeridos en este proceso de activacion endotelial, principalmente de
tipo TH1l: IL-1p, IL-6, TNF-a e IFN-y. En modelos animales se ha evaluado una participacion
fundamental de IFN-y(28) e IL-6 estimulando al endotelio vascular adyacente al sitio de
inflamacion, volviéndolo mas adherente para leucocitos intra-vasculares mediante la

promocion de moléculas de adhesion celular(20).

En nuestra poblacion estudiada, se report6 una frecuencia de DFE del 7% (Figura 12), lo cual
concuerda con lo hipotetizado si se toman en consideracion la edad y progresion de la OB;
esta observacion gana fuerza, si se resalta que los principales estimulos descritos para
activacion endotelial son mediados por IFN-y e IL-6, que, en ambos casos, carecieron de
incremento estadisticamente significativo para los individuos OB estudiados; mientras que,
los pocos casos de DFE observados podrian atribuirse a la accion de TNF-a, ya que multiples
estudios han demostrado su efecto sobre CE induciendo la expresion de genes pro-

coagulantes, promoviendo asi, el estado de patogénesis vascular(126,127).

Respecto a las cifras de los biomarcadores empleados para evaluar la DFE, se observd un
incremento estadisticamente significativo en los valores plasmaticos de FvW en individuos
SP y OB respecto a NP (Figura 10), lo que resalta la importancia del aumento en el tejido
adiposo, aiin en bajo grado (como en SP), para comprometer el correcto funcionamiento del
endotelio vascular, las concentraciones reportadas por nuestro grupo de trabajo para esta
molécula de adhesion y agregacion celular concuerdan con lo reportado por Gungor et
al(128) para una poblacidon con bajo riesgo cardiovascular y alta frecuencia de OB, en

Turquia (1499+70.2 mU/mL), mientras que se encontraron ligeramente incrementados
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respecto a lo reportado por Lippi et al(129) para una poblacion no diabética de individuos

dislipidémicos en Italia (1080mU/mL).

En cuanto a los valores de sCD40L, no se encontrd incremento estadisticamente significativo
en funcion al aumento en el IMC (Figura 11), si bien la concentracion plasmatica de esta
molécula concuerda con lo reportado por Unek et al(130) para un grupo de individuos OB en
Turquia (9.4+1.01 ng/mL), las cifras de nuestra poblacion en estudio, se encontraron
considerablemente incrementadas respecto a lo reportado por Angelico et al(131) en sujetos
con sindrome metabdlico de Italia (4.11+1.64 ng/mL), esto también podria explicar el
incremento en el riesgo a desarrollar complicaciones vasculares de nuestra poblacion en
estudio, respecto a otras etnias en el mundo. Sin embargo, para evaluar mas acertadamente
el comportamiento de la pared vascular, resultaria conveniente evaluar un panel mas

completo de biomarcadores, por lo que esto consiste en una limitante del presente estudio.

Por otra parte, vale la pena resaltar que una de las actividades atribuidas a IL-17A es la
secrecion de quimiocinas atrayentes de neutréfilos y linfocitos (CXCLS, CXCL6, CXCL1),
GM-CSF e ICAM-1(46); por lo que, debido a la importante participacion de estos subtipos
leucocitarios en patologias vasculares como la aterosclerosis, el estimulo mediado por IL-
17A pudiese encontrarse favoreciendo el desarrollo de complicaciones vasculares
subsecuentes, en individuos con SP y OB. Esta hipotesis se ve respaldada por las
conclusiones del estudio realizado por Taleb et al(132) evaluando el papel de IL-17A en
aterosclerosis, donde sugieren que el incremento conjunto de IL-17A, IL-10 y bajas cifras de
IFN-y, son probablemente la mejor combinacion para limitar el progreso de la lesion
aterosclerotica y lograr la estabilizacion de la placa. Sin embargo, enfatizan en que, la
produccion abundante y conjunta de IL-17A e IFN-y, podria encontrarse exacerbando el

progreso de la lesion, inestabilizando la placa y promoviendo el dafo vascular.
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9.3. Correlacion de BAFF sérico con citocinas Tnl/ Tw2/ TH17,
biomarcadores de DFE, HOMA-IR, y marcadores antropométricos en

pacientes con obesidad, sobrepeso y normopeso.

Debido a que recientemente se ha establecido el papel de BAFF como citocina estrechamente
vinculada al incremento de adiposidad visceral en individuos OB; uno de los principales
objetivos planteados al llevar a cabo el presente estudio, consisti6 en evaluar su
comportamiento, en relacion a los biomarcadores inflamatorios y de DFE caracteristicos de

esta patologia.

De tal manera, que la correlacion positiva y estadisticamente significativa entre BAFF e IFN-
v en individuos OB, concuerda con nuestra hipotesis inicial, debido a que IFN-y es el
principal estimulo inductor de la respuesta inflamatoria tipo Tul, que si bien no se encontrd
significativamente elevado en individuos OB, desempefia un papel fundamental en la
estimulacion de LB; por lo que su incremento en relacion a BAFF, podria encontrarse
describiendo una participacion sinérgica en la promocioén de cambio de isotipo en Ac, asi

como en la liberacion de IgG(133).

Otras citocinas caracteristicas de la respuesta inflamatoria Tul, son TNF-a e IL-6; diversos
estudios en modelo celular han reportado el incremento en su expresion, al estimular
adipocitos con BAFF(93), sin embargo, esto solo justifica la correlaciéon positiva y
estadisticamente significativa entre BAFF y TNF-a (Figura 13, A), mientras que no refleja
la ausencia de asociacion entre BAFF e IL-6 (Figura 13, B). Lo anterior nos lleva a sugerir,
que en nuestra poblacion de estudio, IL-6 podria encontrarse mediando la polarizacidon hacia
un perfil inflamatorio Tul7, ya que se ha descrito su participacion estimulando del factor de
transcripcion ROR-yt(120); o bien, ejerciendo un papel inmuno-modulador, asociado a la

restriccion de citocinas pro-inflamatorias, como lo sugieren Mauer et al(108).

Este papel de retroalimentacion regulatorio también es mediado por IL-10, ya que se ha

descrito su participacion en la prevencion de respuestas inmunes exacerbadas durante
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procesos inflamatorios consolidados, tanto de perfil Tul, como Tul17(102); por lo tanto, la
asociacion positiva y estadisticamente significativa entre BAFF e IL-10 (Figura 13, C) podria
encontrarse reflejando la capacidad auto-regulatoria del sistema inmunoldgico frente al

estado de inflamacion cronica caracteristico de los individuos OB.

Por otra parte, la correlacion positiva y estadisticamente significativa entre BAFF e IL-2
(Figura 13, D), podria justificarse si se considera la participacion escencial de IL-2 en la
estimulacion de LT, asi como en la expansion clonal de células efectoras, en este contexto,
diversas investigaciones(90) han demostrado el papel estimulante de IL-2 en la produccion
y liberacion de BAFF por células mononucleares, principalmente LT CD8" y células

NK(134), mediante los factores de transcripcion NF-AT y NF-kB.

BAFF presentd también asociacion estadisticamente significativa con IL-17A, sin embargo
esto era de esperarse, debido a que distintos estudios llevados a cabo en condiciones de auto-
inmunidad, han descrito el papel de BAFF promoviendo la polarizacion linfocitaria tanto
hacia un perfil Tul, como Tul17(90). Sin embargo, en este sentido son multiples las vias que
median la relacion entre BAFF e IL-17A, otra de ellas, es su estrecha interaccion en placas
de Peyer; ya que tanto la sefializacion de BAFF-R como IL-17AR, requieren de la proteina
adaptadora Act 1, por lo que su participaciébn en una via, la "secuestra" de la otra,
incrementando asi la retencion de LB en centro germinal, lo que promueve la maduracion en
la afinidad del Ac (hacia un isotipo IgA, IgG)(120). Si bien este es un mecanismo comun de
inmunidad adaptativa, la produccion de auto-anticuerpos IgG2c se ha asociado a RI,
vinculandolos con alteraciones en el metabolismo de glucosa(135), asi como promoviendo

la progresion de la placa de ateroma(136).

Respecto a la asociacion entre BAFF y biomarcadores de DFE, se encontré correlacion
positiva y estadisticamente significativa entre BAFF y FvW (Figura 14, A), esto podria
justificarse debido a que se ha descrito la participacion activa de células inmunes mediando
procesos de dafio vascular, principalmente macrofagos, LT y LB (tipo 2), y al ser BAFF un
importante estimulo de sobrevida celular vinculado al proceso anti-apoptdtico linfocitario, es

de esperarse que su liberacion por CE, estromales o incluso por los mismos macrofagos en
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el medio se encuentre incrementada en asociacién a conocidos biomarcadores de dafio

endotelial, como FvW(136,137).

Por otra parte, la correlacion positiva y estadisticamente significativa entre BAFF sérico e
indice HOMA-IR (Figura 14, C), resultdé concordante con lo inicialmente hipotetizado,
debido a que maltiples estudios han reportado la asociacion entre las elevadas cifras de BAFF
y RI. Los mecanismos a través de los cuales, BAFF pudiese encontrarse mediando el
desarrollo esta patologia, sugieren su participacion indirecta, mediante el estimulo de
distintos linajes celulares para producir respuestas inflamatorias tipo Tul/Tul7; o directa, al

producir RI per se.

De esta manera, en modelos de ratén alimentados con DRG, Winer et al(135) han reportado
que los LB2 reclutados a VAT (cuya sobrevida se ve promovida por BAFF) secretan una
mayor cantidad de IgG2c, las cuales condicionan un metabolismo alterado de glucosa.
Mientras que Hamada el tal(93) describieron su papel aumentando el tiempo de asimilacion
de glucosa, asi como promoviendo la expresiéon de TNF-a e IL-6 en adipocitos. Asi pues,
Kawasaki et al(92) en modelo BAFF-knock out, reportaron mejoria en tolerancia a la glucosa
respecto al grupo control, mientras que Kim et al(84) observaron este mismo efecto,
acompaifiado de incremento en expresion adipocitaria de genes que codifican para GLUT-4
y GLUT-1. Por otra parte, en modelo in vitro Hamada et al(93) observaron como el
tratamiento con BAFF promovi6 el incremento en la fosforilacion de la serina 307 de IRS-1

aunado a disminucion en la fosforilacion de tirosina.

En el presente estudio, se encontré6 ademds, correlacion positiva y estadisticamente
significativa entre las cifras séricas de BAFF y marcadores de OB (IMC, %GC y CC) (Figura
15, A,B,C), asi como asociacion negativa también significativa estadisticamente, entre BAFF
circulante y %MM (Figura 15, D). Lo anterior, concuerda por lo reportado por Bienertova et
al(94) respecto a la CC (r=0.657; p<0.05) de mujeres con OB moérbida, no siendo asi en el
caso de los hombres; mientras que el comportamiento predicho para BAFF en su modelo de
regresion lineal en funcion al IMC y %GC refleja un papel similar para su poblacion, que

para la nuestra. Sin embargo, vale la pena resaltar que nuestras asociaciones fueron hechas
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en muestra mixta de hombres y mujeres jovenes, sin comorbilidades asociadas, pareados por
edad y sexo; esto ademas de que nuestras magnitudes de asociacidon entre variables
antropométricas y BAFF fueron considerablemente mayores a las reportadas para esta
poblacion caucdsica de Europa central; por lo que podemos afirmar que en poblacion
mexicana, BAFF es una citocina cuya concentracion sérica incrementa en asociacion a OB
per se, observando su aumento en forma proporcional al incremento en tejido graso de
distribucion general (r=0.535, p=0.001) y més significativamente al localizado en la regién
abdominal (r=0.632, p<0.0001). Lo anterior concuerda ademads, con los reportes de
produccion de BAFF por adipocitos humanos(79), mas significativamente aquellos
localizados en TAV(91), asi como su papel estimulando adipogénesis(78) realizados por

multiples equipos de investigacion.

Por ultimo, en el modelo de regresion lineal observamos que FvW, IL-17A y %GC (Cuadro
6) son las variables que mejor predicen las cifras de BAFF en nuestra poblacion de estudio;
esto aporta informacién muy valiosa, ya que resalta la importancia en la produccion de BAFF
por adipocitos, asi como células inmunes infiltrantes del tejido graso. Resalta también, el
papel del perfil Tul7 mediando en mayor magnitud el estado inflamatorio de bajo grado
asociado a OB, en relacion a Tul, como ha sido clasicamente descrito para poblacion
mexicana durante estas ultimas décadas. Ademas, encontrar influencia de FvW sobre BAFF,
permite resaltar la importancia de la adiposidad y la inflamacién asociada sobre el deterioro

vascular, comprometiendo su correcto funcionamiento.

Por lo tanto, los anteriores resultados aunados al presente modelo, nos permiten aceptar la
hipdtesis establecida al iniciar el presente estudio, corroborando que BAFF es una citocina
cuya participacion en esta compleja constelacion de biomarcadores, se ve asociada a

inflamacioén y DFE en pacientes OB.
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10. CONCLUSIONES

BAFF es una citocina producida por adipocitos y células inmunes infiltrantes de TAV, cuya
concentracion sistémica se ve incrementada significativamente en funcion al aumento de

IMC en poblacién mexicana.

La DFE es un evento precedente al desarrollo clinicamente detectable de complicaciones
vasculares, que se encontr6 presente en una baja proporcion de adultos jovenes mexicanos

con OB, SP y NP.

Las cifras de BAFF muestran un incremento sistémico asociado al aumento de citocinas
inflamatorias, principalmente perfil Tul7, aunque también Tul; asi como a descritos
biomarcadores de dafio endotelial y obesidad, en una poblacion de adultos jovenes

mexicanos.

BAFF sérico presentd mayor magnitud de asociacion a obesidad abdominal, respecto a
porcentaje de grasa general, lo que sugiere su incremento vinculado al aumento de tejido

adiposo visceral en el organismo.

Se observo influencia de la grasa corporal, asi como FvW e IL-17A sobre el comportamiento
de las cifras séricas de BAFF, lo que refleja la estrecha interaccion existente entre el proceso
inflamatorio asociado a la obesidad, con el desarrollo de alteraciones vasculares, que podrian

desencadenar complicaciones trombdticas en el futuro.
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11. PERSPECTIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Evaluar diferencias poblacionales entre TAV y TASC, para estimar la asociacion existente

entre cada deposito graso, y los biomarcadores de inflamacion y DFE.
Determinar un perfil mas completo de citocinas Tul7 (IL-21, IL-23).

Evaluar un panel mas completo de biomarcadores de DFE, asi como de activacion

plaquetaria, para poder estimar mas acertadamente el estado endotelial.

Estudiar el comportamiento de BAFF, IL-17 y FvW en relacion a la OB, en otras patologias,

y/o modelos celulares.
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UNIDAD DE MEDICINA FAMILIAR N° 80

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Factor activador de células B y su relacion con biomarcadores de inflamacion y

disfuncion endotelial en pacientes con obesidad.”

Morelia, Michoacan, a de del 2017.

Usted ha sido invitado a participar en el estudio de investigacion titulado: Factor activador
de células B y su relacion con biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en
pacientes con obesidad. Registrado ante el Comision Nacional de Investigacion en Salud del

Instituto Mexicano del Seguro Social con el niimero:

El siguiente documento le proporciona informacion detallada sobre el mismo. Por favor 1éalo

atentamente.

JUSTIFICACION Y OBJETIVO

La obesidad es una acumulacion excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
Es bien conocido que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de infarto al miocardio (tejido que esta en el corazon). Una de las consecuencias
clinicas mas relevantes de la obesidad es la agresion cronica al endotelio vascular (capa que
estd dentro de las venas) que deriva en un proceso de mal funcionamiento del endotelio

(disfuncion endotelial), el cual juega un papel clave en la formacion de complicaciones
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vasculares. Existen moléculas que se secretan en el endotelio (capa que esta dentro de las
venas) y en tejido adiposo (grasa), que se pueden cuantificar en sangre para evaluar la
disfuncion endotelial como son el factor tisular (FT), inhibidor activador del plasmindgeno
tipo 1 (PAI-1) y factor von Willebrand (FvW). Por otra parte, existen moléculas inflamatorias
que estan circulando en su sangre como son el factor inhibidor de las células B (BAFF),
factor de necrosis tumoral alfa, Interleucina-2, Interleucina-4, Interleucina-6, Interleucina-
10, Interleucina-17A e Interferon gamma que se pueden medir para evaluar su estado de
inflamacion. Hay ademas otros factores que favorecen un proceso de inflamacion del
endotelio como son las altas concentraciones de azlcar y las altas concentraciones de
colesterol que favorecen la disfuncion del endotelio. Por lo que el objetivo a investigar es
estudiar la relacion entre las concentraciones plasmaticas del factor activador de células B
(BAFF) con las concentraciones de biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en

pacientes con obesidad.

PROCEDIMIENTOS

Se le ha explicado que su participacion en este estudio consistira en que la Q.F.B. Villalpando
le realizara una serie de preguntas relacionadas con su estado actual y los medicamentos que
esta tomando; le tomara algunas medidas corporales como peso, talla, frecuencia cardiaca
(que tan rapido late su corazon) y presion arterial, que a Usted le servird para conocer su
estado de salud; le tomara ademas una muestra de sangre de una de las venas de su antebrazo,
para medir las concentraciones de: azucar (glucosa), grasas (colesterol, triglicéridos) y las
moléculas o biomarcadores (BAFF, PAI-1, vWF, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,

IFN-y) con el propdsito de conocer el estado de inflamacion y de disfuncion en el endotelio.

RIESGOS Y MOLESTIAS

Los posibles riesgos y molestias derivados de su participacion en el estudio, son los

siguientes:
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La toma de la muestra de sangre venosa de uno de sus antebrazos, le puede causar una ligera
molestia al introducir o retirar la aguja; ocasionalmente se puede lastimar la vena y se puede
producir un hematoma (moretdn) en el sitio de la puncidn, al final de la toma de la muestra,
lo anterior se reduce al minimo si mantiene presionado el sitio puncionado con una torunda

(bolita de algodon) himeda con alcohol.

BENEFICIOS

Los beneficios que obtendrd al participar en el estudio son: le realizardn una evaluacion
clinica sobre su estado de salud; le mediran algunas moléculas en la sangre (biomarcadores)
que no son estudios de rutina, con la finalidad de conocer su estado de inflamacion y
disfuncion del endotelio en la sangre y recibird un pronostico sobre su estado de salud

general.
La informacion obtenida de este estudio ayudard a comprender mejor estos biomarcadores
en la poblacion mexicana y en el futuro se planea proponerlo como un método diagnostico

y pronostico para el desarrollo de enfermedad cardiovascular.

INFORMACION DE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DEL TRATAMIENTO

El investigador responsable se ha comprometido a darle informacién oportuna sobre
cualquier resultado o procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para su
estado de salud, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que pudiera
tener acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo: los riesgos, los beneficios o

cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con su tratamiento.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Es decir, que si usted no desea
participar en el estudio, su decisidn no afectard su relacion con el IMSS ni su derecho a

obtener los servicios de salud u otros servicios que ya recibe. Si en un principio desea
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participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio en cualquier
momento. El abandonar el estudio en el momento que quiera no modificara de ninguna
manera los beneficios que usted tiene como derechohabiente del IMSS. Para los fines de esta
investigacion, solo utilizaremos la informacion que usted nos ha brindado desde el momento
en que aceptd participar hasta el momento en el cual nos haga saber que ya no desea

participar.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

La informacion que proporcione y que pudiera ser utilizada para identificarlo (como su
nombre, teléfono y direccion) serd guardada de manera confidencial y por separado al igual
que sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de sus pruebas clinicas, para garantizar
su privacidad. Nadie mas tendra acceso a la informacion que usted nos proporcione durante
el estudio, al menos que usted asi lo desee. NO se dard informacion que pudiera revelar su
identidad, siempre su identidad serd protegida y ocultada, le asignaremos un nimero para

identificar sus datos y usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestra base de datos.

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO:

Al término del estudio usted recibira un informe médico con el resumen de resultados de
laboratorio clinico y de las moléculas o biomarcadores. Se le aconsejara sobre las medidas
de prevencion en caso de que tenga descontrol de su azlcar o grasas sanguineas para

disminuir sus niveles con modificacion de su tratamiento farmacolégico.

PERSONAL DE CONTACTO EN CASO DE DUDAS O ACLARACIONES

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse con la Dra. Anel
Gomez Garcia, Investigador Responsable adscrito al CIBIMI (matricula 11680652), al
teléfono 3 22 26 00 extension 31015.
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion del CNIC del IMSS: avenida Cuauhtémoc 330 4° piso
bloque “B” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores. México, D.F., CP 06720. Tel (55) 56

27 69 00 Ext 21230. Correo electronico: comité.eticainv(@imss.gob.mx.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me
ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de
hacer preguntas, todas mis preguntas han sido contestadas a satisfaccion y se me ha dado una
copia de este formato. Al firmar este documento estoy de acuerdo en participar en la

investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma del participante. Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento.
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma. Nombre, direccion, relacion y firma.
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ANEXO 2

3
[
et INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION REGIONAL EN MICHOACAN
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE MICHOACAN

UNIDAD DE MEDICINA FAMILIAR N° 80

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Factor activador de células B y su relacion con biomarcadores de inflamacion

y disfuncion endotelial en pacientes con obesidad.”

No:
Fecha:
Ficha de Identificacion:
Nombre:
No. Afiliacion: Edad:
Domicilio:
Sexo: M( ) F( ) Teléfono:
Edo. Civil: Soltero ( ) Casado ( ) Union libre ()
Viudo ( ) Divorciado ()
Escolaridad: Primaria ( ) Secundaria () Preparatoria ()
Universidad () Posgrado ()
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Antecedentes Heredofamiliares Patologicos:

Abuelos

Padres

Tios

Hermanos

Insuficiencia cardiaca:

Enfermedad cardiovascular:

Hipertension arterial sistémica:

Tromboembolia:

Diabetes Mellitus tipo 2:

Obesidad:

Funcion renal alterada:

Funcion hepatica alterada

Hipercolesterolemia:

Hipertrigliceridemia:

Cancer:

Antecedentes Patoldgicos Personales:

¢Ha sido usted diagnosticado con alguna de las siguientes enfermedades?

Diabetes Mellitus tipo 2:
Enfermedad Cardiovascular:
Hipertension arterial:
Enfermedad tiroidea:
Artritis reumatoide:

Lupus eritematoso sistémico:
Esclerosis multiple:

Colitis:

Otro (¢Cual?):

Si (
Si (
Si (
Si (
Si (
Si (
Si (
Si (

No (
No (
No (
No (
No (
No (
No (
No (

N N N N N N N N
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En el ultimo mes, ¢lo han vacunado? Si( ) No( )

En el altimo mes, ha presentado:

Fiebre: Si( ) No( )
Gripe: Si( ) No( )
Infeccion Vias urinarias: Si( ) No( )
Infeccion Dérmica: Si( ) No( )
Infeccion Gastrointestinal: Si( ) No( )
Otro (¢ Cuél?):
En el altimo mes, ¢ha consumido alguno de los siguientes farmacos?
Aspirina: Si( ) No( )
Ketorolaco: Si( ) No( )
Sulindaco: Si( ) No( )
Piroxicam Si( ) No( )
Paracetamol: Si( ) No( )
Diclofenaco: Si( ) No( )
Naproxeno: Si( ) No( )
Nimesulida: Si( ) No( )

Otro (¢ Cuél?):

Antecedentes Personales No Patoldgicos:

Actividad Fisica: Si( ) No( ) ¢Cual?:
Horas: Dias (semana):
Tabaquismo: Si( ) No( ) ¢ Cuantos? (dia):
Alcoholismo: Si( ) No( ) Veces (semana):
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Exploracion Fisica:

C. Cintura (cm): C. Cadera (cm):
Peso (KQ): Talla (m):

IMC: MB (Kcal):

Masa Grasa (%0): Masa Grasa (Kg):
Masa Magra (Kg): Agua (Kg):
TAS (mmHQg): TAD (mmHg):

Estudios de Laboratorio:

Glucosa (mg/dL): TG (mg/dL):
CT (mg/dL): HDL-c (mg/dL):
LDL-c (mg/dL): VLDL-c (mg/dL):

Insulina & Disfuncién Endotelial:

Insulina (mUI/mL): FvW (mg/mL):

FT (pg/mL): PAI-1 (ng/mL):

BAFF & Inflamacién:

BAFF (pg/mL): TNF-a (pg/mL):
IFN-y (pg/mL): IL-2 (pg/mL):

IL-4 (pg/mL): IL-6 (pg/mL):
IL-10 (pg/mL): IL-17A (pg/mL):
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