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1 Introduccion

Las tres ultimas décadas han sido testigos de un aumento
alarmante de la prevalencia de la obesidad en los paises
industrializados y en desarrollo, donde se ha producido un cambio
dramatico en la epidemiologia, al registrarse una caida en los niveles
de desnutricion y un aumento en la prevalencia de la
sobrealimentacion. Por desgracia, el aumento de la ingestion de
alimentos no esta relacionado con el aumento de la calidad
nutricional, sino mas bien con niveles elevados de consumo de
calorias y una disminucion del gasto energético. Esta condicion
provoca importantes alteraciones fisiologicas y bioquimicas que
estan directamente relacionadas con un mayor riesgo de desarrollo
de sindromes metabdlicos como son la obesidad morbida, la
hipertension, la diabetes tipo Il o la hipercolesterolemia, quienes a su
vez aumentan el riesgo de enfermedades crdnicas, especialmente
enfermedades cardiovasculares." Dado que la obesidad vy
alteraciones relacionadas tienen origen multifactorial, la investigacion
de los factores causales asociados con la obesogénesis y los

instrumentos aplicables a su tratamiento tiene gran relevancia.

Al revisar la extensa literatura relativa al tema de la obesidad
puede apreciarse la utilizaciéon de enfoques multiples para examinar
las causas y consecuencias de la obesidad en las poblaciones
humanas, entre ellos el estudio de (a) los patrones de distribucion, la
dinamica de la obesidad en la poblacion, (b) el impacto de la
obesidad sobre la salud, (c) los factores determinantes o causas de
la obesidad, y (d) el desarrollo y validacion de medidas de
composicion corporal utilizadas en estudios epidemiologicos

comparativos.?

Kim y Popkin® propusieron en 2006 un modelo de rutas a
varios niveles para describir las causas de la obesidad y sus
multiples consecuencias generadas para la salud. En este modelo, el
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Introduccién

sobrepeso y la obesidad se consideran como resultado de factores
procedentes de rutas metabdlicas relacionadas con factores
dietéticos, actividad fisica, desarrollo fetal e infantil, y variables
socioculturales y genéticas. Este modelo explica el caracter dinamico
y la complejidad de la obesidad como una entidad patologica. Esto
tiene implicaciones importantes para el analisis y la interpretacion de
los datos sobre las causas de la obesidad y su relacién con la
mortalidad.

En términos fisiologicos, la obesidad se caracteriza por un
aumento en la grasa corporal total y/o grasa abdominal. El aumento
en el tejido adiposo tiene un impacto importante en la homeostasis
del organismo, ya que el tejido adiposo no es s6lo un 6rgano de
simple almacenamiento de moléculas de energia, sino que también
tiene importantes funciones endocrinas e inmunoldgicas que se
realizan a través de la produccion de moléculas reguladoras como

son la adiponectina, la leptina, o diversas citoquinas.

Del mismo modo, el desequilibrio en la produccién de estas
moléculas en los obesos puede afectar a varias funciones bioldgicas,
como la funcién endotelial vascular, aumentando la produccion de
proteinas vasoconstrictoras* disminuyendo la produccién y la accién
de las moléculas asociadas a la vasodilatacion, tales como el 6xido
nitrico. Todo ello sugiere que la obesidad humana esta directamente

relacionada con un estado cronico de estrés oxidativo.*>®

El cuerpo humano, como organismo aerobio, utiliza la glucosa
y el oxigeno para generar energia en forma de trifosfato de
adenosina (ATP). En este proceso, alrededor del 5% del oxigeno
consumido se transforma en moléculas con electrones
desapareados dotadas de una elevada reactividad quimica. Estas
moléculas son generalmente conocidas como especies reactivas del

oxigeno (EROs) o radicales libres (RL).
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El control de la produccion de radicales libres se efectua por
medio de dos sistemas antioxidantes complementarios: El sistema
antioxidante enddgeno, compuesto por enzimas que inactivan las
EROs hacia agua, y el constituido por moléculas antioxidantes
exdgenas obtenidas principalmente a través de la dieta.

El sistema antioxidante enzimatico incluye importantes
enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), el
sistema de la tiorredoxina, la glutation peroxidasa (GPX) y la hemo
oxigenasa. La principal reacciéon antioxidante es la relativa a la

catalisis de los iones superoxido (O.7) producidos a partir del

oxigeno no utilizado en los ciclos bioquimicos conducentes a la
produccion de ATP mitocondrial. En este sistema antioxidante los
iones superoxido son el sustrato de la superoxido dismutasa (SOD),
que se considera la primera defensa enzimatica contra el estrés
oxidativo producido por el metabolismo normal.” La SOD convierte

eficientemente los radicales O, en H,0,. Este Ultimo es a

continuacion degradado en ultima instancia hacia agua por la
catalasa o la glutation peroxidasa. Existen tres isoformas de SOD: la
SOD2 dependiente de manganeso, también denominada SOD2,
localizada en las mitocondrias, una SOD dependiente de cobre y
zinc en el citoplasma (Cu/ZnSOD 6 SOD1), y en tercer lugar la

SOD3 presente en los compartimentos extracelulares.®

La enzima SOD2 a pesar de ser codificada por un gen nuclear
y sintetizada en el reticulo endoplasmico, actua solo dentro de las
membranas mitocondriales. En este contexto, esta enzima cataliza
(dismuta) los aniones superéxido producidos a partir de la
respiracion celular hacia peroxido de hidrogeno. Posteriormente, la
glutation peroxidasa cataliza la transformacion del peroxido de

hidrogeno formado en la mitocondria hacia agua.

Por consiguiente, la proteina SOD2 sintetizada en el
citoplasma se transporta hacia las mitocondrias a partir de la
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Introduccién

informacion contenida en un pequefio segmento de la proteina
conocido como secuencia mitocondrial diana (Mitochondrial target
sequence, MTS).

Los estudios genéticos han descrito un polimorfismo de
sustituciéon de un solo nucleotido (single nucleotide polymorphism,
SNP) en el codon 16 en la region MTS de la proteina SOD2, donde
tiene lugar la sustitucion de una alanina por una valina. Por lo tanto,
existen tres genotipos posibles en la poblacion humana: AA, VV y
AV. El alelo A determina la sintesis de una hélice alfa de proteina
SOD2 que tiene una alta eficiencia en cuanto a su transporte y
entrada en la mitocondria. Sin embargo, el alelo V determina la
sintesis de una proteina con estructura en lamina beta que
permanece parcialmente retenida entre ambas membranas

mitocondriales.®

Estas condiciones pueden tener consecuencias negativas
sobre la funcionalidad de la enzima. En este sentido, los portadores
del genotipo AA presentan una isoforma dotada de una mayor
facilidad para entrar en la mitocondria y por lo tanto una mas
eficiente dismutacion del superoxido. Por otra parte, los portadores
del genotipo VV poseen una enzima que penetra con mas dificultad
en la mitocondria y por lo tanto es menos eficiente en la inactivacion

de iones superéxido.’

Estas observaciones proceden de estudios in vitro que
utilizaron la importacion de proteinas quiméricas en ratones y
demostraron que el precursor Ala-SOD2 generado es un 30-40%
mas activo en el tratamiento de homotetrameros SOD2 que el
precursor Val-SOD2. Por tanto, la Ala-SOD2/MTS permite la
importacion eficiente de SOD2 hacia la matriz mitocondrial, mientras
que la variante Val causa la retencion parcial del precursor en la
membrana interna y disminuye la formacion del homotetramero

SOD2 activo en la matriz mitocondrial.'®
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Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que el
alelo A ocasiona un transporte alterado de la enzima al interior de la
mitocondria. Este hecho se asocia con un mayor riesgo de cancer de
mama, prostata, colon, carcinoma hepatocelular en pacientes
infectados por el VHC, y mesotelioma pleural maligno.'"'2131412

Sorprendentemente, otros estudios epidemioldégicos han
sugerido que el alelo V no es una "buena variante genética" dado
que han sido observadas asociaciones de este alelo con
aterosclerosis de carétida medida como densidad media de la intima
(IMT) por ultrasonidos'® , con miocardiopatia dilatada no familiar en
individuos japoneses'’, y altos niveles de LDL oxidadas (ox-LDL) en
brasilefios con efecto sinérgico en pacientes con diabetes tipo 2.
Sin embargo, datos alternativos mostraron que esta variante del
alelo A del péptido sefializador aumenta la actividad de la SOD2
mitocondrial, protege los macréfagos contra la apoptosis inducida
por ox-LDL, y reduce el riesgo de induccion de apoptosis por la

enfermedad arterial coronaria e infarto del miocardio.'®

Los hechos anteriores sugieren una "paradoja" en el
polimorfismo SOD2, especialmente teniendo en cuenta que las
condiciones homocigéticas (AA, VV) de esta variacion provocan un
desequilibrio en la modulacion antioxidante que conduce al aumento
de concentracion de superdxido en los individuos VV o de perdxido
de hidrégeno en los individuos AA.

En ambos casos, las interacciones ambientales parecen
aumentar o disminuir el riesgo de enfermedades no transmisibles
como cancer y enfermedades cardiovasculares, como sugiere un
estudio que describe una interaccion entre este polimorfismo vy
patrones de dieta antioxidante y otras variables del estilo de vida

como el tabaquismo sobre el riesgo de cancer de pulmén.?

Dado que los estudios sugieren una asociacion entre la

obesidad y el estrés oxidativo, permanece abierta la cuestion de
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hasta qué punto el aumento del estrés oxidativo seria sdlo una
consecuencia de la obesogénesis o también podria ser un factor
causal de este fendmeno metabdlico. Desafortunadamente, este es
un tema que apenas ha sido estudiado en profundidad. En este
sentido, los estudios relativos al polimorfismo Ala16Val-SOD2
podrian ser relevantes para la comprensiéon de en qué grado el

desequilibrio oxidativo en si seria "agente causal" de la obesidad.

Dentro de este contexto ha sido disefiada esta investigacion,
con el objetivo de examinar la cuestion desde dos puntos de vista, el
primero consistente en un analisis epidemiolégico de la asociacion
entre el polimorfismo Ala16Val-SODZ2 y la obesidad y el segundo que
implica una investigacion complementaria in vitro del metabolismo de

la glucosa con los diferentes genotipos Ala16Val-SOD2.

En este sentido, la decision de investigar el efecto del
polimorfismo Ala16Val-SOD2 sobre el metabolismo de la glucosa en
linfocitos fue tomada por las siguientes razones: (1) puesto que los
estudios epidemiologicos describen asociaciones entre alteraciones
multifactoriales, como es el caso de la obesidad y los polimorfismos
genéticos, que pueden estar influidas por otros factores genéticos y
ambientales no controlados en el estudio, son deseables estudios
complementarios en condiciones controladas; (2) en principio, la
primera opcion de estudio serian los cultivos de tejido adiposo; sin
embargo, puesto que todavia no se conoce de qué manera el
polimorfismo puede influir en los mecanismos relacionados con la
obesogénesis, y las células del tejido adiposo son de dificil acceso,
investigaciones iniciales in vitro en células con mayor facilidad de
acceso y control experimental, como es el caso de los linfocitos,
también son relevantes; (3) ademas de que los linfocitos son células
de facil acceso y la normalizacién de su cultivo celular esta bien
establecida —lo que facilita los estudios iniciales sobre el efecto de
los polimorfismos genéticos—, investigaciones preliminares llevadas

|.21

a cabo por Montagner et al.“" en 2010 han demostrado diferencias
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en el indice mitético y el perfil oxidativo de cultivos de linfocitos con
diferentes genotipos del polimorfismo Ala16Val-SOD2 expuestos a la
radiacion ultravioleta; (4) en relacion con el metabolismo de los
carbohidratos los linfocitos también presentan caracteristicas
importantes y relevantes; dado que la regulacion de la homeostasis
de los linfocitos es fundamental para el desarrollo y la formacion de
la respuesta inmune, el numero de linfocitos se debe mantener para
permitir que haya una cantidad suficiente de linfocitos que combatan
los agentes patégenos pero que no aparezcan en exceso con el
aumento del riesgo de desarrollo de enfermedades autoinmunes o
incluso cancer.? Por lo tanto, las lineas de linfocitos en reposo se
mantienen por el metabolismo oxidativo mitocondrial que utiliza la
glucosa y la glutamina para la produccién de energia.?>?*

En presencia de antigenos, las lineas de linfocitos T sufren
una explosion mitética que requiere el aporte de una gran cantidad
de energia. Las células T, a diferencia de los monocitos, son
insensibles a la insulina y no presentan receptores para estas
hormonas. Sin embargo, cuando son activadas por antigenos, como
es el caso de la fitohemaglutinina (PHA), se desarrollan receptores
para la insulina y comienzan a metabolizar la glucosa en funcién de
la dosis de la hormona. Los linfocitos cuando pasan de un estado
inactivo a un estado de gran actividad alteran drasticamente su
metabolismo. Asi, el metabolismo de la glucosa aumenta muy
rapidamente. Es decir, la principal fuente de energia pasa a ser la
ruta glucolitica a través de la ruta de las pentosas. En este sentido, la
mayor produccién de energia asi como la aparicion de hiperglucemia
incrementa también las concentraciones de EROs generados por los
linfocitos. Cuando finaliza la respuesta inmune, el sistema vuelve a
su estado quiescente a través de mecanismos de apoptosis que
haran disminuir la tasa de linfocitos circulantes. Las células cesan de
proliferar, disminuyen y revierten su metabolismo oxidativo para
volver al estado de reposo. Por lo tanto, si el sistema antioxidante

endoégeno determinado genéticamente tiene influencia sobre el
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metabolismo de los carbohidratos, serian pertinentes estudios
utilizando como modelo el cultivo in vitro de linfocitos que regresan
desde una elevada actividad mitotica hacia el modo de reposo. Es
decir, estas actividades complementarias podrian indicar si nuevos
elementos del metabolismo oxidativo determinados genéticamente
-como es el caso de la enzima SOD2- con capaces de interferir con
las respuestas metabolicas de la glucosa y la energia en el

organismo.

Siendo una cuestion todavia poco explorada y de interés
cientifico, clinico y epidemiolégico, el tema central del estudio
presentado aqui es la posible asociacion de las variaciones
genéticas del sistema antioxidante enzimatico con la obesidad y su

influencia en el metabolismo de la glucosa.
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Epidemiologia de la obesidad

2 Antecedentes

2.1 Epidemiologia de la obesidad

La obesidad se considera una enfermedad reconocida desde
1985, como un trastorno patologico caracterizado por la acumulacién
excesiva de grasa en comparacion con los valores previstos para
una determinada altura, edad y género.?>%

Las tres ultimas décadas han sido testigos de un alarmante
aumento en las tasas de obesidad en los paises industrializados y
muchos paises en desarrollo como Brasil. Este fendmeno parece
estar relacionado con un cambio drastico en el estado de nutricion

de la poblacion.

Anteriormente el riesgo principal de salud era la desnutricion.
Sin embargo, la transicién a un estado de sobrealimentacion también
ha significado problemas para la salud publica. Esto es porque el
exceso de nutricion calorica esta directamente relacionado con un
marcado incremento en la prevalencia de la obesidad y las
enfermedades relacionadas con la obesidad, entre ellas la
hipertension, la diabetes tipo I, hipercolesterolemia y enfermedades

cardiovasculares.?’

Por lo tanto, la obesidad es una epidemia de nuestro siglo,
con tasas de prevalencia en aumento de manera continua y nitida.?
El aumento de la prevalencia de la obesidad refleja los cambios
contemporaneos en el estilo de vida, incluyendo cambios en el
comportamiento alimentario determinado por el mayor consumo de
alimentos con alta contenido en grasa y carbohidratos simples y
cambios en el perfil de gasto de energia determinados por el

aumento de los niveles de inactividad fisica.

Este fendmeno sin precedentes ha alentado la formacion de

una nueva rama de la epidemiologia enfocada directamente sobre la
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obesidad. En el estudio de la obesidad se utilizan métodos
epidemiologicos para examinar las causas y consecuencias de la
obesidad en las poblaciones humanas. Incluye el estudio de
multiples y extensas areas relacionadas entre si como son (a) los
patrones de distribucion y la dinamica de la obesidad en las
poblaciones, (b) la salud y otras consecuencias de la obesidad, (c)
los factores o causas de la obesidad, y (d) el desarrollo y la
validacion de medidas de composicion corporal utilizadas en
estudios epidemiolégicos.?

Los conocimientos adquiridos se pueden aplicar a todas las
iniciativas de salud publica con el objetivo de prevenir y controlar la
obesidad y las condiciones de salud relacionadas con ella.

Sin embargo, los estudios sistematicos de la asociacion entre
la obesidad y la composicion corporal y el metabolismo son un
fendmeno relativamente reciente. Solo a partir de mediados del siglo
XX se han efectuado estudios epidemioldgicos de amplio espectro,
y estudios de cohorte para constatar las tendencias y analizar los
predictores de la nutricion y del estilo de vida en las enfermedades
cronicas. En este sentido, la metodologia basica utilizada en los
estudios epidemiologicos sobre la obesidad data del siglo XIX,
cuando Quetelet (1832)* desarrollé el concepto de indice de masa
corporal (IMC) para determinar la adiposidad de las poblaciones. El
IMC es un indice calculado dividiendo el peso entre el cuadrado de
la altura. Los estudios poblacionales han determinado que los
valores normales se encuentran entre 18,5 y 35 kg/m?. Valores mas
bajos indican desnutricion, refiriéndose sobrepeso para valores
comprendidos entre 25 y 30 kg/m? y obesidad para IMC superiores a
30 kg/m?.*"!

Como la mayoria de las otras ramas de la epidemiologia, este
campo relativamente nuevo tiene profundas raices en los métodos
de la epidemiologia clasica. Esta union de la epidemiologia moderna
junto con la comprension biolégica de la obesidad y sus
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consecuencias parece ser vital para comprender mejor esta
morbilidad. En consecuencia, una introduccién al desarrollo histérico
de los métodos epidemiologicos y de investigacion sobre la obesidad
da una perspectiva de como han convergido estos elementos para
formar el campo de la epidemiologia de la obesidad.

Bray (2007) comenta el contexto histérico de la investigacion
de la obesidad.®* La obesidad ha sido reconocida por las
civilizaciones mas antiguas. Casos de obesidad han sido
identificados en representaciones graficas de la Edad de Piedra y
existen retratos de mujeres obesas desde hace miles de afos.
Hipocrates observo que "las muertes subitas eran mas frecuentes en
los individuos mas gordos que en los mas delgados", y describio la
obesidad como "no s6lo una enfermedad en si, sino un precursor de
otras enfermedades". Bray también comenta que el libro escrito por
Short 1727 fue la primera monografia sobre el tratamiento de las
personas obesas a través del ejercicio y "otros medios naturales".

Este trabajo fue seguido por la descripcion de Fleming
(1760)* de cuatro casos de obesidad, uno de ellos claramente
debido a la ingesta excesiva de alimentos. William Banting publico
en 1863un texto titulado "carta sobre la corpulencia dirigida al

publico en general™®

que fue considerado el primer libro de "dieta
popular". Este consistio en un folleto de 21 paginas escrito para un
paciente obeso tratado con una dieta que contenia altas
concentraciones de proteinas para inducir la pérdida de peso. Por
esta razon, podemos considerar que algunos conceptos que forman
la base de la investigacion actual sobre la obesidad, también tienen
su origen en los siglos pasados, especialmente en el siglo XVIII. En
1720, Santorio, profesor de medicina en Padua, desarroll6 una
balanza para pesarse él mismo, utilizada para registrar sus cambios
de peso diario, asi como la variacion de su peso en relacion con sus

niveles de actividad fisica y de ingesta de alimentos.
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En 1777, Lavoisier realiz6 una contribucion fundamental al
concepto de balance energético, determinando que el consumo de
oxigeno en humanos debido al metabolismo era similar al provocado

por la combustion.

Sin embargo,tendria que transcurrir otro siglo antes de que
Atwater(1895)* efectuase la demostracion de la Ley de
Conservacion de la Energia aplicada a los seres humanos y Quetelet
(1832)30 desarrollase el indice de masa corporal que permanece
como la medida de la obesidad mas ampliamente utilizada hasta el
dia de hoy.

Sobre la base de los conocimientos sobre la obesidad
adquiridos histéricamente, durante el siglo XX han tenido lugar
grandes avances en los enfoques experimentales a la investigacion
de la obesidad a niveles celular, genético y metabdlico. Ademas, se
realizaron estudios que permitieron una serie de avances
tecnolégicos en las medidas de la obesidad, entre ellas la
absorciometria de rayos X de energia dual (dual-emission X-ray
absorptiometry, DXA), tomografia computerizada (TC) y resonancia
magnética por imagen (magnetic resonance imaging, MRI).

Estas tecnologias han  proporcionado estimaciones
cuantitativas del porcentaje de distribucion de grasa tanto corporal
como regional. El método del agua doblemente marcada permite
medir el gasto de energia del cuerpo. Estas innovaciones
constituyen en la actualidad la base de la investigacion moderna de
la obesidad que ha permitido aumentar el conocimiento sobre la
fisiopatologia de esta enfermedad, asi como avances sustanciales
relacionados con el comportamiento, la farmacologia y el tratamiento
quirurgico de la obesidad. Los estudios experimentales desarrollados
a finales del siglo pasado condujeron a un importante
descubrimiento: la existencia de la leptina, una hormona producida
por las células del tejido adiposo. Esta hormona tiene como principal
funcién la regulacién del apetito y el metabolismo energético.
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Aunque el descubrimiento de la leptina no ha tenido efecto en la
terapia de la obesidad, su importancia ha sido fundamental, ya que
abri6 la puerta a nuevas investigaciones que llevaron al
descubrimiento de otras moléculas reguladoras importantes, entre
las que se encuentran citoquinas como adiponectina, resistina y
adipsina, ASP (acylation-stimulating protein), angiotensindogeno y
TGF-p.

Estas evidencias han conducido a la aceptacion general de
que el tejido adiposo, ademas de ser un tejido de almacenamiento

de energia, es también un 6rgano endocrino.

2.2 La obesidad y sus aspectos

fisiopatolégicos

Antes de efectuar la revisidn de los aspectos fisiopatoldgicos
de la obesidad es necesario incidir en la informacion histo-funcional

del tejido adiposo en si mismo.

El tejido adiposo se localiza en distintas ubicaciones
anatdmicas configurando multiples depdsitos que pueden ser

referidos colectivamente como grasa corporal.*’

El tejido adiposo se
puede dividir en dos tipos principales: el tejido adiposo blanco (WAT)
y el tejido adiposo pardo o marron (BAT) diferenciados a lo largo de
la embriogénesis. El tejido adiposo blanco representa la gran
mayoria del tejido adiposo en el organismo adulto y el depdsito
principal de almacenamiento de energia, mientras que el papel
fundamental del tejido adiposo pardo es la termogénesis sin
temblores (non-shivering thermogenesis), especialmente en
pequefios mamiferos y humanos recién nacidos. El tejido adiposo
blanco se compone de varios tipos de células, siendo los adipocitos
las mas abundantes. Otro tipo de células presentes en el tejido
adiposo blanco incluyen la fraccion del estroma vascular en que

alrededor del 10% son macréfagos CD141 y CD311.%
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El numero de macrofagos en el tejido adiposo blanco esta
directamente relacionado con la adiposidad y con el tamafio de los
adipocitos tanto en humanos como en ratas y ratones, sin mostrar
diferencias significativas entre el tejido adiposo blanco y subcutaneo
visceral.’*® En las ratas hembras aparece un mayor nimero de
macrofagos en el tejido adiposo blanco que en machos, pero en la
actualidad no se sabe si esto mismo seria cierto para los seres
humanos.*’ Pese a que se han descrito sorprendentes similitudes
entre los macrofagos y los adipocitos, y los pre-adipocitos pueden
diferenciarse hacia macréfagos, estos dos tipos de células son de
hecho diferentes.*’

Los experimentos con médula 6sea de ratones quiméricos
han mostrado que los macrofagos del tejido adiposo blanco se
derivan de la médula 06sea, lo que indica que los macrofagos
presentes en el tejido adiposo no derivan de la diferenciacion in situ
de preadipocitos sino de los monocitos circulantes que infiltran el
tejido adiposo blanco. La incubacion de adipocitos en medio
acondicionado aumenta la expresion de moléculas de adhesion
intracelular ICAM-1 y moléculas de adhesion plaquetaria endotelial
intracelular 1 en las células endoteliales e induce la adhesion y
transmigracion de monocitos de la sangre, un efecto imitado por las

altas dosis de leptina.*?

También es posible que quimiocinas como la proteina
quimioatractora de monocitos 1 (MCP-1), que se expresa en el tejido
adiposo y cuya concentracion se correlaciona con la adiposidad,
pueda contribuir al reclutamiento de monocitos en el tejido adiposo

blanco.*3

En términos anatomicos el tejido adiposo blanco esta
constituido por dos compartimientos principales: subcutaneo
(anterior y posterior) y por diversos depositos viscerales. Ademas,
existen depodsitos adiposos especializados en los ganglios linfaticos,

glandulas mamarias y células troncales de la médula 6sea.**
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Desde hace tiempo se pensaba que la unica funcion del tejido
adiposo era la de almacenamiento energético y ayuda en la
termorregulacion del cuerpo. Sin embargo, este punto de vista ha
cambiado en los ultimos afos a partir de estudios en modelos
experimentales y en seres humanos. Hoy en dia, el tejido adiposo se
considera un organo secretor de gran importancia para el
metabolismo corporal. En la revision efectuada por Prado et al.
(2009)* se hace hincapié en que "cuantitativamente, las secreciones
mas importantes del tejido adiposo son los acidos grasos que se
liberan durante los periodos de balance energético negativo
(especialmente el ayuno)”. Ademas, las celulas adiposas sintetizan
otras diversas moléculas de lipidos, entre las que se incluyen las
prostaglandinas (derivadas de acidos grasos poliinsaturados)
sintetizadas por el propio tejido adiposo, asi como colesterol y
retinol, que no se sintetizan en los adipocitos, pero son almacenados

y liberados por este tejido.

El tejido adiposo secreta una gran cantidad de péptidos
bioactivos que no sélo influyen en la funcidn de los adipocitos, sino
que también actuan sobre otros tejidos del cuerpo. Aunque cada uno
de los adipocitos produce una pequefia cantidad de estas moléculas,
en su conjunto, ya que el tejido adiposo es considerado uno de los
organos corporales de mayor tamafo, la produccion de estos
factores tiene un impacto importante en el funcionamiento del

organismo.*°

Dentro de los péptidos secretados por el tejido adiposo se
encuentran las llamadas adipoquinas. Estas moléculas también se
conocen como citoquinas, ya que son producidas por otras células
pertenecientes al sistema inmunologico del organismo. Las
citoquinas son generalmente definidas como proteinas solubles,
sintetizadas o no por las células inmunes, que median en la
comunicacion intercelular mediante la transmisién de informacion a

las células diana a través de la interaccion con receptores
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especificos. Por lo tanto, muchas citoquinas tienen otras actividades

fisioldgicas ademas de las originalmente descubiertas.*’

Debido al descubrimiento de un gran numero de citoquinas
producidas por los adipocitos ha sido necesario crear un término
especifico para su identificacion. Esto fue propuesto por Matsuzawa
et al®® quienes en 1999 nombraron a estas moléculas
"adipocitoquinas". Sin embargo, a causa de un cierto nivel de
confusion, el término se convirti6 en "adipoquinas”, denominacion
ampliamente utilizado en todas partes y caracteriza a toda proteina
bioactiva producida por los adipocitos sea 0 no una citoquina. Las
adipoquinas son moléculas muy diversas en relacibn con su
estructura y funcion, incluyendo ademas de las citoquinas clasicas
factores de crecimiento, proteinas sistémicas complementarias
implicadas en la regulacion de la presion arterial, homeostasis
vascular, angiogénesis y metabolismo glucidico y lipidico. La
obesidad directamente relacionada con el aumento del numero y
tamano de los adipocitos se considera una disfuncién o morbilidad
de origen multifactorial, con participacién de interacciones genéticas
y ambientales. Los estudios genéticos han sugerido que mas de 200
genes estan directa o indirectamente asociados con la
obesidad.49'5°’51'52'53

Independientemente de sus factores el estado obesogénico
induce cambios fisiolégicos importantes, ya que rompe la
homeostasis corporal. Ademas, las alteraciones en algunos
procesos metabdlicos también pueden contribuir al
desencadenamiento de la obesidad. Dada la gran complejidad del
tema y del conjunto de la evidencia cientifica descrita en la literatura
podemos destacar los siguientes cambios como contribuyentes en
un circuito de causa y efecto de la obesidad, que se muestran
esquematicamente en la Figura 1: (1) en el metabolismo de la
glucosa vy la fisiologia vascular, (2) en la modulacién de hormonas y

moléculas relacionadas con el estrés, en especial el cortisol, (3) en
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la respuesta inflamatoria cronica de bajo grado, (4) en el control del
apetito y la saciedad y el metabolismo basal, y (5) en el metabolismo
oxidativo. A continuacién se efectua una revision de estos factores

en relacion con la obesidad.

Factores Ambientales

. . Factores genéticos
Sobrealimentacién

Sedentarismo

Estrés

Cambios
Metabolismo glucidico
Metabolismo vascular

Modulacién de las
hormonas del estrés

Metabolismo inflamatorio

Comportamiento
ingestivo y metabolismo
basal

Metabolismo oxidativo

Figura 2.1 Esquema de los principales factores y cambios
que estan relacionados con la obesogénesis o producidos como
consecuencia de la obesidad.
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221 Obesidad, metabolismo glucémico y fisiologia

vascular

El principal efecto adverso de la obesidad se relaciona con los
profundos cambios metabdlicos que son provocados por este
fendbmeno, que se pone de relieve en la resistencia a la accion de la
insulina. Este proceso se produce una vez que el individuo obeso,
ingiere persistente y sistematicamente una gran cantidad de
alimentos ricos en glucosa. La glucosa absorbida a nivel intestinal
desencadena la liberacidén de insulina, que a su vez actua sobre los
receptores de glucosa (GLUT) presentes en muchas células
corporales. Estos receptores, una vez estimulados, introducen la
glucosa en la célula. En los adipocitos, gran parte de esta glucosa a
su vez es transformada en lipidos que son almacenados en su

interior.

La constante liberacion de insulina conduce a la resistencia de
los receptores de glucosa y en consecuencia aumenta tanto la
concentracion de glucosa plasmatica como de insulina. La
resistencia a la insulina se considera, pues, como el primer paso

hacia el desarrollo de diabetes mellitus tipo II.

Ademas, la ruptura del metabolismo homeostatico de la
glucosa-insulina altera la fisiologia de los vasos sanguineos
induciendo aterogénesis como primer paso hacia el desarrollo de
aterosclerosis y las enfermedades coronarias, tales como el infarto
agudo de miocardio y cerebrovasculares como el accidente
vasoencefalico popularmente conocido como derrame cerebral.
Ademas, los estudios epidemioldgicos sugieren que la obesidad
también aumenta el riesgo de desarrollo de neoplasias. Estos
ultimos datos indican la urgente necesidad de desarrollar
modalidades terapéuticas eficaces para la prevencion y el
tratamiento de la obesidad.
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2.2.2 Obesidad y glucocorticoides

El eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal también parece tener
un papel importante en la obesogénesis. Esto se debe a que la
obesidad provoca la disfuncion metabdlica sistémica generando una
respuesta endocrina al estrés relacionada con el cortisol, que
también tiene un gran impacto en el organismo principalmente en
relacién con la obesidad visceral.>**°

Esta afirmacion se basa en la evidencia de que una condicion
de estrés corporal caracterizada por concentraciones elevadas de
glucocorticoides es necesaria para el desarrollo y la diferenciacion

de preadipocitos en adipocitos.*®

Estudios adicionales han demostrado una correlacion entre el
aumento de la tasa de produccion de cortisol y la expresion de la
enzima 11B3-HSD-1 con el desarrollo de adiposidad visceral y
resistencia a la insulina en hombres.®” Ademas, se ha descrito la
asociacion entre obesogénesis y la mayor expresion de la enzima
11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11p-HSD), que cataliza la
conversion de cortisol inactivo (cortisona) para cortisol activo
(11B-HSD1 activo) o viceversa (es decir, cortisol activo hacia
inactivo, 113-HSD2). Esta enzima regula las acciones locales de los
glucocorticoides, y su expresiéon es especifica de tejido.’® Otros
estudios en ratones demostraron que la obesidad y la resistencia a
la insulina inducida por la dieta se reduce en animales que no
producen la enzima 11B-HSD1. Por otra parte, los animales con
exceso de produccion de esta molécula desarrollan fenotipos obesos
con mayor facilidad.***®®! Los estudios en seres humanos obesos

también han referido resultados similares®%

que sugieren que la
capacidad de regular la actividad de la enzima 113-HSD se pierde
en los pacientes con diabetes tipo |l y también resulta debilitada en

obesos no diabéticos.®*
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La obesidad central se asocia con varias alteraciones
periféricas en la produccion y el metabolismo de cortisol, incluyendo
un aumento en su aclaramiento, anormal rotacioén (turnover) y
alteracion de su metabolismo en el tejido adiposo, especialmente
visceral. Esta desregulacion esta relacionada con la presencia de
algunos neurotransmisores y con las condiciones ambientales,
especialmente las relativas a la nutriciéon. La obesidad central se
caracteriza por un aumento de la produccién de cortisol, debido a la
hiperactivacion del eje hipotdlamo-adrenal (HPA) mediante
retroalimentacion positiva. La presencia de citoquinas pro-
inflamatorias en el tejido adiposo, por ejemplo IL-6, también
contribuye a la activaciéon del HPA.

Franca et al. (2003)%° evaluaron por fluorimetria la cantidad de
cortisol en la orina de 455 pacientes obesos (IMC>30), con
seguimiento en el ambulatorio de Obesidad y Enfermedades
Metabdlicas del Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina de la
Universidad de Sao Paulo (HC-FM-USP), y encontraron que el
11,6% presentaba concentraciones de cortisol urinario superiores a
300 pg/24 horas. El indice de hipercortisoluria encontrado en esta
poblacién fue mayor que otros resultados de la literatura y se

relaciona con niveles mas altos de indice de masa corporal.

Pasquali et al. (2006)°® demostraron que la privacién de
alimentos (en ayunas) estimula las regiones del hipotalamo
responsables de la activacion de las neuronas que producen
hormona liberadora de corticotropina (CRH), lo que aumenta la
produccion de cortisol especialmente en individuos obesos. En el
estudio se encontré que la privacién de alimentos conduce a la
activacion de areas del cerebro que incrementan la produccion de
cortisol para intervalos entre ingestion de alimentos superiores a tres
horas. Estos datos muestran la importancia de la frecuencia de las
comidas cada tres horas para la prevenciéon del tratamiento de la

obesidad.®’
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El hipercortisolismo también pueden mediar la actividad
ingestiva compulsiva puesto que las neuronas secretoras de
neuropéptido Y (NPY) en el nucleo arqueado del hipotalamo son
ricas en receptores de glucocorticoides. Otro factor importante para
la regulacion de la concentracion de cortisol es el aumento de la
actividad de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-1
responsable de la conversion de corticosterona inactiva en cortisol.
Asi, el estrés cronico también representa una amenaza prolongada a
la homeostasis, pudiendo progresivamente conducir a un estado pro-
obesogénico. También es importante mencionar que la
sobrealimentacion es capaz de inducir estrés endocrino cronico
pudiendo alterar el equilibrio entre la funcion metabdlica y la
respuesta inmune. Esta condicion es probable que contribuya al
desarrollo de la obesidad visceral, diabetes tipo Il, aterosclerosis y

sindrome metabdlico.®®

223 Obesidad, sistema inmunitario e inflamacion

Se han descrito una amplia gama de proteinas
farmacolégicamente activas de peso molecular relativamente bajo,
denominadas citoquinas, que son secretadas por una célula con el
propdésito de alterar sus propias funciones (efecto autocrino) o las de
las células adyacentes (efecto paracrino). En muchas situaciones las
citoquinas individuales tienen multiples actividades biolégicas.®

Citoquinas diferentes pueden tener la misma actividad, lo que
proporciona una redundancia en los sistemas bioldgicos
inflamatorios y las reacciones inmunes. Como resultado de ello, es
raro que la pérdida o la neutralizacion de una citoquina interfiera
notablemente con cualquiera de estos sistemas. Este hecho tiene

gran importancia en el desarrollo de estrategias terapéuticas.

En cuanto al tejido adiposo, sélo se ha estudiado un pequefio

numero de citoquinas, en particular el factor de necrosis tumoral
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TNF-a y varias interleuquinas (IL) como IL-1, IL-6 e IL-8.
Afortunadamente, parece existir una jerarquia de citoquinas, de
modo que citoquinas de “orden superior" como el TNF-a, organizan
la sintesis, secrecion y actividad de otras citoquinas. Con referencia
a su papel en el tejido adiposo es importante conocer:

1) la regulacion de la produccion de citoquinas en el tejido

adiposo,
2) los efectos de las citoquinas en el tejido adiposo,

3) el posible papel de las citoquinas como agentes de

sefalizacion intercelular producidas por el tejido adiposo.

La asociacion de la inflamacién con la obesidad ya fue
sugerida en los estudios epidemiologicos realizados desde los afos
50, aunque los mecanismos subyacentes a este proceso han
permanecido desconocidos durante muchas décadas. Asi, hoy en
dia se considera que la obesidad esta asociada con una activacion
cronica del sistema inmune innato y, posteriormente, puede dar lugar
a resistencia a la insulina, disminucion de la tolerancia a la glucosa o

diabetes.
2.2.3.1 TNF-a

El descubrimiento inicial de la molécula TNF-a abrio
perspectivas para la identificacion de otras moléculas producidas por

el tejido adiposo que también tienen funcion inmune.

El factor de necrosis tumoral TNF-a fue descrito por primera
vez como un factor sérico inducido por endotoxinas que causa
necrosis tumoral tras infeccién bacteriana aguda.”® Sin embargo,
esta citoquina también estd involucrada en la inflamacion,
enfermedades autoinmunes, tumorigénesis, metastasis, replicacion

viral, shock séptico y fiebre. Posteriormente, el TNF-a se vio que era
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idéntico a la caquectina ’", que se encuentra en el sobrenadante de

cultivo de macréfagos expuestos a endotoxinas. "> 73

Hoy en dia, el TNF-a es reconocido como un regulador de
multifuncional de las citoquinas implicadas en inflamacién, apoptosis
y supervivencia celular, citotoxicidad, produccion de otras citoquinas
como IL-1 e IL-6, y la induccion de resistencia a la insulina en una
variedad de situaciones clinicas. EI TNF-a se sintetiza como un
mondmero de 26 kDa ligado a la membrana plasmatica.”

Dos tipos de receptores de TNF-q, tipo | y tipo I, median en la
transduccion de la sefal del TNF-a por la formacién de complejos
proteicos con proteinas adaptadoras citoplasmaticas’™ . Hotamisligil
et al. (1993)® informaron de que tanto los niveles de RNAm como de
proteina de TNF-a estaban altamente inducidos en el tejido adiposo

de animales’® y humanos obesos.”’

Aunque el tejido adiposo esta compuesto por una variedad de
tipos celulares, incluyendo adipocitos, células del estroma, células
inmunitarias, y células endoteliales vasculares, que son capaces de
producir citoquinas, los adipocitos son la principal fuente de
TNF-a,’8"® y expresar los dos tipos de receptores de TNF.

Posteriores investigaciones revelaron que a largo plazo la
exposicion de cultivos celulares® o animales®’ a TNF-a induce
resistencia a la insulina, mientras que la neutralizacion de TNF-a en
ratas Zucker fa/fa durante 3 dias aumenta la sensibilidad a la
insulina y reduce la hiperinsulinemia®®. EI TNF-a es producido en el
estroma del tejido adiposo, principalmente por los macrofagos, y se
observa un aumento significativo en el numero de macrofagos

agregados en el tejido adiposo visceral, sobre todo en la obesidad.

Asi, la grasa visceral, sobre todo en la obesidad, es la
principal fuente de TNF-a. Muchos estudios han demostrado que el
TNF-a esta mas correlacionado con la grasa omental que con la
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grasa subcutanea.®*® Pero al mismo tiempo, se han publicado
resultados contradictorios acerca de las diferencias en la expresion
de TNF-a en el tejido subcutaneo o visceral 2

2.2.3.2 Interleucina 6

El tejido adiposo es el lugar de produccién de varios factores

pro-inflamatorios como la interleucina 6 (IL-6).%%%"%8

El término interleucina describié originalmente una proteina
derivada de leucocitos con actividad sobre otros leucocitos. Ahora
se entiende que tanto las células inmunes como las no inmunes
sintetizan interleucinas y otras citoquinas, que presentan diversas
actividades biologicas. La interleucina-6 se considera como una
citoquina inducida por el estrés, asi como un mediador inflamatorio
con efectos pleiotrépicos sobre una variedad de tejidos, incluyendo
la estimulacion de la sintesis de proteinas de fase aguda y el
aumento de la termogénesis, junto con un aumento de la actividad
del eje hipotalamo-hipofisario.®%°

Se ha publicado que los cultivos de tejido adiposo secretan
IL-6, y su ARNm se ha observado en los adipocitos.’"*? Asimismo, la
concentracion plasmatica de citoquinas puede ser modificada en
proporcién a la masa grasa.” Sin embargo, la proporcién de IL-6
producida exclusivamente por las células adiposas parece ser tan
s6lo el 10% del total de produccion de citoquinas. Aproximadamente
un tercio de la concentracion total de IL-6 se estima que procede del
tejido adiposo.**

2.2.3.3 Interleucina 1

Otra interleucina importante es la interleucina 1 (IL-1). La
principal actividad de la IL-1 es la mediacion en la inflamacién.
Asociado con el TNF induce la respuesta de fase aguda de infeccion
o dano tisular. La IL-1 se produce por los monocitos y macrofagos.

Su accidn mas importante en la inflamacidén se debe a los efectos
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sobre el endotelio, leucocitos y fibroblastos, asi como la induccién de

reacciones de fase aguda.

En el endotelio, la IL-1 induce diversos cambios, la mayoria
relacionados con el nivel de transcripcion de genes para la sintesis
de moléculas de adhesion endotelial, mediadores quimicos como
otras citoquinas y factores de crecimiento y oxido nitrico, produccion
de enzimas asociadas con la remodelacion de las células madre, y

aumento de la superficie trombogénica endotelial.

Esta actividad especifica de la IL-1, también desencadenada
por los monocitos, tiene mucho que ver con la regulacion de la
leucopoiesis durante un proceso infeccioso. La IL-1 actua junto con
los fibroblastos y las células endoteliales estimulando la secrecion de
factores de crecimiento de granulocitos, macrofagos y monocitos.
Ademas, posibilita la liberacion de factor de necrosis tumoral, que

estimulara los linfocitos para producir anticuerpos especificos.*>%

2.2.3.4 Interferon gamma

El interferon gamma (IFN-y) es un actor importante en el
sistema inmunologico, dado que la expresion aberrante de IFN-y se
asocia con wuna serie de enfermedades autoinmunes y
autoinflamatorias. Es la principal citoquina que estimula los

macréfagos y la inmunidad celular.®’

El IFN-y, interferon o tipo Il, es una citoquina que es crucial
para la inmunidad innata y adaptativa frente a virus e infecciones
bacterianas intracelulares y para controlar el tumor.®®%° La
importancia de IFN-y en el sistema inmunolégico se debe en parte a
su capacidad para inhibir la replicacion viral directamente, y mas
importante de sus efectos inmunoestimulantes e

inmunomoduladores.

IFN-y tiene propiedades antivirales, inmunomoduladoras y
antitumorales. Se altera la transcripcién de 30 genes que producen
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una variedad de respuestas celulares y fisiologicas. Sus efectos
principales inciden en el aumento de la presentacion de antigenos
por los macréfagos, activacion y aumento de la actividad lisosomal
en los macréfagos, supresion de la actividad de las células Th2,
promociéon de la adhesion a la necesaria y obligatoria para la
migracion de los leucocitos, aumento de la actividad de las células
NK, y activacién de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS).'®

En relacion al tejido adiposo, se ha propuesto que el IFN-y,
interviene en la regulacion de la respuesta inflamatoria que
acompafia a la obesidad.’”’ Ratones obesos deficientes en IFN-y
presentaban significativamente menor expresion de genes
inflamatorios como TNF-a y proteina quimioatractora de
monocitos-1, con un descenso en la acumulacién de células
inflamatorias AT y mejor tolerancia a la glucosa que los animales

control mantenidos con la misma dieta. '’
2.2.3.5 Interleucina 10

Por otro lado, existen otras citoquinas que actuan
exactamente en la direccion opuesta, es decir, inhibiendo la
produccion de células de defensa productoras de inflamacion o
inhibiendo la produccion de citoquinas que estimulan la inflamacién.
Las mas conocidas de este tipo incluyen la interleucina 10 (IL-10) y
la interleucina-13 (IL-13), son llamadas citoquinas antiinflamatorias.
La interleucina10, producida por los linfocitos, tiene notables
propiedades anti-inflamatorias, tales como la capacidad de inhibir la
produccion de TNF e interleuquinas IL-1, IL-6 yIL-8. Esto representa
una reduccién sustancial de Ila intensidad del proceso

inflamatorio.102103,104

La interleucina 10 (IL-10) tiene un papel importante en el
control homeostatico de la respuesta inmune innata y la inmunidad
celular. Su funcién es inhibir la produccién de IL-12 y TNF-a por
macrofagos activados, pero también inhibe la expresion de
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moléculas  co-estimuladoras y el complejo mayor de
histocompatibilidad MHC clase Il en los macréfagos'®, y estimula la

proliferacion de cultivos de células B humanas.'®

IL-10 es una citoquina secretada por macréfagos activados y
linfocitos. Se ha demostrado una baja produccién de IL-10 en la
obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes tipo Il. IL-10 es
sensible a la insulina, las células anti-inflamatorias y endoteliales
como antagonista de TNF-a y IL-6.""® En un estudio que incluyé
184 nifios con obesidad y apnea del suefio obstructiva, se encontrd
correlacién negativa entre las concentraciones de IL-10 y el indice
de masa corporal.’® La reduccion de la concentracion de IL-10 en
pacientes con obesidad es un factor de riesgo importante para la
resistencia a la insulina, la inestabilidad de la placa ateroscleroética y

la isquemia coronaria aguda.'™

2.2.3.6 Obesidad e inflamacion

Las concentraciones plasmaticas de moléculas inflamatorias
tales como la proteina C-reactiva, el amiloide A sérico, el fibrinbgeno
y el inhibidor del activador del plasminégeno-1 estan elevadas en
pacientes obesos."""""2 En el estado obeso el tejido adiposo esta
infiltrado por macrofagos, que son en parte responsables de
modificar el estado inflamatorio asociado a dicha situacién."”*'"* En
condiciones fisioldgicas, el tejido adiposo produce una cantidad
relativamente grande de TNF-a. Sin embargo, solo una pequefa
parte de estas moléculas procede de los adipocitos, siendo la mayor
parte sintetizada por los macréfagos infiltrados en el tejido.' La
cantidad de TNF-a secretada por el tejido adiposo ha sido objeto de
gran debate. Aunque el TNF-a producido por el tejido adiposo no es
secretado directamente a la circulacion sistémica, pues actua de
modo autocrino, se ha descrito una asociacion entre las

concentraciones plasmaticas de TNF-a y la obesidad.""®
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Una serie de estudios a partir de estos resultados iniciales
mostraron que la administracion de TNF-a impedia la accion de la
insulina en las células y participaban en el desarrollo de resistencia a
la insulina. 118119

Estos resultados fueron confirmados por estudios
experimentales en ratones obesos que fueron genéticamente
incapaces de expresar TNF-a y que mostraron una mejoria
significativa en el perfil fisioldgico de resistencia a la insulina.'®

Por lo tanto, se puede decir que todas estas investigaciones
sugieren que el denominador comun en la patogénesis de las
comorbilidades de la obesidad es la presencia de un proceso
inflamatorio activo, cronico y de bajo grado que se presenta
principalmente en los tejidos que son importantes para el
metabolismo de la energia, como son el tejido adiposo, el higado, el
musculo y el endotelio. Esta propuesta se ve apoyada por las
evidencias epidemiolégicas que han vinculado la obesidad y la
diabetes tipo Il con la inflamacién desde hace mas de 100 afios.'

Por lo tanto, la etiopatogenia de la obesidad parece implicar
una condicion inflamatoria cronica que tiene especificidades
diferenciales en comparacion con otros tipos de procesos
inflamatorios del cuerpo. Ademas, la evidencia clinica muestra que la
obesidad provoca importantes disfunciones inmunes al reducir el
numero de células asesinas naturales (natural killer, NK), linfocitos T
y neutréfilos en los pacientes obesos.”'* Sin embargo los
mecanismos moleculares que subyacen a esta asociacion
comenzaron a ser investigados tan sélo desde los afios 90 y aun no

estan totalmente dilucidados.'*'%

Se ha propuesto que el proceso de pre-diferenciacion de
adipocitos se caracteriza por una gran plasticidad, lo que se
reflejaria en su capacidad de transdiferenciarse.''?” Esto significa
que los adipocitos almacenados en diversas partes del cuerpo
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pueden tener diferencias en el fenotipo inflamatorio. Los estudios
sugieren pues que los adipocitos que componen la grasa visceral
expresan un fenotipo mas maligno en términos de pérdida de la
homeostasis y de evolucidon de disfunciones fisiolégicas vy
morbilidades como la aterosclerosis y diabetes tipo Il, que las células
adiposas constitutivas de los depdsitos grasos subcutaneos. De este
modo, cuando la grasa visceral es eliminada del cuerpo se produce

una inversién del estado inflamatorio asociado a la obesidad.'®

La secrecion de factores pro-inflamatorios por el tejido
adiposo y, mas importante aun, la regulacién de su secrecion por el
aumento de la adiposidad otorga un mayor apoyo a la hipotesis de
una inflamacion continua de bajo grado durante la obesidad. Por otra
parte, la identificacion de cambios similares en la expresion de estos
factores en la circulacidon sistémica de los pacientes con obesidad
proporciona un estimulo adicional para continuar la investigacion
sobre los mecanismos subyacentes relacionados con el desarrollo
de la inflamacion de la obesidad. Se han identificado por ejemplo
receptores inmunes innatos como los receptores de tipo Toll (TLR4 y
TLR2) en el tejido adiposo, y su expresion se ve inducida

notablemente en individuos obesos. ' %

La unién de los acidos grasos libres al TLR4 conduce a la
induccién de la cascada de eventos que desemboca en la activacion
del sistema IkB/NFxB y la quinasa Jun N terminal (JNK) y la
posterior induccién de factores pro-inflamatorios. Los analisis
derivados de ratones genéticamente deficientes en la produccion de
TLR4 mostraron que, incluso ante una dieta inductora de obesidad,

tales ratones no presentan signos fisiolégicos de inflamacion.™

Las citoquinas proinflamatorias que se expresan por los
adipocitos también pueden ser producidaS por los macrofagos
infiltrados en el tejido conectivo (estroma) que rodea a estas células.
Por lo tanto, para diferenciar estas moléculas como citoquinas

especificas producidas por los adipocitos se denominan
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colectivamente adipoquinas. Recientemente se demostréo que los
efectos antiinflamatorios de las estatinas en el tejido adiposo son
también mediados por receptores inmunes innatos expresados a

nivel local.'?

Juge-Aubry et al. (2003)'** demostraron que el tejido adiposo,
tanto subcutaneo como visceral, de los individuos obesos produce
grandes cantidades de interleucina 6 (IL-6), receptor antagonista de
la interleucina 1 (IL-1ra) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a), cuya
secrecion puede ser inducida por estimulos inflamatorios, tales como
aumento de la produccién de PGE2 y LTB4 y las concentraciones
plasmaticas de proteina C-reactiva (PCR), asi como por factores
asociados con la obesidad.” Cuanto mayor sea el indice de masa
corporal (IMC), mayor la concentracion de PCR en el plasma. Los
valores encontrados para hombres y mujeres con IMC<25 son de
0,40 mg/dl; con IMC comprendido entre 25 y 30, 1,28 mg/dl en
mujeres y 0,84 mg/dl en hombres; con IMC>30 se han medido 1,16

mg/dl en mujeres.

Los estudios también han demostrado que estas citoquinas
pro-inflamatorias y el aumento de los acidos grasos intracelulares
tienen la capacidad de inhibir la fosforilacién de la tirosina de los
sustratos del receptor de la insulina (IRS-1) en adipocitos y
hepatocitos. Esto se debe a que estas sustancias fosforilan un
residuo de serina del IRS-1, que a diferencia de la fosforilacion de la
tirosina (que permite la transmisién de la sefial de la insulina),
bloquea la accion intracelular de la insulina, impidiendo la
internalizacion de la glucosa en las células.”®® Una vez que se
fosforila la serina, los sustratos IRS-1 pasan a tener baja afinidad por

el receptor de la insulina.

Por lo tanto, cuando hablamos hoy de obesogénesis se
entiende que se trata de un proceso inflamatorio innato diferenciado

que genera y se retroalimenta por importantes alteraciones
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metabdlicas y funcionales, sobre todo la resistencia a la insulina y la

hipertension.

224 Obesidad, control de la ingestion y metabolismo

basal

El requisito basico para el metabolismo celular, y por ende el
funcionamiento organico en su conjunto, es el comportamiento
ingestivo, que se refiere a la adquisicion por parte del cuerpo de las
materia primas esenciales y de las fuentes de energia a partir del
medio ambiente. Como requisito previo para la supervivencia, todo
organismo heterotrofo debe conseguir el alimento de su entorno en

una cantidad suficiente como para satisfacer su gasto de energia.

A fin de mantener los niveles de energia para la supervivencia
existen una serie de mecanismos que provocan el estado fisiologico
que conduce a un animal o un ser humano a manifestar el
comportamiento ingestivo. Este estado se denomina genéricamente
como fase apetitiva del comportamiento (hambre), al que sigue una
fase de busqueda y una fase consumatoria en la que se efectua la
ingestion del alimento. Por otro lado, a consecuencia del estado
fisiolégico que indica que el organismo ha ingerido suficiente
cantidad de energia para el mantenimiento aparece la fase de
saciedad '*® Se permiten pequefias variaciones, como por ejemplo,
el que una persona pierda una comida, sin mayores consecuencias.
Los cambios en el proceso de adquisicion de alimentos
(apetito/saciedad) que van mas alla de las fluctuaciones aceptables
en el peso del individuo acarrean estados patolégicos.

La ingesta de alimentos, cuando es excesiva, provoca
obesidad, y cuando es insuficiente determina desnutricion e incluso
la muerte. A principios del siglo pasado predominaba la denominada
teoria periférica de la conducta alimentaria, que consideraba que el
hambre estaba causada por sensaciones periféricas, especialmente
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en relacion con las contracciones del estbmago. Por lo tanto, los
defensores de esta idea concluian que la sensacidén consciente de
hambre era en principio proveniente de la estimulacién sensorial
causada por estas contracciones. Una persona sentiria saciedad
cuando el estbmago estuviese distendido y se hubiesen detenido las
contracciones. Sin embargo, a lo largo de los aios fueron surgiendo
evidencias en contra de esta idea. Entre ellos se destacaron dos:
1) en los animales vagotomizados (y por tanto con desaferenciacion
sensorial del tracto digestivo), la inyeccidn de insulina provocaba un
aumento en la ingestion de alimentos, 2) tanto hombres como
animales con el estdmago extirpado podian manifestar un consumo

regular de alimentos.

Estas evidencias favorecieron la idea de que el control de la
conducta ingestiva podria tener lugar en el sistema nervioso central,
dando paso a la teoria centralista. Esta teoria se basa en
experimentos que demostraron que el hipotalamo ejerce un claro
control sobre la el comportamiento ingestivo. Dos nucleos dentro de
esta compleja estructura parecian estar activamente involucrados en
la regulacion del apetito en los mamiferos: el nucleo ventromedial del
hipotalamo (VMN) y el area hipotalamica lateral (HLA), que fueron
denominados el centro de la saciedad y el centro del hambre,

respectivamente.

La idea de que estas regiones del hipotalamo pueden actuar
como zonas contrapuestas para la regulacion de la alimentacion,
aunque conceptualmente atractiva, esta actualmente superada. A
pesar de la clara implicacion de numerosos nucleos hipotalamicos y
troncoencefalicos en la regulacion de la conducta ingestiva, y de las
relaciones entre la ingestion y los centros hedodnicos del sistema
limbico, el cerebro en su totalidad no parece que esté organizado en
centros aislados que controlen funciones especificas. En realidad,
las funciones individuales se realizan por circuitos neuronales

distribuidos en varias estructuras cerebrales. Por lo tanto, se cree
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que la regulacion de la homeostasis energética y el mantenimiento
del peso corporal en los seres humanos son procesos muy
complicados que implican sistemas de regulacion que, en conjunto,
pueden contribuir a la patogénesis de Ila obesidad. La
responsabilidad del control de la homeostasis de la energia se
reparte entre las diferentes regiones del hipotalamo y del tronco
encefalico que interacttan entre si en complejos circuitos
involucrando varios niveles de neurotransmisores que dan como
resultado la regulacién del apetito y del peso corporal. Estos circuitos
se componen de redes interconectadas de sefiales orexigénicas y
anorexigénicas producidas por neuronas que propagan o atenuan
los impulsos que estimulan e inhiben el apetito y la homeostasis de
la energia, y modulan las hormonas y moléculas biolégicamente

activas que participan en estas interconexiones.

La existencia y liberacién de sefiales orexigénicas, junto con
la interconexion de las vias orexigénicas y anorexigénicas en el
hipotalamo, proporcionan un entorno mas favorable a la hiperfagia
que a la anorexia. Los mecanismos de regulacién son activados por
las rutas multisinapticas que permiten la restriccion de las senales
anorexigénicas y la activacion de las senales orexigénicas cuando
se siente hambre. Una vez producida la saciedad, las sefales

orexigénicas son inactivadas por las anorexigénicas.'’

Las ideas admitidas en la actualidad acerca de la modulacién
del apetito y la saciedad, asi como del metabolismo basal, que
aumenta o disminuye el gasto energético del organismo, incluyen
una interaccion entre el sistema nervioso central y el tejido adiposo a
través de la expresiéon de hormonas y otras importantes moléculas
reguladoras. Las funciones de las moléculas clave que participan en
este proceso y que parecen estar alteradas en los estados
obesogénicos se mencionan brevemente a continuacion,
especialmente referidas a la leptina, la grelina, el neuropéptido Y, la

serotonina y la adiponectina.
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Dada la fuerte asociacion entre el exceso de ingesta de
calorias y la obesidad, la naturaleza del control del apetito y la
saciedad, asi como la regulacion del metabolismo energético basal,
también ha sido un tema ampliamente estudiado en los ultimos afios.
Ciertamente estos estudios sufrieron una revolucion en 1994,
cuando el grupo de investigacion coordinado por el Dr. Friedman, de
la Universidad de Columbia, Nueva York, consiguio clonar el gen de
la leptina. La leptina tiene propiedades y funciones hormonales y se
manifiesta como un polipéptido de 167 aminoacidos codificado por el

gen ob y expresado principalmente por los adipocitos.

El aislamiento de la leptina en 1994 por Zhang et al.'®
transformo nuestras ideas sobre el papel bioldgico del tejido adiposo
en el mantenimiento del balance energético. Se puso de manifiesto
que el tejido adiposo no es un sitio aislado de almacenamiento de
lipidos, sino que participa en la regulacion de la homeostasis
energética y se comunica activamente con los demas participantes

en este proceso, como higado, musculo, e hipotalamo.

La funcion principal de la leptina es actuar como sefal del
estado de energia del cuerpo actuando a través de receptores
especificos expresados en diversos tejidos ademas del adiposo.
Funcionalmente, la leptina actua como un factor de sehnalizacion
entre el tejido adiposo y el sistema nervioso central para regular la
ingesta de alimentos y el gasto energético del cuerpo. En
consecuencia, la concentracion circulante de leptina refleja
directamente la cantidad de masa adiposa blanca corporal. La
accion de la leptina en el sistema nervioso central (hipotalamo)
promueve la reduccion de la ingesta de alimentos y hace aumentar
el gasto energético, ademas de regular la funcion neuroendocrina y

el metabolismo glucidico y lipidico."

Otros estudios también mostraron que la leptina interviene en
otras importantes funciones fisiolégicas tales como |la

hematopoyesis, la actividad gastrointestinal, el transporte de
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moléculas por la placenta, etc."*'*! La leptina también interviene en
las respuestas de los linfocitos T regulando la proliferaciéon de los
linfocitos T virgenes y los linfocitos T de memoria.'*

La accion de la leptina se realiza mediante la union y la
activacion de receptores especificos presentes en los tejidos diana.
Hay dos tipos de receptores para la leptina, el receptor OBRb, de
cadena larga, expresado mayoritariamente en el hipotalamo, y los
receptores de cadena corta, OBRa, que se encuentran en otros
organos como el pancreas y mas especificamente en las células de

los islotes de Langerhans.'*

El maximo de liberacion de leptina se produce durante la
noche y en las primeras horas de la mafana, y su vida media en
plasma es de 30 minutos."*'* Sin embargo, la expresion de leptina
es modulada por diversas sustancias, como la insulina, los
glucocorticoides y las citoquinas proinflamatorias. Estados
infecciosos 'y endotoxinas también pueden aumentar la
concentracion plasmatica de leptina. Por el contrario, la exposicidon a
la testosterona, al frio y las catecolaminas reducen la sintesis de
leptina. Las situaciones de estrés que se imponen al cuerpo, tales
como el ejercicio prolongado, ayuno y fatiga, provocan una
disminucién en la concentracion circulante de leptina, lo que
demuestra las acciones de inhibicion del sistema nervioso central

respecto a la liberacion de leptina por los adipocitos.'*?

La leptina actua en la reduccion del consumo de alimentos
mediante la inhibicion de la formacion de los neuropéptidos
relacionados con el apetito, como el neuropéptido Y, y también
mediante el incremento en la expresion de neuropéptidos
anorexigénicos: hormona estimulante de melanocitos o (a-MSH),
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y el péptido relacionado
con la anfetamina y la cocaina (CART)." Por lo tanto,
concentraciones elevadas de leptina reducen la ingesta de

alimentos, mientras que bajas concentraciones inducen hiperfagia.
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Esto queda demostrado en animales de laboratorio obesos con

concentraciones bajas de leptina o deficiencia total de esta hormona.

Sin embargo, la obesidad también puede ser caracterizada
por la resistencia a la leptina, lo cual promueve un circulo vicioso de
"regulacion" de la homeostasis de la energia asociada con esta

afeccion.'’

Las personas obesas presentan concentraciones
plasmaticas elevados de leptina, aproximadamente cinco veces
mayor que las encontradas en sujetos delgados.'® En este caso,
también hay diferencias en las concentraciones de leptina
relacionadas con el sexo porque las mujeres tienen mayores
concentraciones de leptina en plasma que los hombres. Estos
contrastes indican que los mecanismos que controlan el
metabolismo y el peso corporal en los seres humanos son mas
complejos de lo imaginado, y son necesarios nuevas investigaciones

relacionadas con el sexo y la especie.

Los estudios en humanos, sin embargo, indican que la leptina
es un medio de evaluar la cantidad de energia almacenada en forma
de grasa'®, debido a que su mayor concentracidn se encuentra
precisamente en las personas obesas. Es producida por los
adipocitos y secretada por el tejido adiposo blanco hacia la
circulacion, por lo que se puede medir mediante el analisis de

radioinmunoensayo.*

Diversas investigaciones en animales y estudios clinicos han
demostrado que la hiperleptinemia observada en las personas
obesas se atribuye a cambios en el receptor de leptina o a una
deficiencia en su sistema de transporte en la barrera
hematoencefalica, un fenbmeno conocido como resistencia a la
leptina, similar al que ocurre en la diabetes mellitus tipo Il. Esto
puede atribuirse a que el aumento de la leptina plasmatica se
correlaciona positivamente con el aumento de la insulina plasmatica,

del porcentaje de grasa y del IMC."*
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Sin embargo, la falta de produccién de leptina o la produccion
anormal de esta hormona no es una causa primaria de la obesidad
en humanos."® Por otra parte, no hay pruebas de que la obesidad
en los seres humanos sea causada por la presencia anormal de
receptores de leptina.™® La hipétesis principal es que la causa de la
mayor concentracion de leptina en plasma en individuos obesos se
debe a la disminucion de la respuesta de la sefal a los receptores
del gen Ob en el hipotalamo, por lo que estos receptores son
insensibles a la leptina endoégena y ello conduce a un estado de

resistencia a la leptina."®

La contribucidn directa de la resistencia a la leptina en la
obesidad asociada con la inflamacion no ha sido aun aclarada. Tras
el descubrimiento de la leptina han sido identificadas otras
adipoquinas, siendo las mas abundantemente expresadas la

' La concentracion

resistina, la visfastina y la adiponectina.’
plasmatica de adipoquinas en los seres humanos refleja el grado de
su obesidad. Se han descrito propiedades inmunomoduladoras, pro-
o anti-inflamatorias para las adipoquinas, aunque no esta claro como
se relacionan los cambios en la expresion con el desarrollo de la
inflamacion en la obesidad. El tejido adiposo expresa neuropéptidos
y/o sus receptores especificos, como es el caso de la angiotensina,
el neuropéptido Y (NPY) y los receptores de NPY.?'%3Se ha
sugerido que la actuacion del NPY en el tejido adiposo esta
involucrada en el desarrollo del sindrome metabdlico. '** Ademas, se
han demostrado receptores funcionales para las orexinas en el tejido
adiposo ya que la estimulacion con orexinas origina la activacion de

PPARc y la inhibicién de la lipasa sensible a hormonas.'®®

Con todo, los cambios en el tejido adiposo dan como
resultado cambios concomitantes en las concentraciones séricas de
leptina. Los cambios en la ingesta de calorias, como el ayuno y la

sobrealimentaciéon pueden cambiar la concentracion de leptina en
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ausencia de cambios en el tejido adiposo. Por lo tanto, la leptina es

considerada una hormona directamente asociada con la obesidad.

Otra hormona de gran importancia en el control de la ingestion
de alimento y relacionada con la obesidad es la grelina. La grelina es
una hormona gastrointestinal que se identific6 hace poco mas de
diez afios en el estémago de ratas.”®"*” EI nombre proviene de la
palabra ghre, que en la lengua proto-indoeuropea es

correspondiente al termino inglés grow, crecimiento.'®’

La grelina es un pequefo péptido compuesto por 28
aminoacidos con una modificacion peculiar consistente en la
incorporacion de un radical octanoilo al grupo hidroxilo de la serina
3, que es esencial para el desempefio de sus funciones. Fue aislada
por primera vez de la mucosa oxintica del estbmago, y se produce
principalmente por las células Gr del tracto gastrointestinal. También
se produce en pequenas cantidades en el sistema nervioso central,

rifién, corazon y placenta.'®

La liberacion de grelina endogena se reduce después de la
ingesta de alimentos, volviendo poco a poco a los valores basales
cerca del final del periodo posprandial. De acuerdo a una revisiéon de
Romero et al. (2006),"° los estudios efectuados acerca de la
liberacion de esta hormona en humanos muestran que son los tipos
de nutrientes en la comida, y no su volumen, los responsables del
aumento o disminucion de la concentracion plasmatica postprandial
de la grelina. La concentracion plasmatica de grelina se reduce
después de las comidas ricas en hidratos de carbono, junto con la
elevacion de la concentracion plasmatica de insulina. Por otra parte,
se encuentra aumento de la concentracién de grelina después de
comidas ricas en proteina animal y lipidos, relacionadas con

pequefios aumentos de insulina en plasma.'®

Existen evidencia de que los efectos orexigénicos de la
grelina estan mediados por la actividad del neuropéptido Y (NPY) en
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el hipotalamo en el sentido de que el NPY estimula la liberacion de la
grelina en el estdmago, que aumenta la ingesta de alimentos por las

personas obesas.®’

Shiiya et al. (2002)'®? mostraron que el ayuno aumenta la
concentracion plasmatica de grelina, coincidiendo con el inicio de la
ingesta de alimentos. Durante el dia esta concentracion aumenta y
disminuye de acuerdo a la ingestion. Aunque la concentracion de
esta hormona se reduce en el estado postprandial, esto no ocurre en
individuos obesos, lo que sugiere que estas personas presentan una
disregulacion en la actividad funcional de la grelina y en la liberacion
de neurotransmisores de saciedad. Ademas, los estudios muestran
que la concentracién de grelina en individuos obesos no disminuye
después de la ingestion de alimentos, como sucede con los

individuos no obesos.

Esta disregulacion en la produccién de grelina podria, en
parte, incrementar alin mas el peso de esta poblacion.'® A pesar de
que la glucosa sérica regula la grelina, el contacto de los nutrientes
con las células del estbmago (mas que la utilizacion de sustratos)
puede ser mas importante para inhibir la liberacion de grelina.
Cummings et al. (2002)'®* encontraron que la curva de grelina era un
77% menor en pacientes sometidos a cirugia bariatrica en
comparacion con la observada en los no obesos, posiblemente

debido a que la grelina se segrega en las células del estomago.

En este sentido, para comprender la dinamica de la
modulacion de la grelina es necesario caracterizar en profundidad la
naturaleza funcional del neuropéptido Y. El NPY es un neuropéptido
orexigénico miembro de la familia del polipéptido pancreatico, que
contiene 36 residuos de aminoacidos, y es el mas potente agente

orexigénico del sistema nervioso central.

En condiciones normales, esta altamente expresado en los

nucleos arqueado y paraventricular asi como en el area hipotalamica
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lateral. En el nucleo arqueado, regula no soélo su propia liberacion,

sino también de otras sefiales orexigénicas.'®

El NPY promueve la actividad enzimatica lipogénica en el
tejido adiposo, reduciendo la actividad del sistema nervioso
simpatico e inhibiendo la lipdlisis. EI NPY esta involucrado en la
ingestion compulsiva nocturna, el aumento de la cantidad de
alimentos ingerido, el numero de episodios de ingestion de
alimentos, el tiempo dedicado a la ingestion, la velocidad de
consumo de alimento y los intervalos entre episodios de ingesta
alimentaria. Los esteroides gonadales y suprarrenales ejercen
influencia moduladora en la sintesis y liberacion de NPY. Los
estrogenos promueven la neurosecrecion del NPY, y existe
asimismo una conexion entre las neuronas simpaticas del NPY y
CRH. Por ultimo, podemos decir que la resistencia a la insulina, una
caracteristica de algunos casos de obesidad, puede aumentar la
actividad de neuropéptido. Tanto la disminucion como el aumento de

actividad del NPY desembocan en hiperfagia y obesidad.

Otro neurotransmisor que interviene en el sistema de control
nervioso de la ingestidn es la serotonina. Esta monoamina y sus
agonistas son capaces de inhibir la ingesta de alimentos en el
hipotdlamo ventromedial. En los seres humanos se utiliza en el
tratamiento de la obesidad puesto que intensifica la potencia
saciante de los componentes de post-ingestion y post-absorcién de
los alimentos. Las bajas concentraciones de serotonina causan
diversos tipos de psicopatologias, incluyendo depresion, suicidio,
agresion, ansiedad y bulimia.

Los niveles adecuados de este neurotransmisor en el cerebro
dependen de la ingesta alimentaria de triptéfano (aminoacido
precursor de la serotonina) y de carbohidratos, que aumentan la
concentracion de triptéfano del cerebro y la sintesis y liberacion de la
serotonina. El triptéfano es un aminoacido aromatico que por la

accion de la enzima triptéfano hidroxilasa se convierte en serotonina.
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Para que esta conversion se produzca correctamente se necesita
una cantidad adecuada de acido fdlico, vitamina Bg y magnesio, que
aumentan la actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa. La
concentracion de triptéfano disminuyen con la edad, y una elevada
concentracion de triptéfano inhibe la gluconeogénesis, aumenta la
glucemia y la liberacion de glucosa al cerebro (indicado en casos de
hipoglucemia), a la vez que hace disminuir el apetito. Hombres vy
mujeres presentan cantidades similares de serotonina almacenada
en el cerebro, pero la sintesis en hombres no obesos es un 52%
mas elevada que en mujeres delgadas. Esta notable diferencia
puede ser un factor relevante, teniendo en cuenta la baja incidencia
de depresiéon en hombres.'™ Por lo tanto, la serotonina también
participa en el circuito del metabolismo de la energia asociada con la

obesidad.

Otra importante molécula que esta implicada en el control de
la ingesta de alimentos y el metabolismo energético es la
adiponectina. Esta molécula es un péptido de 244 residuos de
aminoacidos, secretada solo por el tejido adiposo como un producto
del gen apM1, que se expresa en abundancia en el tejido adiposo
blanco. A diferencia de la leptina, la concentracién plasmatica de
adiponectina se ve reducida significativamente en los obesos en
comparaciéon con los individuos no obesos.'®” La concentracién
plasmatica media de adiponectina es de 3,7 ug/mL en obesos, y 8.9
Mg/ml en no obesos, siendo mas elevada en mujeres que en

hombres.

La adiponectina es la unica proteina especifica del tejido
adiposo regulada negativamente por la obesidad. La concentracion
plasmatica de adiponectina se correlaciona negativamente con el
IMC, porcentaje de grasa, concentracion de leptina, resistencia a la
insulina, hipertension  arterial, LDL-c y triglicéridos.”® La
hipoadiponectinemia estd mas correlacionada con el grado de
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resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia que con la adiposidad o

la intolerancia a la glucosa.

Fasshauer et al. (2002)'®® mencionan que la principal causa
de hipoadiponectinemia en la obesidad es la resistencia a la insulina
causada por el aumento de TNF-a en el tejido adiposo. La
adiponectina puede aumentar la sensibilidad a la insulina mediante
la inhibicion de la produccién y de la accién del TNF-a, lo que
demuestra que ambos ejercen funciones antagonicas en el tejido
adiposo. Por otra parte, la adiponectina puede potenciar la
fosforilacion de la tirosina de los sustratos del receptor de la insulina
(IRS) en el musculo esquelético y aumentar la actividad de PKA,
estimulando la fosforilacion de las enzimas implicadas en la
oxidacion de acidos grasos. Otras acciones de la adiponectina
incluyen la supresion de los macréfagos en la formacion de células
espumosas Y la inhibicion de la senalizacion endotelial a través del
AMP ciclico.'®®

En resumen, podemos afirmar que la obesidad es un estado
alterado de alta complejidad fisiolégica que induce importantes
cambios en el metabolismo que a su vez incrementan la
susceptibilidad a otros trastornos y enfermedades cronicas no
transmisibles. Ademas de los factores descritos anteriormente, la
obesidad se asocia directamente con un cuadro de desequilibrio

oxidativo que sera descrito a continuacién.
2.3 Obesidad y estrés oxidativo

Las especies aerobias como los seres humanos utilizan el
oxigeno para reaccionar con la glucosa y asi permitir la generacion
eficiente de energia. Sin embargo, muchas vias metabdlicas, y no
soélo las relacionados con el oxigeno, generan moléculas altamente
reactivas cuya produccidon y degradacion debe ser bien controlada

para que no causen dafnos significativos al organismo.

62



Obesidad y estrés oxidativo

Se denominan radicales libres (RL) a las especies quimicas
que poseen un electron no apareado en su oOrbita externa, lo que les
confiere una elevada reactividad quimica.'”® Estas moléculas se
forman de tres maneras: (i) por fision homolitica de una union
covalente de una molécula reteniendo cada fragmento un par de
electrones, (ii) por la pérdida de un solo electron de una molécula,
(iii) mediante la adicion de un solo electron a una molécula. Este
ultimo mecanismo, la transferencia de electrones, es el proceso mas
comun en los sistemas biologicos, puesto que la fision homolitica
requiere  mucha energia, Iluz ultravioleta o radiacion
ionizante.”"1"21% gon ejemplos de radicales libres el radical

superoéxido (0O27) y el radical hidroxilo (OH").

Ademas, bajo el término especies reactivas del oxigeno
(EROs) se incluyen no sélo los radicales libres de Oy, sino también
algunos derivados no radicales, pero capaces de generar radicales
libres de O,. Como ejemplo de EROs se pueden mencionar el
peroxido de hidrégeno (H2O2), capaz de generar el radical hidroxilo
OH..174’175

Las especies reactivas del oxigeno pueden provenir de
fuentes exdgenas o enddgenas. Ejemplos de fuentes exdgenas son
las radiaciones ionizantes, el tabaco, determinados aditivos quimicos

y los pesticidas.'™

En una célula son cuatro las principales fuentes enddgenas
responsables de la generacion de oxidantes: la reduccion del
oxigeno en las mitocondrias, la degradacién de los acidos grasos en
los peroxisomas, la enzima citocromo P-450 y el proceso de
fagocitosis.'” La reduccién del oxigeno en las mitocondrias requiere
el transporte de cuatro electrones para cada molécula de oxigeno.
Sin embargo, en alrededor del 5% de las veces el transporte de
electrones es imperfecto, lo que resulta en la formacion de EROs, en
concreto, 02", H,0, y OH'. Los peroxisomas producen H,O, como

subproducto de la oxidacion de los acidos grasos.
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231 Especies reactivas de oxigeno producidas en el

metabolismo

Puesto que el organismo produce EROs de forma constante
en su metabolismo, es importante que las principales moléculas de
EROs sean caracterizadas a fin de entender su funcion fisiologica y
su accidn potencialmente negativa sobre la homeostasis del

organismo.
2.3.1.1 Radical Superoéxido (O3")

En las células aerdbicas la mas importante fuente de O," es la
cadena de transporte de electrones de las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico.'” En los organismos que utilizan respiracion aerobia,
el O, actua como molécula aceptora de electrones en la cadena
respiratoria, siendo reducido a H;O. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones, el O, sb6lo acepta un electréon, lo que conduce a la
formacion de superoxido. Esta reduccidon andémala se produce
principalmente a nivel de la accion de las enzimas fumarato
reductasa, NADH deshidrogenasa y en presencia de flavoproteinas.
El radical superdxido se considera también un compuesto intermedio
de las reacciones catalizadas por oxidasas, entre ellas la glucosa
oxidasa y la xantina oxidasa. Esta ultima puede generar superoxido
in vitro y por esta razon se utiliza en pruebas de actividad de la
enzima que pretendan evaluar los niveles de superoxido

dismutasa.'”’

El radical O,” puede difundir a una distancia considerable
antes de encontrar un posible objetivo critico, lo que lo hace
particularmente perjudicial.'®""® Su participacién en los sistemas
biologicos se descubrio en 1969 a raiz del descubrimiento de la
superoéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), una enzima que cataliza
la dismutacion de O en H20,.""® En los organismos el O™ participa

en la reaccion de Fenton generando oxigeno y hierro reducido, el
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cual cataliza la reaccion de Haber-Weiss formando el radical

hidroxilo."®*'!

Reaccion de Fenton: 0O, +Fe** > 0, + Fe?

Fe?* +H,0, — OH'+OH +Fe*

Reaccion de Haber-Weiss: 0, +H,O, —» OH'+OH +0,

Se cree que la membrana mitocondrial, que se considera la
principal fuente de radicales O,", es impermeable a estas moléculas.
Esta condicion hace que el superoxido tiende a permanecer
atrapado dentro de la mitocondria. Por lo tanto, es necesaria su

degradacion a fin de no causar perjuicios cito-funcionales.

El superdxido también reacciona con otras moléculas, como la
enzima ribonucledtido reductasa, responsable de la produccion de
desoxirribonucledétidos. Esta enzima utiliza un radical presente en un
aminoacido tirosina para su actividad enzimatica. En este caso, el
superdxido puede reaccionar con este radical y anularlo, lo que
conduce a la eliminacion de la actividad enzimatica y la produccion

de perdxido de hidrogeno.

El superdxido se asocia también con la produccion de otras
EROs muy perjudiciales para las células. Este es el caso del
peroxinitrito (ONOQ") que es formado a partir de la condensacion del
superéxido con el 6xido nitrico (NO').'®? Esta reaccién es muy rapida
(~10° M's™) y siempre tiende a ocurrir cuando el superéxido se
encuenta in vivo con el NO'. El nitrito de peroxido posee una elevada
afinidad por los lipidos de membrana de la célula, estando
directamente asociado con el aumento de las tasas de peroxidacion
lipidica que conduce a la pérdida de la fluidez y la funcidén de la
membrana plasmatica y las membranas que rodean los organulos

celulares.
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Dado que el superdxido se produce constantemente existe un
sistema antioxidante endégeno que involucra a la enzima superoxido
dismutasa. Esta enzima presenta una variante dependiente de
manganeso (SOD2 o SOD2) que actua solamente dentro de la
mitocondria para catalizar la transformacion del superdoxido en
peroxido de hidrégeno. El O," es dismutado por la SOD hacia H20-,
que a su vez puede cruzar facilmente las membranas celulares, ya

que es una molécula neutra.'®

Todos los resultados disponibles sobre la accion del
superoéxido en el metabolismo sugieren que el principal determinante
de la toxicidad de este agente en las células es su mayor
disponibilidad y la ubicacion de iones metalicos que puedan catalizar
la formacion de radicales hidroxilo a partir del superéxido.'?

2.3.1.2 Peroxido de hidrogeno (H20,)

El peroxido de hidrégeno se genera con frecuencia en los
sistemas bioldgicos, a través de la produccion del radical superoxido,
ya que dos moléculas de superoxido pueden reaccionar entre si y
formar perdxido de hidrogeno y oxigeno. El peréxido de hidrogeno
es un compuesto importante en la bioquimica de los radicales libres,
ya que puede facilmente, en presencia de iones metalicos de
transicion, producir el mas reactivo y perjudicial de los radicales
libres de oxigeno, el radical hidroxilo (OH").""" El peréxido de
hidrogeno tiene la capacidad de difundir a través de membranas
hidrofébicas,’® lo que aumenta su importancia citotoxica. Puede
inactivar los grupos tioles (-SH), esenciales para la accion
enzimatica, como en el caso de la dgliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de la via glucolitica. Asi, la exposicién de la célula a
grandes dosis de H»O, puede conducir al agotamiento de ATP por la
inhibicién de la glucdlisis.
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2.3.1.3 Radical hidroxilo (OH*)

El radical hidroxilo es muy reactivo y puede reaccionar con
diferentes biomoléculas, difundiendo a grandes distancias vy
causando importantes dafios celulares.”' Es el principal
responsable de los efectos citotoxicos del oxigeno en las plantas,

animales y microorganismos que viven bajo la atmésfera.'®

In vivo, gran parte de la produccion de radicales hidroxilo se
deriva de la reduccion de H,0; en presencia de Fe*?y a veces Cu* a

través de la reaccion de Fenton. '8

2.3.2 Impacto de las EROs en el metabolismo celular

En algunas situaciones, la accion destructiva de los radicales
libres actua de forma beneficiosa para el cuerpo, como en el caso ya
mencionado de la fagocitosis.”' Sin embargo, el mayor interés por
las EROs esta en funcion de sus efectos toxicos. Todos los
componentes celulares son susceptibles al ataque por especies
reactivas del oxigeno, que puede conducir a cambios en proteinas,
carbohidratos, lipidos y ADN."®

El estrés oxidativo se produce cuando el exceso de especies
reactivas de oxigeno altera el estado redox de la célula, lo que
puede llevar a la muerte celular. Entre todas las clases de
biomoléculas que pueden ser atacadas por especies reactivas del
oxigeno, los lipidos son probablemente los mas susceptibles.'®’

Las membranas celulares son ricas fuentes de acidos grasos
poliinsaturados, que son facilmente atacados por los radicales de
oxigeno. La oxidacion de acidos grasos poliinsaturados es conocida
como peroxidacion lipidica,"” y genera como productos
hidroperoxidos y aldehidos reactivos, por ejemplo, el
malondialdehido (MDA).
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La peroxidacion lipidica se inicia por cualquier especie que
tiene suficiente reactividad como para sustraer un atomo de
hidrogeno de las cadenas de acidos grasos de las membranas
celulares.'® El principal efecto de la peroxidacion lipidica es la
disminucién de la fluidez de la membrana, lo que altera las
propiedades de ésta y conduce a la ruptura de las proteinas

transmembrana.'”®

El malondialdehido, como producto resultante de Ia
peroxidacion lipidica, es una especie quimica con gran difusibilidad y
capacidad de reaccionar con biomoléculas importantes, tales como
proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos generando efectos
mutagénicos y carcinogénicos.”®'® Los ensayos capaces de
determinar la concentracion de los productos finales de la
peroxidacion de lipidos a menudo se utilizan como marcadores en

enfermedades humanas. ™"

Los efectos causados por las EROs sobre las biomoléculas
pueden contribuir a numerosos procesos patoldgicos, entre ellos
artritis, cataratas, enfisema, enfermedad de Parkinson, lesion
isquémica, porfiria aguda intermitente, envejecimiento y cancer.'”?
Estas especies también estan relacionadas con los procesos de
apoptosis por activar factores de transcripcién desencadenantes de

los mismos.'"®

2.3.3 Los mecanismos de defensa antioxidante

La produccién continua de radicales libres durante los
procesos metabolicos ha llevado a los organismos al desarrollo de
numerosos mecanismos de defensa antioxidante a fin de limitar su
concentracion intracelular y evitar la inducciéon de dafios. Los
antioxidantes son agentes responsables de la inhibicion y la
reduccion de las lesiones causadas por los radicales libres en las

células. Una definicion amplia de un antioxidante seria "cualquier
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sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones en
comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o inhibe la oxidacion
de este sustrato con eficacia". Los agentes que protegen las células
contra los efectos de los radicales libres pueden ser clasificados en

antioxidantes no enzimaticos o enzimaticos.'®

Se considera que los antioxidantes trabajan a diferentes

niveles en la proteccion de los organismos:

e EI primer mecanismo de la defensa contra los
radicales libres es prevenir su formacion,
principalmente por inhibicion de las reacciones en
cadena con iones hierro y cobre.

e Los antioxidantes son capaces de interceptar los
radicales libres generados por el metabolismo celular, o
por fuentes exdgenas, evitando el ataque a los lipidos,
proteinas y aminoacidos, los dobles enlaces de los
acidos grasos poliinsaturados y bases del ADN,
previniendo la formacion de lesiones y la pérdida de la
integridad celular. Los antioxidantes obtenidos de la
dieta, como las vitaminas C, E y A, flavonoides y
carotenoides, son extremadamente importantes en la
interceptacion de los radicales libres.

e Otro mecanismo de proteccion es la reparacion de las
lesiones causadas por los radicales. Este proceso esta
relacionado con la eliminacién de la molécula de ADN
danado y reparacion de las membranas celulares
dafiadas.

e En algunas situaciones puede tener lugar una
adaptacién del organismo en respuesta a la generacion
de estos radicales con el aumento de la sintesis de

enzimas antioxidantes.
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Controlar el nivel de enzimas antioxidantes en las células es
extremadamente importante para la supervivencia en el ambiente

aerobico.'%?

Los organismos eucariotas poseen enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa que
reaccionan con compuestos oxidantes y protegen las células y los
tejidos del estrés oxidativo.'®

Ademas de los efectos protectores de los antioxidantes
endogenos, la inclusion de antioxidantes en la dieta tiene una gran
importancia, estando relacionado el consumo de frutas y verduras
con la disminucion del riesgo de desarrollo de enfermedades
asociadas con la acumulacién de radicales libres.' Sin embargo,
los estudios realizados sobre los efectos metabdlicos de los
antioxidantes han destacado principalmente el uso de nutrientes
aislados en el tratamiento y prevencion de las enfermedades.

En los alimentos se encuentra una gran variedad de
sustancias que pueden actuar en sinergia para la proteccion de las
células y tejidos.'®>'% E| efecto cooperativo entre las vitaminas C y E
presentes principalmente en ciertas frutas y verduras se menciona a
menudo en la literatura, sefialando que la interaccion de estas
vitaminas es eficaz en la inhibicion de la peroxidacion de los lipidos

de la membrana y la proteccién del DNA."¥’

A pesar de su gran relevancia para mantener el equilibrio
oxidativo del organismo, la importancia en relacién al rendimiento in
vivo de los antioxidantes depende también de los tipos de radicales
libres que se formen, de dénde y como se generen estos radicales,
de los métodos de analisis para identificar los dafos, y de la dosis
ideal para la proteccion. Es muy posible que un antioxidante actue
como protector en un sistema, pero que no proteja o incluso
aumente las lesiones inducidas en otros tejidos o sistemas.'®® La

vitamina C, por ejemplo, opera en la fase acuosa como un excelente
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antioxidante sobre los radicales libres, pero es incapaz de actuar en
compartimentos lipofilicos para inhibir la peroxidacion lipidica. Por
otra parte, estudios in vitro han demostrado que esta vitamina en
presencia de metales de transicion como el hierro, puede actuar
como una molécula pro-oxidante y generar radicales OH" y H,0,.
Normalmente, estos metales se encuentran disponibles en
cantidades muy limitadas y las propiedades antioxidantes de la

vitamina predominan in vivo."®

Debido a que tienen diferentes acciones se cree que el gran
repertorio de antioxidantes que se encuentran a bajas
concentraciones en algunos alimentos tiene mas efectos
beneficiosos que la ingesta de uno o pocos antioxidantes a dosis no
fisiologicas. Por lo tanto, una dieta rica en verduras y frutas se
encuentra sin duda vinculada a la proteccion contra muchas
enfermedades crénicas. El papel individual de los compuestos
responsables de la proteccién ha sido ampliamente estudiado para
que se administren los mejores agentes de manera que pueden
inhibir o impedir la instauracion de enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo. Muchos de estos actuan como captadores de
radicales libres, quelantes de metales y/o bloqueadores de especies

reactivas de oxigeno y nitrogeno.

Anteriormente se creia que la mera presencia de radicales
libres significaba el dafio a células y tejidos que podria alterar la
fisiologia y afectar a la salud de los individuos. En la medida en que
un numero mayor de EROs y compuestos quimicos con funciones
celulares se observdo que presentaban un papel importante en
determinadas funciones fisiologicas, esta concepcién comenzé a
cambiar. Asi, el paradigma actual es que el problema no es la
presencia de radicales libres, sino el desequilibrio entre los radicales
libres y antioxidantes que afecta al organismo. También es
importante tener en cuenta que, dado que existen funciones

metabodlicas para los radicales libres en determinados sistemas
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fisiologicos, el equilibrio oxidativo varia entre los diferentes tipos de
células y también a lo largo de sus diferentes momentos funcionales.
Para ayudar en esta regulacion diferencial del balance oxidativo en
los tejidos corporales existe un sistema antioxidante enzimatico

endogeno.

Este sistema incluye principalmente las enzimas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y
glutatién reductasa (GR)."' La desintoxicacién de las especies
reactivas de oxigeno implica un mecanismo de elevada sincronia y
una actuacion altamente cooperativa. La regulacién de sistema de
defensa antioxidante enzimatico depende principalmente de su
sustrato (los radicales libres y especies reactivas de oxigeno), de la
produccion de co-sustratos y de la afinidad, selectividad y
especificidad de este sustrato.”® A pesar de una gran cantidad de
estudios en este area, el sistema de defensa antioxidante enzimatico
aun no esta totalmente aclarado, ya que es un campo de la ciencia

complejo y fascinante en extremo.
2.3.3.1 Superoxido dismutasa (SOD)

Descubiertas en 1969 por McCord y Fridovich, las SOD son
metaloenzimas abundantes en las células aerdbicas y las enzimas
antioxidantes mas importantes. Su accion consiste en la dismutacion
del radical superdxido en perdéxido de hidrogeno, que es menos
reactivo y puede ser degradado por enzimas como la catalasa o la
glutation peroxidasa. La tasa de degradacion no enzimatica del
superéxido es de aproximadamente 2x10°M's™, mientras que la
tasa de la reaccion catalizada por la SOD es de aproximadamente
2x10° M's™. Por lo tanto, la SOD es capaz de aumentar 10* veces la
velocidad de la reaccion de dismutacion del superoxido en peroxido
de hidrogeno a pH fisiologico, conforme a la reaccion:

SOD: 20, + 2H" — H,0, + O (2.1)
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En las células eucariotas hay varios tipos de isoenzimas SOD,
a menudo confinadas en diferentes compartimentos celulares, y
pueden contener cobre, zinc, hierro o manganeso en sus sitios

activos.?®

En la actualidad, cuatro tipos de SOD ya estan caracterizados

a nivel bioquimico y molecular:

a) La SOD1 o Cu/ZnSOD, que depende de cobre y zinc, fue la
primera enzima SOD que se caracterizé y es un homodimero de
cobre y zinc que se encuentra casi exclusivamente en el espacio

citoplasmatico.”"

b) La SOD2 o SOD2, que depende de manganeso, es un
tetramero que contiene manganeso en su centro activo y se puede
encontrar en bacterias, plantas y animales. En la mayoria de los

tejidos se encuentra en las mitocondrias.?*

c) La SOD3 o ECSOD depende también de cobre y zinc y ha
sido la que se caracterizO mas recientemente. Se trata de un
tetramero que contiene cobre y zinc y presenta un péptido sefal que
confina esta enzima exclusivamente al espacio extracelular. El papel
que juega la SOD3 en diferentes estados fisiologicos estan
empezando a ser esclarecido.?®’ La gran cantidad de ECSOD en la
cornea y la esclerotica puede estar relacionada con el riesgo de
produccion fotoquimica de superoxido en estos tejidos.

d) La FeSOD contiene hierro y se encuentra en bacterias,
algas y plantas superiores. Esta enzima no ha sido identificada en
humanos. Por lo general, la FeSOD contiene dos subunidades de
proteina con uno o dos atomos de hierro por molécula de enzima.

Sin embargo, en algunos casos existen tetrameros.'®

En términos bioquimicos la distincion entre los tipos de SOD
(dependientes de Cu/Zn y Mn) pueden obtenerse con el uso de
cianuro (CN’), que inhibe Cu/ZnSOD y no inhibe SOD2 ni FeSOD.
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Otra forma es la exposicién de Cu/ZnSOD y FeSOD al H,O», lo que

provoca la inactivacion de estas enzimas.'®

El papel beneficioso y protector de la SOD ha sido
demostrado en una variedad de patologias, tanto clinicas como
preclinicas. El uso de orgoteina (Cu/ZnSOD bovina) mostro
resultados prometedores en el tratamiento de la artritis reumatoide y
la osteoartritis, asi como reduccion de los efectos secundarios
asociados con quimioterapia y radioterapia. Las principales
limitaciones de estos productos son su gran tamafo, que limita la
permeabilidad celular, y su vida media corta, antigenicidad y alto
coste.

Un gran numero de variantes SOD de bajo peso molecular
han sido desarrolladas para superar algunas de estas limitaciones.
Las SOD también pueden ser generadas por sintesis recombinante,
pudiendo ser administradas en forma natural. Su vida media en
plasma se puede prolongar por conjugacion con polietilenglicol o
albumina. Se estima que las SOD en Escherichia coli proporcionan
alrededor del 95% de proteccion frente a objetivos susceptibles de
ser atacados por O;".

2.3.3.2 Catalasa (CAT)

La catalasa es una ferrihemoenzima cuya funcion principal es
transformar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular'”

conforme a la reaccion:

CAT: 2H,02 — 2H,0 + Oy (2.2)

Esta enzima es un tetramero compuesto por unidades
idénticas, y cada mondmero contiene un grupo prostético hemo en el
centro catalitico. La conversion del peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno molecular, requiere la presencia de NADPH para que la

activacion de los tetrameros de la enzima. La principal fuente de
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NADPH es la reaccion catalizada por la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), la primera reaccion de la via de las
pentosas.

La actividad de la catalasa en animales y plantas se concentra
en organulos subcelulares denominados peroxisomas. Los
cloroplastos, las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico contienen
poca o practicamente ninguna actividad catalasa. Por lo tanto, la
actividad de la catalasa en homogeneizados de tejidos de animales y
plantas, tiene probablemente su origen en la ruptura de los
peroxisomas durante la homogeneizacion. La mayoria de las células
aerobicas contienen catalasa, aunque organismos como Bacillus
popilliae, Mycoplasma pneumoniae, y las algas Euglena y Gloecapsa
y varios parasitos helminticos no presentan esta enzima. En las
células eucariotas han sido identificados dos tipos de catalasas, una
citosodlica y una peroximal, codificadas por los genes cat-t1 y cat-a1,
respectivamente.?%?

En los animales, la catalasa esta presente en todos los
organos importantes del cuerpo, principalmente en el higado. Debido
a la falta de peroxisomas algunos 6rganos son mas susceptibles a
los dafios por produccion de especies reactivas del oxigeno, como el

corazon, los pulmones y el cerebro.

En estos organos, como mecanismo de defensa, puede
ocurrir la difusiéon de perdxido de hidrogeno al torrente sanguineo,
donde reacciona con la CAT eritrocitaria. La enzima eritrocitaria es
altamente especifica y soélo tiene actividad para el peroxido de
hidrégeno y los metil- y etil-hidroperdxidos.

La actividad de la catalasa tiene una cinética mucho mas
rapida que la de la glutation peroxidasa para el peroxido de
hidrogeno, lo que implica la desintoxicacion de H;O, cuando su
concentracion es alta, mientras que la glutation peroxidasa actua a

bajas concentraciones de este sustrato. En los drganos que
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presentan una elevada actividad catalasa, como es el higado, la

concentracién de peréxido de hidrégeno es ligeramente baja.?%?

La disociacién de la catalasa en subunidades se produce con
facilidad en el almacenamiento y la congelacion o la exposicién a la

acidosis o alcalis, causando la pérdida de actividad enzimatica.

El gen que codifica la catalasa se encuentra en el cromosoma
11. Las mutaciones en este gen pueden dar lugar a acatalasemia,
una enfermedad en la que el unico problema clinico observado ha
sido la mayor incidencia de ulceras en la boca. La aniridia, que es
también resultado de la mutacién en el cromosoma 11, da lugar a
disminucién de la actividad de la catalasa y se asocia con aumento
de incidencia de retraso mental y un tipo de cancer conocido como

tumor de Wilms.
2.3.3.3 Glutation peroxidasa (GPx)

Las peroxidasas son enzimas que utilizan una variedad de
agentes reductores celulares para inactivar peroxidos.'”® Ademas de
actuar sobre H»O,, también neutralizan los peréxidos organicos,
como los alquil-hidroperoxidos. Existen NADPH-peroxidasas
(Escherichia coli), peroxidasas de citocromo (levaduras), ascorbato
peroxidasa (plantas) y otras. En los mamiferos, las principales
peroxidasas son glutation-dependientes (GPx). Hay enzimas
especializadas que actuan sobre peroxidos especificos, por ejemplo,
hidroperoxidos fosfolipidicos, y en determinados compartimentos
celulares como citoplasma o mitocondrias, o asociadas a
membranas. En las mitocondrias de mamiferos esta enzima
constituye la principal defensa contra el H,O,, ya que estos

organulos, en general, no presentan actividad catalasa.'’

La GPx es una enzima que utiliza selenio como
cofactor, cuya accion se basa en la oxidacion de glutation (GSH)
formando el disulfuro correspondiente (GSSG) (reaccion 2.3). La

76



Obesidad y estrés oxidativo

relacion entre glutation reducido y glutation oxidado (GSH / GSSG)
es elevada en las células normales, debido a la existencia de un
mecanismo para reducir de nuevo el GSSG a GSH, reaccion llevada
a cabo por la glutatiéon reductasa (GR), que cataliza la reaccién 2.4

senalada a continuacion:

GPX: H202 + 2GSH — GSSG + 2H,0 (2.3)

GR: GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP* (2.4)

El NADPH necesario para esta reacciéon es
suministrado en los tejidos de animales y plantas a través de una
serie de sistemas enzimaticos. Entre estos sistemas, el mas
conocido y mas importantes es la via de las pentosas fosfato, como
se menciond anteriormente. La enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) es responsable de mantener las
concentraciones de NADPH adecuadas para reducir el glutation

oxidado.'®

Un suministro constante de NADPH es vital para la
integridad de los eritrocitos. Los eritrocitos de los individuos con
deficiencia de G6PD son particularmente susceptibles al dafio
oxidativo. Los eritrocitos maduros no presentan nucleo ni mecanismo
de sintesis de proteinas, no siendo capaces de sintetizar nuevas
moléculas de enzima para reemplazar a las degradadas y proveer
de nuevos componentes a la membrana, lo que contribuye a explicar

la gran sensibilidad de estas células a las lesiones de la membrana.

Se estima que aproximadamente 400 millones de personas
tienen deficiencia de G6PD, que es la deficiencia de la enzima
humana mas comun. Una funcién importante de la GPx en los
eritrocitos es eliminar reductivamente H>O, e hidroperdxidos
organicos, que pueden daiar irreversiblemente la hemoglobina y
efectuar ruptura del enlace C-C de los fosfolipidos presentes en las

membranas celulares.
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La acumulacién incontrolada de peroxidos provoca la ruptura
prematura de la célula, y por lo tanto se puede producir anemia
hemolitica. La glutation peroxidasa no puede actuar sobre los
peroxidos de moléculas de acidos grasos que estan esterificados
hacia moléculas de lipidos en las membranas o las lipoproteinas.
Estos deben ser primero liberados por la accion de lipasas. La GPx
en combinaciéon con otras enzimas, impide la interaccién de O,
H,O, y los iones metalicos que conducen a la formacion del
altamente destructivo OH" y también regenera el dehidroascorbato
hacia ascorbato. La actividad GPx puede ser promovida mediante la

suplementacion alimentaria con selenio.?®

24 Genética de la superdxido dismutasa

dependiente de manganeso

Al comparar el metabolismo antioxidante endégeno y exégeno
la principal diferencia es que el primero, por ser enzimatico se

efectua por moléculas proteicas sintetizadas por la propia célula.

Por lo tanto, para todas las enzimas antioxidantes existen
genes responsables de su produccidn. Todos los genes de las
enzimas antioxidantes son nucleares, aunque muchas de estas
enzimas como la catalasa y glutation deshidrogenasa actuan dentro
de organulos como es el caso de la SOD2 en las mitocondrias. En el
interior de la mitocondria, la SOD2 proporciona la principal defensa
contra el dafo oxidativo producido por especies reactivas de

oxigeno.

Existen tres isoformas de SOD en el cuerpo humano (SOD1,
SOD2 y SOD3), con tres genes diferentes responsables de su
sintesis. La SOD2 se traduce en el citosol y es trasladada a la
mitocondria por un péptido sefal, que desempefia un papel clave en
el establecimiento de la enzima en la mitocondria. Varios estudios

han demostrado que la expresion de SOD2 es esencial para la
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supervivencia de la vida aerdbica, y una baja concentracion de esta
enzima induce carcinogénesis.?® Estos estudios se efectuaron en
ratones modificados genéticamente (knock-out) que carecian de la
enzima SOD2.2®° Estos animales morian a los primeros dias de vida
mientras que los ratones sin los genes para SOD1 o SOD3 eran
capaces de sobrevivir a pesar de los gran dafos fisiologicos debidos

al estrés oxidativo.

El gen SOD2 esta localizado en el cromosoma 6925.2. Debido
a que después de haber sido sintetizada la SOD2 en el reticulo
endoplasmatico rugoso requiere ser transportada al interior
mitocondrial, en la proteina SOD2 recién formada y todavia inactiva
existe una pequefa secuencia diana mitocondrial (mitochondrial
target sequence, MTS), que induce y permite la entrada de la
proteina SOD2 en el organulo. Es en su interior cuando la enzima

pasa a ser activa.

Dada su gran importancia en el control de la produccion de
superéxido muchos estudios se han dedicado a elucidar el papel de
SOD2 no sodlo en los procesos fisiologicos de los individuos sanos,
sino en disfunciones o enfermedades como el cancer y las
enfermedades cardiometabdlicas. En este sentido, se ha observado
deficiencia de la enzima SOD2 en tumores humanos, probablemente
debido al hecho de que la sobreexpresion de esta enzima en las
células tumorales en cultivo suprime la divisidén celular, mientras que

la sobreexpresion misma inhibe el crecimiento tumoral in vivo.?%

Aunque las razones exactas de estas relaciones entre
crecimiento tumoral y actividad intracelular de la SOD no se conocen
aun, estos resultados apoyan la idea de que la expresion de SOD
esta directamente relacionada con la carcinogénesis. De este modo,
muchos autores opinan que el gen de la SOD, en especial de la
SOD2, seria un gen de supresion tumoral.
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Investigaciones como la realizada por Huang et al. (2000)?%
sugieren que la SOD puede ser un blanco selectivo prometedor para

la eliminacion de las células cancerosas.

En estudios genéticos previos se identifico la presencia de un
polimorfismo genético en la region MTS que es el resultado de una
sustitucién de alanina por valina en el codén 16 (Ala16Val), ubicado
en el segundo exon del gen. Este polimorfismo es también conocido
como "Val(-9)Ala", debido al noveno aminoacido de la secuencia del
péptido senal. Por lo tanto, todos los seres humanos tienen enzimas
SOD2 que pueden proceder de tres genotipos y, en consecuencia,
tres fenotipos. Los genotipos homocigotos son AA (alanina/alanina) y
VV (valina/valina) y el heterocigoto AV (alanina/valina). En términos
de fenotipo, es decir, en relacion con la estructura y funcion de la
SOD2 respecto de los alelos Ay V, los estudios han demostrado que
la variante Ala-SOD2 es facilmente importada en la mitocondria,
mientras que la variante Val-SOD2 se mantiene parcialmente
retenida en el poro de la membrana mitocondrial interna, lo que
causa que parte de la enzima sea degradada, originando una

variante de menor actividad enzimatica.?®’

Este fendmeno se produce porque la post-transcripcion Ala-
SOD2 asume una conformacion tridimensional en hélice alfa,
mientras que la Val-SOD2 presenta una conformaciéon en lamina
beta. Asi, los resultados mostraron que el precursor Ala-SOD2
genera un 30-40% mas actividad en la matriz, en el procesamiento

del mondémero de la SOD2, que el precursor Val-SOD2.

A pesar de la mayor eficiencia del alelo A, muchos estudios
epidemiologicos han descrito una asociacion entre esta variante
genética y canceres de mama, préstata y colon. Se cree que este
fenbmeno se debe a que la mayor eficiencia de la SOD2 no va
acompafiada de un aumento de la glutation peroxidasa, lo que se
traduce en mayor concentracion de H»O,, que puede atravesar ma’s

facilmente la membrana mitocondrial y conduce a la formacion de
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radicales hidroxilo, de fuerte actividad mutagénica y carcinogénica.
Esta hipotesis es dificil de probar en estudios poblacionales ya que
los individuos estan expuestos de forma crdénica a una serie de
agentes pro- y antioxidantes que interfieren con los resultados. Los
estudios también informan que la asociacion del alelo con el cancer
se puede revertir a través de una dieta rica en antioxidantes.?*® Por
otra parte, la investigacién también sugiere que el genotipo VV, que
presenta una menor eficiencia de la enzima SOD2, esta relacionado
con la disfuncion endotelial e indicadores bioquimicos asociados con
el riesgo cardiometabolico, como es el caso de las LDL oxidadas, y
también interactua con la hipercolesterolemia aumentando la tasa de
peroxidacion de lipidos y disminuyendo los niveles de enzimas
antioxidantes como la propia SOD.?%

Las investigaciones realizadas por el equipo de investigacion
relacionado con la ejecucion del presente estudio han encontrado
una asociacion entre el genotipo/alelo y el cancer de mama en

mujeres y hombres?'%?",

el cancer de prostata y la
inmunosenescencia®'?, mientras que otros estudios, también
llevados a cabo por nuestro equipo de investigacioén, han encontrado
una asociacion entre el genotipo VV/alelo V y altas concentraciones
de LDL oxidado, especialmente en pacientes mayores con diabetes

|213

tipo 11*"* e hipercolesterolemia®'*, y sorprendentemente con mayor

agresividad tumoral en aumento (mayor probabilidad de afectacion
ganglionar en el cancer de mama).?"

Con base a estos resultados se desplegaron también en las
investigaciones in vitro mediante la construccion de lineas de
linfocitos primarios y secundarios derivados de los individuos sanos
con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2. Una investigacion inicial
por Montagner et al. (2010)*" ha demostrado diferencias en la
respuesta al estrés oxidativo causado por la exposicion a la
radiacion ultravioleta del cultivo primario de linfocitos de individuos

con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2. En este sentido, los
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linfocitos AA tendian a tener mayor genotoxicidad analizada por el
ensayo alcalino Cometa. Ademas, los linfocitos VV presentaron
tasas mas altas de peroxidacion lipidica probablemente debido a la
elevada afinidad entre el superdxido no catalizado y el éxido nitrico,
producido por virtualmente todas las células, cuyo principal producto
de la reaccidén es el peroxinitrito, que a su vez es una especie
reactiva de oxigeno directamente relacionada con la peroxidacion
lipidica de las membranas. Estas primeros resultados in vitro son
importantes porque existe un mayor control de las variables
asociadas con las condiciones experimentales que no pueden ser

controladas en estudios epidemiologicos de poblaciones.

El conjunto de estos resultados sugiere que la enzima SOD2
podria tener algun nivel de impacto asociado con la obesidad. Si
este impacto seria mas bien una consecuencia del estrés oxidativo
agudo causado por la acumulacion de grasa corporal o también
podria actuar aumentando la susceptibilidad a la obesogenesis es
una pregunta que esta abierta. Entre tanto, puede ser realista
considerar la posible asociacion entre el gen SOD2 y la obesidad, ya
que los mecanismos moleculares de la acumulacion de masa

adiposa y mantenimiento no estan bien estudiados y comprendidos.

Otro problema esta relacionado con un gran cuerpo de
evidencias que sugieren que la obesidad es el resultado directo de la
interaccién de factores ambientales. Esto ha sido demostrado por
numerosos estudios epidemioldgicos en grandes poblaciones y en
los gemelos monocigodticos y dicigéticos criados juntos o por
separado.?!” Sin embargo, la obesidad tiene una expresién fenotipica
muy heterogénea y los mecanismos implicados en su desarrollo son
mas diversos. El papel de los factores ambientales,
comportamentales y socioeconémicos de los individuos con diferente
susceptibilidad biolégica tiene una reconocida importancia. Segun
diversos estudios, entre un 30 y un 80% de la variacién en el peso

puede estar determinado por factores genéticos. El riesgo para la

82



Genética de la superdxido dismutasa dependiente de manganeso

obesidad comun puede ser debido a un gran numero de loci, cada
uno con multiples alelos de predisposicion a enfermedades, pero con
baja frecuencia.?'® En la actualidad, estas dos hipétesis siguen
siendo validas, ya que el enfoque genético no permite aun una

confirmacion de una hipotesis mas que otra.

La obesidad también se asocia con multiples sindromes
genéticos. Inicialmente pensados como enfermedades monogénicas,
la investigacion molecular nos lleva cada vez mas a la idea de una
contribucion de diferentes genes en la determinacion de estos
sindromes. Para identificar nuevas vias metabdlicas implicadas en el
control del peso corporal, los equipos de investigacion estan tratando
de identificar los genes y mutaciones responsables de estas
enfermedades. Entre las mas conocidas estan los sindromes de
Prader-Willi, Cohen, Alstrom y Bardet-Bied, pero muchos otros han
sido referidos. 2"

Aunque algunos genes han sido clonados, deben ser
identificados aun los vinculos fisiopatolégicos entre los productos y
sus proteinas y el desarrollo de enfermedades caracterizadas por
multiples caracteristicas clinicas que a menudo se superponen
(enfermedades de la retina, retraso mental, resistencia a la
insulina).?® El porqué estos fallos conducen a la obesidad es una
cuestiéon por elucidar. Sin embargo, es cierto que la mayoria de
estas enfermedades también muestran cambios en el metabolismo

oxidativo produciéndose estrés oxidativo propiamente dicho.

Dado que en la literatura también aparecen observaciones
relativas a que la sobreproduccion de superéxido se relaciona con la
obesidad, han sido dos los temas principales investigados en este
estudio:

(1) ¢Esta la obesidad asociada a un estado inflamatorio de
bajo grado? ;Puede el aumento del estrés oxidativo, causado por
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desequilibrio oxidativo debido al polimorfismo genético Ala16Val-

SOD2, aumentar el riesgo de obesidad?

(2) ¢Podria esta diferencia influir en la produccion de las
propiedades pro-inflamatorias y anti-inflamatorias relacionadas con
la obesidad?
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3 Objetivos

General:

Evaluar la asociacion entre el polimorfismo Ala16Val-SOD2 y
la obesidad, la posible interaccion entre estos dos factores sobre
indicadores de la conducta alimentaria, y la respuesta in vitro en
linfocitos con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2 de marcadores
del metabolismo y la produccion de citoquinas relacionadas con la
obesidad.

Especificos:

- Analizar la asociacion entre el polimorfismo Ala16Val del gen
superoxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD2) y la
obesidad en una muestra de personas mayores de Brasil;

- Analizar el impacto de la interaccion entre el polimorfismo
Ala16Val del gen de la superoxido dismutasa dependiente de
manganeso (SOD2) y la obesidad sobre indicadores del
comportamiento alimentario (ingestion calérica, porcentaje de
proteinas, grasas, carbohidratos y micronutrientes) en una muestra

de adultos mayores brasilefios;

- Analizar el impacto de la interaccion entre el polimorfismo
Ala16Val del gen de la superoxido dismutasa dependiente de
manganeso (SOD2) y la obesidad en los perfiles glucidico y lipidico
(colesterol total, triglicéridos, colesterol-LDL, colesterol-HDL) en
adultos mayores brasilefios;

- Evaluar in vitro si el metabolismo de la glucosa en cultivos
de linfocitos después de la expansion mitética es similar para los
linfocitos con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2 en medios de
cultivo celular que imitan entornos propicios a la obesidad (con

mayor concentracion de glucosa y de insulina), y
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- Evaluar in vitro la produccion de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias relacionadas con la obesidad en linfocitos con
diferentes genotipos Ala16Val-SOD2.
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4 Diseino experimental

Para que los objetivos anteriores pudieran alcanzarse fue
concebido un disefio experimental con dos protocolos paralelos e

independientes.

En el primer protocolo se llevo a cabo un estudio caso-control,
observacional, en el que fueron comparadas las frecuencias alélicas
(alelos Ay V) y genotipicas (genotipos AA, VV y AV) entre obesos y

no obesos.

En el protocolo 2 se efectud un estudio in vitro con linfocitos
obtenidos de individuos sanos con diferentes genotipos del
polimorfismo Ala16Val-SOD2 para investigar el efecto potencial
sobre la produccion de pro-inflamatorias y anti-inflamatorias de

citoquinas.

4.1 Protocolo 1

La primera parte del presente estudio se estructurd de la

siguiente forma:

1. Estudio caso-control de una muestra de 1028 adultos
mayores participantes en el Proyecto Gravatai.

2. Seleccion de una submuestra con descendencia
caucasica sin cancer ni enfermedades
cardiovasculares (N=815).

3. Caracterizacion en dos grupos: Obesos (IMC superior a
30 kg/m? y mas de 102 cm de cintura abdominal) y no
obesos.

4. Genotipado del polimorfismo Ala16val-SOD2

5. Comparacién de las frecuencias alélicas y genotipicas
entre obesos y no obesos
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4.2

Protocolo 2

El protocolo 2 del presente estudio consta de las siguientes

fases:

0N~

Seleccion de adultos sanos (N=100)

Genotipado del polimorfismo Ala16Val-SOD2

Recogida de sangre (N=4 por genotipo)

Estudio in vitro: Cultivo de linfocitos T (T-AA,T-VV y T-
AV) durante 6 h bajo cuatro tratamientos: control en
medio Hanks con glucosa 10mM (C), suplementacion
con glucosa 15mM (G), suplementacion con insulina
5mM (1) y exposicion combinada a glucosa 15mM mas
insulina 5mM (Gl).

Anadlisis de la produccibn de citoquinas pro-
inflamatorias  (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y) y anti-

inflamatorias (IL-10)
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5 Materiales y métodos

5.1 Protocolo 1 - Poblaciéon y muestra

Se llevo a cabo un estudio observacional transversal en que
fueron seleccionados adultos mayores obesos y no obesos a partir
de una base de datos de 1.058 voluntarios que participaron en el
Proyecto Gravatai, Brasil. Este proyecto tuvo como obijetivo
investigar las interacciones genéticas y ambientales en el
envejecimiento y los estudios de las enfermedades no transmisibles
relacionadas fueron publicados y se describen con mas detalle sobre
este proyecto de investigacion.'" 8

Debido a que este estudio incluye variables genéticas, las
muestras fueron reclutadas por seleccion aleatoria de individuos
caucasicos, que representan el grupo étnico predominante en la
region de Gravatai del estado de Rio Grande do Sul en Brasil.
Ademas, todos los pacientes obesos y no obesos fueron
seleccionados sin enfermedades coronarias, accidente
cerebrovascular, cancer y otras enfermedades o trastornos previos
que pudieran influir en el estado de obesidad, patrones alimentarios
y distribucion de los genotipos. Estas exclusiones se justifican
debido a que estas variables pueden interferir en los analisis."

Por lo tanto, un total de 815 sujetos fueron seleccionados y
clasificados como obesos (301) o no obesos (514). La obesidad se
determiné mediante el indice de masa corporal (IMC) superior a 30
kg/m? y obesidad central, definida como una circunferencia de la
cintura (CC) 2 102 cm para los hombres y =2 80 cm para las

mujeres.?”’
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5.2 Protocolo 1 - Analisis antropométrico

5.2.1 indice de masa corporal

Se determind el indice de masa corporal o indice de Quetelet
(IMC) como el cociente entre el peso y el cuadrado de la talla de
cada sujeto. Valores de IMC hasta 25 kg/m? fueron considerados
normales, los valores entre 25 kg/m? y 30 kg/m? se consideraron
indicativos de existencia de sobrepeso, y los valores superiores a 30
kg/m? fueron considerados indicativos de obesidad, segun lo
recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud. %'

522 Estimacion de la circunferencia de cintura

Se midi6 la circunferencia de cintura como indicador de
adiposidad visceral. Esta medida se considera de gran relevancia
epidemiologica. En este caso, la medicion se realiz6 en la cresta
iliaca. Valores de hasta 80 cm se consideran normales para mujeres
y hasta 102 cm se consideran normales para los hombres. Por
encima de estos valores, se considera que los individuos presentan

obesidad central. %

523 Presion arterial

La presion arterial sistémica se obtuvo a partir de la medicién
de la presion arterial (PAS) y diastolica (PAD), con wun
esfigmomanometro de mercurio (Erka, Alemania) con manguito
adecuado para la circunferencia del brazo derecho. Para ello, cada
participante se mantuvo en reposo (sentado) durante al menos 5
minutos antes del inicio de la medicion. Se tomaron dos medidas,
manteniendo intervalos de aproximadamente 30 minutos entre cada
una de ellas. La aparicion de los sonidos fue utilizada para identificar
la PAS y su desaparicion (fase V de Korotkoff) para la identificacion
de la PAD.
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Debido a la posibilidad de pseudo-hipertensién causada por la
rigidez de la arteria braquial por aterosclerosis (lo cual puede
aumentar la presion arterial en 30 mmHg o mas) se utilizé al mismo
tiempo que la medida de la PAS la maniobra de Osler de palpacion
de la arteria radial (que se considera positiva cuando la arteria radial
sigue siendo palpable cuando el brazalete se infla por encima del
nivel de PAS)??®, y estos casos fueron excluidos. Niveles de presion
arterial de 140/90 mmHg se consideraron normales, segun lo

recomendado por el Ill Consenso Brasilefio de Hipertension
Arterial 224
5.3 Protocolo 1 - Analisis bioquimicos

Fueron recogidas muestras de sangre de los individuos
incluidos en el Proyecto Gravatai después de un periodo de ayuno
nocturno de 12 horas o superior; se ofrecid posteriormente un

desayuno y cafe.

Para los analisis bioquimicos fueron recogidas muestras de
sangre venosa, estando los voluntarios en ayunas durante al menos
12 horas. Las muestras fueron recogidas en tubos sin anticoagulante
para la cuantificaciéon del perfil lipidico (colesterol total, colesterol
HDL, colesterol LDL vy triglicéridos) y glucemia, pruebas efectuadas
en el Laboratorio de Bioquimica y Genética Molecular de Instituto de
Geriatria y Gerontologia de la Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS). Se utilizé la técnica manual de reaccion
enzimatica colorimétrica para la cuantificacion de colesterol total
mediante el uso del reactivo enzimatico comerciales
Cholesterin/Colesterol Chad-Pap (MPR2, Boehringer Mannheim,
Alemania). Se efectuaron lecturas de patrones de colesterol
50 mg/dl, 100 mg/dl, 200 mg/dl y 400 mg/dl de Preciset Colesterol
Calibrator 125512 (Boehringer-Mannheim, Alemania), y el valor final
fue el promedio de dos determinaciones para cada muestra de

plasma.
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El HDL-colesterol fue analizado por la técnica de precipitacion
con heparina-Mn?* de GildéZ con algunas modificaciones para la
determinacion de HDL-c. Las lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B-100 (VLDL y LDL) fueron precipitadas con
heparina Mn?** (Sigma Chemical Co, USA.), a lo que sigui6
incubacion y centrifugacion (centrifuga refrigerada RB-18Il, Tomy
Seiko Co. Ltd, Japdn). El sobrenadante resultante se utilizé para la
cuantificacion de HDL-c por la reaccion enzimatica colorimétrica para
el colesterol, siendo considerado como valor final la media de dos
mediciones para cada muestra de plasma.??® Los triglicéridos fueron
evaluados por Ila tecnica manual de reaccion enzimatica
colorimétrica mediante el kit comercial Labtest TG Gpo-Ana
(Argentina).

Se efectuaron mediciones de patrones de triglicéridos de
150 mg/dl y 300 mg/dL del Preciset Trigliceride Calibrador 125512
(Boehringer-Mannheim, Alemania), y el valor final fue el promedio de
dos mediciones para cada muestra plasmatica.?® La concentracion
de lipoproteinas de baja densidad LDL-c fue obtenida indirectamente
utilizando la formula de Friedewald para valores de triglicéridos por
debajo de 400 mg/dl.?*® Las muestras con niveles de triglicéridos

superiores a 400 mg/dl fueron excluidas.

La concentracion de glucosa en plasma fue medida mediante
un método enzimatico colorimétrico, utilizando el kit comercial de Bio
Diagnostica 1CQ Inc. (Parana, Brasil), considerado como valor final
la media de dos mediciones para cada muestra plasmatica.’®

Concentraciones superiores a 126 mg/dL se consideraron elevadas.

5.4 Protocolo 1 - Evaluacion de la conducta

alimentaria

Se realizé un analisis adicional para evaluar el efecto de la

interacciéon entre la obesidad y las variables bioquimicas vy
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nutricionales. Este analisis fue similar al efectuado en un estudio
anterior por Prado-Lima et al. (2006)**” en el mismo grupo de
personas mayores. Por lo tanto, se utilizd en los ancianos un
recordatorio alimentario de 24 horas y un cuestionario de frecuencia
alimentaria.?®?° En este caso, el cuestionario de frecuencia de
alimentos fue adaptado para incluir los principales alimentos
consumidos por la poblacién brasilefia ha sido validado previamente
por Lopes et al. (2005). #*°

Este mismo procedimiento se realizd por segunda vez
transcurrido un ano desde la primera evaluacion. Asi, los dos
recordatorios fueron comparados con el fin de ver si habia
coherencia en el patron habitual de alimentacién de los ancianos.
Los que mostraron mucha discrepancia o no poseian al menos dos
evaluaciones nutricionales, no se incluyeron en el analisis. El
elemento de alimentacién principal que contribuye a la ingesta de
alimentos en este estudio fue compilado; algunos elementos fueron
eliminados y otros afiadidos de acuerdo con las practicas de la dieta

comun en Brasil.

A partir de los datos obtenidos se efectuaron estimaciones
cuantitativas de macro y micronutrientes utilizando el programa
estadistico comercial Diet Win 4.0 que evalua los componentes de la
dieta brasilena. La estimacion de estos nutrientes se compard
posteriormente entre obesos de edad avanzada y voluntarios no
obesos con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2. También se
efectuaron comparaciones entre los parametros bioquimicos
relacionados con el perfil de lipidos y glucemia y niveles de presion
arterial de los sujetos de estudio. El protocolo siguié los mismos
pasos metodoldgicos descritos en estudios previos en estos adultos

mayores.'"°

El contenido de macro y micronutrientes fue estimado por el
programa estadistico DietWin Clinic, estructurado en base a los

valores nutricionales de los alimentos brasilefios previamente
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validados y disponibles en la Tabla de Composicion de Alimentos
(TACO) de Brasil. %'

5.5 Protocolo 2 - Aspectos experimentales del

cultivo de linfocitos

El segundo protocolo de este trabajo implica un estudio in
vitro de lineas celulares de linfocitos procedentes de individuos con
diferentes genotipos del polimorfismo Ala16Val-SOD2. Los cultivos
de linfocitos fueron efectuados segun el protocolo descrito
previamente por Montagner et al.?’ Para ello, en voluntarios
ayunados durante 12 horas, se realizo la extraccion de sangre por

puncion venosa en tubos heparinizados de 8 ml.

Se anadié 1 ml de sangre a 5 ml de medio de cultivo estéril
RPMI suplementado con suero fetal bovino y gentamicina. El
estimulo para la expansién clonal tuvo lugar por la adicion del
antigeno fitohemaglutinina (PHA). La PHA, extraida de Phaseolus
vulgaris se utiliza tradicionalmente para estimular la explosién
mitética de linfocitos de 48h a 72h.** Existen estudios bien
establecidos desde los afios 60 (como el de Hedeskov(1968)°%)
sobre el catabolismo de la glucosa en linfocitos humanos sanos
colocados en buffer de bicarbonato utilizando PHA como antigeno

mitdgeno.

Los cultivos de linfocitos, wuna vez establecidos,
permanecieron creciendo durante 72 horas bajo atmosfera de 5%
CO; en el Laboratorio de Biogendmica de la Universidad Federal de
Santa Maria. Durante este periodo no recibieron ningun tratamiento.
Transcurridas 72 horas se mididé la concentracién de linfocitos por
microscopia optica en camara de Neubauer a 400X. A continuacién,
los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos y el sobrenadante fue

descartado.

95



Materiales y métodos

Los linfocitos de los tres genotipos Ala16Val-SOD2 y tres
cepas fueron entonces resuspendidos en buffer Hanks (HBSS)
conteniendo la siguiente composicion quimica: KCI 5,5 mM,
Na;HPO4 0,3 mM, KH,PO4 0,4 mM, NaHCO3 4.2 mM, MgCl, 0,5 mM,
NaCl 122,6 mM, D-glucosa 10 mM, Tris-HCI 10 mM, CaCl, 1,3 mM.
Este buffer permite la supervivencia celular sin estrés fisioldgico. Sin
embargo, puesto que carece de nutrientes y estimulantes, las células
disminuyen su metabolismo y cesan su division mitética. La
concentracién de células en cada alicuota fue de 5 x 10* células.
Después de este procedimiento las muestras se almacenaron a-20C
hasta su analisis de las citoquinas.

5.5.1 Tratamientos

Una vez obtenidas las alicuotas de los linfocitos en que la
concentracion de glucosa del medio de cultivo era conocida (10
mM), se efectuaron tratamientos adicionales con suplementacion de
glucosa e insulina. Para cada linea de linfocitos con diferentes
genotipos se efectuaron los siguientes tratamientos: (1) control,
linfocitos en medio Hanks con glucosa 10 mM, tratamiento C; (2)
suplementacion con glucosa, linfocitos en medio Hanks con glucosa
15 mM, tratamiento G; (3) suplementacion con insulina, linfocitos en
medio Hanks con glucosa 10 mM e insulina 5 mM, tratamiento |; y
(4) suplementacion con glucosa e insulina, linfocitos en medio Hanks

con glucosa 15 mM e insulina 5 mM, tratamiento Gl.

Los linfocitos permanecieron durante 6 horas bajo estos
tratamientos. Transcurrido este periodo, se realizé un analisis de la
utilizacion de la glucosa a través de la cuantificacion de este
compuesto en el medio Hanks. Una vez cuantificada se calculo el
porcentaje de glucosa que fue consumido por las células durante
dicho periodo. También fue evaluada la concentracion de glucosa

intracelular.
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Puesto que los linfocitos producen citoquinas pro- y anti-
inflamatorias como parte de su metabolismo, se efectuaron
asimismo analisis adicionales de la concentracion de las siguientes
citoquinas: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10
(IL-10), TNF-aq, interferéon gamma (IFN-y).

De este modo se pretendié evaluar: (1) si la tasa de
catabolismo de la glucosa era similar entre linfocitos con diferentes
genotipos; (2) si existia interaccion entre los genotipos y los
tratamientos en el metabolismo de la glucosa por los linfocitos; (3) si
la expresion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias era diferente en
funcion del genotipo y del tratamiento, y si existia interaccion
genotipo-tratamiento que afectase a dicha expresion.

5.5.2 Determinacién de citoquinas

Para la determinacion de las concentraciones de citoquinas
(IL-1,IL-6,TNF-a,IFy, IL-10) se utilizé la tecnica de ELISA sobre
homogeneizados de linfocitos cultivados.

5.5.2.1 Determinacion de IL-1

Se partio de un homogeneizado de linfocitos cultivados y del
kit Human IL-1 ELISA de Invitrogen (Invitrogen Corp., 542 Flynn Rd.,
Camarillo CA, USA) y se procedié conforme al protocolo del
fabricante. Para la sensibilidacion de las placas se determind en
primer lugar el numero de pocillos que serian utilizados (siempre
analizando las muestras por duplicado). Se afadieron 50 pyL de
patrones y muestras a cada pocillo, pipeteando 100 yL de solucion
anti-IL-1 biotinilada (conjugado de biotina) en cada pocillo, excepto el
cromogeno en blanco. La placa fue agitada suavemente, y
posteriormente cubierta e incubada durante 2 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se descarté el material
(vertiendo la placa), lavando con la solucion de lavado del kit e
incorporando 100 pL de la solucion de trabajo de estreptavidina-HRP
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en cada pocillo, excepto en el cromoégeno en blanco. La placa fue de
nuevo cubierta e incubada durante 30 min a temperatura ambiente.
Tras descartar nuevamente el material no ligado, se procedié a un
nuevo lavado y se incorporaron 100 yL de cromoégeno estabilizado
en cada pocillo. Se incubd durante 25 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Finalmente, se incorporé una solucion de
parada con 100 uL en cada pocillo. La placa fue agitada suavemente
para su homogeneizacion. La absorbancia de la solucién fue
determinada a 450 nm en un lector automatico de ELISA TP-Reader
NM (Thermoplate, China).

Se realizé una recta patrén con las concentraciones estandar
de IL-1 suministradas en el kit (0-250 pg/mL). Los resultados de la
deteccion de IL-1 en cada muestra experimental obtenidos en forma
de densidad 6ptica fueron convertidos en concentracion de acuerdo
con dicha recta.

5.5.2.2 Determinacion de IL-6

Se partio de un homogeneizado de linfocitos cultivados y del
kit Human IL-6 Ultrasensitive ELISA de Invitrogen (Invitrogen Corp.,
542 Flynn Rd., Camarillo CA, USA) y se procedié conforme al
protocolo del fabricante. Para la sensibilidacién de las placas se
determind en primer lugar el numero de pocillos que serian utilizados
(siempre analizando las muestras por duplicado). Se afadieron 100
ML de patrones y muestras a cada pocillo. Se cubri6 la placa y se
procedié a su incubacién durante 3 horas a 37 °C, descartando el
material vertiendo la placa y lavando 6 veces con la solucion de
lavado del kit. A continuacién se incorporaron 100 pL de solucion de
Hu IL-6 biotinilada (conjugado de biotina) en cada pocillo, excepto el
cromogeno en blanco. La placa fue agitada suavemente, y
posteriormente cubierta e incubada durante 45 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se descart6 nuevamente el
material (vertiendo la placa), lavando 6 veces con la solucion de
lavado del kit e incorporando 100 pyL de la solucién de trabajo de

98



Protocolo 2 - Aspectos experimentales del cultivo de linfocitos

estreptavidina-HRP en cada pocillo, excepto en el cromdgeno en
blanco. La placa fue de nuevo cubierta e incubada durante 30 min a
temperatura ambiente. Tras descartar nuevamente el material no
ligado, se procedié a un nuevo lavado y se incorporaron 100 yL de
cromogeno estabilizado en cada pocillo, comprobando el virado del
color a azul. Se incub6 durante 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Finalmente, se incorporé una solucion de parada con 100
ML en cada pocillo. La placa fue agitada suavemente para su
homogeneizacion, comprobando el cambio de color desde azul a
amarillo. La absorbancia de la solucion fue determinada a 450 nm en
un lector automatico de ELISA TP-Reader NM (Thermoplate, China).

Se realizé una recta patrén con las concentraciones estandar
de IL-6 suministradas en el kit (0-10 pg/mL). Los resultados de la
deteccién de IL-6 en cada muestra experimental obtenidos en forma
de densidad 6ptica fueron convertidos en concentracion de acuerdo
con dicha recta.

5.5.2.3 Determinacion de TNF-a

Se partio de un homogeneizado de linfocitos cultivados y del
kit Human TNF-a ELISA de Invitrogen (Invitrogen Corp., 542 Flynn
Rd., Camarillo CA, USA) y se procediéo conforme al protocolo del
fabricante. Para la sensibilidacion de las placas se determind en
primer lugar el numero de pocillos que serian utilizados (siempre
analizando las muestras por duplicado). Se afadieron 50 pyL de
patrones y muestras a cada pocillo. Se cubri6 la placa y se procedio
a su incubacién durante 2 horas a 37 °C, descartando el material
vertiendo la placa y lavando 4 veces con la solucion de lavado del
kit. A continuacion se incorporaron 50 uL de solucion de Hu TNF-a
biotinilada (conjugado de biotina) en cada pocillo, excepto el
cromogeno en blanco. La placa fue agitada suavemente, y
posteriormente cubierta e incubada durante 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se descart6 nuevamente el

material (vertiendo la placa), lavando 4 veces con la solucion de
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lavado del kit e incorporando 100 pyL de la solucién de trabajo de
estreptavidina-HRP en cada pocillo, excepto en el cromdgeno en
blanco. La placa fue de nuevo cubierta e incubada durante 30 min a
temperatura ambiente. Tras descartar nuevamente el material no
ligado, se procedié a un nuevo lavado y se incorporaron 100 uL de
cromogeno estabilizado en cada pocillo, comprobando el virado del
color a azul. Se incub6 durante 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Finalmente, se incorporé una solucién de parada con
100 pL en cada pocillo. La placa fue agitada suavemente para su
homogeneizacion, comprobando el cambio de color desde azul a
amarillo. Transcurridas 2 horas tras la adicion de la solucion de
parada, la absorbancia de la solucion fue determinada a 450 nm en
un lector automatico de ELISA TP-Reader NM (Thermoplate, China).

Se realizé una recta patrén con las concentraciones estandar
de TNF-a suministradas en el kit (0-32 pg/mL). Los resultados de la
deteccion de TNF-a en cada muestra experimental obtenidos en
forma de densidad optica fueron convertidos en concentracién de
acuerdo con dicha recta.

5.5.2.4 Determinacion de IFN-y

Se partio de un homogeneizado de linfocitos cultivados y del
kit Human IFN-y ELISA de Invitrogen (Invitrogen Corp., 542 Flynn
Rd., Camarillo CA, USA) y se procediéo conforme al protocolo del
fabricante. Para la sensibilidacion de las placas se determind en
primer lugar el numero de pocillos que serian utilizados (siempre
analizando las muestras por duplicado). Se afadieron 50 pyL de
patrones y muestras a cada pocillo. A continuacion se incorporaron
50 pL de conjugado anti-IFN-y HRP a todos los pocillos, incubando
durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
700 rpm. Transcurrido este tiempo se descarté el material vertiendo
la placa y lavando 4 veces con la solucién de lavado del kit. A
continuacién se incorporaron 200 yL de cromogeno estabilizado en
cada pocillo, en un plazo maximo de 15 min. Se incubd durante 15
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min evitando la luz solar directa en agitador horizontal a 700 rpm a
temperatura ambiente. Finalmente, se incorporaron 50 yL de
solucion de parada a cada pocillo. La absorbancia de la solucion fue
determinada a 450 nm y 490 nm (con filtro de referencia a 630 o 650
nm) antes de 30 min en un lector automatico de ELISA TP-Reader
NM (Thermoplate, China).

Se realizé una recta patrén con las concentraciones estandar
de IFN-y suministradas en el kit (0-500 pg/mL). Los resultados de la
deteccion de IFN-y en cada muestra experimental obtenidos en
forma de densidad optica fueron convertidos en concentracién de
acuerdo con dicha recta.

5.5.2.5 Determinacion de IL-10

Se partio de un homogeneizado de linfocitos cultivados y del
kit BIOSOURCE IL-10 EASIA (Biosource Europe S.A., Nivelles,
Bélgica) y se procedido conforme al protocolo del fabricante. Para la
sensibilidacion de las placas se determind en primer lugar el numero
de pocillos que serian utilizados (siempre analizando las muestras
por duplicado). Se afiadieron 100 pL de solucién B en los pocillos de
patrones y controles, y 100 pyL de solucion A a cada pocillo de
muestras, pipeteando 100 yL de patron, control y muestras en su
pocillo correspondiente. La placa fue incubada durante 2 horas a
temperatura ambiente en agitador horizontal a 700 rpm. Se
incorporaron 100 pL de solucién A, siguiendo con 50 pL de
conjugado anti-IL-10 en cada pocillo. Se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacidon horizontal a 700 rpm. Se aspiro
el liquido de cada pocillo y se procediéo nuevamente a lavar 3 veces
con 0,4 ml de solucién de lavado en cada pocillo retirando
nuevamente el contenido. Se incorporaron 200 pL de solucion
cromogeénica recién preparada antes de transcurridos 15 min,
incubando 30 min a temperatura ambiente en agitador horizontal
(700 rpm) evitando luz solar directa. Finalmente, se incorporé una

solucion de parada con 50 uL en cada pocillo. La absorbancia de la
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solucion fue determinada a 450 y 490 nm con filtro de referencia a
630 o 650 nm antes de 3 horas en un lector automatico de ELISA
TP-Reader NM (Thermoplate, China).

Se realizé una recta patrén con 6 concentraciones estandar
de IL-10 suministradas en el kit (0-1335 pg/mL). Los resultados de la
deteccion de IL-10 en cada muestra experimental obtenidos en
forma de densidad optica fueron convertidos en concentracién de
acuerdo con dicha recta.

5.6 Determinacién del polimorfismo genético
Ala16Val-SOD2

El polimorfismo Ala16Val-SOD2 se analizé tanto en el primer
como el segundo protocolo de este trabajo. Los analisis de
determinacién del genotipo de la SOD2 fueron similares a los
empleados por Gottlieb et al (2005)® Para la realizacion del
genotipado se recogié una muestra de sangre desde una vena
periférica mediante el sistema de venoclisis con un dispositivo de
vacio desechable y almacenada en tubos con EDTA al 0,1%
(concentracion final de 1 mg/dl). Posteriormente, el material recogido
se mantuvo a 4 °C hasta la extraccion de ADN durante 24 h. El ADN
gendmico fue aislado a partir de leucocitos de sangre periférica
mediante el kit GFX Genomic Blood DNA Purification kit (Amersham

Biosciences Inc., Uppsala, Suecia).

La genotipificacion de la SOD2 se realizdé mediante la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa y polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Se prepard un volumen
total de 50 pl que contenia 1,25 yl de dNTP 10 mM, 0,5 pl con 5.0 pli
de buffer 10x, 1,0 pyl de MgCl, 25 mM, Taq DNA polimerasa (Gibco
Inc.), 1,0 yl de 40 pmol de cada iniciador, 3,0 yl de ADN gendmico
(0,25 pg), 34,5 pl. Los iniciadores de amplificacién (Gibco Inc., Co.)
para un fragmento de 110 pb del gen SODZ2 humano fueron

102



Determinacion del polimorfismo genético Alal6Val-SOD2

5-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3' (cadena de sentido) vy
5-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3' (cadena antisentido) con
parametros de termociclador consistentes en un ciclo inicial a 95 °C
durante 5 min seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 1 min y 61 °C
durante 1 min. El ciclo final fue seguido por un periodo adicional de
2min a 72 °C. El producto de PCR (10 pl) fue digerido con Haelll
(15 U, a 37 °C durante 6 h, Gibco Inc., Billings, MO). Los productos
de la digestion (23 y 85 pb) se visualizaron en un en gel de agarosa
al 6% (Amersham Biosciences Inc., Suecia) tefildo con bromuro de
etidio. Una mutacion fue presentada por un desajuste del iniciador
para crear un sitio de corte de restriccion para Haelll en el codon -9,
de tal manera que fueron observados los genotipos siguientes:
-9Ala/Ala (23 y 85 pb), -9Ala/Val (23,85 y 110 pb), y -9Val/Val
(110 pb) (Figura 5.1).

Todos los genotipos fueron evaluados por al menos dos
observadores ciegos. Cuando se encontré un conflicto en la
identificacion del genotipo (rara vez), el analisis de PCR-RFLP fue
repetido y analizado de nuevo.
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110 pb
85 pb

23 pb

10pb 100pb AV VvV AA

Figura 5.1 Electroforesis en gel de agarosa mostrando los
productos de digestiéon con Haelll de ADN humano con los diferentes
polimorfismos Ala16Val-SOD2

5.7 Aspectos éticos

El Comité de Etica en Investigacion de la Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul aprobd el protocolo de
un estudio (N ° 537/02) y se obtuvo el consentimiento individual de
todas las personas de las que se obtuvo la informacion de forma

prospectiva.

El segundo protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad Federal de Santa Maria. Todos los voluntarios

firmaron un formulario de consentimiento (Anexo Il). Los
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procedimientos de estudio siguieron los preceptos de la Resolucion
196/1996 de la Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

5.8 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
programa estadistico SPSS (version 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL).
En el primer analisis, investigando la asociacion entre el
polimorfismo Ala16Val del gen de la SOD2, se comparo la frecuencia
alélica y genotipica mediante la prueba de x> La regresion logistica
(método Forward Wald) fue utilizada para investigar los posibles
factores implicados. Todas las variables que presentaron
significacion estadistica univariante se incluyeron en las pruebas
(P <=0,1) (sexo, edad, diabetes, hipertension, dislipemias, sindrome
metabdlico). Los valores de riesgo (odds ratio) e intervalos de
confianza al 95% fueron asimismo calculados. Las concentraciones
de LDL-ox y otras variables bioquimicas en obesos y no obesos
frente a los diferentes polimorfismos génicos Ala16Val-SOD2 fueron
comparadas utilizando analisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni. En el segundo
protocolo, fueron comparadas las concentraciones de glucosa y de
citoquinas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Ala16Val-
SOD2 mediante el analisis de varianza de una via seguido del test
post-hoc de Tukey. El valor a considerado fue P = 0,05. Todos los

valores de P fueron de dos colas.
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6 Resultados

6.1 Protocolo 1

En la primera fase del estudio se evalué un protocolo para
investigar la posible asociacién entre la obesidad y el polimorfismo
Ala16Val-SOD2 en una amplia muestra de personas mayores, cuyas

caracteristicas generales se presentan en la Tabla 1.

Como se puede observar, el grupo de individuos obesos
constaba de mayor numero de mujeres y presentaba mayor
prevalencia de diabetes tipo Il y sindrome metabdlico que el grupo

de individuos no obesos.

Tabla 1. Caracteristicas basales entre los individuos obesos y
los controles no obesos. Las variables se expresan como

media +/- desviacion estandar o porcentaje del grupo.

Obesos No obesos p
(n=301) (n=514)
Edad (afos) 66,0+7,8 66,5+8,7 0,459
Hombre 54 (17,9) 141 (27,4) 0.002
sexo (%) Mujer 247 (82,1) 373 (72,6)
IMC (Kg/m?) 35,79+4,87 25,48+2,51 0,0001
Circunferencia de cintura (cm)  100,10+9,3  88,52+9,17 0,0001
Dislipidemia (%) 132 (43,9) 225(43,8) 0,982
Diabetes tipo Il (%) 49 (16,3) 56 (10,9) 0,027
Hipertension (%) 159 (52,8) 259 (50,4) 0,502
Sindrome metabdlico(%) 84 (27,9) 11(2,1) 0,001

IMC = indice de masa corporal. p = estadistico de la prueba t de Student o Chi-

cuadrado (variables categdricas). n = tamafo de la muestra.
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El genotipo y la frecuencia del polimorfismo del gen
Ala16Val-SOD2 se determinaron y se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Frecuencia alélica y porcentaje del polimorfismo del

genotipo Ala16Val-SOD2 en sujetos obesos y controles no obesos.

Genética Obesos No Obesos
n (%) n (%)

Genotipos

AA 30 (10,0) 95 (18,5)

\YAY 85 (28,2) 110 (21,4)

AV 186 (61,8) 309 (60,1)

Alelos

A 0,4086 0,4854

V 0,5914 0,5146

Odds ratio (IC 95%)
AA+ AV 1 1
\AY, 1,949 (1,223-3,008) 0,809 (0,720-0,910)

Valor de Chi cuadrado de Pearson = 12,774, p = 0,002. El grupo de control esta en
equilibrio de Hardy-Weinberg (valor de Chi-cuadrado = 4,115, p = 0.1277).

Las frecuencias del genotipo del grupo control se mostraron
de acuerdo con la frecuencia esperada bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg, lo que garantiza que la muestra es uniforme para los
estudios genéticos de este tipo. Los resultados mostraron una
asociacion positiva entre los genotipos Ala16Val SOD2 vy la

obesidad. En este caso, los sujetos obesos presentaron una mayor
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prevalencia del genotipo VV en comparacion con los pacientes no
obesos (x* = 12,774, P = 0,002).

El calculo del efecto dosis-alelo en que se compard la
prevalencia de la obesidad entre los individuos VV y la suma de los
individuos AA y AV confirm6 esta asociacion del genotipo, lo que
sugiere que la mayor susceptibilidad a la obesidad se produce s6lo
en el genotipo VV en comparacion con los genotipos AA y AV. Es
decir, aparece una relacion genética de recesividad en la asociacion
entre el polimorfismo Ala16Val-SOD2 y la obesidad (x* = 4,090,
P =0,03).

A continuacion, se calcul6 la probabilidad de que un individuo
obeso presentase el genotipo VV. El valor de riesgo (odds ratio) se
determind en 1,949 (95% IC: desde 1,223 hasta 3,008), lo que indica
que los portadores del genotipo VV tienen casi el doble de
probabilidades de ser obesos que los portadores de los otros
genotipos. Un analisis adicional de regresion logistica multivariante
demostré que la asociacion entre el genotipo VV y la obesidad es
independiente de sexo, edad, diabetes, dislipidemia, hipertension y
sindrome metabdlico (P = 0,524), es decir, no se ve afectada por

estas variables.

A partir de estos resultados, también se realizaron analisis
adicionales para ver si los genotipos del polimorfismo Ala16Val-
SOD2 podrian influir en la conducta alimentaria. Es decir, si los
individuos con desequilibrio oxidativo determinado genéticamente
podrian buscar algun tipo de compensacion a través de un
comportamiento ingestivo diferente. El conjunto de resultados que se
presenta en las tablas 3 y 4 muestran un indicio de influencia entre el

polimorfismo y el comportamiento ingestivo.

A pesar de que la variables fisioloégicas que aparecen en la
Tabla 3 no presentan cambios debidos a la presencia de uno u otro
genotipo, parece detectarse un descenso no significativo en la
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concentracion de triglicéridos y un aumento de presion arterial en los

individuos que presentan el genotipo VV.

Tabla 3. Comparacion de variables fisiolégicas entre obesos y

no obesos con diferentes polimorfismos del gen Ala16Val-SOD2.

Variables SOD2 Obesos No Obesos
Media +SD Media +SD
Glucosa en ayunas AA 1004 £11,7 2 951 +12,1 @
(mg/dL) vV 97,0 +10,5 ® 1028 +169 °
AV 96,3 +10,8 2 972 +9;7 ®
Total 97,2 +10,9 97,7 +11,5
Colesterol AA 2247 +412 °@ 2086 +386 °
(mg/dL) vV 2152 +315 ® 2196 £31,3 @
AV 2047 +364 ° 2208 +£388 @
Total 210,3 +36.4 218,9 +37.8
Triglicéridos AA 149,1 926 2 1201 £37,0 @
mg/dL \AY; 1342 +621 2 1468 +436 °
(mg
AV 1519 +73,2 @ 154,0 +65,8 *
Total 146,9 +73,3 148,2 +60,6
HDL-Colesterol AA 471 +88 @ 424 +68 2
(mg/dL) vV 450 +8,8 ° 466 +8,7 °
AV 446 +10,1 ° 442 +74 °
Total 450 +9,5 443 +75
LDL-Colesterol AA 1477 +32,6 2 1423 +34,9 2
mg/dL vV 1433 +299 ? 1436 +254 @
(mg
AV 129,7 +375 @ 1458 +39,1 2
Total 135,9 +35,6 145,0 + 36,7
PAS AA 1459 +386 2 148,9 +24,0 °*
(mmHg) vV 153,1 +241 @ 1440 +151 °@
AV 1499 +273 @ 1474 +310 °
Total 150,2 +28,3 1471 +28,2
PAD AA 741 +16,9 @ 774 +13,0 °
mmH VvV 80,5 +12,7 @ 76,6 +87 °
( g
AV 775 +128 @ 776 +13,8 °
Total 778 +134 774 +13,0

SD=desviacion estandar, IMC=indice de masa corporal, PAS=presion arterial
sistolica, PAD=Presion arterial diastélica. Valores con la misma letra no son
estadisticamente significativos (p <0,05). ANOVA multivariante seguido del test
post-hoc LSD.
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Los resultados relativos a la ingesta de macronutrientes vy
micronutrientes por los voluntarios participantes en el estudio

aparecen en la Tabla 4.

Puede apreciarse que los individuos obesos VV presentaron
una menor ingesta calodrica que los obesos AA, asi como un menor
consumo de lipidos que este genotipo. Ademas, los obesos VV y AV
manifiestan indices significativamente mas bajos de vitamina E y una
tendencia hacia un menor consumo de acido fdlico que los
individuos AA.

Solo la ingesta de proteinas fue mayor en los individuos AA
no obesos, mientras que otros parametros nutricionales fueron
similares en los voluntarios no obesos con diferentes polimorfismos
Ala16Val-SOD2.
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Tabla 4. Comparacion de la ingesta de macro- vy
micronutrientes entre individuos obesos y no obesos con diferentes
genotipos del gen Ala16Val-SOD2.

Ingestion en 24h SOD2 Obesos No Obesos
Media + SD Media + SD
Calorias (Kcal) AA 1.907 % 307 @ 1.216 405 @
W 1558 +403 ° 1481 +555 °
AV 1.666 +534 ° 1671 +526 °
Total 1.594 + 522 1456 +34
Carbohidratos (%) AA 53 £5 a 48 7 a
v 60 +15 b 54 *11 2
AV 56 +8 2 55 +10 2
Total 57 +11 54 +10
Proteinas (%) AA 17 +£2 @ 25 =5 @
vV 17 +5 2 20 =5 2
AV 20 +3 2 19 +5 °
Total 19 +4 20 =5
Lipidos (%) AA 26 0 @ 27 +7 @
W 22 +8 ° 25 +8 2
AV 23 +7 b 25 +9 2
Total 24 +6 26 +8
Vitamina C (mg) AA 135 +144 @ 144 +135 °
W, 137 +164 @ 194 +57 2
AV 86 +66 2 123 +108 °
Total 110 + 114 142 +125
Acido fdlico (ug) AA 377 91 2 377 £238 °
W, 197 +141 @ 967 +359 °
AV 258 +175 ° 306 +72 2
Total 248 + 159 470 + 152
Retinol (ug) AA 395 +45 2 339 +4 2
W, 787 £775 ° 819 +0,9 2
AV 548 +498 ° 1,002 +0,2 2
Total 620 * 586 881 +0,8
Vitamina E (mg) AA 6,9 1,0 a 41 +27 a
WY, 41 +26 b 6,2 £57 2
AV 35 £17 ° 76 £9,8 2
Total 41 £272 6,8 +8,4
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6.2 Protocolo 2

La segunda etapa del presente trabajo fue un estudio de
cultivo in vitro de linfocitos con diferentes genotipos del polimorfismo
Ala16Val-SOD2 y su influencia en el metabolismo de la glucosa y la

expresion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias.

Inicialmente se verifico si la tasa de consumo de glucosa fue
similar o no entre los linfocitos con diferentes genotipos Ala16Val-
SOD2.

El efecto del tratamiento con suplementacion de glucosa e
insulina fue evaluado en cada cultivo de linfocitos. Los resultados
obtenidos en cuanto al consumo de glucosa tras 6 horas de
tratamiento se presentan en la Tabla 5. Los resultados mostraron
que, en el grupo control, los linfocitos heterocigoticos presentaron un
menor consumo de glucosa que los homozigoticos. Asimismo, en
todos los tratamientos los linfocitos VV presentaron un menor
consumo de glucosa en comparacion con los linfocitos AAy AV.

Los linfocitos VV suplementados con glucosa presentaron el
menor consumo de glucosa, tanto respecto al grupo control como
respecto al grupo suplementado solamente con insulina. Por lo tanto,
el consumo de glucosa fue significativamente mayor en los linfocitos

VV tratados solo con insulina.
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Tabla 5. Comparacion del porcentaje de consumo de glucosa
(media = SD) por linfocitos T procedentes de voluntarios no obesos
con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2 en medio de cultivo

suplementado con glucosa e insulina.

Tratamientos AA VvV AV
C 87.3+0.9° 86.5+0.8° 82,4+0,4°
G 97,4+1,7° 81,7+0,4° 98,2+1,0°
| 91,0+1,0° 85,1+0,5° 90,4+0,8°
Gl 91,4+1,1° 81,2+0,0° 88,4+1,0°
p <0,0001 <0,0001 <0,0001

SD = desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas

evaluadas por ANOVA de una via seguida de test post-hoc de Tukey. p <0,05
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Tabla 6. Concentracién de citoquinas en linfocitos T de

voluntarios no obesos con diferentes genotipos del gen Ala16Val-

SOD2 para cada uno de los tratamientos experimentales.

Citoquina Gen C G I Gl
AA  239%18" 233+19° 226+1,6° 21,3+23°
IL-1 VW  99,0+20° 905+3,2° 933+12° 96,6+0,6
(pg/ml) AV 559+25° 540+20° 583+06° 500+1,0°
Total 59,6+32,7 56,0+292 581+306 56,0329
AA  760+21* 67,7+20° 693+15" 701+15"
IL-6 VW  122,7+26° 1246+15° 131,7+15° 134,0+1,0°
(pg/ml) AV 873£25 870£1,0° 877£16° 79321
Total 953+22 931+251 962+27,8 945+299
AA  851+37" 828+16% 860+26%° 89,1+0,1°
TNF-a VYV 1423+93° 147,1+17° 150,3+0,6° 154,8+25°
(pg/ml) AV 1040£30° 101,0£17° 106,0+£17° 106,7 +1,2°
Total 99,9+134 110,3+287 1141+286 116,8+98
AA 80,0+20* 887%16° 803+15 80,1+15°
IFN-y VW 199,9+1,1° 223,7+22° 221,3+2,1°" 2250+1,9°
(pg/ml) AV 1583+ 25° 1543+26° 148,0+2,0° 157,7+28"
Total 146,0+52,1 146,0+52,1 1555+584 154,2+528
AA  556+25 550+2,1° 59,9+20° 64,7+15"
IL-10 VW  346+25" 341+20° 367+17° 387%19°
(pg/ml) AV 550£26° 56325 596+2,7° 650+2,0°
Total 48,3+10,6 484+10,8 521+116 56,1+13,1
SD = desviacion estandar. Letras distintas en una misma columna indican

diferencias significativas mediante ANOVA de una via seguida del test post-hoc de

Tukey. Un asterisco (*) indica diferencias significativas entre tratamientos. p <0,05
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A continuacién fueron comparados las concentraciones de
citoquinas entre los tres tipos genéticos de linfocitos para cada uno
de los grupos experimentales (Tabla 6). Los resultados mostraron
diferencias en la expresion de estas moléculas asociadas con el
genotipo. Como se puede observar en la Tabla 6, las
concentraciones de todas las citoquinas pro-inflamatorias estudiadas
(IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y) fueron mayores en los linfocitos VV que
en linfocitos AA. En cuanto a los linfocitos AV, presentaron

concentraciones intermedias entre los homocigotos.

Los tratamientos con suplementacion de glucosa e insulina
provocan asimismo diferencias en las concentraciones de citoquinas

tras 6 horas de cultivo (Figuras 6.1-6.5).

En los linfocitos VV los tratamientos G e | provocaron un
descenso significativo de la concentracion de IL-1 (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Produccién de IL-1 por linfocitos T con diferentes

genotipos de Ala16Val-SOD2 suplementados con glucosa e insulina.
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La concentracion de IL-6 disminuye en los linfocitos AA y AV

bajo suplementacion conjunta de glucosa e insulina, mientras que

aumenta en los linfocitos VV.
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Figura 6.2 Produccion de IL-6 por linfocitos T con diferentes

genotipos de Ala16Val-SOD2 suplementados con glucosa e insulina.
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No se apreciaron diferencias significativas en la concentracion

tratamientos

citoquina TNF-o. bajo los diferentes

la

de

experimentales (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Produccion de TNFa por linfocitos T con diferentes

genotipos de Ala16Val-SOD2 suplementados con glucosa e insulina.
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Las concentraciones de Interferon gamma en los linfocitos VV

tratamientos

todos los

en

significativamente

aumentaron

experimentales. Asimismo, los linfocitos AA tratados con glucosa

experimentaron un aumento en la concentracion de IFN-y, mientras
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que ésta disminuyo en los linfocitos AV tratados con insulina.

Genotipo

-y por linfocitos T con diferentes

Figura 6.4 Produccion de IFN

genotipos de Ala16Val-SOD2 suplementados con glucosa e insulina.
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menores

genotipo VV presentan

linfocitos con

Los

concentraciones de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 respecto a los

genotipos AA y AV. La suplementacion conjunta con glucosa e

insulina (grupo Gl) provoca un aumento en la concentracion de IL-10

en los linfocitos AA y AV, y una tendencia al aumento en los

linfocitos VV.
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Figura 6.5 Produccion de IL-10 por linfocitos T con diferentes

genotipos de Ala16Val-SOD2 suplementados con glucosa e insulina.

Los resultados generales de la aplicacion del Protocolo n° 2

indican que la tasa de absorcion de glucosa y la expresion de

citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias esta influenciada por

el polimorfismo Ala16Val-SOD2. Ademas, también hay indicios de

que el consumo de glucosa se modula diferencialmente respecto a la

presencia de glucosa e insulina adicional en el medio de cultivo.
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7 Discusion

Este estudio describe por primera vez una asociacion entre la
obesidad y el polimorfismo Ala16Val del gen de la SOD2, con una
interacciéon débil de estos dos factores teniendo en cuenta las
variables biologicas relacionadas con el riesgo cardiovascular y
patrones generales de la dieta. A pesar de las posibles limitaciones
metodoldgicas, los resultados sugieren que existe una respuesta
para una importante pregunta: ¢podria el estrés oxidativo causado
por la exposicion cronica a los radicales superoxido de modo
genéticamente determinado dar lugar a patrones de obesidad en la
misma forma que los patrones de obesidad inducen estrés
oxidativo? Al parecer, la respuesta a esta pregunta es afirmativa.

Los estudios epidemiolégicos han puesto de manifiesto que la
obesidad es el componente causal primario del sindrome metabdlico
y esta relacionada con enfermedades cronicas, en especial la
morbilidad cardiovascular. Estos hallazgos también son apoyados
por estudios que demuestran que los adipocitos en los pacientes
obesos presentan un mayor nivel de estrés oxidativo a través de la
activacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno y la
inactivacion de enzimas antioxidantes. Por ejemplo, Vassale et al.
(2009)?*® recientemente examinaron si la obesidad y el tabaquismo
podrian ser factores causales de aumento en el estrés oxidativo

asociado con la edad, encontrando una asociacién positiva.

Dado que la obesidad esta fuertemente asociada con una
dieta rica en grasas y baja en alimentos antioxidantes, la idea de que
el estrés oxidativo también pueda ser un factor causal que induce el
estado de obesidad parece logica. Por lo tanto, en este estudio se
planteé si el portador de un genotipo que puede producir un
desequilibrio en el estrés oxidativo también puede encontrarse en
mayor riesgo para el desarrollo de la obesidad. Con este fin, se eligio
el polimorfismo Ala16Val del gen de la SOD2 en base a estudios
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previos llevados a cabo por distintos grupos de investigacion que
sugerian que los dos genotipos homocigéticos (AA, VV) podrian
causar un desequilibrio oxidativo crénico al aumentar la produccion
de superoxido (VV) o la produccidn de peroxido de hidrogeno
(AA).234

En este sentido, los resultados obtenidos en el presente
trabajo han demostrado una asociacion entre la obesidad y el
genotipo VV independientemente de los posibles cambios
metabdlicos que podrian haber influido en esta asociacién, como la
diabetes tipo Il. De este resultado se puede inferir que una
retroalimentaciéon positiva entre el estrés oxidativo crénico inducido
por la grasa corporal, que a su vez amplificaria el estrés oxidativo,

podria ser una posible explicacién para la asociacion observada.

Otras cuestiones relacionadas con los resultados presentados
aqui incluyen el posible papel del desequilibrio del superéxido en la
génesis de la obesidad. Se cree que el superoxido juega un papel
importante en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares,
que estan estrechamente relacionados con disfunciones como la
hipertension, la diabetes tipo Il y la obesidad. En el sistema vascular
el superodxido inhibe la accion biolégica del NO, conocido como un
factor de relajacion endotelial, dando lugar a vasoconstriccion.
Anadido a este hecho, el superdxido afecta directamente a la funcién
de las células endoteliales y de musculo liso vascular.?*® Este efecto
es estimulado en ciertas condiciones metabdlicas como son los
estados hiperglucémicos que inducen la produccion de superoéxido e
inhiben la superoxido dismutasa por glicosilacion no enzimatica,
conocida como reaccién de Maillard.?*® La hiperglucemia también

aumenta la produccion de superdxido endotelial.?*

Una asociacién entre la obesidad y la produccion de
superéxido ha sido puesta de manifiesto principalmente en relacion
con hormonas y moléculas relacionadas en el tejido adiposo y el

metabolismo energético, como la leptina, la grelina, la orexina B y la
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adiponectina. Tal vez la asociacion entre el polimorfismo Ala16Val
del gen de la SOD2 y la obesidad que se ha encontrado tenga un
papel en la modulacién de estas moléculas. Por lo tanto, se puede
decir que la hipdtesis que aqui se presenta sobre la posible relacion
causal del estrés oxidativo en la obesidad también esta basada en

recientes estudios experimentales relativos a estas sustancias.

Las pruebas obtenidas en estos estudios realizados en
modelos experimentales sugieren una asociacion entre la obesidad y
el estrés oxidativo relacionado con la produccion de superoxido.
Lamentablemente, no hemos encontrado estudios que hayan
investigado la influencia del estrés oxidativo en el desarrollo de la
obesidad. Por esta razén, los resultados aqui presentados deben ser
confirmados por otros modelos adicionales de investigacion
experimental, estudios caso-control en otras poblaciones y ensayos

clinicos, sin excluir enfoques nutrigenéticos.

La produccion de hormonas y moléculas reguladoras como la
leptina y la adiponectina, que desencadenan estrés oxidativo®®
causado por la acumulacion cronica de superoxido y que
potencialmente se produciria en los portadores VV, podria actuar en
la regulacion de estas moléculas para inducir un estado de obesidad.
En este caso, puede establecerse un circuito de retroalimentacién

positiva como ha sido revisado con anterioridad.

En concreto, un desequilibrio inicial en la produccion de
superoxido puede modular el metabolismo de apetito y de energia
en las moléculas reguladoras, aumentando la susceptibilidad a la
obesidad. Dado que no se produce obesidad en todos los pacientes
con VV, podemos pensar que existen otras variables genéticas y/o
ambientales que influyen en este proceso. Para minimizar estos
factores ambientales de confusion se han investigado aqui
individuos obesos y no obesos aparentemente sanos, con edad igual
o superior a 50 afos que tenian un estilo de vida bien establecido,

especialmente en relacion a la dieta. Los individuos jovenes no
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presentan estos habitos alimentarios bien establecidos, ya que
varian ampliamente su dieta de acuerdo a sus condiciones de

trabajo y a la disponibilidad de acceso.?*

Puesto que se ha encontrado una asociacion significativa
entre el polimorfismo Ala16Val y la ingesta de macro vy
micronutrientes, se puede especular que la asociacién entre la
obesidad y el polimorfismo estudiada aqui también podria implicar la
conducta alimentaria, en especial los comportamientos de seleccion
de alimentos pero no necesariamente la regulacion del apetito,

evaluado en este caso por la mayor ingesta de calorias.

Sin embargo, a la vista de los resultados descritos se
necesitan estudios adicionales para determinar cémo afecta el
polimorfismo a la eleccion de los alimentos. En relacion al primer
protocolo de esta tesis, también es importante tener en cuenta

algunas cuestiones relacionadas con el disefio metodoldgico.

Dado que la obesidad esta fuertemente relacionada con otros
trastornos metabdlicos, los investigadores buscan una asociacion
entre gen y obesidad teniendo en cuenta estas otras morbilidades
como variables intervinientes. De hecho, muchos estudios prefieren
incluir a todos los individuos en un estudio y hacer mas adelante
exclusiones en ocasion del analisis estadistico. Obviamente, este
enfoque aumenta el tamafio de la muestra y permite una potencia
estadistica mas consistente. Sin embargo, el gran numero de
variables incluidas en el estudio y el gran numero de asociaciones
estadisticas positivas que a menudo aparece, hace muy dificil

discutir los resultados en términos bioldgicos.

A pesar de las posibles limitaciones epidemiolégicas de este
estudio, los resultados descritos se pueden considerar importantes
en términos clinicos, ya que plantean la posibilidad de que los
alimentos ricos en antioxidantes (frutas y verduras) pueden jugar un

papel anti-obesidad.
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Basandonos en los resultados de esta primera fase del
estudio se discutiran a continuacion los resultados descritos en la

segunda fase.

Inicialmente se comparé el consumo de glucosa y las
concentraciones de citoquinas entre linfocitos con diferentes
genotipos Ala16Val-SOD2. Los resultados descritos en la Tabla 5
muestran que el consumo de glucosa en condiciones control, esto
es, con glucosa 10 mM en el medio de cultivo, fue menor en los
linfocitos AV, seguido por los linfocitos homocigoticos AA y VV. Sin
embargo, esta situacion cambioé cuando se incorporé al medio de
cultivo glucosa 15 mM e insulina 5 mM, ya que los linfocitos VV
presentaron menor captacion de glucosa en el medio enriquecido
con mayor concentracion de glucosa, y los linfocitos AA y AV
presentaron el comportamiento contrario, es decir, mayor captacion
de glucosa. Tales diferencias sugieren que el metabolismo glucidico
esta directamente influido por el metabolismo oxidativo, en especial
por la eficiencia de la enzima superdxido dismutasa dependiente de
manganeso (genotipo AA).

Hasta donde sabemos, éste es también el primer estudio que
describe la influencia del gen en el metabolismo oxidativo en cuanto
al consumo de glucosa y las concentraciones de citoquinas de los
linfocitos. Aunque el consumo de glucosa en los linfocitos T del
grupo control fue similar entre los genotipos homocigotos AA y VV
del polimorfismo Ala16Val de la SOD2, las concentraciones de
citoquinas fueron radicalmente diferentes, presentando diferencias

relacionadas con el genotipo de los linfocitos (Tabla 6).

Las diferencias encontradas en el consumo de glucosa por los
linfocitos de diferentes genotipos del polimorfismo Ala16Val de la
SOD2 pueden estar relacionadas con los cambios que se producen
en estas células en presencia de un aumento de la concentracién de
glucosa en el medio. Stentz et al. (2005)?*° investigaron linfocitos T
activados por PHA (de forma analoga a nuestro estudio) y
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encontraron aumento en la expresion de receptores para factores de
crecimiento, GLUT4, IRS-1, citoquinas pro-inflamatorias vy
componentes de estrés oxidativo cuando se incorporaron al medio
concentraciones de 15 y 30 mM. Este estudio refuerza la hipdtesis
de que el metabolismo oxidativo puede influir en el metabolismo
glucidico y la inflamacion. Siguiendo estos resultados, podria
parecer que la deficiencia en la enzima SOD2 alteraria la tasa de
captacion de glucosa por los linfocitos T portadores del genotipo VV
bajo la presencia adicional de glucosa e insulina. Sin embargo, son
necesarios estudios complementarios para elucidar estos aspectos

tanto en linfocitos como en adipocitos.

El estudio encontr6 que los linfocitos VV presentaban un nivel
mas elevado de todas las citoquinas pro-inflamatorias, lo que sugiere
un patron in vitro similar a la bioquimica y la fisiologia de la obesidad
y la diabetes mellitus tipo Il. Esto se debe a que estudios previos han
mostrado que muchas de las citoquinas investigadas aqui presentan
concentraciones mas elevadas en presencia de obesidad y
diabetes.?*' Este fendmeno esta relacionado con la observacion de
que el tejido adiposo juega un papel importante en el estado
inflamatorio de bajo grado asociado a la obesidad y diabetes. En
estos términos, una serie de citoquinas pro-inflamatorias han sido
identificadas en el tejido adiposo de los obesos, incluyendo TNF-a,
IL-1, 1L-6.242243244 | a5 citoquinas TNF-a e IL-1 inducen la expresion
local y la secrecion de grandes cantidades de IL-6 aumentando las
concentraciones de esta citoquina en la circulacién sistémica. Se ha
descrito que tanto TNF-a como IL-6 interfieren con la sefalizacién de
la insulina, lo que parece conducir a un trastorno del metabolismo de
la glucosa en tejido adiposo y musculo esquelético.?****®  Dado que
en el primer estudio llevado a cabo aqui se encontr6 asociacion
entre genotipo VV y obesidad, el segundo estudio que describe las
concentraciones elevadas de estas proteinas proinflamatorias apoya
la posible influencia del metabolismo oxidativo influido

genéticamente en el proceso obesidad-inflamacion.
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También es interesante observar los resultados relativos a la
citoquina IL-10. Se trata de una citoquina anti-inflamatoria que juega
un papel crucial en la regulacién del sistema inmune innato. A pesar
de sus propiedades anti-inflamatorias, los estudios han descrito que
en algunos individuos obesos las concentraciones de IL-10 son mas
elevadas.?*’ En linfocitos periféricos de sujetos obesos se observan
concentraciones anormales de citoquinas, con disminucion de los
niveles de transcripcion de estas citoquinas, tanto en linfocitos
frescos como en cultivo. Estos resultados sugieren que los cambios
relacionados con la obesidad en la inmunidad se reflejan en la

funcion de los linfocitos de sangre periférica. 247 248

Por otra parte, un estudio en seres humanos demostr6 que se
produce una interaccion entre los adipocitos y los linfocitos T en la
obesidad, ya que se demostro que el grado de adiposidad se
correlaciona positivamente con la acumulacion de linfocitos en el

tejido adiposo. 2*°

En un estudio in vitro por Rubinstein et al.>** donde se efectué
pre-incubacion de las células de ganglios linfaticos y bazo en un
medio que contenia una concentracién elevada de glucosa (0,5, 1,
2 g%) se observé una disminucion significativa en la proliferacion
selectiva de linfocitos T y B inducida por mitégenos a dosis altas de
glucosa. Los autores también encontraron que las concentraciones
elevadas de glucosa disminuian la viabilidad celular mediante el
aumento de la apoptosis y la induccion de un cuadro de estrés
oxidativo linfocitario. A partir de estos resultados, los autores
subrayaron que el aumento del estrés oxidativo podria estar
implicado en este efecto nocivo. En este sentido, nuestros resultados
estan en esta misma linea, dado que los linfocitos VV, con mayor
sensibilidad al estrés oxidativo, son los que menor consumo de

glucosa presentan.

Se sabe que las especies reactivas del oxigeno (EROs) son
subproductos de los procesos metabdlicos normales de la célula y
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en bajas concentraciones presentan funciones fisioldgicas,
las que se cuentan la activacion y proliferacion de los linfocitos.?*?
Sin embargo, el desequilibrio cronico causado por el polimorfismo
Ala16Val-SOD2 podria exponer a los linfocitos a un contexto que
daria lugar a la interrupcion de la homeostasis celular, aumentando
la susceptibilidad hacia enfermedades no transmisibles como la
obesidad y la diabetes o incluso la evoluciéon de complicaciones de
salud relacionadas con estas enfermedades. Ejemplos que apoyan

esta idea han sido descritos en la literatura.®>®

Los estudios realizados por otros grupos también han descrito
resultados importantes que corroborar la hipdtesis de que el
desequilibrio de la superédxido dismutasa afecta la homeostasis de la
glucosa y tiene que ver con complicaciones de salud asociadas con
la diabetes. Rosen et al. (2001)** encontraron una asociacién
significativa entre los pacientes daneses con diabetes tipo | y
nefropatia diabética y el alelo V del polimorfismo Ala16Val-SOD2
independientemente de la edad, el inicio de la diabetes, el sexo, el
tabaquismo o la duracion de la diabetes. Los autores sugieren que
este polimorfismo puede estar involucrado en el desarrollo de la
nefropatia causada por la diabetes tipo | y es predictivo de
enfermedad cardiovascular. Otros estudios también han descrito una
asociacion entre el polimorfismo Ala16Val-SOD2 y complicaciones
relacionadas con la diabetes. Hovnik et al. (2010)**° describieron una
asociacion positiva del genotipo VV con retinopatia diabética. Liu et
al. (2009) observaron un mayor riesgo de nefropatia diabética en
pacientes diabéticos chinos portadores del genotipo VV en
comparacion con los AA y AV.?*® En otro estudio, Nakanishi et al.
(2008) describieron un mayor riesgo en los portadores del genotipo

VV para el desarrollo de diabetes tipo Il en japoneso-americanos.?*’

Por lo tanto, se puede afirmar que en los ultimos afos un
creciente numero de informes han mostrado que el aumento de

estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo de anormalidades
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en la hiperglucemia y la diabetes.?*® Los resultados sugieren que la
hiperglucemia no solo genera EROs, sino también atenua los
mecanismos antioxidantes, generando un estado crénico de estrés
oxidativo.?*® 2%° En cuanto a la funcién especifica de los linfocitos, los
estudios anteriores sugieren que el estrés oxidativo puede jugar un
importante  papel patogénico en el desarrollo de Ia

inmunodeficiencia.?®"+25?

Sin embargo, los estudios epidemiologicos tienen algunas
limitaciones en lo que respecta a las variaciones culturales,
ambientales y genéticas de la poblacion de estudio que pueden
afectar a los resultados. Es por esta razon que se realizdé un estudio
adicional in vitro de algunos aspectos relacionados con el estrés
oxidativo crénico generado por un factor genético. En un estudio in
vitro previamente realizado se observdo que los linfocitos VV
mostraron una mayor peroxidacion lipidica que los otros dos
genotipos en tanto que los linfocitos AA tendian a presentar mayores
dafios en el DNA 2"

En el presente estudio también hemos encontrado que un
desequilibrio en el metabolismo oxidativo causado genéticamente
parece influir en la respuesta diferencial al tratamiento de glucosa e
insulina, y lo mas importante, las concentraciones de citoquinas
previamente asociadas con la obesidad y la diabetes. Puesto que en
los protocolos para el cultivo celular podemos eliminar la mayor parte
de los factores ambientales, especialmente la influencia de los
compuestos antioxidantes incluidos en la dieta, estos resultados
corroboran la idea de que el estrés oxidativo influido genéticamente
puede ser un factor causal de alteraciones metabdlicas asociados a

la susceptibilidad de enfermedades metabdlicas.

Sin embargo, la naturaleza de estas diferencias metabdlicas
deben ser aclarados en futuros estudios que comparen, por ejemplo,

los linfocitos con diferentes genotipos Ala16Val-SOD2 obtenidos a
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partir de individuos no-obesos y obesos, asi como en estudios in

vitro que relacionen este polimorfismo y los cultivos de adipocitos.

Sobre la base de las pruebas obtenidas en los dos protocolos
experimentales de esta tesis se sugiere que el estrés oxidativo
cronico determinado genéticamente puede ser un factor causal en la
génesis de la obesidad. Creemos que el planteamiento de futuros
estudios relacionados principalmente con enfoques in vitro sobre
adipocitos cultivados permitira aclarar la dinamica y los mecanismos

fisiologicos asociados con este proceso.
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8 CONCLUSIONES

CONCLUSION PRIMERA

El analisis de la asociacidon epidemiolégica entre la obesidad y
el polimorfismo Ala16Val-SOD2 demuestra una mayor prevalencia
de portadores del genotipo VV en el grupo de individuos obesos.

CONCLUSION SEGUNDA

La interaccion entre el polimorfismo Ala16Val-SOD2 y la
obesidad en patrones del comportamiento alimentario indica que el
genotipo influye en la eleccion de alimentos ricos en algunos
micronutrientes y macronutrientes, pero no en la ingesta caldrica
total, mostrando los individuos obesos VV y AV una menor ingesta
de vitamina E y lipidos que los individuos obesos AA.

CONCLUSION TERCERA

En pacientes no obesos con diferentes polimorfismos
Ala16Val-SOD2, solo la ingesta de proteinas fue mayor en los
individuos AA, mientras que otros parametros nutricionales fueron
similares, por lo que no se sugiere que la influencia de este
polimorfismo se ejerza a través de la regulacion diferencial del
apetito.

CONCLUSION CUARTA

Transcurridas 72 horas de cultivo y después del tratamiento
durante 6 horas en medios de cultivo tamponados con
concentraciones conocidas de iones y glucosa, los linfocitos
extraidos de individuos no obesos con los genotipos AA y VV

presentaron un mayor consumo de glucosa que los AV.

130



CONCLUSION QUINTA

Los linfocitos extraidos de individuos no obesos con el
genotipo VV presentan concentraciones elevadas de las citoquinas
pro-inflamatorias IL-1, IL-6, IFNy y TNF-o. en comparacion con los
linfocitos de los otros genotipos. Los linfocitos AA presentaron la

concentracion mas baja de estas citoquinas.
CONCLUSION SEXTA

Los linfocitos procedentes de individuos no obesos con el
genotipo VV presentan las menores concentraciones de la citoquina

anti-inflamatoria 1L-10.
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9 Anexos

ANEXO |

-QUESTIONARIO IDOSOS GRAVATAI-
ID - IDENTIFICACAO: Data: /[ N° cadastro:
1. Nome: 2. Naturalidade“'**); -
3. Enderego: ™) 4. Tel: _
5. Estado civil: 6. Tempo moradia em Gravatai:  [I] até I ano [2] 1-5anos [3] 5+ anos
7. Datadenascimento:  / /8. Idade: 9. Sexo: [0] Homem [1] Mulher
10. Etnia®©"eem: 11. Esti aposentado? [ [sim [ Indo
12. Atividade atual: 13. Atividade anterior:

DS - DADOS SOCIOECONOMICOS E CULTURAIS E COMPOSICAO FAMILIAR:
14. Escolaridade:

[1] Alfabetizado [2] Nao alfabetizado [3] Estudo doméstico
[4] 1° grau incompleto (primdrio) [5] 2° grau incompleto (gindsio) [6] Superior incompleto
[7] 1° grau completo (primdrio) [8] 2° grau completo (gindsio) [9] Superior completo
15. Moradia:  [1] Prépria [2] Alugada [3] Mora com outro(s)
16. Renda (em salarios minimos):
[1] Dependente (sem renda) [2] até 2 [3] 2-4
[4] 4-6 [5] 6-10 [6] mais que 10
17. Numero de filhos: _ 18.Numero de filhos vivos:

19. Com quem vive?
[0] Cénjuge [1] Parentes
[2] Sozinho [3] Outros
20. Convivéncia com a familia:

[0] sim [1] ndo

CA - COMPORTAMENTO ALIMENTAR:

21. Quantas vezes por semana vocé toma o café da manha?

[1] 1-2 [3] 5-6 [5] nunca
[2] 3-4 [4] todos os dias
22. Em geral, quantas refeigdes vocé faz durante um dia?
[1] 1-2 [3] 5 ou mais
[2] 3-4
23. Suas refeigdes sdo realizadas em horarios REGULARES?
[0] sim [1] ndo
24. Quantos copos de AGUA vocé costuma ingerir DIARIAMENTE (copo ~250mL) (somente dgua),
[1] até 3 [3] 7-8
[2] 4-6 [4] mais que 8
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EV - ESTILO DE VIDA:

25. Quanto a atividade fisica, vocé pratica:

[2] Atividade profissional/esportiva leve
26. Se pratica atividade fisica, que tipo
27. Quanto ao tabagismo, vocé:

[0] nunca fumou

[2] menos de 10 cigarros/dia
[4] fuma 21-30 cigarros/dia

[0] Atividade profissional/esportiva intensa

[4] Atividade profissional sedentaria/pouca atividade esportiva

o(principal)

[1] Atividade profissional/esportiva moderada
[3] Atividade profissional sedentaria/esportiva moderada
[5] Inatividade fisica

(Ex.: caminhada, natag@o ..

[1] ex-fumante (ha mais 1 ano) parou a gto tempo...................

Se fuma, a quanto tempo?............................ N. cig/dia................

[3] fuma 10-20 cigarros/dia
[5] fuma 31-40 cigarros/dia

)

RC - RISCOS CARDIOVASCULARES:
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36. Quanto a antecedéncia familiar de risco coronariano:

[0] Ausente

Por quantos anos vocé fumou pelo menos 1 cigarro/dia? x7,5=

Algum médico ja lhe disse que vocé tem angina ou teve ataque do coragdo? Se sim+ 265 pontos =
Algum médico ja lhe disse que vocé tem diabetes? Se sim + 150 pontos =
Vocé ja teve dor no peito quando subiu lomba ou correu? Se sim + 150 pontos = o
Algum dos seus pais morreu de problemas do coragio (antes dos 60 anos)? Se sim + 80 pontos =

Se sim, qual o problema?

Média da pressdo arterial sistolica (utilizar o item 42): mmHg x 4,5 =

Score:

[1] Pai ou mde com mais de 60 anos, com doenga coronariana
[2] Pai e mde com mais de 60 anos, com doen¢a coronariana
[3] Pai ou mde com menos de 60 anos, com doenga coronariana
[4] Pai e mde com menos de 60 anos, com doenga coronariana

[5] Pai e mde e irmdo de ambos com doenga coronariana

PL - PERFIL LABORATORIAL/DADOS ANTROPOMETRICOS:

37. Glicose: (mg/dL) 38. Colesterol total: (mg/dL)
39. Triglicerideos: (mg/dL) 40.HDL: ~ (mg/dl) 41.IDL:  (mgdL)
42.1. PA Sistolica: mmHg 42.2. PA diastolicaa: __mmHg
43.1. PA Sistolica: mmHg 43.2. PA Diastdlica: _ mmHg
44. Impedancia biolétrica: % Kg
45. Peso: (Kg) 46.Altura: _ (cm)
47. Cintura: (cm) 48.Quadril: ~ (cm)
ME — MEDICACAO:
48. Vocé toma algum remédio diariamente?
[0] sim [1] ndo
(0) indica¢do médica (1) conta propria
49. Se sim, quais?
50. Quantos medicamentos por dia? /1] Nenhum [2] até 2 [3] 2-4 [4] 4-6 [5] mais que 6
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AG — AVALIACAO GLOBAL DE SAUDE:

51. Como define sua saude? [1] muito boa [2] boa [3] regular [4]ruim
52. Como define sua vida? [1] muito boa [2] boa [3] regular [4]ruim
53. Consultou com algum médico no ultimo ano? [0] sim [1] ndo

= Citar "limdo, chave, avido" e pedir para o paciente repetir e memorizar.

54. Sente-se triste ou deprimido(a) com freqiiéncia? [0] sim [1] ndo

55. Como define sua visao? [1] muito boa [2] boa [3] regular [4]ruim
56. Como define sua audicao? /1] muito boa [2] boa [3] regular [4]ruim
57. Pedir para repetir as 3 palavras (limdo, chave, avido). Recordou: [1] trés  [2] duas

Atividade de vida diaria - AVD:

[5] muito ruim

[5] muito ruim

[5] muito ruim

[5] muito ruim

[3] uma  [4] nenhuma

58. Consegue tomar banho sozinho? [0] sim [1] ndo
59. Consegue escolher as roupas e se vestir sem nenhuma assisténcia, exceto para calgar sapatos? /0] sim [1] ndo
60. Consegue deitar- se ou levantar-se de uma cama, ou sentar-se em uma cadeira sem ajuda? [0] sim [1] ndo
61. E capaz de ir ao banheiro, usa-lo, organizar as roupas, e retornar sem nenhum auxilio? [0] sim [1] ndo
62. E capaz de alimentar-se sem assisténcia? (exceto para cortar carne ou passar manteiga no pao) [0/ sim [1] ndo
63. Score: (0 = independente; <1 = dependente)
64. Possui autocontrole do intestino e/ou bexiga? [0] sim [1] ndo
Nutritional Screening initiative - NSI: Pontos
65. E portador de alguma doenga que limite a comida ingerida? [1] sim [2] ndo 2)
66. Tem comido menos quantidade ultimamente, falta de apetite? [1] sim [2] ndo 3)
67. Come poucas frutas, verduras e/ou produtos lacteos? [1] sim [2] ndo 2)
68. Bebe mais de trés copos de cerveja, vinho ou licor por dia? [1] sim [2] nao 2)
69. Tem problema bucal ou de dentigdo que dificulte a alimentagao? [1] sim [2] ndo 2)
70. Possui condi¢des financeiras para comprar alimentos? [1] sim [2] ndgo  (4)
71. Faz as refeigdes sozinho na maior parte das vezes? [1] sim [2] ndo (1)
72. Ingere 3 ou mais remédios sob prescri¢io médica ou ndo por dia? [1] sim [2] ndo 1)
73. Emagreceu ou engordou pelo menos 5 Kg nos tltimos 6 meses? [1] sim [2] ndo 2)
74. Possui algum problema de saude (fisico) que lhe incapacite de fazer compras?(alimento) /1] sim [2] ndo 2)
79. Score: (0 = risco baixo (até 3 pontos); 1 = risco moderado (4-6 pts); 2 = risco alto ( >6 pts))
Historia Neoplasia
80. Voce ja teve ou tem algum tipo de cancér? 1( ) sim 0 () ndo
QUE LIPO? .. Quando foi o diagnostico?....................fez tratamento?................. Tipo de
HO? .o

81 Ja fez mamografia? 1() sim 0 () ndo
82. Jd fez biopsia de mama?1( ) sim 0 () ndo
Avaliagdo de Osteoporose:

83. ja teve algum tipo de fratura? 1() sim 0 () ndo quantas?.

84. que tipo?............cccccuvnee. hd qto tempo?...........ccccu.
85.Tem historia familiar de fratura? 1() sim 0 () nao

86. Que grau de parentesco com o familiar?..................c.cooeeeeeen.
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ANEXO Il

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
INFORMAGOES AO VOLUNTARIO
PROJETO GRAVATAI-RS
Aditivo n°001"

O projeto de pesquisa "Projeto Gravatai-RS", tem como objetivo geral avaliar os fatores de
risco a doengas associadas a idade, através de analises clinicas e bio-psico-sociais (exame fisico,
perfil lipidico, glicemia, fatores genéticos incluindo o gene da enzima sod2 e entrevista), pois o
aparecimento de muitas doencas pode depender ndo somente dos genes, mas também do modo de
vida que a pessoa possui. Esta pesquisa faz parte do Programa Genesis que realiza um estudo
longitudinal no qual, daqui para frente, vocé sera voluntario (a).

As andlises serdo feitas no Laboratério de Bioquimica e Genética Molecular do IGG-
PUCRS. Todos os resultados obtidos na avaliagdo clinica e bioquimica ficardo guardados no
laboratorio, podendo a qualquer momento ser consultados e/ou retirados da pesquisa caso haja
desisténcia da sua participagdo como voluntario (a). Vocé tem a liberdade de abandonar a pesquisa,
sem que isto leve a qualquer prejuizo posterior.

Os beneficios imediatos serdo muitos, ja que os resultados desta avaliagdo servem como uma
revisdo médica gratuita além de aquisi¢do de conhecimentos sobre envelhecimento bem sucedido
(prevengdo). No caso de detecgdo de qualquer alteragdo na sua satide, nés o(a) encaminharemos
para atendimento médico apropriado, através dos 6rgaos de satide ligados a Secretaria Municipal de
Saude de Gravatai-RS.

Os pesquisadores envolvidos no Projeto garantem a vocé o direito a qualquer pergunta e/ou
esclarecimentos mais especificos dos procedimentos realizados e/ou interpretacdo dos resultados
obtidos nos exames.

Esta pesquisa serd de grande importancia para a populagdo gaucha e brasileira ja que a
cidade de Gravatai.-RS apresenta um perfil de cidade metropolitana similar a outras cidades do RS
propiciando o estabelecimento de programas de satide que visem melhorar a qualidade de vida da
populacdo.

Apbés ter recebido todas as informagdes relacionadas ao estudo eu,
portador da CI certifico que o Dr.
respondeu a todas as minhas perguntas sobre o
estudo e minha condi¢do, e eu, voluntariamente, aceito participar dele, pois reconhego que:
1°) Foi-me fornecida uma copia das informagdes ao paciente, a qual eu li e compreendi por
completo.
2°) Fui informado dos objetivos especificos e da justificativa desta pesquisa de forma clara e
detalhada. Recebi informagdes sobre cada procedimento no qual estarei envolvido, dos riscos ou
desconforto previstos, tanto quanto os beneficios esperados.
3°) Esté entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e isto ndo afetard meus
cuidados médicos ou de parentes meus no presente e no futuro.
4°) Entendi que ao participar do estudo responderei a um questionario adicional, serei examinado
(a) clinica e laboratorialmente. O desconforto que poderei sentir ¢ o da picada da agulha e a
formagao de um pequeno hematoma.
5°) Todas as informagdes a meu respeito serdo confidenciais.
6°) Fui informado que caso existam danos a minha satide, causados diretamente pela pesquisa, terei
direito a tratamento médico e indenizagdo conforme estabelece a lei. Também sei que caso existam
gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.
7°) Foi-me garantido que ndo terei gastos em participar do estudo.
8°) Foi-me dada a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou qualquer diivida acerca dos
riscos e beneficios da pesquisa e 0 meu tratamento. Caso tiver novas perguntas sobre este estudo,
poderei contatar com os Pesquisadores integrantes da equipe de pesquisa do Programa Genesis
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junto ao Instituto de Geriatria e Gerontologia da PUCRS, no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular pelo telefone 3203000 ramal 2660. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como
participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado(a) pela minha participagdo, poderei
contatar com estes mesmos pesquisadores neste mesmo telefone .

Concordo que os meus dados clinicos obtidos neste estudo sejam documentados em trabalhos
cientificos e de divulgagao do estudo e seus beneficios .

Declaro, ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

INomedoPaciente:
|Assinatura do Paciente/Representante legal:
Data

Este formulario foi lido para em / /[ |
Porto Alegre- RS, por
INome da testemunha

|Assinatura da Testemunha
Data:

Sendo este estudo longitudinal, cada vez for solicitada a minha participagdo em novas
atividades de investigacdo, os pesquisadores responsaveis me informardo o tipo de trabalho a ser
desenvolvido com um breve resumo que sera assinado por mim e anexado a este Consentimento|
Informado.
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