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GLOSARIO

ABCA1 Transportador (miembro 1 del cassette ATP-que ata de la subfamilia humana
ABCA del transportador) es una proteina humana y gen, implicado en la produccion de
HDL. Colesterol de alta densidad

ACTH Hormona Adrenocortropica Tiroxina

AdipoR1 Adiponectina (también conocida como Acrp30, Adiponectin30, AdipoQ, apM1 o
GBP28) es una hormona sintetizada exclusivamente por el tejido adiposo que participa en
el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos.

AdipoR2 Adiponectina (también conocida como Acrp30, Adiponectin30, AdipoQ, apM1 o

ADRB2 El receptor adrenérgico beta 2, también conocido como adrenoreceptor [, €s una
proteina integral de membrana, que actia como receptor beta adrenérgico. El término

también denota al gen que codifica al receptor.

ADRBS3 El receptor adrenérgico beta 3, también conocido como adrenoreceptor 3, es una
proteina integral de membrana que actia como receptor beta adrenérgico. El término
también denota al gen que codifica al receptor.

ATMs Macroéfagos de Tejido Adiposo

BAT Tejido Adiposo Marron

CASP1 Caspasa 1

ER Reticulo Endoplasmico

ERK Cinasa Proteina Activada

Fenotipo a la expresion del genotipo en funcion de un determinado ambiente. Los rasgos
fenotipicos incluyen rasgos tanto fisicos como conductuales.

FFA Acidos Grasos Libres



K

GNB3 Nucleétido Guanina-proteina de union G(I)/G/(S)/G(T) subunidad beta-3 es una
proteina que en el humano es codificada por el GNB3
GRL Grelina

HDL Colesterol de Alta Densidad

IDF Federacion Internacional de Diabetes

IFN Interferon

IL1p Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IMC Indice de Masa Corporal

INS Insulina

JAK-2 Janus Cinasa

JNK c-Jun Cinasa N Terminal

KO Animales knock-out (KO) es un organismo genéticamente modificado (OGM), que
carece de la expresion de un gen en particular

LDLR Receptor de lipoproteina de baja densidad
LEP Leptina

LEPR Receptor de Leptina

LH Hormona Lutinizante

LIPE Lipidos esterificados

LPS Lipopolisacaridos

LXRa Receptor X del Higado

MAP4K4 Proteina cinasa Mitogeno-activada cinasa 4
MAPK Proteina Cinasa Activacion Mitogena

MMP9 Metaloproteinasa de Matrix



NEFAs Acidos Grasos no Esterificados

NFkB Factor de Necrosis Kappa Beta

NLPR3 Receptor de adiponeutrina

OMS Organizacion Mundial de la salud

PPAR Receptor de Peroxisoma Parcial Activado
RNAm Acido Ribonucleico Mensajero

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

SCD1 Steroil Coenzima Desaturasa

SFAs Acidos Grasos Saturados

SNC Sistema Nervioso Central

SREBP1 Proteina de Union de Elemento de Respuesta a Esterol
SVF Faccion Significante Extravascular

TG Trigliceridos

TIRAP Proteinas Adaptadoras que Contienen el Dominio TIR
TLR4 Receptor Tipo Toll

TNFR1 Receptor del Factor de Necrosis Tumoral a 1
TNFa Factor de Necrosis Tumoral Alfa
UCP1 Proteina desacopladora mitocondrial

UCP2 Proteina desacopladora mitocondrial
UCP3 Proteina desacopladora mitocondrial
WAT Tejido Adiposo Blanco

WT Wild Type (Especie silvestre (pura)).



I RESUMEN EN ESPANOL

La obesidad en una enfermedad crénica con inflamaciéon moderada y es una de las
enfermedades que mayor impacto tienen en la economia de la persona que la padece como
para el sector salud de un pais. La obesidad de acuerdo a la organizacion de la salud (OMS)
se define como aquellas personas que tienen un indice de masa corporal (IMC) por arriba
de 30 Kg/m’. Datos proporcionados por la OMS refieren que hay aproximadamente 300
millones de personas con obesidad en el mundo, en México el 70 % de la poblacion padece
de sobrepeso u obesidad de ese porcentaje las mujeres tienen un 72 % (del 100 % que
representan las mujeres en el 70 total % y los hombres el 67 % y que (ENSANUT 2006) ha
ubicado a nuestro pais en segundo lugar de obesidad en los adultos solo por debajo de los
Estados Unidos de Norte América que ocupa el primer lugar 72.5 millones de adultos
(CDC), en los nifios se encuentra en primer lugar con tercio de la poblacioén infantil
(ENSANUT 2006), lo cual resulta de interés para el estudio de esto enfermedad para de
alguna manera dar una probable solucién pues ésta se acompaia de otras comorbilidades
como la diabetes tipo 2, enfermedades cardiacas, hipertension y resistencia a la insulina
solo por mencionar algunas.”

Se considera que la obesidad tiene un mecanismo muy complejo relacionado con la ingesta
calorica y el gasto energético, involucra sistema neuronal y miles de genes que interactiian
al mismo tiempo, reflejando asi los fundamentos bioldgicos importantes para el balance
entre la ingesta y el gasto energético. Se ha tenido un avance importante en identificar el
papel del hipotdlamo y el tronco cerebral en los mecanismos hormonales y neuronales; el
cerebro informa al hipotalamo sobre la ingesta y almacenaje de nutrientes al momento de
generarse un cambio autdbnomo y endocrino. Algunos genes involucrados en la regulacion
homeostatica son importantes en el balance energético tal como lo han manifestado los
modelos de obesidad monogénica. Sin embargo, los mecanismos participantes no estan del
todo clar(g))s, por lo que este tema ha llamado la atencién de los investigadores en los ultimos
15 afios.

El medio ambiente y el estilo de vida pueden influenciar la ingesta y gasto energético. En
un ambiente obesogénico (comida chatarra e inactividad fisica) dado por la sociedad
moderna industrializada se ejercen una presion muy fuerte para el incremento de la masa
grasa; por el contrario, un ambiente restrictivo de alimentos produce que la ingesta se vea
disminuida y la actividad fisica se lleve a cabo. "

El tejido adiposo siempre ha sido referido como sitio principal de almacén de energia, sin
embargo, también produce sefiales que fluyen hacia el cerebro y otros organos. Por
ejemplo, la leptina (hormona que produce la sensacioén de saciedad) es producida y liberada
por el tejido adiposo. Asi mismo, existen otros mensajeros caracteristicamente producidos
por el tejido adiposo tales como la adiponectina, resistina y citocinas como factor de
necrosis tumoral-a e Interleucina 1, las cuales, ahora se sabe tienen efectos directos sobre
el cerebro y organos periféricos involucrados en el control y balance energético por lo en
este estudio se analizo el RNAm de los siguientes genes Leptina, Receptor de Leptina,
TNFa, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10, IL18, 1L33, NLPR3, CASP1, SCDI1, SREBPI,
IL1B, LXRa, ABCA1, UCP3, AdipoR1, AdipoR2 y TNFa.



La obesidad es una enfermedad compleja multifactorial que estd influenciada por el
comportamiento de factores genéticos, epigenéticos y ambientales, el resultado de esta
relacion estd dado por el invalance entre la ingesta y gasto energético, favorecido por un
balance positivo, cuando la ingesta se hace cronica y exede ese balance entre la ingesta y
gasto, se presenta la acumulacion de lipidos y favorece la adipogenesis en el tejido
adiposo.’”) Por lo que en este estudio se ha analizado la expresion génica de genes que
estan asociados a la obesidad asi como a la inflamacién en la que se obtuvieron cambios
importantes y correlaciones positivas o negativas con significancia estadistica como se
demostrd por andlisis estadistico t de student para muestras independientes con P= 0.01 6
P=0.05, asi como también las correlaciones de Pearson con P=0.01 y P=0.05 de los genes
estudiados.



I SUMMARY IN SPANISH

Obesity is a chronic condition with moderate inflammation and is one of the diseases that
have the greatest impact on the economy of the person suffering and for the health sector in
a country. Obesity according to World Health Organization (WHO) is defined as those with
a body mass index (BMI) above 30 kg/m2. Data provided by the WHO report that there are
approximately 300 million obese people in the world, in Mexico 70% of the population is
overweight or obese women have that percentage 72% (100% representing women the total
70% and men 67% and (ENSANUT 2006) has placed our country in second place for
obesity in adults just below the United States of America ranks first 72.5 million adults
(CDC) in children is first with one third of children (ENSANUT 2006), which is of interest
to the study of this disease to somehow give a probable solution as it is accompanied by
other comorbidities such as diabetes type 2, heart disease, hypertension and insulin
resistance, just to name a few. (1)

It is believed that obesity has a very complex mechanism related to caloric intake and
energy expenditure, and neural system involving thousands of genes that interact at the
same time, reflecting the biological importance to the balance between energy intake and
expenditure. It has been a breakthrough in identifying the role of the hypothalamus and the
brainstem in neural and hormonal mechanisms, the brain tells the hypothalamus on intake
and nutrient storage in generating autonomic and endocrine change. Some genes involved
in the homeostatic regulation are important in the energy balance expressed as models of
monogenic obesity. However, the mechanisms involved are not entirely clear, so this issue
has attracted the attention of researchers in the past 15 years (2).

The environment and lifestyle can influence food intake and energy expenditure. In
obesogenic environment (fast food and physical inactivity) given by modern industrial
society will exert very strong pressure for increased fat mass, on the contrary, a restrictive
environment that produces food intake is diminished and the activity physics takes place.(1)
Adipose tissue has always been referred to as primary site of energy storage, however, also
produces signals that flow to the brain and other organs. For example, leptin (a hormone
that produces satiety) is produced and released by adipose tissue. Likewise, there are other
messengers typically produced by adipose tissue such as adiponectin, resistin and cytokines
such as tumor necrosis factor-o and interleukin-1, which now are known to have direct
effects on the brain and peripheral organs involved in the control and energy balance at this
study analyzed the mRNA of these genes leptin, leptin receptor, TNF, IL-6, MMP9, TLR-4,
IL6, IL10, IL18, IL33, NLPR3, CASP1, SCD1, SREBPI1, IL1B, LXRa, ABCAI,
UCP3,AdipoR1,AdipoR2andTNFa.

Obesity is a multifactorial complex disease that is influenced by the behavior of genetic,
epigenetic and environmental, the result of this relationship is given by the invalance
between intake and energy expenditure, helped by a positive balance when the intake
becomes chronic and exede that balance between intake and expenditure, shows the
accumulation of lipids and promotes adipogenesis in adipose tissue. (1) So in this study we
analyzed the gene expression of genes that are associated with obesity and inflammation in
which changes were important and positive or negative correlations with statistical
significance as demonstrated by statistical analysis Student t test for independent samples



with P=0.01 or P = 0.05, as well as Pearson correlations with P =0.01 and P = 0.05 of the
genes studied.

II GENERALIDADES

2.1 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un organo difuso y su funcion es almacenar y liberar la reserva de
energia en forma de triacilgliceroles, la grasa es almacenada en células especiales (los
adipocitos) con funciones especificas. En este entendido se discute al tejido adiposo con la

capacidad de una funcion evolutiva, especificidad regional y funciones cualitativas.

2.1.2 Evolucion

Muchas especies tienen alguna forma de almacenar su energia, algunos peces como el
salmon almacenan su energia en el musculo mientras que los tiburones lo hacen en el
higado, estd puede ser una practica de como la energia se almacena donde se necesita.
Cuando se necesita almacenar grandes cantidades de energia se realiza en un 6rgano en
especial como el tejido adiposo, muchas de las especies tienen reservas de energia
almacenada en tejido adiposo. La localizacion del tejido adiposo muestra gran variacion,
algunos roedores almacenan su energia en la cola. Los gorilas almacenan su energia en el
cuello, algunos renos en el artico tienen depositos de grasa alrededor de los cascos. La

grasa es rica en dacidos grasos mono insaturados que protege en forma extrema la



solidificacion de sales y esta alrededor del tejido adiposo subcutdneo y estimulando el
consumo de agua fresca. Los hombres tienen el deposito de grasa intra-abdominal
subcutdnea, las extremidades son normalmente separadas por la inconveniencia del
transporte de grasa subcutanea, los grandes depositos de grasa subcutanea se encuentran en
la region abdominal especialmente en mujeres en la region de la cadera, bajo esa
localizacion ello conduce a la funcion muscular. La grasa intra abdominal se encuentra en
el mesenterio y omento pero solo en la region retro peritoneal. La diferencia en sexo y la
localizacién de la grasa tiene probablemente una funcion significativa. Las mujeres tienen
aproximadamente un 50 % mas de tejido adiposo que los hombres en los depositos de la
cadera. La grasa en esas regiones tiene una funcion especifica, esta es un aporte de energia
al feto durante el periodo de gestacion y también, en el recién nacido es una fuente de
energia. La grasa de esos depositos es dificil de movilizar bajo condiciones ordinarias las
cuales estan cambiando durante y después del parto, este es un ejemplo de la tipica
localizacién del tejido adiposo en las mujeres con una funcion especifica. En una situacion
de un aporte adecuado de alimentos, esta funcién no es necesaria pero probablemente es
importante en condiciones de supervivencia para una mujer embarazada. Durante el periodo
fetal y de recién nacido, el aporte alimenticio es importante, una consecuencia de la
especificidad de esta funcidén es que esos depodsitos son dificiles de eliminar durante la
pérdida de peso, esta es una observacion que caracteristicamente ha sido realizada en las

mujeres. ©

2.1.3 Capacidad funcional



Las células principales del tejido adiposo, los adipocitos son formados por precursores de
células en un proceso de diferenciacion de multiples pasos, el producto final tiene todas las
funciones especificas del adipocito, las células que no han acumulado grasa tienen un
diametro de 10-12 micrémetros, tamafio similar al de los linfocitos, después de la
acumulacion de grasa el diametro se incrementa hasta 10 veces su tamafio, esto se significa
que el tamafio ha aumentado 100 veces, esto permite entender la enorme plasticidad que
tiene el tejido adiposo y la capacidad para almacenar energia. El tejido adiposo esta
compuesto por un gran nimero de células de diferentes tipos, las células del endotelio estan
involucradas con el aporte sanguineo del tejido mientras la funcion de otras células no se ha
podido descifrar. El tejido adiposo esta enervado por el sistema nervioso autdbnomo, ambas

. . . , . ., . . 6
inervaciones del flujo sanguineo son muy importantes en la funcién de los adipocitos. ©

2.1.4 Especificidad regional

Se presentan dos tipos de hipotesis que verdaderamente explican este fenomeno, una de
¢éstas hipotesis dice que el depdsito de grasa visceral central genera factores de riesgo para
diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular. Los factores de riesgo deberian de ser
generados en el higado, la accion de los acidos grasos libres liberados tempranamente
movilizando los depositos de grasa abdominal. La liberacion de lipoproteinas se potencia
debido al acceso a acidos grasos libres y rapidamente limitan su sintesis, se produce el
incremento de gluconeogenesis y el incremento en la produccion de la glucosa. La
insulina no puede ejercer su funcion en las células del higado y entonces surge la
hiperinsulinemia. El resultado final es que la hiperproteinemia, hiperinsulinemia e

hiperglucemia son los factores de riesgo para la diabetes tipo 2 y enfermedades



cardiovasculares. La contraparte de esta hipotesis es que no explica porque la cantidad de
grasa visceral se incrementa, esto aparentemente es debido a la exposicion del higado a

acidos grasos libres originados por la grasa visceral. ©

La otra hipotesis sugiere que existe una no regulaciéon central neuro-endocrina en la
obesidad abdominal. Esto se debe a que la grasa de los depdsitos viscerales genera factores
de riesgo caracteristicos como una alteracion neuro-endocrina en el trabajo de activacion
del eje hipotalamo-hipo6fisis resultando en un incremento periddico en la produccion de
cortisol. El cortisol es mejor conocido por el efecto de acumulacion de la grasa viceral
causando resistencia a la insulina, estos son los dos sintomas de obesidad abdominal. Un
efecto conjunto con la resistencia a la insulina es la dislipidemia, ambos fenotipos se
consideran sintomas clinicos del sindrome metabdlico. La hipertonia tiene una conexion
con la obesidad abdominal y es probablemente causada por una activacion paralela del
sistema nervioso simpatico central el cual esta funcionalmente conectado con el eje
hipotaldmico. Las diferentes formas de estrés pueden ser un factor que active esa
circunstancia de regulacion central. Estd hipotesis tiene la ventaja que abarca la cadena
completa de de los diferentes componentes. Es posible que estas dos hipotesis puedan ser

combinadas y que ambos mecanismos contribuyan en la patogénesis de la obesidad. ©

2.1.5 Funcion cualitativa

El tejido adiposo es metabolicamente activo, los adipocitos son abundantes en receptores

hormonales de superficie celular y citoplasmicos que intervienen en la expresion de un gen.

Los adipocitos tienen dos funciones principalmente, la de acumular y movilizar los



triglicéridos y la de deposito de almacenamiento de grasa. En los adipocitos se acumulan
particulas ricas en triglicéridos por la red de -capilares, los triglicéridos son
subsecuentemente hidrolizados por lipoproteina lipasa, los 4cidos grasos son entonces
capturados por los adipocitos adyacentes, presumiblemente se da en forma posterior el
lisamiento de la membrana y se almacena la gota de grasa en la célula. La lipoproteina
lipasa es sintetizada por el adipocito bajo la influencia de hormonas donde la insulina y el
cortisol son los principales estimulos. La interaccion insulina-cortisol son los iniciadores de
los efectos de transcripcion del gen de la lipoproteina lipasa. El metabolismo de la grasa es
regulado primariamente por otra enzima hormona sensible a lipasa, esta enzima es activada
directamente por catecolaminas principalmente para el sistema nervioso simpético via
receptores adrenérgicos en la superficie celular conduciendo a una cascada de eventos con
fosforilacion de la lipasa como paso final de la activacion, la insulina es el principal
inhibidor. La lipasa hidroliza los triglicéridos resultando en la liberacion acidos grasos
libres y glicerol, algunos de los acidos grasos libres son re esterificados en el adipocito
mientras otros son liberados a la circulacion donde ellos son transportados unidos a
albumina. Los adipocitos ademés de producir los acidos grasos libres y glicerol también

. . . . . . 6
producen otras sustancias como angiotensinogeno, citocinas y leptina.

2.1.6 Epidemiologia

La obesidad representa en la actualidad un problema sanitario de primera magnitud. Segin
la OMS, asistiremos a una verdadera epidemia sanitaria en el siglo XXI.
Multiples estudios han puesto su atencion en el impacto producido por la obesidad sobre la

morbimortalidad de diferentes poblaciones. De estas observaciones se concluye que en



poblaciones de similares caracteristicas (incluyendo edad, sexo, grupo étnico y condicion
socioecondmica) existe una mayor morbimortalidad en pacientes obesos que en sujetos con
normopeso, y por lo tanto la obesidad constituye un importante factor de riesgo en la
aparicion de otras enfermedades metabolicas como la HTA, Dislipidemia, Diabetes tipo 2,
junto a las cuales constituye el denominado Sindrome plurimetabdlico o sindrome de
Insulino resistencia. La obesidad debe ser considerada como una entidad heterogénea y
determinada por multiples factores. Su heterogeneidad hace necesario un abordaje amplio
del tema, reconociendo diferentes formas clinicas con implicancias terapéuticas y
pronosticas también diferentes.

De este concepto surge la necesidad de clasificar distintas formas de obesidad de acuerdo

con determinados parametros:

1. Exceso de grasa corporal.
2. Distribucion de grasa corporal.
3. Edad de comienzo.

4. Celularidad.

2.1.7 Factores genéticos

Es posible que la composicion genética de una persona cause directamente obesidad;
ejemplos de esto son los trastornos como el sindrome de Prader-Willi y el sindrome de
Bardet-Biedl. Sin embargo, la mayoria de los casos de obesidad moérbida no se basan
unicamente en dicha causa genética. El término “factores genéticos” puede entenderse con

mas facilidad como “herencia”. Se ha observado una predisposicion familiar a la obesidad,
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siendo mas frecuente en algunas familias que en otras. Esto sugeriria causas genéticas. Sin
embargo, una familia determinada también comparte probablemente un estilo de vida y una

dieta similares, lo que contribuiria a la incidencia (o ausencia) de obesidad.

Parece que al menos existe una asociacion entre la herencia y la obesidad. En un conocido
estudio sobre este tema, se hallé que los adultos que fueron adoptados siendo nifios tenian
pesos corporales mas similares a los de sus padres biologicos que a los de sus padres
adoptivos, lo que sugiere que la composicion genética tuvo mas influencia sobre su peso
corporal (y la incidencia de obesidad) en comparacion con el entorno en el hogar de su

familia adoptiva.

En otro estudio citado frecuentemente se observo que los gemelos, atn si fueron criados en
forma separada, tenian pesos similares con mucho més frecuencia que los mellizos. En
otras palabras, los gemelos (que compartian los mismos genes) mostraron patrones de peso

mucho mas similares que los mellizos que no compartian el mismo ADN.

2.1.8 Factores ambientales

El entorno de una persona (en el hogar, el trabajo, la escuela, en los juegos, en la
comunidad, etc.) puede tener un impacto significativo en el riesgo de desarrollar obesidad.
Su “entorno” en este sentido abarcaria: El tipo de alimentos disponibles para esa persona, la
cantidad de alimentos a su alcance, el nivel de actividad fisica realizado. Las personas
pueden tomar decisiones sobre la salud en base a su entorno. Por ejemplo, alguien puede

elegir ir a caminando a determinados lugares debido al trazado concebido para los
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automoviles de la comunidad en la que vive. A otra persona puede resultarle muy dificil
resistirse al almuerzo poco saludable que le ofrecen en su oficina. Y por supuesto, los nifios
no tienen mucho control sobre su entorno; sus opciones de alimentos generalmente estan

determinadas por sus padres.

Que tanto influye la dieta y el ejercicio en este tipo de pacientes, no hay suficientes estudios
que avalen la hipoétesis por lo que se requiere de mas estudios con poblacién mexicana para
saber mas del componente genético, asi como del estilo de vida y el alcance econdémico.
También es necesaria la informacion de cual seria la manera més correcta de alimentarse y
de esta manera evitar la obesidad de manera preventiva y no tener que solucionarlo cuando
ya se presento la enfermedad, lo que hace suponer que en los centros de trabajo federales se
podria estimular a los trabajadores con medidas preventivas como un programa de ejercicio
de cuando menos 30 minutos dentro de su jornada de trabajo diaria, de esta manera el
gobierno formularia probablemente un ahorro de millones de pesos que podrian ser

. . S 7,8,9
destinados a otro tipo de programas y a la vez tener una poblacion mas sana. -**)

Otro aspecto que también se involucra en la obesidad y que activa una serie de citocinas pro
e inflamatorias es la inflamacion y los genes involucrados que se estudiaron en esta trabajo
se menciona a continuaciéon que se asocian a obesidad y que se somete al paciente a un

estimulo de ejercicio fisico.

INFLAMACION
El tejido adiposo blanco no solo es considerado como un tejido que almacena energia
principalmente pero este emerge como un participante activo en la regulacion fisioldgica y

procesos patologicos, incluyendo la inmunidad y la inflamacion. Los macréfagos son
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componentes del tejido adiposo y participan activamente en este tejido, posteriormente el
intercambio de informacidn entre linfocitos y adipocitos pueden conducir a una regulacion
inmune. El tejido adiposo produce y libera gran variedad de factores pro inflamatorio y
antiinflamatorio incluyendo leptina, adiponectina, resistina y visfantin asi también citocinas
caracteristicas como TNFa e IL-6 y otras. Las moléculas pro inflamatorias producidas por
el tejido adiposo han sido implicadas como participantes activos en el desarrollo de
resistencia a la insulina y el incremento al riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares
asociadas con obesidad. En contraste se reduce drasticamente los niveles de leptina,
predispone al incremento de causar infeccion por reduccion de respuesta de las células T en
individuos desnutridos. Los niveles de adipocitocinas alterados han sido observados en una
gran variedad de condiciones inflamatorias aunque el papel patogénico no ha sido
completamente aclarado. La presencia de inflamacion sistémica ha sido asociada al
incremento de enfermedades cardiovasculares y  diabetes tipo 2 en obesidad,
particularmente en el caso de obesidad visceral. Particularmente este estado esta asociado
con inflamacion crénica de bajo grado como se muestra por el incremento de niveles en
marcadores inflamatorios como proteina C reactiva (PCR) e IL-6 en circulacion de
personas obesas, aunque no esta completamente demostrado se trabaja en la hipotesis que
las adipocinas, citocinas y otros factores son producidos y liberados por WAT son

responsabilidad del estado inflamatorio con obesidad visceral. >

EFECTO DEL EJERCICIO SOBRE LEPTINA EN OBESIDAD
En Muchas de la investigaciones que se han realizado sobre el efecto que ejerce el ejercicio
sobre la leptina, existen varias razones del porque la leptina responde al ejercicio y que

podria tener efectos secundarios, se sabe que el ejercicio reduce en la obesidad la masa
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grasa, si los niveles de leptina son afectados esto podria tener una explicacion de los efectos
del ejercicio sobre la obesidad, el ejercicio especificamente el gasto caldrico conduce a un
inbalance energético con el que puede llevar a una disfuncion reproductiva y por que la
leptina esta asociada con la funcion reproductiva, el ejercicio induce alteraciones en la
leptina como lo puede explicar el mecanismo y el efecto del ejercicio en la reproduccion
como una condicion caracteristica esta la amenorrea, y el ejercicio altera las
concentraciones de ciertas hormonas que pueden alterar las concentraciones de leptina,
incluyendo la insulina, cortisol catecolaminas, estrégenos, testosterona, DHEA y hormona
del crecimiento. En las mujeres se expresa mas leptina en tejido subcutaneo que en el tejido
adiposo visceral comparado con los hombres, pues las mujeres tienen mas tejido
subcutaneo.

El ejercicio y leptina, depende del tipo de ejercicio si es intenso y de tiempo prolongado (>
60 minutos) o de tiempo corto (< 60 minutos). El estudio en periodos cortos de ejercicio
sobre leptina han mostrado cambios pero no en las concentraciones de leptina, el reporte de
la disminucién en la concentracion de leptina en mujeres de edad 18-55 anos después de
una prueba de esfuerzo, en la que los cambios mostrados sugieren que la disminucion
puede estar asociada con la produccion elevada de acidos grasos mono insaturados durante
el ejercicio el cual previamente fue demostrado por tener una correlacion inversamente
proporcional con los niveles de leptina. Los estudios han demostrado que 30 minutos de
gjercicio a VOomax esta asociado con la reduccion en las concentraciones de leptina en
mujeres post menopausicas con terapia de remplazo hormonal pero la reduccion durante el
ritmo circadiano de leptina como se determino en el control de prueba de algunas mujeres.
La hormona de crecimiento y cortisol, ambas hormonas afectan la concentracion de la

leptina, se incrementa en las mujeres en respuesta al ejercicio, es posible que bajo ciertas
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condiciones de ejercicio las hormonas que estimulan la expresion de leptina (ejemplo
cortisol) es contrarrestado por hormonas que inhiben la secrecion de leptina (ejemplo
epinefrina). Hay reportes en los que la reduccion rapida en la concentraciones de en
mujeres de edad promedio 29 afios pero no en mujeres con edad media de 27 afios después
de un ejercicio aerobico 4 dias a la semana de 30-45 minutos al dia por 12 semanas. Los
niveles bajos de leptina en las mujeres ocurre en la ausencia de alteraciones significantes en
la masa grasa y el resultado sugiere que el ejercicio tiene fantasticos efectos en los niveles

de circulacion de leptina més que en los hombres.

2.2.1 LEPTINA

La leptina es una hormona peptidica producida principalmente por el tejido adiposo blanco
y estd implicada en el control de la ingesta alimentaria y en el gasto energético, actiia en las
células neuronales del hipotdlamo y en el sistema nervioso central (SNC). Ademas,
estudios recientes muestran que la leptina regula diferentes vias endocrinas con acciones
centrales y periféricas. Se sintetiza en el epitelio gastrico, la glandula mamaria y la placenta
(19 hosee una estructura semejante a las de las citocinas y tiene su pico de liberacion
durante la noche y las primeras horas de la mafiana ' y tiene una vida media plasmatica de
30 minutos ‘. Se han descrito seis formas proteicas diferentes del receptor leptina
denominadas Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf (13, 14, 1, 16) que tienen en
comun un dominio extracelular de 800 aminoacidos, un dominio transmembrana de 34
aminoacidos y un dominio variable intracelular caracteristico para cada isoforma. Estas

isoformas se pueden dividir en tres clases: cortas, largas y secretadas '”. La forma Ob-Rb

es la que se expresa predominantemente en las neuronas del ARC y de acuerdo con la
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mayoria de los estudios realizados, es la principal responsable de la transduccion de la sefial
de la leptina en esta region anatomica '>. Como otros miembros de la familia de los
receptores de las clase 1 de las citocinas, el Ob-Rb (Asi como el resto de Ob-R) no posee
una actividad catalitica intrinseca y esta constitutivamente ligada a una proteina citosolica

con actividad tirosincinasa, denominada Janus cinasa (JAK-2). (¥

Ob-Ra y Ob-Rc se expresan ampliamente en el plexo coroideo y en los microvasos, donde
actlian en la captacion de la leptina asi como en el transporte a través de la barrera

hematoencefalica % 2%

. La isoforma Ob-Re carece de dominio intracelular y puede
codificar un receptor soluble, se presenta mediante un producto de corte y empalme
alternativo o de clivaje proteolitico *. En ratones se ha descrito que cuando la Ob-Re se
produce en grandes cantidades, actlia como un sistema tampon, captando la leptina que esta
libre en la circulacién ?V. Se ha demostrado que la Ob-R soluble es el principal conector de

@2) y que este hecho puede estar determinado

la leptina en actividad en la sangre humana
por el sexo, la adiposidad y la administracion de la leptina ®.En principio las acciones
directas de la leptina se describen solo en SNC. Sin embargo, se ha observado que la
distribucion de Ob-Ra y Ob-Rb se reflejan en la multiplicidad de efectos bioldgicos en
tejidos extra neuronales, lo que sugiere evidencias sobre las diferentes funciones

pleotropicas de la leptina 7.

La conexion de la leptina con su receptor promueve la captacion de otra unidad de receptor
24 . . . . . .

que se encuentra adyacente.( ) La modificacion conformacional inducida por la union de la

leptina y por la dimerizacion de los receptores induce la actividad catalitica de la enzima

JAK-2 asociada, que se autofosforila en varios residuos de tirosina, volviéndose activa , y
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asi, a continuacion, fosforilar y activar otro molécula de JAK-2 ligada aun segundo receptor
(3 En consecuencia, las JAK-2 activas catalizan la fosforilacion de los receptores Ob-Rb
en las tirosinas 985 y 1138 ®. De esta manera se crean tres sitios activos que daran
continuidad a la sefial de la leptina. El primer sitio promueve el reclutamiento y la

fosforilacion de la familia de sustratos del receptor de la insulina (IRS).

La comprension del mecanismo molecular de la accion de la leptina en el hipotdlamo
proporciona grandes avances en ese campo pero mas tarde las investigaciones realizadas
demostraron que la transduccion de la sefial de esta hormona sufre un control importante
mediante vias paralelas de sefializacion celular, resultando que, hasta el momento, la
insulina destaca como la principal moduladora de la sefial de leptina “” *®. Asi pues la
comprension de los efectos de la leptina sobre el control hipotaldmico del hambre y la
termogénesis requiere también el entendimiento de las acciones de la insulina en este lugar
anatomico. Se sabe que la actividad fisica de intensidad moderada y alta, altera de manera
acentuada el balance energético en ratas. En estudios anteriores con animales, los
programas de ejercicio de moderado a intenso contribuyen a la reduccioén de peso corporal
y asi retrasan el acumulo energético en forma de tejido adiposo #****?. No se conocen por
completo las causas exactas que llevan ala supresion del apetito mediadas por el ejercicio,
pero se sospecha que el ejercicio puede actuar en diversas regiones del cerebro y en

D

diferentes neuropeptidos. Kotz ®" menciona que el estimulo o lesién de la LH provoca

alteraciones en el comportamiento alimentario y en la actividad fisica diaria voluntaria, lo
que conduce al entendimiento de una posible integracion de estos dos sistemas

compartamentales. ©
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Como vemos en la figura 2 el circuito de la leptina se lleva a cabo en el tejido adiposo y el

cerebro en la que intervienen otras moléculas importantes en el control del apetito.

Figura 2
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En obesidad se han identificado varios genes entre ellos: Leptina, Receptor de Leptina,
Receptor 4 de melanocortina (MCR4), Pro-opiomelacortina (POMC) y proconvertasa (de la
PC1 a la PC9). De forma significativa todas estas proteinas son codificadas por estos 5
genes como parte de la ruta de regulacion de ingesta. La leptina (gen ob) codifica para una
hormona sintetizada y secretada por adipocitos en proporcion al contenido de grasa, en el
hipotalamo la leptina en se une a su receptor (gen db) y en relacion a la cantidad su efecto
es potenciado por la expresion del gen POMC. La enzima PCI1 se ancla a POMC vy esta

continua con la accion de la ACTH y la a melanocito-estimulante de hormona (a-MSH), la



18

cual reduce la ingesta de alimento cuando esta se une finalmente a una forma especifica de
MCH4R en el cerebro. El hecho de que haya mutaciones de los genes involucrados en otras
rutas de regulacion potenciales de la ingesta caldrica sugiere que la ruta se sefializacion de

la leptina puede ser primaria en la regulacion del balance energético en los humanos.

(Phillippe Froguel et al 2001)

2.2.2 Factores que producen variacion en los niveles de leptina sérica

La determinacion de la leptina en el laboratorio puede realizarse por radioinmunoanalisis
especifico o por ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Los niveles séricos de leptina en
personas con normo peso oscilan en el rango de 1 a 15 ng/ml, en cambio en individuos con
IMC superior a 30 se pueden encontrar valores de 30 ng/ml o incluso superiores. 2% 3339
La leptina plasmatica se correlaciona positivamente con el indice de masa corporal (IMC) y
con el porcentaje de grasa total en humanos y animales. En la poblacidon en general existe
una gran variacion en la concentracion de leptina lo que sugiere una modulacion
multifactorial de su secrecion. Otro factor que determina los valores de leptina es el sexo,
las mujeres presentan niveles mas altos que los hombres, incluso después de ajustar los
valores de acuerdo con el IMC, el porcentaje de grasa corporal, el grosor de los pliegues de

la piel y la edad.®>3>"

2.3.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
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El TNFa se sabe involucrado en una gran cantidad de estimulos, condicionando
generalmente un proceso inmune de tipo inflamatorio, se identifico como un mediador de la
necrosis tumoral en el suero de ratones tratados con liposacaridos, produciendo necrosis
hemorragica y completa regresion de tumores trasplantados, también se le ha descrito en
muerte de células tumorales in vivo. Es producida principalmente por macroéfagos pero
también por monocitos, linfocitos, tejido adiposo y musculo. El gen TNFa se encuentra
ubicado en el brazo corto del cromosoma 6, formando parte del complejo principal de
histocompatibilidad. ®**”. Se ha observado que en tejido adiposo de los roedores y de
humanos, TNFa es una citocina producida por las células del sistema inmune y por el tejido
adiposo, estimula la expresion de la leptina y este a su vez retroalimenta la produccion de
TNFa, estimulando también la produccion de interleucina 6 (IL6) y la inhibicion de
PPARY, que es el regulador de adiponectina, produciendo un aumento en las citocinas
proinflamatorias. ®® La primera molécula que se asocio a inflamacion y a obesidad fue el
(TNFa). El TNFa y la IL1 son dos de las principales citocinas; sus acciones mas
importantes en la inflamacion se derivan de sus efectos sobre el endotelio, leucocitos y
fibroblastos e influyen en la induccion de respuesta sistémica de fase aguda. En el endotelio
inducen un espectro de cambios principalmente regulados a nivel de la transcripcion de
genes, sobre la sintesis de mediadores quimicos en los que destaca por su efecto en la
resistencia a la insulina. TNFa es sobre expresado en tejido adiposo en modelos de ratones
obesos, es sobre producido en tejido adiposo y en musculo de humanos obesos. En sujetos
obesos los niveles en plasma de TNFaq, IL6, PCR, PAIIl se encuentran elevados muchos de
los mediadores de inflamacion, como IL6 exhiben patrones de expresion que impactan en la
accion de la insulina de manera similar a TNFa, los adipocitos pueden expresar muchas

proteinas de macrdéfagos como TNFa, IL6 y MMP (metaloprorteinasa de matriz) @) La
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capacidad funcional de estas dos células también se sobrepone, los macréfagos pueden
tomar sus reservas de lipidos y llegar a ser células espumosas en la arterioesclerosis. Los
macrofagos de tejido adiposo probablemente contribuyen a la produccion de mediadores de
inflamacion de manera aislada o con la cooperacion de adipocito.®” Se ha demostrado que
los adipocitos secretan grandes cantidades de IL-6 y cantidades nada despreciables de
TNFa, de ahi que a los adipocitos se les asocie con inflamacién y el desarrollo de obesidad.
Sin embargo, no hay que olvidar que los macréfagos junto con los adipocitos son los

principales secretores de TNFa. ¥

2.3.2. TNFa DERIVADA DE TEJIDO ADIPOSO EN ENFERMEDAD

METABOLICA

El factor de necrosis tumoral o (TNFa) es una citocina multifuncional que puede regular
muchos de los procesos celulares y bioldgicos caracteristicos como la funciéon inmune,
diferenciacion celular, proliferacion, apoptosis y metabolismo energético. Esta es
sintetizada como un mondmero transmembrana de 26-kDa (mTNF-a), que bajo el anclaje
proteolitico de TNFa, la enzima que transforma a TNFa en una molécula soluble de 17
kDa. Ambos sTNFa y mTNFa pueden responder a efectos biologicos y metabodlicos
sugiriendo que mTNFa pueden mediar sefiales autdcrinas y paracrinas, conduciendo a
sTNFa a mediar efectos endocrinos. Sin embargo, estudios recientes indican que las
acciones endocrinas de STNFa dependen de altos niveles de circulacion, los cuales estan
mas propensos a ocurrir en las enfermedades catabolicas en condiciones caracteristicas

como las asociadas a cancer y sepsis. En contraste los niveles en la diabetes tipo 2 asociada
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a obesidad, de mTNFa y sTNFa se incrementan en el tejido adiposo pero con niveles bajos
en circulacion de sTNFa en enfermedades catabdlicas, mientras tanto sSTNFo derivada de
tejido adiposo exenta de los efectos endocrinos en el sistema de resistencia a la insulina son
debatidos. Inicialmente los niveles en circulacion casi siempre estaban bajos y algunas
veces significativamente no tan altos, en conclusiéon el tejido adiposo no libera
sistematicamente TNFa. Sin embargo la mejora en sensibilidad y especificidad de los
reactivos para detectar, la circulacion de TNFa ahora se ha visto que correlaciona con IMC
y el deterioro en el procesamiento de TNFo puede mejorar la sensibilidad sistémica a
insulina. Sin embargo, la naturaleza difusa del tejido adiposo esta cerradamente asociado
con funciones metabdlicas relevantes en el tejido como musculo y pancreas sugiriendo que
la produccion cronica local derivada del tejido adiposo sTNFa podria no ser el blanco del
tejido adiposo en obesidad. La confirmaciéon de que la produccién de la citocina es en
macrofagos y estos estan infiltrados en el tejido adiposo de diabéticos obesos para reforzar
esta teoria implica la produccion de TNFa por macrofagos residentes (ejemplo células de
Kupffer) en la regulacion fisiologica del metabolismo energético sigue siendo en otros
tejidos caracteristicos como el higado. TNF a derivado de tejido adiposo solo puede afectar
indirectamente la homeostasis de la energia sistémica, regulando ambas funciones adiposas
y capacidad de expandirse. Es necesario entender el mecanismo de accion de TNF a
asociada a obesidad y la desregulacion metabolica. La evidencia de que TNF a puede por si
misma impactar en el metabolismo celular en enfermedad catabdlica, a principio de los 80s
cuando se realizo la primera purificacion y se confirma una gran cantidad de toxina y solo
la induccion de caquexia por el factor caquetina (TNF[]). Recientemente TNF o mostrd ser
relevante en el metabolismo del tejido adiposo. Inicialmente estudios in vitro sugieren que

TNF o afecta la homeostasis de la glucosa en el adipocito, promueve la lipolisis en el
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cultivo de adipocitos e inhibe potencialmente la diferenciacion del adipocito y lipogenesis.
Sin embargo, la primera demostracion de que TNF o  puede ser relevante en enfermedades
metabolicas asociadas con sobre nutricion (caracteristicas como la obesidad y diabetes tipo
2) fue hecho por Hotamisligil y colegas, quienes mostraron que TNF a se eleva en el
tejido adiposo en roedores diabéticos y obesos y es un mediador de resistencia a insulina
relacionado a obesidad y diabetes tipo 2. La evidencia mas completa de esta secuencia
viene de los estudios que muestran que el bloqueo genético de la accion puede restaurar la
sensibilidad a la insulina tonto in vitro como in vivo. Esta produccion de TNFa abre y
contribuye a la patogénesis de roedores obesos con induccidon de resistencia a la insulina.
Esta evidencia solo podria ser verdadera para los humanos que pudieran tener perdida de lo
establecido por una inconsistente correlacion de circulacion de TNFa  con obesidad.
Adicionalmente varios estudios encontraron que el tratamiento por periodos cortos con
anticuerpo anti TNFa o con sTNFR1-IgfG1 o con una quimera fallada de sensibilidad a la
insulina en obesos con diabetes tipo 2 o sujetos con obesidad viceral. Un problema con la
interpretacion se esos resultados negativos encontrados con la dificultad de encontrar la
actividad local de TNFa (ambos mTNFa y sTNFa) estd completamente neutralizado por
un tratamiento agudo. Ello solo contrasta con reportes recientes encontrados con
tratamientos cronicos con anticuerpos anti TNFa y mejorar la sensibilidad a la insulina en
pacientes obesos. Por lo tanto la evidencia sugiere que la obesidad humana promueve
estados cronicos con inflamacion de bajo grado que contribuye a resistencia a la insulina y
a diabetes tipo 2. Tomando junto TNFo y su mecanismo de accidn sirve como un blanco
terapéutico para el tratamiento de enfermedades asociadas con inflamacion croénica,

discapacidad en tolerancia a la glucosa y dislipidemia.
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Cual es la fuente sSTNFo derivada del tejido adiposo

La mayoria del volumen del tejido adiposo esta compuesto de adipocitos conteniendo gotas
de grasa y los adipocitos pueden ser aislados y diferenciados por produccion de TNFa.
Podemos asumir que los adipocitos son la fuente principal de TNFa y su elevacion en
tejido adiposo de obesos. Sin embargo, el tejido adiposo solo contiene tiene una faccion
significante extravascular (SVF) el cual contiene numerosos tipos celulares
metabolicamente relevantes. Ello incluye pre adipocitos, células endoteliales, células de
musculo liso, fibroblastos, leucocitos y macréfagos y recientemente los estudios han
demostrado que las células SVF pueden producir sustancialmente mas TNFa que los
adipocitos. La obesidad esta asociada a un incremento en la infiltraciéon de macrofagos en
tejido adiposo y por esto pareceria que los macrofagos de tejidos adiposo (ATMs) son
predominantemente responsables de la produccién elevada de TNFa durante la obesidad.
Por lo tanto en modelos recientes de ratones han demostrado que ambos contratan la
activacion clasica de ATMs se requieren para el desarrollo de resistencia a la insulina que
esta asociada con obesidad. Un estudio reciente reporto que aunque el TNFa derivado de
macrofagos puede dafiar la sensibilidad a la insulina en ratones KO de TNFa, la ausencia
de TNFa en macrofagos no solo protege de inicio a los ratones silvestres (wild type) que
desarrollan resistencia a la insulina relacionada a obesidad, una relativa contribucion de
TNFa de los macrofagos y no macrofagos que inducen resistencia a la insulina sin

entenderse completamente.

2.3.4 Que es lo que induce la expresion de TNFa en tejido adiposo
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La regulacion de la transcripcion del gen de TNFa claramente es de tipo celular especifico,
sin embargo la gran mayoria de produccion de TNFa viene de la activacion clasica de
macrofagos, hay mucho interés de enfocarse a identificar el blanco inicial que estimula
estimulacion y activacion de las células inmunes en tejido adiposo. La hipdtesis de que la
muerte del adipocito se incremente y se expanda en el tejido adiposo puede inducir sefiales
quimioreactantes que daflan a monocitos. Tanto en ratones y humanos la obesidad esta
asociada con un incremento en el nimero de adipocitos apoptoticos y necréticos en tejido
adiposo blanco y marrén (WAT y BAT, respectivamente) y un estudio encontré que la
mayoria de macréfagos en tejido adiposo blanco de ratones y humanos obesos estan
localizados en la muerte de adipocitos. Que la obesidad esta asociada con el incremente en
la muerte de adipocitos , esto consiste con la nocion de que tejido adiposo puede tener una
capacidad limitada para la expansion que se investiga durante la sobre nutricién cronica.
Sin embargo, la secrecion de citocinas solo pueden estimular posteriormente la produccioén
de citocinas y promueve apoptosis de células blancas esto aparentemente no ocurre lo cual

€s causa 0 consecuencia.

Por lo tanto no esta clara la funcién inmune relacionada con estado nutricional y esta puede
estar asociada a una dieta en acidos grasos la que puede alterar la produccion de citocinas.
Esta podria tener sefializacion alternativa pero no excluye mutuamente la posibilidad de que
los componentes de la dieta en particular grasas especificas puedan tener un papel
significativo en la regulacion del perfil inflamatorio del tejido adiposo, por lo que la dieta

conduce a un estado de obesidad.
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Con respecto a la produccion de especifica de TNFa, los niveles de esta citocina son
conocidos y regulados nutricionalmente pero es importante por ser potenciado por la
hiperinsulinemia, sin embargo esto no esta claro mientras que la produccion elevada de
TNFa relacionada a obesidad ocurre secundariamente a diabetes por hiperinsulinemia. Por
lo tanto la accion de citocina in vivo resulta en un compleja interpretacion entre las redes de
citocinas pro anti inflamatorias. Por lo tanto aparece como una regulacion coordinada de
citocinas anti inflamatorias caracteristicas como IL-10 que puede jugar un papel en la

produccion y accion in vivo de TNFa.

2.2.5 Mecanismos moleculares de accion de TNFa en adipocitos

TNFa media sus efectos bioldgicos en tejido adiposo por dos diferentes receptores de la
superficie celular, receptor del factor de necrosis tumoral alfa 1 (TNFR1) (Peptido de 55-60
kDa tanto en roedores como humanos respectivamente) y receptor del factor de necrosis
tumoral alfa 2 (TNFR2)(Péptido de 75-80 kDa tanto en roedores como humanos
respectivamente). Ambos receptores son ubiquitinizados expresando glicoproteinas
transmembrana que trimerizan sobre los ligando de unidn, para TNFa ambos receptores
pueden ser proteoliticamente anclados para liberar la formas solubles (sSTNFR). Este puede
estar involucrado en la neutralizacion y excrecion de TNFa y por lo tanto puede modular la
actividad de TNFa temporalmente y espacialmente. Los receptores solubles solo pueden
ser mas accesibles a biomarcadores por elevacion en la actividad de TNFa. Los niveles de
circulacion de ambos receptores solubles TNFRs pueden ser regulados nutricionalmente y

se ha reportado el incremento de ambos en adultos obesos y no obesos con perfil de lipidos
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pro-aterogenicos. Aunque TNFR1 Y TNFR2 son muy parecidos en ligando de unién en los
dominios extracelular, sus dominios intracelulares exhibe una secuencia no homologa y ello
activa diferentes vias de sefializacion. Las diversas investigaciones sugieren que las sefiales
trasmitidas por TNFR1 median la mayoria de los efectos y funciéon de TNFa en tejido
adiposo. TNFa humana y murina es equivalentemente efectiva a la impuesta por
sefalizacion de insulina en adipocitos murinos. Esto sugiere que la sefial trasmitida via
TNFRI1 es suficiente para este efecto por que el TNFa humano solo puede activar TNFR1
murino, pero no TNFR2, significativamente mejora la sensibilidad a la insulina en ratones
ob/ob y cultivo de adipocitos. Finalmente los estudios que usan pre adipocitos deficientes
de TNFR1 y TNFR2 muestran que este receptor TNFR1 se requiere para la inhibicion de
adipogenesis por ambos receptores de TNFa solubles transmembrana. TNFa modula la
funcion del tejido adiposo predominantemente por TNFR1. Mientras tanto otros estudios
sugieren que TNFa solo puede mediar algunos efectos en el canal de adipocitos TNFR2.
Sin embargo el conocimiento del papel exacto de TNFR1 sobre TNFa mediante el tejido
adiposo estd limitada. En contraste muchas de la vias se sefializacion activadas via TNFR1
han sido implicadas en la mediacion de acciones de TNFa en tejido adiposo. En la figura
(2) se muestra los diferentes aspectos de la biologia especificamente del adipocito. TNFR
tiene actividad catalitica intrinseca, instantaneamente puede trasmitir sefales por
reclutamiento de proteinas adaptadoras, las cuales interactuan con distintos dominios de las
porciones citoplasmaticas de los receptores activados especificamente bajo la senalizacion,
por ejemplo, varios complejos adaptadores son reclutados para la muerte trimerica del
dominio de TNFR1 (TNFR1-DD), el cual ha sido implicado en la mediaciéon de muchos de
los efectos de TNFa en la biologia del adipocito. Como su nombre lo indica que TNFR1-

DD es responsable de sefiales cito toxicas inducidas por TNFa, sin embargo como con
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muchas de las acciones de TNFa que pueden ser de tipo celular especificas, aunque los pre
adipocitos son mas sensibles a la muerte celular inducida por TNFa, TNFa solo puede
inducir apoptosis en adipocitos. Esto se requiere para ser mediado por TNFRI1, por lo
menos en adipocitos marrones. El TNFR1-DD solo puede activar rutas de sefializacion via
celular y pro inflamatorias que conducen a la activacion de factor nuclear kappa B (NFkB)
y la cascada de proteina cinasa activacion mitogena (MAPK) caracteristica de esta
involucracion extracelular de la sefial cinasa proteina activada (ERK), p38, MAPK y c-Jun
cinasa N terminal (JNK), esas rutas de sefializacion han sido reportadas por ser activadas
por TNFa en tejido adiposo y siendo un buen candidato para mediar la desregulacion
metabolica, sin embargo TNFR1 y su DD pueden activar un numero adicional de rutas de
sefalizacion con relevancia metabolica en la biologia del adipocito caracteristico como el
acido esfingomielinasa (aSMase), factor nuclear de actividad de células T (NFAT), proteina
cinasa A (PKA), CREB, proteina cinasa C (PKC), PI3K y liberacion de calcio. Sin
embargo los eventos del receptor proximal conducen a ese remanente para ser
completamente elucidado, como lo hace el mecanismo que facilita sostenimiento de

sefializacion inducida de TNFa.

Papel de TNFa en obesidad-asociada a estrés de reticulo endoplasmico, disfuncion
mitocondrial estrés oxidativo. Come veremos en la siguiente figura la interaccion de TNFa
y otras moléculas que intervienen en la ruta de sefializacion y que pueden tener rutas

alternas dependiendo de quién inicie la cascada de sefializacion figura 3.
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Figura 3. Rutas de sefializacion inducidas por TNFa en tejido adiposo sobre la activacion
de moléculas adaptadoras a TNFR1 como TRADD que interactia con TNFR1-DD las
moléculas adaptadoras rio abajo caracteristicas como Fas-asociado al dominio de proteina
que conduce a la muerte como (FADD), TNFR-asociado al factor 2 (TRAF2), Receptor-
proteina interactia 1 (RIP1) y proteina cinasa activada mitogena (MAPK) activacion del
dominio de la proteina muerte (MADD), estos adaptadores entonces median la activacion
de diversas rutas de sefalizacion rio abajo. TNFa activa varios MAPK en adipocitos
incluyendo a ERK1/2, p38 MAPK y JNK posiblemente via adaptador MADD. ERK 1/2 y
JNK puede cada una regular la transcripcion por supresion de actividad de PPARy. JNK
puede también tener efectos transcripcionales efectos via c-jun. JNK, ERK 1/2, IKK y
otras cinasa también han sido implicadas en la induccion de fosforilacién de serina en
TNFa de IRS-1, la cual suprime la senalizacion de insulina. Otros efectos de TNFa pueden
activar a PKA (proteina cinasa A) para incrementar los niveles de cAMP, posiblemente
efectos via transcripcionales. TNFa puede activar el factor de transcripcion NFAT via Ca®*
sin embargo esto no ha sido establecido en los adipocitos, en pre adipocitos TNFa puede

estimular la transcripcion por TCF7L2 (factor de transcripcion 7-parecido al 2). Los efectos
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transcripcionales de TNFa promueve stress en ER, el stress oxidativo y la disfuncion

mitocondrial, lipolisis y expresion alterada de adipocinas por lo tanto la sefializacion de la
(3%)

insulina se compromete y el metabolismo de lipidos en adipocitos.
La obesidad relacionada a resistencia a insulina recientemente ha sido ligada a estrés
oxidativo y disfuncion de orgénulos, ejemplo disfuncion mitocondrial y de reticulo
endoplasmico (ER), esas son las caracteristicas que pueden estar inducidas por TNFa y la
cual ha sido ligada a la activacion de las rutas de JNK o NFkB. Esto sugiere que la
produccion de de especies reactivas (ROS), contribuyen a la activacion de ambos TNFa y
NFkB vy la resistencia a la insulina inducida por TNFa. Adicionalmente el estrés oxidativo
puede promover el incremento en la producciéon de TNFa bajo condiciones metabdlicas
adversas. Interesantemente la sobre regulacion TNFa en el tejido adiposo y la expresion de
muchos genes que codifican proteinas involucradas en respuesta al estrés oxidativo. Por lo
tanto la expresion de genes bajo la regulacion de TNFa que codifican componentes de
cadena transportadoras de electrones y pueden por lo tanto inducir disfuncion mitocondrial.
Recientemente se ha mostrado que TNFa inhibe la diferenciacion de adipocitos humanos
por la oxidacion de 4cidos libres. Como se representa en la figura 4 la resistencia a la

insulina y su ruta se sefializacion.
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Figura 4. Mecanismos que inducen resistencia a la insulina mediado por TNFa en tejido
adiposo. Efectos metabolicos mediados por insulina uniéndose a su receptor de insulina
(IR). La IR tiene actividad intrinseca de tirosina cinasa y la union de insulina promueve
autofosforilacion de la IR es la clave de tirosina intracelular. Este a continuacion recluta al
sustrato de receptor de insulina (IRS) caracteristico como IRS-1. IR- se une a IRS las
proteinas son por si mismas fosforiladas en residuo tirosina continuando con la activacion
en la ruta de sefializacion caracteristico como fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) y AKT. Ejerce
sus efectos rio abajo caracteristicos como la translocacion de GLUT4 para almacenaje
intracelular en vesiculas en la membrana plasmdtica. La proteina tirosina fosfatasa
(PTPases) pueden abrdgate la proxima sefalizacion de IR, TNFa también puede dafar la
sefializacion proxima IR, aunque la activacion de IRS serina cinasa y la produccion de
lipidos téxicos como se describe en la figura. Mas tarde TNFo compromete la accion de la
insulina aunque los efectos transcripcionales posiblemente median la activacion via NFkB.
Eso causa bajo regulacion de componentes requeridos para la respuesta de insulina y sobre
regulacion de factores que pueden posteriormente dafiar a ambos tanto local como sistémica

de sensibilidad a insulina, caracteristicas como SOCS3. Los efectos transcripcionales
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pueden promover estress celular que pueden danar la sefalizacion de insulina.
Thiazolidinediones (TZD) dana a la resistencia de insulina induccion TNFa. Las flechas

negras indican los efectos que promueve la sefializacion de insulina, las flechas rojas

indican los efectos antagonistas de la sefializacion de insulina. %)

2.3.6 TNFo y endocrinologia del adipocito

El tejido adiposo es reconocido como un tejido endocrino que secreta muchos productos
que pueden impactar en numerosos aspectos de la biologia del organismo, incluyendo
homeostasis energética, funcion inmune y reproduccion. Varias de esas proteinas secretadas
derivadas del tejido adiposo denominado adipocinas solo estin involucradas en
complicaciones metabolicas relacionadas a obesidad. Interesantemente la accion de TNFa
en tejido adiposo puede alterar la produccion de muchas adipocinas y esto es relevante para
los efectos sistémicos de TNFa en sensibilidad a insulina y la homeostasis de la energia

corporal.

2.3.7 TNFa y el metabolismo lipidica del adipocito

Uno de los aspectos a distinguir del adipocito es su capacidad de almacenamiento
(lipogénesis), liberacion (lipolisis y o termogénesis) y distribuir la energia apropiadamente.
Desde su propia funcion el adipocito juega un papel importante en la regulacion del
metabolismo de lipidos corporales. Esas funciones pueden ser reguladas por numerosos
estimulos extracelulares, caracteristicos como la insulina, cortisol, catecolaminas, hormona
del crecimiento, testosterona, acidos grasos liberes y citocinas. La acciéon de TNFa en

adipocitos puede directamente alterar el metabolismo de los lipidos por lo tanto la
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inhibicion de acidos grasos libres captados y lipogénesis de la estimulacion de la liberacion
de 4cidos grasos libres via lipolisis. De esta manera TNFa derivado de tejido adiposo puede

contribuir al desarrollo de dislipidemia y resultan en complicaciones metabolicas.

2.3.8 TNFa y diferenciacion del adipocito

En consecuencia para estos efectos en el metabolismo de los lipidos en el adipocito
maduro, TNFa puede perjudicar la capacidad de almacenaje de los lipidos de tejido
adiposo por supresion en el reclutamiento y diferenciacion de nuevos adipocitos y nuevas
células precursoras. La regulacion transcripcional y diferenciacion del adipocito ha sido
extensamente estudiada por lo menos en in vitro. En breve la adipogénesis es llevada por
una cascada transcripcional la cual es caracterizada por una temprana expresion de C/EBPf3
y C/EBPJ. Esta precede la induccion de C/EBPa y PPARTI, el regulador maestro de
adipogenesis, TNFa  inhibe adipogenesis y previene la inducciéon de PPARI] y la
expresion de C/EBPa, por lo tanto solo previene la inducciéon de genes que son

responsables de la maduracion fenotipica del adipocito.

2.3.9 Blancos transcripcionales de TNFa en el adipocito

Aunque TNFa no previene la expresion temprana de C/EBPB 6 C/EBPJ, este parece que
inhibe a PPAR[| mediante la expresion de PPAR[] y C/EBPa, est4 es una propuesta para
que medie la via de cascada cinasa TAK1/TABI1/NIK, para activar a p65/Rel A subunidad

de NFkB la cual actia como secuestrador y previene la funcién compleja PGC/PPARII.
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Curiosamente esto no estd claro mientras este es un blanco primario de TNFa en pre
adipocitos, como esas células tienen muy bajos niveles de la proteina PPAR[] (comparada
con el adipocito maduro) y los niveles basales del transcripto PPAR[] no son desreguladas
durante la induccién de TNFa anti-adipogenesis. Por lo tanto el tratamiento con TZD
pueden antagonizar la induccion de TNFa anti-adipogenesis, confirmando que la funcion
de PPARTJ es un factor importante. Adicionalmente MAP4K4 ha sido propuesta como un
regulador negativo en la adipogénesis y su expresion puede estar inducida por TNFa (por lo
menos en adipocitos), sin embargo, el papel y mecanismo de accion en TNFa induce anti-
adipogenesis en pre adipocitos. Otro regulador negativo de adipogenesis que actia
tempranamente y suprime la expresion de PPAR[]y C/EBPa es Wnt10b. Este es un factor
fisiologico importante involucrado en linaje concomitante y determinacion. La ruta
canodnica e sefializacion de Wnt regula la expresion de genes blanco de Wnt via
estabilizacion de B-catenina un coactivador de factor de células T (TCF) una familia de
factores de transcripcion. La activacion de estas rutas ha demostrado que inhiben la

expresion de PPAR[] y la acumulacion de lipidos en ambos in vivo e in vitro.

2.3.10 TNFa, tejido adiposo marron y termogénesis.

Mientras que el tejido adiposo blanco (WAT) es primeramente responsable de
almacenamiento y liberacion de energia y generacion de sefiales endocrinas, el tejido
adiposo marron (BAT) especializado en gasto energético via B-oxidacion que es acoplado
para la termogénesis. La capacidad termo génica de BAT es un importante factor que
contribuye al desarrollo de obesidad asociada a desregulacion metabdlica. La obesidad esta

asociada con reduccion termo genéticamente de BAT y en ratones transgénicos donde no
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hay BAT llegan a ser obesos. Controversialmente la expresion de UCPlen BAT esta
asociada con la proteccion agonista de sindrome metabolico en ratones. Numerosos
estudios sugieren que TNFo puede modular la capacidad termo génica de BAT, sin
embargo esos estudios hasta ahora resultan confusos, por ejemplo, algunos reportes
sugieren que la administracion de TNFa incrementa la actividad termo génica de BAT
posiblemente por sobre regulacion en la expresion de UCP. Esto es consistentemente con el
papel de TNFo mediante el incremento de gasto energético en estado catabdlico. Sin
embargo, TNFa puede mediar esos efectos por el SNC per se BAT, en contraste algunos
estudios sugieren que TNFo deteriora la termogénesis BAT via bajo regulacion de
expresion de UCP-1 y B3-AR, esas discrepancias pueden resultar en diferencias de los
modelos usados. Por lo tanto una completa evidencia para el papel de TNFa en alteraciones
asociadas a obesidad en la termogénesis de BAT viene en estudios con ratones obesos en la
funcion de TNFa. La obesidad asociada a la disminucion de la expresion de UCP-1 y B3-

Ares es atenuada en esos ratones. (39)

2.4.1 Metaloproteinasa (MMP9)

En la obesidad, enfermedad caracterizada por exceso de tejido adiposo. La masa del tejido
adiposo se ve reflejada en el numero de adipocitos y en la cantidad de grasa acumulada. El
desarrollo de la obesidad estd asociada con procesos celulares coordinados incluyéndola
hipertrofia del adipocito segundo por la inflamacion, los precursores de adipocitos y la

nueva grasa en la diferenciacion celular. Esos procesos son acompafiados por la
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neovascularizacion que es esencial para la generacion y la funcion propia de ese tejido.
Esto es generalmente aceptado, que la relacion de los multiples eventos incluyendo los
cambios dindmicos de las interacciones matriz- celular y la extensa remodelacion de la
matriz extracelular y en esas modificaciones de los activadores proteoliticos dentro del
medio ambiente de tejido adiposo, ocurriendo durante el desarrollo y almacenamiento de
grasa. Numerosos estudios han examinado la regulacion y los eventos intracelulares que
ocurren durante la adipogénesis, y la informacion es limitada sobre los mecanismos
moleculares no claros sobre la remodelacion de la matriz extracelular, los eventos
proteoliticos y las interacciones célula-matriz durante la obesidad relacionada con el
desarrollo de masa grasa. En la siguiente figura 5 MMP y su posible cascada de

sefializacion
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Figura 5. En un ensayo sencillo para ver los niveles de presencia o ausencia de
metaloproteinasa de matrix ,los transcriptos de RNA (MMP) 6 la actividad enzimatica.Sin
embargo la funcion de MMP puede estar regulada a muchos niveles. En consecuencia (1) el
transcrito de RNA (2) sintesis de proteina, La funciéon de MMP puede estar regulada en
niveles de secrecion (3), trafico intracelular, (4) localizacion extracelular y subcelular, (5)
activacion en forma de zimogeno. (6) expresion de otras proteinas endogenas inhibitorias
tales como inhibitorias del tejido metalloptroteinasas (TIMPs) y a2-macroglobulina, y (7)
degradacion de proteasa. Solo el sustrato viable y accesible determina el grado con el cual

la actividad de MMP es utilizada. Este complejo regulatorio ha hecho especialmente dificil
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a detalle el tiempo y el espacio de la actividad de MMP, y referirse a ellas Un ejemplo
especifico de la regulacion de la actividad de MMP13. ECM, Matrix extracelular;GPI
glucosilfosfatidilinositol. “*

En el curso de diferenciacion, el anélisis de expresion de genes entre la matriz y el tejido
adiposo, recientemente se identificaron osteonectina/SPARC una proteina involucrada en
las interacciones entre la célula y la matriz sobre regulada en la obesidad. Esto sugiere que
la alteracion en los niveles de expresion de las proteinas de matriz pueden contribuir al
desarrollo de obesidad asociado al desarrollo de tejido adiposo. Un enlace entre las
actividades opuestas de proteinas y otros inhibidores controlando eventos proteoliticos peri
celulares. La cantidad de enzima implicada en la degradacién de moléculas de matriz y la
generacion de factores bioactivos de la familia de metaloproteinasas de matriz (MMP), son
consideradas para ser responsables preliminares de esos procesos fisiologicos y
patoldgicos caracteristicos como, desarrollo embrionario, angiogenesis, reparador de
herida, ciclo reproductivo y metéastasis. En consecuencia y en otra direccion la influencia en
la degradacion de moléculas de matriz extracelular, las metaloproteinasas no solo han sido
implicadas en la generacion de moléculas bioactivas. Ellas pueden mediar la realizacion y o
activar factores de crecimiento secuestrados y el anclaje de receptores de adhesion en
superficie celular. La actividad de las metaloproteinasas es regulada por los niveles de
genes de transcripcion, activacion de pro enzima y via de inhibicién de otras actividades
por inhibidores endogenos, inhibidores de tejido de metaloproteinasas, (TIMPS). El papel
de la remodelacion de la matriz y de las rutas proteoliticas que ocurren durante la

adipogenesis y la formacion que tiene de tejido adiposo. 7%
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La familia de metaloproteinasas de matriz, enzimas que contribuyen a la remodelacion de
tejido normal y patologico, la MMP9 juega un papel muy importante en las proteinas
especificas de musculo y asistiendo la formacién de la matriz extracelular, remodelacion y
regeneracion de musculo esquelético y cardiaco. Ciertos estimulos particularmente esos que
inducen altos niveles de stress mecanico como ejercicio de alto impacto, activa la
produccion local de MMPS en musculo esquelético, esto es generalmente aceptado que la
funcién de la MMPs en musculo esquelético y los procesos de la las proteinas de matriz,
asistiendo en la degradacion y reparacion mientras eso se relaciona y facilita la

: . ) . 40,41
angiogenesis y la circulacion. (38, 39,40, 41)

Se sabe que la MMPs son un grupo de enzimas extracelulares que degradan matriz y que
regulan la composicion de la matriz, con funciones esenciales en varios procesos
fisiologicos, la metaloproteasa de matriz MMP9 la cual pertenece a la subfamilia de
gelatinasa ha sido el foco de atencidon para la grasa hecha en el que se ha demostrado un
papel muy importante en la patologia de los dos causa de muerte en los paises
industrializados, ejemplo la arterioesclerosis y el cancer. En la arterioesclerosis se ha
demostrado que MMP9 es expresada por inflamacion de la las células en la superficie de la
placa arterioesclerdtica, en la que contribuye a la ruptura atreves del debilitamiento
proteolitico. Por lo que se cree que las lesiones arterioesclerdticas son una fuente muy rica
de MMP9, y los niveles elevados en la circulacion han mostrado estar asociadas con
plaquetas ricas en lipidos, y para predecir los dafios y los eventos fatales cardiovasculares.
En la progresion del cancer se sabe que la MMP9 juega un papel en angiogenesis,
crecimiento del tumor y metéstasis, la circulacion de MMP9 ha sido evaluada como un

biomarcador de para varios tipos de cancer y los niveles elevados han sido reportados en
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cancer de pulmon, cabeza y cuello. Desde que MMP9 surgié como un biomarcador
promisorio de enfermedad humana y el nimero de estudios que evaluan este concepto se
incrementa rapidamente. Sin embargo los niveles elevados de MMP9 pueden ocurrir por
otras enfermedades y no solo por las arriba mencionadas. De ahi que existan datos que
indican que el tejido adiposo puede ser una fuente adyacente de MMP9 en circulacion. El
tejido adiposo tiene la habilidad de producir y excretar MMP9 y puede ser acompafiada por
pérdida de peso disminuyendo también la circulacion de MMP9, en algunos pero no en
todos los estudios se ha encontrado asociacion positiva entre las mediciones de obesidad y
circulacion de MMP9, esto quizas se pueda explicar con la modificacion en las condiciones
propias de cada tipo de paciente relacionas con sindrome metabolico y la inflamacion de
bajo grado. Por lo que se han dado a la tarea de comparar la expresion de RNAm de MMP9
de tejido adiposo con otros tejidos y relacionar las concentraciones de MMPO en el plasma
circulatorio del y tejido adiposo, asi mismo los niveles de MMP9 cuando se pierde peso en

ambos, plasma circulatorio y tejido adiposo. *

Es muy importante mencionar que por lo menos en este estudio se demostrd que la
expresion de MMP9 en tejido adiposo fue menor que en los placas arterioesclerdticas y
tejidos conocidos por ser ricos en células inmunes, En estudios previos de expresion de
genes se ha reportado que el RNAm de MMP9 en tejido adiposo es meramente derivado de
la fraccion estroma vascular 6 mas especificamente de macréfagos dentro del tejido adiposo
y esto podria explicar porque no se encuentra expresion de MMP9 en adipocitos aislados.
No se ha visto que el tejido adiposo sea un determinante significativo para la circulacion de
MMP9, desde que ha sido medido en obesidad en la que no se asocia con MMP9 en plasma

y en los estudios de AIR.
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En consecuencia para ser utilizado como un biomarcador predictivo de enfermedad
cardiovascular y cancer, la concentracion de MMP9 ha sido utilizado como un biomarcador
lesion severa arterioesclerdtica en estudios son intervencion de perdida peso y
modificaciones en el estilo de vida. Sin embargo las observaciones realizadas la pregunta es
si la expansiéon de masa en el tejido adiposo TA en la obesidad puede contribuir
significativamente en los niveles de circulacion de MMP?9, si lo que puede afectar a pudiera
ser utilizado como un biomarcador, y podria ser otra la razon més que la enfermedad por si
misma. Y como se menciona antes que la expresion de MMP9 en tejido adiposo es mucho
mas bajo que en la placa arterioesclerdtica y sabiendo que el tejido es rico en células
inmunes. En previos estudios de expresion de genes se reporto que el RNAm de MMP9 e
tejido adiposo es principalmente derivado de fracciébn estroma vascular o mas
especificamente de los macréfagos dentro del tejido adiposo y esto podria explicar porque
no se detecta la expresion de MMP) en adipocitos aislados. Por otro lado hay algunas
indicaciones de que mecanismos asociados con el sindrome metabdlico pueden afectar la
expresion de MMP9, primeramente la expresion de MMP9 de tejido adiposo fue regulada
junto con las disminuciones en concentracion en plasma, durante la pérdida de peso en un
nimero de pacientes obesos con sindrome metabdlico. La reduccion de MMP9 en plasma
durante la dieta fue relacionada por mejorar las concentraciones de glucosa e insulina en
circulaciéon y no en la reduccion de masa del tejido adiposo la expresion de MMP9,
secundariamente las concentraciones y accion de MMP9 en plasma total correlaciona con
los niveles de glucosa e insulina en ayuno y la presencia del sindrome metabolico
utilizando la definicion de IDF y fue asociada con un incremento en circulacion de MMPOI.

La observacion de IDF pero no la definicion de la OMS y NCEP de que el sindrome
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metabolico fue asociado con MMP9 pudiendo ser explicado por el hecho de que solo la
definicion de IDF, con la presencia de obesidad abdominal que es un criterio obligado en el
sindrome metabdlico, esto ha mostrado que el contenido de macréfagos es mucho mas alto
en la grasa visceral que en la subcutanea. Los macrofagos son la principal fuente de MMP9
y el sindrome metabdlico esta asociado con inflamacién de tejido adiposo, tomando junto
es posible que la definicion de IDF en la cual incluye a todos los sujetos con obesidad
abdominal en combinacion con por lo menos dos factores tipicos del sindrome metabolico,
es superior a la que muestra una asociacion con MMP9 comparado con otras definiciones.
La falta de encuentros satisfactorios y significativos asociados entre la circunferencia de
cintura y circulacion de MMP9 se podria reflejar no en todos los sujetos con obesidad
abdominal que tienen sindrome metabdlico. Sin embargo ni la observacion en el estudio ni
la intervencion en el estudio indicaron que la obesidad abdominal fue fuente significativa
para la circulacion de MMPO. La circulacion de MMP9 fue principalmente asociada con
biomarcadores de inflamacion. Esos datos se ajustan a la observacion de que los
macrofagos han sido identificados como primera fuente de muchas de las moléculas en
circulacion que son detectados en la obesidad y son postulados por ser causa de resistencia

a la insulina y en la progresion de diabetes tipo 2. %

Hay ciertos estimulos, particularmente esos que inducen altos niveles de estrés mecéanico
caracteristicos como excéntricos (Heinemeier et al 2007; Koskien es al 2001) o ejercicio de
alto (Carmeli et al. 2005,2007;Rullman es al 2007), la accion y la produccion local de
MMP9 en musculo esquelético, generalmente es aceptado que la funcion de MMP9 en
musculo esquelético para procesar la degradacion y reparacion de matrix, mientras ello se

libera en circulacion facilitando la angiogénesis (Giannelli et al 2005; Kjaer 2004;Suhr et al
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2007). Se cree que la circulacion de MMP9 modula la activacion de factores de crecimiento
y citocinas a través de la degradacion de precursores unidos a proteinas y inhibidores
(Hashimoto et al 2002; Nakura et al 2005). Aunque los investigadores han explorados los
efectos del ejercicio agudo y las concentraciones en musculo esquelético de MMP9 Carmeli
et al. 2005, 2007; Rullman es al 2007) y plasma (Saenz et al 2006;Tayebjee. 2005), los
efectos de ejercicio para la circulacion de MMP9 no han sido bien elucidados, las
concentraciones en suero de MMP se reporta un pico dentro de un tiempo relativamente
corto seguido solo por el ejercicio, pero es posible que las concentraciones en suero de
MMP9 representa los efectos de un combaste repetido del ejercicio que ha iniciado una
respuesta adaptativa en musculo esquelético, esto al final no se sabe la diferencia de los
programas de ejercicio para ser incluidos e incorporados basados en la resistencia y en una
composicion de peso corporal y ejercicio aerobico. Por lo que diferentes estudios se han
enfocado a caracterizar la expresion de MMP pre y post ejercicio de horas hasta varias
semanas. Midiendo la expresion de RNAm y las concentraciones de MMP9 en suero

realizadas en musculo esquelético. “”

La actividad de MMPs es regulada por los niveles de genes de transcripcion, activacion de
pro enzimas y la via de otras actividades por inhibidores enddgenos, inhibidores en el tejido
de MMPs. Los TIMPs son una familia de 4 proteinas (TIMP-1 a TIMP4) que
selectivamente inhiben a las MMPs en relacion 1 a 1. Los TIMPs pueden ejercer
actividades bioldgicas independientes de la acciéon de bloquear MMP, el balance entre
MMPs y TIMPs es un determinante critico de integridad y funcion de la matriz extra
celular y alteraciones en protedlisis mediada por MMP/TIMP pudiendo contribuir en

muchos estados patolégicos. El papel de remodelacion y las rutas proteoliticas ocurren
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durante la adipogénesis en la formacion del tejido adiposo solo empezando a desplegar.
Estudios indican que la degradaciéon de la matriz puede ser esencial para la adipogénesis.
Esto ha sido propuesto de que la serina proteasa del sistema plasminogeno posiblemente
regula la diferenciacion del adipocito in vitro, como in vivo durante la involucion de la
glandula mamaria, otros estudios han demostrado que las células grasas maduras y
adipocitos cultivados secretan gelatinasa A y B (MMP-2 y MMP-9 respectivamente) y que
otras actividades proteoliticas fueron inducidas en la diferenciacién del adipocito. Se ha
descrito los patrones de expresion y activacion de MMPs en tejido adiposo durante la
obesidad y se ha dado evidencia para involucrar la actividad de metoproteinasas en la

diferenciacion del adipocito. 3% 404D

2.5.1 Interleucina (IL-6)

La Interleucina 6 es una citocina pro inflamatoria con efectos pleiotropicos sobre la
homeostasis de los nutrientes, muchos de los reportes han mostrado que la circulacion de
IL6 correlaciona con obesidad y contribuye a resistencia a la insulina, sin embargo puede
promover el gasto energético y mejorar la homeostasis de la glucosa. Para entender de
como regula la IL6 la homeostasis de nutrientes central y periférica es complicado por
contradiccion y efectos multi-sistémicos bajo varios estados fisiologicos. A la IL6 se le
conoce mejor como una citocina pro inflamatoria que regula la inmunidad innata y la
respuesta en fase aguda, sin embargo a IL6 solo tiene efecto en tejidos especificos que
pueden diferir de humanos a ratones dependiendo del contexto y tiempo de estimulacion.
La IL6 promueve la inflamacién crénica, mientras muestra sus efectos antiinflamatorios

durante fase aguda de estimulacion en inflamacion. La obesidad y su progresion a diabetes
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estan asociados a la inflamacién cronica caracterizada por la secrecion de citocinas

proinflamatorias como resistina, TNFa y IL6 por adipocitos.

Los datos epidemioldgicos confirman que el aumento en la circulacion de IL6 correlaciona
con el tejido adiposo en los humanos. La IL6 generalmente promueve la resistencia a la
insulina sistémica, especialmente durante la obesidad, porque esta es secretada por las
células grasas de humano resistente a la insulina. Sin embargo, en pacientes con diabetes
tipo 2 las concentraciones en plasma de IL6 y TNFa pueden ser un reflejo de los niveles y
rangos de sensibilidad a la insulina durante la euglicemia hiperglucemia. Finalmente TNFa
es la causa principal de desregularizacion en la sefializacion de insulina, por estimulacion
en la produccion de IL6, IL1 y proteina C reactiva- Esto es que IL6 se opone a la accion de
TNFa sobre la sensibilidad a la insulina como el ejercicio promueve la secrecion de IL6 por
el musculo esquelético, mientras mejora la sensibilidad a la insulina y la homeostasis de
nutrientes. La pregunta va en direccion a como la IL6 integra multiples cascadas de

sefializacion para coordinar la homeostasis de nutrientes. )

Los experimentos en células y estudios in vivo en roedores muestran que la IL6 promueve
la resistencia a la insulina, in vivo 90 minutos después de una infusion de IL6 las
concentraciones de glucosa e insulina se incrementan. La infusion de IL6 por 3 horas causa
resistencia hepatica y en musculo para la insulina.

Estudios en roedores, en la que dan una infusiéon de IL6 recombinante humana para
sostener las concentraciones fisiologicas en individuos sanos & pacientes con diabetes
incrementan lipdlisis en ausencia de efectos adversos y potencian el rango de infusion a la

glucosa durante euglicemia y hiperglucemia. Sin embargo, la IL6 derivada de tejido
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adiposo puede tener efectos autdcrinos que incrementan la secrecion de leptina y la
oxidacién de la grasas y reduce la expresion y la actividad de lipoproteina lipasa en el tejido
adiposo de humanos, un fenomeno que atentia fuertemente la progresion a la obesidad y a
la diabetes, la IL 6 solo tiene caracteristicas anti inflamatorias por inhibicion de TNFa e
IL1 y activando el antagonista de IL1 y IL10. Sin embargo, en los roedores la IL6 tienen
efectos centrales similares a los de leptina promoviendo la homeostasis de nutrientes y la
sensibilidad periférica de la insulina. Este es el papel de IL6 en la regulacién de
homeostasis de nutrientes, es contradictorio e incompleta la solucion y probablemente se
confunde con las diferencias entre la accion de las citocinas humanas y murinas. La leptina
es secretada por el tejido adiposo en proporcion a la cantidad de grasa almacenada, la
informacion del sistema nervioso central suministra la energia periférica. La accion
desregulada de leptina en (ratones ob/ob) incrementan la ingesta alimenticia, mientras
reducen el gasto energético. En adicion los ratones ob/ob tienen obesidad severa y
resistencia a la insulina que progresa a diabetes, sin embargo la obesidad ordinaria en
ratones y humanos esta asociada con concentraciones elevadas de leptina, sugiriendo
resistencia a la leptina en el sistema nervioso central como causa principal.
Interesantemente la IL6 se requiere para una respuesta normal de leptina, como en los
adultos IL6” desarrollando en los ratones hiperfagia y obesidad la cual es dificil de

prevenir por inyeccion de leptina periférica.

La interleucina 6 es una citocina multifuncional producida por diferentes tipos celulares
incluyendo las células del sistema inmune, células endoteliales, fibroblastos, miocitos y
tejido adiposo, intermediando en la respuesta inflamatoria y de estrés. Dado que la

concentracion plasmatica de IL6 es proporcional a la masa grasa, el tejido graso puede ser
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una fuente muy importante de esta citoquina, se ha calculado que la tercera parte de la
concentracion circulante de IL6 proviene del tejido adiposo. La produccién y concentracion
circulante de IL6 se asocia significativamente con el IMC y otras medidas de adiposidad
corporal en varones y mujeres post menopdausicas. Se ha otorgado a IL6 un papel
preponderante en la aparicion de dislipidemia en sujetos con sindrome metabdlico. De
hecho la concentracion de IL6 se asocia a la de marcadores de respuesta en fase aguda
incluyendo la Proteina C reactiva (PCR) en paralelo a la dislipidemia (Aumento de
triglicéridos (TG) y colesterol de alta densidad (HDL) disminuido). ©

En la siguiente figura 6 se muestra como otras moléculas como los LPS generan una
respuesta inflamatoria, dando como resultado el aumento en la secrecion de IL6 en ratones

machos viejos.

Grasa epididimo Rifién con grasa peri renal

NOLPS
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Figura 6. Localizacion inmunohistoquimica de IL6 en el tejido adiposo, el analisis
inmunohistoquimico fue realizado para localizar a la proteina de IL6, en el tejido adiposo
de ratones machos C57BL/6 después de una inyeccion de lipopolisacaridos 2.5 mg/kg de
peso, una tincion intensa positiva fue observada con el anticuerpo IL6 en los adipocitos
(sefialado con las flechas), células de endotelio vascular (sefialadas con la cabeza de flecha)
y células inflamatorias de tejido adiposo blanco de epididimo (cabeza de flechas blancas)
para ratones inyectados con LPS panel de en medio, una tincion intensa positiva se observo
en el tejido adiposo peri renal café (cabeza de flecha negra) asociadas con el rindn (Kd
panel de la derecha), pero no con las células de endotelio vascular de sangre venosa (BV)

en ratones inyectados con LPS. 2

2.6.1 Receptor tipo Toll 4 (TLR4)

Los receptores tipo Toll o TLR son una clase de proteinas que juegan un papel clave en el
sistema inmune innato. Estos son receptores de membrana no cataliticos que reconocen
estructuralmente  moléculas conservadas derivadas de microorganismos. Los
microorganismos se enfrentan a barreras fisicas como por ejemplo la piel, las mucosas del
tracto gastrointestinal, pero estas son reconocidas por sus TLR los cuales activan la
respuesta inmune celular. Reciben este nombre por su parecido a la proteina codificada por

el gen Toll identificado en Drosophila en 1985 por Christiane Niisslein-Volhard. (1). El

nombre no es referente a casetas de peaje 6 peaje de ninguna clase, se llaman asi porque los

investigadores que los descubrieron se sorprendieron y su entusiasmo los hizo decir Toll

que en Aleman significa grandioso, estupendo, fantastico. !+ 444
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En la siguiente figura 7 tenemos un ejemplo de cémo los LPS activan esta via de

sefializacion en los TLR4.

_ > P38 MAPK

i - - NFxB M\

PIAK ?

Figura 7. La ruta de sefalizacion involucrada en LPS induce la produccion en adipocitos
humanos de TNFa. LPS con LBP y CD14 (vienen en el centro) se unen a TLR4 en células
adiposas maduras, esta union activa dos rutas principales en las células. Una ruta conduce
la activacion de NF kappa B (TRAF6 y IKK) La otra ruta pasa a través de la fosforilacion
de p38 MAP cinasa. Ambas rutas permite la activacion de la transcripcion de TNFa,
seguido por el anclaje de la proteina via membrana metaloproteasa ADAMI17 o TACE,
conduciendo a la liberacion de TNFa en forma soluble. La PI3K representa una tercera ruta
la cual activa a NFKappa y p38 MAPKm Otra cinasa que quizds juegue un papel
inhibitorio es PI4K en la activacion de LPS de esas dos rutas asi como también esta ligado
a PKC, esto probablemente activa a IKK o p38 MAPKs o ambas rutas, Sin embargo la

activacion no solo es visible desde la inactivacion de PI4K constitutivamente inhibe PKC.
(46)
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En la obesidad el tejido adiposo se inflama teniendo un impacto en general en la glucosa,
lipidos y metabolismo energético. Varias rutas de sefializacion se han propuesto para
explicar la patogénesis de la inflamacion asociada a obesidad, la activacion caracteristica
del receptor Toll-like TLR4 por los acidos grasos como se observa en la figura 8 y la
interaccion que tiene con los macrofagos que se infiltran en el tejido adiposo en la

inflamacion (obesidad). “*"
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Figura 8. La informacion local cruzada entre los macréfagos del tejido adiposo y los
adipocitos: El papel de los LPS, TNF, TNF Receptor y acidos grasos. TNF, TNF Receptor
(TNFR), acidos grasos libres (FFA), NFkB y TLR4 representan lo basico en molecular
entre la informacion paracrina entre el macréfago y adipocito. (a) La infiltracién de
macrofagos en el tejido adiposo secretan altas concentraciones de TNF, estimulando al
TNFR en adipocitos incluyendo la activaciéon de NFkB. (b)TNF induce la activacion de
NFkB en adipocitos resultando en el potenciamiento de lipolisis con los adipocitos
liberando acidos grasos no saturados. (C) Los acidos grasos actuan como ligandos
paracrinos de TLR4 que inducen la sefalizacion de NFkB en macrofagos. (d) La
sefalizacion de NFkB en macrofagos estimula y mantiene la secrecion de TNF. (e) La

sefializacion de NFkB en macrofagos estimula la liberacion de citocinas proinflamatorias.
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Los adipocitos expresan TLR4 y estimulados por los LPS inducen la secrecion de citocinas

pro inflamatoria por los adipocitos. *”

La activacion de la proteina cinasa C (PKC) 6 JNK (c-JUN n-terminal cinasa) por
derivados de acidos grasos (Di glicérido o Ceramida) (9-13), la induccion de Reticulo
Endoplasmico por estrés (ER) 6 el incremento de la actividad de oxidacion reactiva (ROS)
(23.26) 'y 1a activacion de macrofagos por la muerte del adipocito. Aunque esas teorias son
capaces de explicar algunos aspectos de la inflamacion y desordenes metabolicos en
obesidad, la liga entre la obesidad y el resto de factores para identificarlos. Esto no estd
claro por qué los acidos grasos libres (FFA), ER stress, ROS y la muerte del adipocito se
incrementa en la obesidad. Los receptores tipo toll se encuentran en todo el cuerpo y se cree
que pueden ser miembros activos en la defensa inmune. “® La leptina y la adiponectina es
producida principalmente por los adipocitos, han sido bien caracterizadas principalmente
por su regulacion en la funcionalidad de las células inmunes. Aqui surge una pregunta, de
como los adipocitos y pre adipocitos interactian con el sistema inmune y si la
comunicacion estd dada por la leptina, por lo que se ha evaluado la expresion de Toll-like
receptor (TLR), y la activacion de sus ligandos especificos esto se ha estudiado adipocitos y
pre adipocitos en modelos murinos, en la presencia de (wild type (WT), o ausencia de
leptina (ob/ob) 6 sefializacion de leptina. Los pre-adipocitos y adipocitos ob/ob son mejor
que los db/db, y su expresion fue caracterizada por una sobre regulacion de TLR1 al TLR9
comparada con las células WT. Se han identificado en el humano 13 miembros de la

familia de TLR y 13 en ratones. “*
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En los mamiferos los TLR actia como un receptor para una gran variedad de bacterias y
productos virales, como por ejemplo TLR3 reconoce RNA de doble cadena, mientras que
TLR4 interactia con lipopolisacaridos un componente de la pared celular de las bacterias
gran negativas, asi cada uno de los TLR tienen diferentes funciones, aqui en especial nos

centraremos en el TLR4 y su relacion con la obesidad. #%-*3"

Una de la influencias para que los TLR se expresen y ejerzan su funcion es el ejercicio
fisico, se sabe que el ejercicio extenuante influye en numerosos aspectos del sistema
inmune (Perderden and Hoffman-Goetz,2000), y el ejercicio inducido incrementa sus
concentraciones circulantes de varias hormonas inmunomodulatorias por lo que se cree que
la modulacion central en el sistema inmune est4 dada por el ejercicio. La hipdtesis de que el
gjercicio influencia la expresion y la funcion de los TLR posiblemente estd dada por el
incremento en la circulacion de hormonas en stress. Para aumentar la respuesta de
hormonas en stress se induce al ejercicio y asi maximizar la probabilidad de observar los
efectos del ejercicio en la expresion y funcion de los TLR. Se ha observado que el ejercicio
disminuye la expresion de TLR-4 y se eleva la concentracion de hormona como ACTH y
disminuye a otra como cortisol. °” El mecanismo exacto del por qué el ejercicio fisico
disminuye la expresion de TLR-4 no se sabe pero se cree (Gleeson et al) proponen dos
diferentes mecanismos que pueden inducir a estos resultados. Primero aunque el receptor-4
tipo toll induce la liberacion de citocinas y su activacion en la cascada de inflamacion, la
expresion del receptor-4 tipo toll parece ser que es regulado negativamente por las
citocinas. La liberacion de las citocinas es el resultado del ejercicio fisico y parece ser que
disminuyen la expresion del receptor-4 tipo Toll asociada a respuesta inflamatoria como

parte de un intento del cuerpo para mantener un balance homeostatico. Segundo Gleeson et
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al. sugieren que el stress hormonal ejemplo, los glucocorticoides se liberan durante
periodos de ejercicio, alteran la funcion inmune y disminuyen la habilidad del sistema
inmune para responder a agresiones. Aunque todavia no estd claro los efectos de los
glucocorticoides y la expresion del receptor-4 tipo Toll dado que los efectos anti

inflamatorios pueden estar ligados a la estimulacion de glucocorticoides. “*

La activacion de los TLR guia la activacion de las rutas de sefializacion intracelulares las
cuales resultan en la produccion de citocinas inflamatorias o quimiocinas induciendo el
desarrollo de antigenos especificos en la inmunidad adaptativa. Su activacion es benéfica
para la célula blanco pero puede llegar a ser deletérea en inflamacién crénica. Otra de las
funciones ademads de la respuesta inmune adaptativa e innata, es que los TLR podrian estar
regulando el metabolismo energético principalmente actuado en el tejido adiposo. En
particular se ha demostrado que los receptores tipo Toll reconocen componentes de la pared
celular de los microorganismos, ahora se cree que tiene la habilidad de reconocer acidos
grasos libres e inducir resistencia a la insulina en tejido adiposo. Tanto TLR-2 como TLR-4
han mostrado ser activados por acidos grasos saturados libres y su implicacién en el
reconocimiento de lipoproteinas bacterianas, en inflamacion los TLR juegan un papel en el
tejido adiposo. Estudios epidemioldgicos han demostrado la relacion entre los depositos de
grasa intra abdominal y las anormalidades metabolicas relacionadas a obesidad. Al respecto
el tejido adiposo subcutaneo difiere en caracteristicas metabdlicas tales como diferencias en
la lipolisis y secrecion de citocinas con sus respectivos blancos en inflamacion. El tejido se
relaciona con el alto grado de inflamacién, una alta expresion de TLR en este tejido y

puede corresponder a una implicaciéon de esos receptores en obesidad relacionados en
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inflamacion. Se ha demostrado que la inflamacion correlaciona con la disminucion de

lipogenesis y que la estimulacion de TLR interfiere con la diferenciacion del adipocito. “3)

Los adipocitos no solo son potentes productores de adipocitocinas incluyendo adipocina,
leptina y visfantina pero responden y producen varias citocina incluyen interleucinas IL-6,
factor de necrosis tumoral TNFa y IL-10. En estudios recientes se ha indicado que las
adipocitocinas pueden participar activamente en la regulacion del sistema inmune. Los
lipopolisacaridos son los ligandos mas estudiados del hemodimero de TLR4, sin embargo
el TLR4 no es suficiente para efectuar una respuesta para los liposacaridos y otra de las
proteinas del complejo de reconocimiento de LPS, de la linea de diferenciacion de 2 las 14
requeridas. El componente critico de estimulaciéon de LPS para los TLR4 es la subunidad
A, la cual es al menos compuesta integramente por acidos grasos, (Lien et al .2001), con
esos datos se sugiere que la circulacion de NEFAS es un ligando potencial para los TLRs y
podrian mediar los eventos intra celulares inducido por cambios en la concentraciéon de
lipidos intracelulares.®” Las grasas que NEFAs han mostrado que activan TLR2 en C2C12
en células miogenicas (Senn 2006), y los TLR4 en RAW264.7 en la linea celular de
macrofagos y en 3T3-L1 pre-adipocitos (Shi et al 2006) corrobord esta hipotesis. El TLR4
contribuye a la patogénesis de resistencia a la insulina inducida por NEFAs (Shi et al). Los
ratones carentes de TLR4 fue sustancialmente protegidos por la capacidad de la infusion de
lipidos capaces de despuntar la sefializacion de insulina en musculo esquelético y reducir la
insulina inducida por el consumo de glucosa, sin embargo esos ratones solo se protegieron
de resistencia a la insulina por el consumo de dieta alta en grasas en tejido adiposo y
musculo esquelético (Randin et al 2008; Shi et al 2006) y mostraron niveles reducidos de

citocinas pro inflamatorias caracteristicas como, TNF-a y IL-6. Esos datos sugieren que
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TLR2 y TLR4 pueden jugar un papel de enlace molecular entre lipidos extracelulares,
inflamacion y resistencia a la insulina. En el muasculo esquelético de obesos y pacientes
diabéticos tipo 2, la expresion de TLR4 se incrementa y el manejo en la ruta de
sefalizacion de TLR4 caracteristica como IkB/NFkB es mas activa (Reyna et al 2008). La
incubacién de miotubos con palmitato o con el agonista especifico de TLR4 lipido A
monofosforilado causa un incremento significativo en el contenido de TLR4 (Reyna et al
2008). La expresion de TLR4 solo se incrementa en le tejido adiposo de ratones obesos y el
agonista de TLR4 los LPS inducen la expresion de TLR2 (Shi et al 2006), por lo tanto esto
es razonable para concluir que la expresion de TLR2/4 es conducida parcialmente
dependiendo la activacion de TLR4, esas observaciones sugieren que la desregulacion en la
expresion de TLR puede ser una estrategia efectiva para delimitar la consecuencias

deletéreas en los altos niveles de circulacion de NEFAs.

2.6.2Desregulacion de TLR4 por ejercicio

Se ha reportado que un programa de ejercicio de 12 semanas, conteniendo
acondicionamiento y resistencia al ejercicio reduce el RNAm de TLR-4, TNF-o y IL-6en
musculo esquelético de pacientes obesos (Lambert et al. 2008), los cambios caracteristicos
no se observaron después de 7 % de pérdida de peso durante una restriccion calérica, esos
datos son congruentes con la idea de que una actividad fisica como estilo de vida puede
poseer propiedades anti inflamatorias (Greiwe et al. 2001). Ello es sostenido por previos
estudios en el cual la expresion de la proteina TLR4 fue medida en la superficie de células
sanguineas de CD14 positivas. La expresion de TLR4 fue bajo en resistencia al ejercicio en

mujeres mayores (McFarlin et al. 2004). El mecanismo por el cual la expresion de TLR4 es
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reducido por el ejercicio se desconoce, pero se ha propuesto una explicacion (Flynn y
McFarlin 2006), una esta basada en tolerancia o el cruce de tolerancia para las proteinas de
choque térmico (HSP) las cuales son ligandos de los TLRs y se incrementan
sustancialmente durante el ejercicio (Liu et al. 2004), la incubacién de monocitos con
HSP60 disminuyen la expresion de TLR4 y consecuentemente la respuesta celular para
LPS (Kilmartin y Reen 2004), por lo tanto otros mecanismos podrian estar implicados en la

regulacion de la expresion de TLR durante un programa de ejercicio.

2.6.3 Activacion de TLR2 y TLR4 por resistencia al ejercicio

Los NEFAs de cadena larga saturados modulan la respuesta celular mediada por los TLRs
(Shi al. 2006) donde la concentracion de NEFAs extracelular es constantemente
incrementada durante la resistencia al ejercicio, viene la hipotesis de que los TLRs podrian

estar involucrados en la sefializacion celular inducida por una resistencia al ejercicio agudo.

(44, 45)

La regulacion directa de TLR4 por ciertos acidos grasos saturados (SFAs) es parecido a los
componentes de este proceso por que el palmitato y otros SFAs actiian directamente
estimulando la expresion de citocinas pro inflamatorias y activacion de NFkB en cultivo de
adipocitos y macréfagos, por lo tanto Suganami et al. recientemente determinaron que los
acidos grasos libres liberados por los adipocitos hipertroficos pueden senalizar a
macrofagos por lo que TLR4 estimula la liberacion de TNFa. Otros estudios por otros

grupos han mostrado que la deficiencia de TLR4 en ratones pierden susceptibilidad a la
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inflamacion inducida por grasas y resistencia a la insulina y que ratones C3H/Hej son
protectores contra la hiperglicemia e inflamacion de tejido adiposo cuando la sefalizacion

de TLR4 es bloqueada. ¥

Los receptores tipo toll (TLRs) son de interés inmunologico porque son iniciadores de la
respuesta inmunolégica frente a patogenos, las rutas de senalizacién activadas por
diferentes TLRs ha sido motivo de investigacion para los diferentes grupos de
investigadores. La sefializacion de los TLRs involucra a una familia de 5 proteinas
adaptadoras las cuales se acoplan a la regulacion de proteinas cinasa que como
consecuencia conducen la activacion de factores de transcripcion caracteristicos como
Factor Nuclear-kB y miembros del interferon (IFN), familia del factor regulador (IRF
sefalizacion). La clave del dominio de sefializacion, la cual es unica en el sistema de TLR,
son los dominios (TIR) del receptor Toll/Interleucina-1, el cual esta localizado en la cara
citosolica de cada TLR, los receptores y solo los adaptadores. Los adaptadores son My88,
MyD88-adaptador como (MAL, se conoce como TIRAP), proteinas adaptadoras que
contienen el dominio TIR inducida por IFNPB (TRIF se conoce como TICAMI), TRIF
molécula adaptadora relacionada (TRAM se conoce como TICAM?2) y la proteina que
contiene el motivo (SARM). SARM se sabe ha llegado a interactuar con TRIF y por lo
tanto interfiere con funcion de TRIF. Estos hallazgos recientes junto con otros en relacion
en la regulacion bioquimica de MAL y TRAM, lo que lleva a la conclusion del papel de los
5 adaptadores en la sefalizacion de TLR y para proveer por la primera vez y detallar la
descripcion molecular de las primeras fases en la transduccion de sefales y por lo tanto la

iniciacion de la inmunidad innata.
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2.6.4 Como se inicia la sefializacion de TLR

El TLR activado es una potente respuesta inmunomodulatoria, la sefial que es trasmitida
por los TLR puede ser controlada, y la evidencia es clara de que si los TLR son sobre
activados como resultado de infecciones y enfermedades inflamatorias, como se inicia la
sefializacion de los TLRs y como es controlada. TLR4 (receptor de lipopolisacaridos
producto de bacterias gran negativas). ®" Los dimeros de TLRs son preensamblados en un
complejo de baja afinidad antes de unirse al ligando, once unién al ligando, un cambio de
conformacién es el que hace que se unan los dominios de los TLRs en la superficie
citosolica de cada receptor en una proximidad cerrada, creando una nueva plataforma en el
cual la construccion en el complejo de sefialamiento, la dimerizacion de los ectodominios
de cada TLR es parecido a una simétrica consiguiendo que el ligando sea monomérico. Esta
dimerizacion simétrica serd la causa de que los dominios citosolicos de TIR, para ser
asociados simétricamente y consecuentemente forzar una reorganizacion estructural
creando la plataforma de sefalizacion que es necesaria para el adaptador necesario. Sin
embargo, la estructura de cristal de la interface adaptador receptor son requeridos para
definir precisamente como es que los TLR inician la sefalizacion, desde que la sefializacion
es iniciada cada adaptador conduce la activacion de factores de transcripcion especificos.
Por ejemplo, si después de que el TLR reconoce su ligando puede utilizar una ruta de
sefializaciéon dependiente o independiente de MyD8S8, si la via de sefializacion es
dependiente de MyD88 la sefal es conducida via MyD88 y IRAK, cinasa Serina/treonina y
finalmente activa al factor nuclear kB (NFkB), la activacion de NFkB se transloca al nucleo
e induce la expresion de citocinas inflamatorias. Mientras que la ruta de activacion de

MyDS88 es activada por varios tipo de TLRs, la ruta independiente de MyD88 se activa por
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TLR3 y TLR4, en estas rutas IRF3 se activa al mismo instante que NFkB e induce los
genes inducibles de interferon. Se sabe que los TLR pueden ser activados por los acidos
grasos libres FFAs, en los obesos los niveles de 4cidos grasos libres FFAs circulantes en
plasma se elevan, provocando inflamacién sistémica y estrés oxidativo lo cual contribuye a
la patogénesis de resistencia a la insulina, implicando que los FFAs son una causa
importante entre la inflamacion cronica y enfermedades metabodlicas via TLR4. Por lo que
una de las hipotesis es que la ruta de senalizacion del TLR4 en el adipocito puede
desempeniar un papel muy importante en la enfermedad metabolica, por lo que TLR4 esta
directamente involucrado en resistencia a la insulina. La expresion de citocinas
inflamatorias caracteristicas como TNFa e IL-6 se incrementan en el tejido adiposo de
pacientes obesos, y desde que TLR4 se ha considerado como un componente esencial de
inflamacion y controla la expresion de varias citocinas, esto se ha podido demostrar en

estudio con ratones. ©?

Los acidos grasos libres representan una fuente importante de energia movilizada por
triglicéridos almacenados en el tejido adiposo, particularmente durante los periodos de
ayuno, pero hay evidencia que sugiere el papel fisiopatologicas de otros nutrientes simples
pueden también incrementar rapidamente la demanda energética, elevando los niveles en
circulacion de acidos grasos libres, los cuales pueden estar asociados a grasa visceral en
obesidad, incrementando la acumulacion de grasa en los tejidos blanco de resistencia a
insulina. Como podemos observan en la siguiente figura 9 en donde se muestra una

probable ruta se sefializacion para que se de resistencia a la insulina en este contexto.
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Figura 9. Esquema de cascadas de sefializacion TLR4. La activacion de la transduccion de
sefial de TLR4 a través de MyD88/TIRAP y la ruta TRAM / TRIF conduce a la activacion
de la respuesta inmune innata y la inhibicion en la transduccion de sefial de la insulina,
principalmente a través de la fosforilacion de la serina del IRS. La respuesta adicional a la
activacion de TLR4 no muestra La activacion incluida de oxidacion de NADPH,

reordenamiento del citoesqueleto, y la internalizacion de los complejos de TLR4 a los

compartimentos endosomales. ¥

En los diferentes reportes cientificos se reporta que los acidos grasos libres, los cuales son
liberados por los adipocitos via lipolisis inducida por macrofagos naturalmente sirve como
ligando del complejo receptor de tipo toll TLR4, el cual es esencial para el reconocimiento
de LPS, para inducir al factor nuclear kB NFkB en la activacién de macréfagos, por lo que
se cree que TLR4 tiene un papel preponderante en la inflamacion del tejido adiposo. Porque

los macrofagos en el tejido adiposo de obesos esta expuesto a los ‘pacidos grasos libres
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liberados en grandes cantidades por adipocitos hipertrofiados, por mecanismos de
regulacion negativa, por lo tanto los macrofagos son protectores agonistas de la inflamacion

por 4cidos grasos saturados en respuesta del tejido adiposo de obesos. ©

2.7.1 Interleucina 18 (IL18)

La interleucina 18 (IL-18) es una citocina pro inflamatoria pleotropica propuesta por estar
involucrada en la etiologia de la inflamacion crénica, enfermedades inmunes e infecciosas,
tanto la produccion de IL-1B e IL-18 son dependientes de la caspasal la cual convierte a
pro IL-18 en su forma activa. La inhibicion de caspasal resulta en la disminucion de los
niveles circulantes de IL-1p e IL-18 y la reduccién en inflamacién en modelos animales.
74,75

La IL-18 es un miembro de la familia de citocinas de IL-1 y originalmente fue descrita
como interferon gama (IFN-[]). Esta citocina es producida por diferentes tipo celulares
incluyendo macrofagos, células endoteliales, células de musculo vascular liso, células
dendriticas, y células Kupffer, estd es también producida por los adipocitos, pero células
adiposas han sido identificadas como la principal fuente de IL-18 en tejido adiposo.

Los niveles de circulacion de citocina IL-18 se elevan en obesidad y sus niveles
correlacionan directamente con el IMC, adiposidad, resistencia a la insulina,
hipertrigliceremia y sindrome metabdlico, estos hallazgos en obesidad y sindrome
metabodlico son acompanados por un estado inflamatorio moderado crénico. Se cree que la
IL-18 juega un papel fisiologico en homeostasis energética en ratones hembras y machos.
La deficiencia de IL-18 en ratones machos se refleja mas tarde en obesidad existe una
hipdtesis que coincide con los encuentros de que IL-18 es un regulador homeostatico que se

opone al exceso en el balance energético positivo, mientras que los niveles elevados de IL-
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18 en obesidad reflejan una inadecuada compensacion, analogo con lo que ocurre con
leptina. En consecuencia la pérdida de peso y la hiperglucemia 6 el alto contenido de grasa
incrementan la circulacion de IL-18 por lo que se cree que puede ser un anoréxico
endogeno. (56.57) En contraste para muchas otras citocinas pero de una manera muy similar
para IL1p, IL-18 son expresadas como precursores, pro IL-18 la cual es inactiva hasta que
se ancla a la enzima caspasal. Notablemente caspasal por si misma existe como un
precursor inactivo el cual requiere del ensamblaje de un complejo formado por unidades
conocidas como inflamasoma para ser activado. Entonces la secrecion de IL-18 se une e
inactiva por la unién con IL-18, la cual es potenciada por un mecanismo de
retroalimentacion negativa, como respuesta al incremento en la produccion de IL-18,
garantizando la proteccion al tejido dafiado durante una actividad pro inflamatoria no
controlada. IL-18 se une a su receptor el cual consiste en una cadena a la cual es
responsable de la union extracelular de IL-18 y la cadena B la cual es responsable de la
transduccion de sefial intracelular. Aunque las proteinas libres se unen a IL-18 puede unirse
a la cadena a, solo en su fraccion libre es capaz de activar la cadena B. En la siguiente

figura 10 se representa su posible ruta de sefializacion. ¢!
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Figura 10. Regulacion y efectos biologicos de IL 18. La citocina es secretada como un
precursor, pro IL18 la cual es inactiva hasta la escision de caspasal, desde que se secreta
IL18 se une e inactiva por la proteina de union IL18 (IL18-BP) y solo la fraccion libre
puede estimular la sefial de transduccidon via cadena-B del receptor de IL18. Los efectos
bioldgicos son dependientes de la citocina milieu: La IL18 puede estimular la respuesta en
combinacion Th2 con IL2 y puede actuar sinérgicamente con IL12 para estimular a Thl
con respuesta de producciéon de interferon <y caracteristica central de lesion

arterioesclerotica.

IL-18 es una potente citocina pro inflamatoria la cual potencia a la maduracion celular de
células T natural killer, para una mejor produccion de citocinas, quimiocinas y moléculas
de adhesion celular. Los linfocitos CD4+ pueden estimular ambos tipos de respuesta por
celas T cooperadoras (Thl) y Th2 dependiendo de la respuesta en su citocina millieu: La
IL-18 puede estimular la respuesta de Th2 en combinaciéon con IL2 y puede actuar

sinérgicamente con IL12 para estimular la respuesta de Th1 con produccién de IFNy. ¢

2.8.1 Interleucina 33 (IL33)
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Recientemente 1L.-33 se ha descrito como un miembro de la familia IL-1, es un precursor
sintetizado de 30-kDa. Pro IL-33 humana parecida a IL-1B fueron reportadas por ser
atrapada por caspasa 1 in vitro generando un fragmento de 18-kDa madurando a IL-33 el
cual es suficiente para activar la sefializacion del receptor de IL-33 T1/ST2, mas adelante se
volvera a mencionar IL-33 puesto que actlia con otras citocinas en conjunto. *’ Como
miembro de la familia de IL1 la IL33 induce la produccion de citocinas Th2 por interaccion
con el receptor heterodimero ST2 y el receptor de proteina accesoria IL1 (IL-Racp). El gen
ST2 codifica 2 isoforma de la proteina: ST2L un receptor transmembrana y la forma
soluble de secrecion de (sST)2 la cual puede servir como un receptor para 1L33, varias
lineas de evidencia sugieren un papel de IL33/ST2 en la ruta bioldgica cardiovascular. Muy
recientemente se demostrd que la expresion de L33 y ST2 en tejido adiposo humano. Se
ha demostrado que la IL33 tiene un efecto protector agonista en obesidad y diabetes tipo 2 ,
la IL33 induce citocinas como Th2 en tejido adiposo blanco y la polarizaciéon de
macrofagos en tejido adiposo hacia el blanco alternativamente fenotipo activado con
reduccion de masa adiposa y la disminucion de glucosa, tomando juntos esos resultados
demuestran un papel protector para IL33/ST2 durante la obesidad y sugiere la induccién de
citocinas Th2 y la polarizacion alternativa de macroéfagos por manipulacion de la expresion
de IL33, puede ser usado como una estrategia terapéutica para el tratamiento y la
prevencion de de diabetes tipo 2 en pacientes obesos. 73¢9

En el fenotipo obeso también estd presente esta citocina IL-33 lo puede ocasionar que se
asocie a enfermedades como el sindrome metabolico causado principalmente en este
fenotipo. Como ya se sabe el tejido adiposo produce una gran variedad de adipocitocinas
que pueden influenciar en diferente grado el funcionamiento biolodgico especialmente en el

balance energético, metabolismo de lipidos e insensibilidad a la insulina, el principal grupo
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de adipocitocinas estan relacionadas a inflamacion, en las que se incluye algunas antes
mencionadas y otras que se mencionaran mas adelante y otras que no se mencionan en este
escrito como: TNFa, IL-6, IL-18, IL-1pB, IL8 y MCP estas dos ultimas no se mencionan en
el escrito. La fuente de estos mediadores de inflamacion pueden ser componentes de ambos
adipocitos y pre adipocitos del tejido. Dentro de la familia del gen de IL-1 esta IL-33 que
es muy parecida a IL-18. IL-33 es sintetizada como un péptido de 30kDa el cual es
escendido por la caspasa 1 para formar un péptido maduro activo de 18 kDa. IL-33
ampliamente expresada en el tejido adiposo, pero especificamente localizada dentro de los
tipos celulares caracteristicos como células de revestimiento, células del musculo liso. Las
citocinas median sus efectos atreves de la unioén de esta a la membrana donde se encuentra
su receptor, IL-1RL1 (ST2) y la proteina accesoria, IL-1RAP la que es comun para IL-18.
En contraste para IL-1p y IL-18, IL-33 se cree que tiene propiedades anti inflamatorias y el
manejo esencial de Ty en la respuesta, aunque se ha reportado también la respuesta de
Tul. Se cree que IL-33 puede estar asociada a las areas del tejido inflamatorio en
enfermedad de Crohn’s y artritis reumatoide, en consecuencia se ha propuesta un papel dual
para IL-33 el cual puede actuar como una sefial nuclear y esto es muy similar al que se
identifico para IL-la. 7 ™ Desde que se sabe que los adipocitos expresan genes clave
como la IL-1f genes que son miembros de la familia IL-1p e IL-18, se sabe que el gen de la
IL-33 y los genes que codifican a su receptor son expresados en el tejido adiposo humano y
en los adipocitos y pre adipocitos, mientras que también se cree que la expresion de IL-33
es modulada por TNFo. " "™IL-33 induce la respuesta T-tipo cooperador (Th) en la
respuesta inmune caracteristica de defensa para enfermedades causadas por nematodos y
enfermedades alérgicas, a IL-33 originalmente se le identifico como “DVS27” un gen sobre

regulado en arterias cerebrales vaso espasticas después de una hemorragia sub aracnoidea
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y como un factor nuclear, “factor nuclear para las vénulas altas endoteliales (NF-HEV)” la
cual es expresada en células endoteliales nucleadas. El primer receptor de IL-33 se
identifico como IL-1 molécula receptora parecida a la terminacion ST2 (el simbolo del gen
fue IL1RL1) por Tominaga en 1989. ST2 subsecuentemente se encontrd por ser expresado
preferencialmente en células Th2 e iniciar muchas de las investigaciones en alergia.
Receptor de IL-33 y la transduccion de sefial

El receptor de IL-33 estd formado por una molécula heterodimerica y consiste de proteinas
accesorias como ST2 y IL-1 (IL-IRAcP como lo muestra la figura 11). IL-1RAcP es
también conocida como un componente comun de receptores paralL-1a, IL-1p, IL-1F6, IL-
1F8 e IL-1F9.

Figura 11
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Cell activation
Receptores heterodimericos para la familia de IL-1 (IL-1).Los receptores de IL-1 e IL-33
comparten el receptor de proteinas accesorias (IL-1RAcP) amplificando la sefial de su
receptor. ) Durante la defensa contra patogenos la respuesta inmune innata mediada por
células reconocen patrones moleculares via TLRs resultando en induccioén de inflamacion,
en consecuencia factores endogenos pro inflamatorios llamados “dafio asociado a patrones
moleculares (DAMPs)” (también llamados “alarmas™) los cuales son liberados por células
necréticas en el tejido danado durante el trauma y o la infeccidon, también provoca
inflamacion sistémica o local, por células del sistema inmune adquirido convirtiendose en

sefiales enddgenas peligrosas.
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2.9.1 CASPASA 1

Las Caspasas son una familia de proteasas cisteina que regulan la apoptosis y la
inflamacion, las Caspasas se dividen en dos sub familias basadas en sus principales
funciones in vivo, subfamilia pro apoptdtica o subfamilia pro inflamatoria. 7

La caspasa 1 es una caspasa pro inflamatoria que regula la produccion de citocinas y la
migracion de leucocitos durante la infeccion de patdgenos, pertenece a la familia de
proteasa cisteina y regula apoptosis e inflamacion, las caspasas se dividen en dos sub
familias basadas en sus principales funciones in vivo, sub familia pro apoptdticas o
subfamilia pro inflamatoria. Las caspasas 3, 6, 7, 8, 9,10 median los eventos apoptoticos
terminando en muerte celular, mientras que caspasas 1,4, son caspasas proinflamatorias, la
activacion de caspasa 1 resulta en el anclaje y activacion de citocinas pro inflamatorias
como interleucina 1-f e interleucina 18 como lo vimos en la figura 10. La importancia de la
activacion de la caspasa 1 resulta en el anclaje y la activacion de citocinas proinflamatorias
como IL1B y la IL1-8, auque la caspasa 11 no interviene directamente en el proceso de
pro ILIB, la coexpresion de caspasa 1 promueve la actividad de caspasa 1 en el
procesamiento de pro-IL1B. La deficiencia de caspasa 11 y 1 en los ratones se desarrollan
normalmente pero tienen una anormalidad en la maduracion de IL1 y son resistentes a los
efectos letales de endotoxinas las cuales indican la importancia de la propia regulacion de
las caspasa proinflamatorias en la defensa. La accion de la caspasa 1 en la maduracion de
IL1B y la IL18 es un paso importante en la cascada de eventos inflamatorios los estudios

han sido limitados para investigar el papel de la génesis del dolor e inflamacion. &% ¢ ¢1-63)
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Es la responsable del procesamiento y liberacion de IL-1B e IL-18, dos citocinas que son
criticas para inflamacion. Por consecuencia la deficiencia de caspasa 1 en ratones (caspl-/-)
tienen un defecto en la maduracion de pro IL-1f y pro IL-18 y son resistentes a la
induccién de LPS en el choque endotoxico. Posteriormente el tratamiento a ratones con un
inhibidor selectivo de caspasa 1 reduce la induccion de colageno en artritis. En este
contexto la caspasa 1 fue considerada como un blanco importante en el control de
enfermedades inflamatorias. Aunque la accion de caspasa 1 en la maduracion de IL-1P e

IL-18 como un paso importante en la cascada de eventos inflamatorios hay estudios muy

limitados en que investigan el papel y la génesis del evento inflamatorio. **
Figura 12
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El complejo molecular de inflamasoma es muy grande y controla la actividad de caspasa 1.
I La activacion de receptores o patrones de reconocimiento de receptores caracteristicos
como los TLRs que inducen la respuesta de Pro IlI-1f y NLRP3. (II) en un segundo paso
NLRp3 de inflamasoma ensambla su blanco con niveles de potasio intracelular bajo y la
unioén de un ligando especifico que es generado por la actividad proteolitica. ®” después
del dafio lisosomal o por la accion de ROS. El ensamble de NLRP3 en el inflamasoma
resulta en la activacion de la caspasa 1 la cual activa proteoliticamente la familia de
citocinas de IL-1PB.La produccién de citocinas pro inflamatorias de la familia de IL-1
pueden actuar en otros tipos de células y alimentarse de la misma célula L a altas
concentraciones de oxigeno pueden también conducir a una desactivacion directa de
caspasa 1.

Figura 13
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El inicio de la activacion es esencial para secrecion en el inflamasoma de NLRP3 e IL-1p.
PRR y el receptor de citocinas activan la expresion de las forma pro de la familia de
citocinas IL-1 y otras citocinas. En consecuencia NLRP3 y posiblemente otras proteinas
necesitan la induccion de secrecion de IL-1f. La sobre regulacion de NLRP3es requeridad

por su activaciéon por ATP, las toxinas forman los poros o cristales. *

2.10.1 Esteroil Coenzima Desaturasa (SCD1)
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Stearoyl1-CoA Desaturasa SCD1 mejor conocido como un potenciador del sindrome
metabolico, este sindrome ha llegado a ser una guia de salud para los paises desarrollados,
este sindrome es una coleccion de anormalidades metabdlicas incluyendo obesidad
abdominal, hipertension, resistencia a la insulina, hipertrigliceremia, y bajos niveles de
HDL. Recientemente el sindrome metabdlico ha mostrado ser un predictor de enfermedades
cardiovasculares arterioesclerdticas en humanos. Por lo tanto los blancos terapéuticos del
sindrome metabdlico son activamente utilizados para combatir la enfermedad y SCDI1 es el
que ha dado el frente. Por catalizar la conversion de acidos grasos de cadena larga saturados
6 acidos grasos mono insaturados, SCD1 promueve multiples aspectos del sindrome
metabolico, de hecho en los ratones carentes de SCDI1 estdin muy protegidos de dietas
inducidas que ocasionan obesidad genéticamente, esteatosis hepatica, hipertrigliceremia y
resistencia a la insulina. En ratones SCD1 tiene una inapropiada biosintesis de lipidos
neutrales hepaticos, la hipdtesis de de que la inhibicion de SCD1 deberia disminuir la
produccion hepatica de MUFA-ricos en esteres de colesterol y triglicéridos, por lo tanto la
proteccion agonista de hiperlipidemia y la arterioesclerosis. Para probar esta idea
caracterizaron SCD1 de un modelo de raton de hiperlipidemia y arterioesclerosis. Los
resultados de este estudio demostraron que el sindrome metabdlico puede ser disociado por
arterioesclerosis en ratones y prevenir que la acumulacion de SFA se ha visto que la

inhibicion de SCD1 puede promover la inflamacion y arterioesclerosis. ¥

como podemos
observar en la siguiente figura 11 (probablemente esto pasa también en el adipocito) de

como actua SDCI1 en el higado.
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Figura 11. El mecanismo propuesto por el cual SCD1 promueve la inhibicion de
arterioesclerosis, la inhibicion de SCD1 en el higado resulta en la secrecion de particulas de
VLDL que estan altamente enriquecidas en acidos grasos saturados SFA ricos en esteres de
colesterol CE y parecidos a otros metabolitos de SFA los cuales son metabolizados para
SFA-CE ricas en particulas de LDL. Estos SFA-CE ricas en LDL entregando abundantes
SFA en macréfagos, los cuales también disminuyen la expresion de SCDI1 resultando en
alteraciones en la composicion de la membrana lipidica potenciando el manejo de TLR4
fosforilacion tirosina de STAT1 y al final potencia la secrecion de citocinas inflamatorias.
Este fenotipo pro inflamatorio promueve arterosclerosis. ¥

Un tratamiento efectivo contra la obesidad es un elemento clave para el sindrome
metabolico, es una necesidad urgente pero ausente en la actualidad. SCD1 es una enzima
con una velocidad limitada para catalizar la conversion de acidos grasos de cadena larga
saturados a acidos grasos mono insaturados ya que son los principales componentes de los
triglicéridos in vivo. Uno de sus sustrato es palmitoyl-CoA (16:0) y esteroyl-CoA (18:0) los
cuales son convertidos en palmitoleoyl-CoA (16:1) y oleoyl-CoA (18:1) respectivamente

como se muestra en la siguiente figura 14 .
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Figura 14
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La perdida de accion de SCD en el metabolismo de lipidos y almacenaje energético. En la
presencia de SCD 1 los acidos grasos saturados hepaticos (SFA) son convertidos en su
interior en acidos grasos mono insaturados lo que incrementa la maduracion de SREBPIc,
lipogenesis y la sintesis de triglicéridos/colesterol. En la ausencia de SCD-1 (SCD -1 -/-) la
incapacidad de la desaturasa hepatica SFA conduce a la incapacidad de sobre regulacion de

lipogenesis de nové via SREBPIc y el almacenaje como triglicéridos. Por lo tanto f-
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oxidaciéon y el incremento del desacoplamiento (no mostrado) para disminuir los
triglicéridos y VLDL. *

Los acidos grasos mono insaturados son el principal componente de triglicéridos, esteres
de colesterol y fosfoloipidos. Surge evidencia que sugiere que el papel que juega SCDI es
muy importante para el metabolismo de los lipidos y el control del peso corporal. El
mecanismo detallado por el cual la deficiencia de SCDI1 afecta el peso corporal y al tejido
adiposo no se entiende claramente. La leptina podria ejercer sus efectos metabolicos para
inhibir a SCD1. Un estudio en ratones knockout para SCDI1 tienen una actividad
incrementada de proteina cinasa activada AMP la cual podria ser la responsable de la
regulacion de algunos de los genes importantes en el metabolismo de los lipidos.
Recientemente se sabe que la deficiencia de SCD1 incrementa la expresion basal de
proteinas desacopladoras (UCPs), 1-3 y B3-receptor adrenérgico (3-ARs) en el BAT e
incrementa la termogénesis basal. Con varios estudios que se han realizado con ratones
sugieren que la deficiencia de SCDI reduce el peso corporal y tejido adiposo por un

. . 82
incremento basal en el metabolismo en ratones. ¥

También se ha reportado que la
actividad elevada de SCDI1 como se indica por un elevado indice de desaturacion (la
proporcion de oleato para stearoyl-CoA o 18:1/18:0) esta estrechamente correlacionado con
altos niveles en el plasma de triglicéridos en humanos. En consecuencia parece que la
inhibicion de SCD1 puede representar un nuevo enfoque para el tratamiento del sindrome
metabodlico en humanos, sin embargo la interpretacion en los resultados de los estudios en
modelos genéticos con deficiencia de SCD1 fueron complicados desde el desarrollo de

alopecia en ratones deficientes de SCD1 o perdida de pelo. Mas bien la inhibicion de SCD1

conducen a una reprogramacion mas amplia de vias que regulan el metabolismo de lipidos



75

y esta reprogramacion caracteristica que tiene trae sobre el fenotipo metabolico, la base

. 58384
molecular propuesta se ve en la siguiente figura 15. %8

Figura 15
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Base molecular propuesta para SCD1 ASO -mediador de efectos metabdlicos en ratones.
SCD1 ASOs en WAT y BAT reducen directamente los niveles de SCD1 en el higado.
SCD1 ASOs también reducen SCD1 en WAT y BAT, sin embargo mientras la reduccion es
debido a efectos directos o indirectos desconociendo lo demas. En el higado la reduccion de
SCDI1 conduce a un incremento primero en los niveles de CPT1 y mas tarde la
disminucién de SREBP1c, FAS, ACC1 y ACC2 esto es posible bajo la regulacion de FAS,
ACCI1 y ACC2 puede ser rio debajo de la transcripcion del factor SREBP1c, en WAT la
disminuciéon de SCD1 conduce a la reduccion de FAS, en BAT y la reduccion de
SCD1conduce primero al incremento de UCP2 y después de UCP3 y B3-AR. ¥

El papel especifico de SCD en los tejidos y su diferenciacion en cultivos celulares se

detalla a continuacion en la figura 16.

Figura 16
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Diferenciacion celular y el mecanismo molecular para su diferenciacion y la expresion de
genes a través del tiempo en una linea celular de raton fibroblastos (pre adipocito) que se
someta a diferenciacion de células grasas (adipocitos) en cultivo celular. Durante el
proceso de diferenciacion los niveles de expresion de un gran numero de genes especificos

de lipidos incrementan su expresion tal es el caso de SCD1. ¥

2.11.1 Esterol-regulador-elemento-proteina de union SREBP1C

El papel de proteina de unién al elemento regulador de esterol SREBPlc ha sido
establecido como un factor de transcripcion en la sintesis de lipidos especificamente en la
sintesis de colesterol y acidos grasos. SREBP1c tiene caracteristicas Unicas, primeramente
es un componente proteinico que se encuentra unido a la membrana y su parte activa N-
terminal entra al nucleo para activar genes blanco después de una escision proteolitica el
cual requiere de una molécula sensible a esterol, la proteina activada SREBP y es
importante para la regulacion de esterol (SCAP), secundariamente ellas se unen y activan
esterol-regulacion (SREs) que contienen promotores asi como algunas E-boxes los cuales
hacen elegibles a SREBP para regular ampliamente el ritmo de genes relacionados a los
lipidos. Finalmente existen tres isoformas de SREBP-la-1c y 2 tienen tres papeles
diferentes en la sintesis de lipidos. En estudios in vivo en ratones transgénicos y knockout
sugieren que SREBP1 estd involucrado en el metabolismo de los lipidos incluyendo acidos
grasos y metabolismo de glucosa e insulina, mientras que SREBP2 es especifica para

sintesis de colesterol. * La estructura de SREBP se muestra se muestra en la figura 17.
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Figura 17

SREBP-1c

Estructura del dominio de SREBP1c

ADD1/SREBP-1c en adipogenesis

SREBP-1c fue clonado como un factor de transcripcion para genes involucrados en
adipogenesis y designados como diferenciaciéon y determinacion del adipocito factor 1
(ADDI). ADD1/SREBP-1c¢ ha sido implicadopor estar involucrado en adipogenesis por
activacion de PPARy gen maestro para la adipogenesis. Se reporto que ADDI activa al
promotor de PPARy 1 y 3 e induce directamente la transcripcion de PPARy. Resulta ma
interesante la induccidén en la produccidon o la secrecion de ADD1 de alguna molecula
relacionada a los lipidos las cuales pueden estar relacionadas a PPARy. Las moléculas de
los lipidos podrian ser ligandos endégenos para PPARY y la clave para la adipogenesis. Sin
embargo el papel de ADD1/SREBP-1c en la adipogenesis y la lipogenesis en el tejido

adiposo se ha visto que es muy complejo y no sencillo. En ratones knockout tienen una
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pérdida significativa de grasa pero la adipogenesis y lipogenesis fueron gravemente
anormales, atraves de esto podrian ser explicados por una compensacion en la activacion de
SREBP-2. La sobre expresion nuclear de SREBP-1c¢ de algin modo grasa-especifica
usando un promotor aP2 en ratones transgénicos con algiin dafio en la diferenciacioén del
tejido adiposo, causando disminucion en la cantidad de grasa y una severa resistencia a la
insulina y hiperinsulinemia. Esto se opone a las observaciones que conducen a especular
que el tiempo y la cantidad de expresion de ADD1/SREBP-1¢ puede ser importante para
la adipogenesis. ¥ #¢- %% %

Para hablar de SREBPIc, tenemos que mencionar que la expresion del gen GLUT4
(transportador de glucosa isoforma tipo 4) en los adipocitos esta sujeta a al control
metabodlico y hormonal. Cuando la expresion del gen GLUT4 aumenta, los niveles de
RNAm de SREBPIc (esterol-regulador-elemento-proteina de unioén) en el tejido adiposo
también se incrementan por retroalimentacion. ADD1/ SREBPI1c (factor dependiente de
diferenciacion y determinacion del adipocito, esterol-regulador-elemento-proteina de union
lc), es un factor de accion trans que regula la transcripcion de genes involucrados en
sintesis de acidos grasos y colesterol y se expresan abundantemente en higado y tejido
adiposo, en el higado se ha documentado el papel SREBPlc como un activador
transcripcional mediador de insulina de genes involucrados en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos. A pesar del papel establecido de SREBPIlc en el higado, la
influencia de SREBPIc en GLUT4 y otros genes involucrados en el metabolismo de
carbohidratos en los adipocitos no estd clara. Se ha identificado que SER (elemento de
respuesta a esterol) en la region promotora de GLUT4, también se ha demostrado que
SREBP1c media directamente sobre regulacion de GLUT4en el tejido adiposo por un ciclo

de répida retroalimentacion en ratas tratadas con STZ que han sido tratadas con
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insulina. GLUT4 se expresa en musculo esquelético, corazon y tejido adiposo.GLUT4 juega
un papel principal en el transporte de glucosa estimulado por la insulina en esos tejidos, con
captacion de glucosa y ocurre cuando la insulina estimula la translocacion de GLUT4 para
el pool intracelular en la membrana plasmatica. En consecuencia la actividad intrinseca de
GLUT4 puede ser también regulada por modificacién covalente. En el higado SREBPIc es
donde mejor esta documentado como un mediador transcripcional activador de genes
involucrados en el metabolismo de carbohidratos y lipidos. El papel establecido de
SREBPIc en el higado y la influencia de SREBP1c en GLUT4 y otros genes involucrados
en el metabolismo de carbohidratos en adipocitos no es claro. ¢

En la siguiente figura 12 observamos el mecanismo de sefializacion en la cual esta

involucrada otra molécula que se describiran mas adelante pero que también actia en la

misma ruta de sefalizaciéon como: SREBP1cy LXR.
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Figura 11. Posible mecanismo molecular de adipogenesis e inflamacion inducida por dieta

alta en grasas, esta induce cambios en expresion de proteinas como Galanin R1 Y R2
PCKS$ y p-ERK, con cambios subsecuentes en las expresiones de Cyc-D y E2F1, los cuales
estan implicados en la cascada de adipogenesis de Galinin en el tejido adiposo epididimal,
Los factores de transcripcion rio debajo de adipogenesis (PPARy2, C/EBPa, SREBPIc y
LXR y otros genes blanco (FAS, LPL, aP2 y Leptina) fueron también suprimidos por la
dieta en tejido adiposo de ratones. TLR4 usa a MyD88 y MyD88-dependiente de ruta, TRIF
se asocia con TBK1 y IKKi, el cual en algin momento conduce a p-IRF3, la dieta puede
inducir cambios en la expresion de TLR4 y moléculas rio abajo (My88, Tirap, TRIF,
TRAF6, IRFS, p-IRF3 y NFkB) con subsecuentes cambio de citocinas (TNFa, IFNa IFNf
e IL6), los cuales estan implicados en la cascada de sefializacion pro inflamatoria en tejido

adiposo epididimal. ¢®
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2.12.1 Interleucina 1 (IL-1B)

IL-1B citocina de inflamacion y que estd regulada directamente por caspasal y es
dependiente de esta ya que la deficiencia de esta caspasal inhibe la maduracion de IL-18, y
tiene resistencia a un choque endotéxico inducido por lipopolisacaridos. Se tienen
evidencias de que IL1P y TNFa estimulan la liberacion de IL-8, mientras dexametazona la
inhibe. “® Siguiendo con la identificacién de la hormona leptina en el adipocito como un
regulador fisioloégico de balance energético a lo largo del cuerpo el trabajo se empieza a
definir como una ruta critica neuronal que mediante su comportamiento y efectos
metabolicos. Las sefales de melanocortina neuronales juegan un papel clave desde la
interrupcidon genética o farmacoldgica de sefiales de melanocortina que bloquean la
sefializaciéon y la accion de leptina e invariablemente conllevan a obesidad. Varios
encuentros también implican la citocinas proinflamatorias como la IL18 como un mediador
de la accidén de leptina en el cerebro. Primero la leptina induce anorexia previniéndolo por
la administracion intracerebroventricular de un receptor agonista como IL1. En
consecuencia se ha demostrado que la administracion exdgena de leptina incrementa la
sefalizacion hipotalamica de IL1p, soportando un papel potencial de IL1 mediando los
efectos de leptina en el SNC. A diferencia de las mutaciones que interrumpen la
sefializacion de leptina y melanocortina, sin embargo la mutacion blanco de receptores de
IL1 no causan obesidad en ratones, cambiando la nocién de que esta ruta de sefializacion
juega un papel fisiologico en la homeostasis energética. °©

La inflamacion esta asociada con obesidad y Resistencia a la insulina las citocinas

proinflamatorias producidads por el tejido adiposo en obesidad podria alterar la
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sefializaciéon y accion de insulina. Se ha demostrado con estudio la relacion entre la
cantidad de IL-1p y sindrome metabodlico o diabetes tipo 2, sin embargo la capacidad de IL-
1B para alterar la sefializacion y la accion de la misma requiere se explorada. En un estudio
se demostr6 que los restos de IL-1B incrementan la translocacion de Glut 1 y la ingesta
basal de glucosa en adipocitos 3T3-L1, en este mismo estudio el tratamiento prolongado de
IL-1B reduce la ingesta de glucosa por insulina-inducida, mientras que un tratamiento
agudo no tienen efecto, el tratamiento cronico con restos de IL-1B disminuyen la expresion
de Glut 4 e inhibe marcadamente su translocacién a la membrana plasmatica en respuesta a
la insulina. Este efecto inhibitorio fue durante Ifia disminucion en cantidad de IRS pero no
en la expresion de IRS2 en ambos adipocitos humanos 3T3-L1. La disminucion en cantidad
de IRS1resulta en la reduccion de fosforilacion de tirosina y la alteracion de activacion de
PKB e insulina-induccion y fosforilacion de AS160. La inhibicion farmacologica total de
ERK inhibe la regulacion rio abajo de IL-1B-inducida y de RNAm de IRS-1. Sin embargo
la expresion de la proteina de IRS-1 y la activacion de PKB e insulina-inducida, la
fosforilacion de AS160 y la translocacion de Glut 4 fue recuperado parcialmente siguiendo
el tratamiento con el inhibidor de ERK. Esos resultados demostraron que IL-1f reduce la
expresion de IRSI1 a niveles bajos de transcripcion atraves de un mecanismo que es
dependiente de ERK y un efecto pos transcripcional bajo independiente de la activacion de
ERK, el objetivo de IRS1, IL-1P es que son capaces de alterar la accion y la sefializacion
de insulina y esta podria participar en conjunto con otras citocinas en el desarrollo de

91, 92, 93,94 . . .
72 727 Estudios recientes sugieren que IL-1B3

resistencia a la insulina en adipocitos.
podria estar involucrada junto con otras citocinas en resistencia a la insulina, en

consecuencia en un estudio con individuos con niveles altos en circulacién de IL-1p e IL-6

tienen un incremento al riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 comparados con individuos
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que tienen concentraciones altas de IL-6 pero niveles no detectables de IL-1p, por lo tanto
las concentraciones de IL-1p se elevan en no-diabéticos offspring de individuos diabéticos t
se correlacionan con el sindrome metabdlico, finalmente la expresion de ambas IL-1B y su
receptor se incrementan en tejido adiposo visceral de individuos obesos. °' °*** % En la

siguiente figura 18 se observa una via de activacion de IL-f via NFkB.

Figura 18
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Activacion de NFkB por via de sefializacion de IL-1p en medio de cultivo HEK-Blue, las
células IL-1pB fueron estimuladas por diferentes citocinas (IFN-a, IFN-f, IFNy, IL-1p, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, y TNFa). La produccion de SEAP fue detectada solo siguiendo

la estimulacion de IL-1p.°*

2.13.1 NLPR3

Nlpr3 es una proteina de 1016 aminoécidos transcrito por el gen ciasl, el cual esta

localizado en el cromosoma 1g44 y consta de 9 exones, la arquitectura de Nlpr3 se asemeja
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a un subconjunto de maquinaria que involucra genes de resistencia a enfermedades en la
respuesta hipersensible contra la maquinaria virulenta de patégenos (Lamkanfi and Dixit,
2009). La presencia de su centro accion de Nlpr3 esta centralmente en su motivo NOD
(también referido como dominio NBD o NACHT) con todos los miembros de NLR
(Kannegati et al; 2007b). El motivo NOD esta flanqueado por N-terminal por un dominio
pyrin permitiendo interacciones homotipicas con la proteina adaptadora bipartita asociada a
apoptosis que contiene una proteina parecida a una mancha CARD (ASC), en el
inflamasoma de Nlpr3, en el carbono terminal de Nlpr3 contiene un arreglo de 12
repeticiones ricas en leucina (LRR) se cree que su motivo para que se involucre es
modulado por la actividad de Nlpr3 y en ese sentido los ligando de microorganismos como
alarmas enddgenas. Se menciona esto porque en la obesidad se presenta la inflamacion bajo
otro concepto, pero que los mecanismos pueden ser muy similares en cuanto a la
activacion de estas rutas de sefializacion en la siguiente figura se puede resumir que la
activacion de Nlpr3m conlleva a la activacion y sintesis de otras citocinas que ya se

. 68, 69, 70, 71
comentaron anteriormente. (68, 69,70, 71)
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Figura 13. Resumen de las rutas de senalizacion Nlrp. El ensamble y activacion de caspasa
l,dentro del citosol el complejo inflamasoma Nlrp es inducido por varios estimulos
incluyendo la uniéon de ATP en el receptor purionergico P2X5, los iondforos nigercin y
maitotoxin, 3 amiloide sustancia cristalina. Nlrp ha sido propuesto como un flujo de salida
de potasio. La generacion de ROS por NADPH complejo oxidasa y la ruptura de la
membrana lisosomal en respuesta a ese estimulo, una vez activada Nlrp en el inflamasoma,
caspasa 1 se ancla en su sustrato IL1p, IL18 y caspasa 7, formas bioldogicamente activas en
(67)

el interior.

Receptores en senalizacion del sistema inmune inician la orquestacion de la inflamacion

La inflamacion es el blanco de la respuesta a los agentes infecciosos, tejido danado o
células dafiadas por toxinas, el encuentro de agentes nocivos por las células inmunes llegan
a activar y liberacion de un arreglo de factores que conducen a conocer mejor los signos
clinicos de inflamacion, rubor, calor, dolor, tumor y funcion. La estructura inflamada
dentro del tejido local y conduce al reclutamiento de varias células inmunes con la

actuacion en concierto de la células del tejido local para eliminar los agentes infecciosos,
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sanar el tejido dafado e iniciar el proceso de reparacion del tejido. Esta inflamacion
responde a los efectos protectores que tiene el tejido blanco al posterior dafio del tejido, sin
embargo bajo ciertas condiciones la respuesta inmune por si misma puede dafiar el tejido o
resultan en un proceso de inflamacion croénica, esta inflamacion responde al resultado de la
activaciéon de cumulo de células derivadas y sus mediadores (Ejemplo quimiocinas,
citocinas, péptidos de antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno y especies de
nitrogeno) y la cascada de activacion bioquimica originada en el compartimiento vascular
(Ejemplo complemento, coagulacion y sistema fibrinolitico).”” La meta inflamacion,
inflamacion cronica de bajo grado es crucial en la patogénesis de obesidad y asociada a
enfermedades relacionadas como resistencia a insulina, la obesidad humana y en los ratones
muestra una inflamacion crénica y bloquea varias rutas de inflamacién y mejora la accion
de la insulina y reduce la patogénesis metabolica, aunque la meta inflamacion es un blanco
para las sefiales metabolicas, como el exceso de nutrientes interfiere con los factores
genéticos que inician y sostienen la inflamacién en el tejido no estdn completamente
entendido, definir los blancos moleculares y los sensores celulares que inducen la
inflamacion y esta es una teoria de valor terapéutico. En el inflamasoma Nlpr3 es una
proteina del complejo citosolico que consiste en regular la sub unidad Nlpr3 el adaptador
Asc y el efecto de la sub unidad de caspasa 1, este es activado por sefiales peligrosas
caracteristicas de os componentes de células necréticas o tejido dafiado o sustancias
exdgenas toxicas. En el inflamasoma la activacion de Nlpr3 guia a caspasa 1 dependiendo
de la produccion de citocinas pro inflamatorias IL-1p, IL-18 a diferencia de muchas otras
citocinas IL-1p y IL-18 son sintetizados como precursores citosolico latentes que requieren
de la secrecion y procesamiento de caspasa 1como se muestra en la figura 19 referente a las

~ . 96
sefiales peligrosas.



Figura 19
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La activacion de Nlpr3 en el inflamasoma en el tejido adiposo de obesos contribuye a la
patogénesis relacionada con a obesidad. En macréfagos las senales peligrosas
caracteristicas como las ceramidas presentes en el tejido adiposo de obesos activan a
caspasa 1 por Nlpr3 en el inflamasoma. Esto conduce al procesamiento y secrecion de IL-
1B y otros factores que promueven la inflamacion del tejido. La activacion de Nlpr3 en
inflamasoma en adipocitos también regulan la inflamacion, sensibilidad a insulina y la
diferenciacién del adipocito. *°

Durante la obesidad las células inmunes se activan aun en ausencia de agentes infecciosos,
la obesidad es una inflamacién moderada cronica en ese estado activa varias patologias
como diabetes tipo 2, defectos de inmunidad, arterioesclerosis, ciertos canceres y
disfuncion del sistema nervioso central y demencia. La activacion de macréfagos del tejido
adiposo dentro de los depositos de grasa es acoplado con el desarrollo de obesidad
induciendo un estado pro inflamatorio y resistencia a la insulina, la activacion de

macrofago M1 se activan clasicamente a expensas de macrofagos M2 anti inflamatorios y
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han sido casualmente parecidos al desarrollo de inflacion del tejido adiposo y sindrome
metabolico. En un estado pato fisioldgico y acertadamente nombrado meta inflamacion este
reconoce a varias citocinas pro inflamatorias incluyendo alL-1B que esta implicada en la

interrupcion de sefializacion de insulina como lo podemos observar en la siguiente figura

20. 97, 98
Figura 20
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Modelo hipotético de activacion Nlpr3 en inflamasoma en obesidad. En la ausencia de

sefales peligrosas en un estado saludable los macréfagos residentes del tejido y las células
T pueden participar en el mantenimiento y la funcion del tejido adiposo. En la obesidad en

ese sentido Nlpr3 del inflamasoma asociado a sefiales peligrosas en obesidad como
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ceramidas conducen a la auto activacion y produccion de caspasa 1 , IL-1B y IL-18 por
moléculas asociadas a patégenos ATMs . Sefales secundarias que activan a ATMs por
efecto de las células T adiposas (definidas como CD44 CD62L )mantienen un efecto
reciproco pro inflamatorio llevando hacia delante la cascada de obesidad conduciendo
resistencia a la insulina, ROS (especies reactivas a oxigeno). °

Existen nutrientes que regulan el flujo metabdlico y homeostasis aunque el control
transcripcional y translaciones depende de las concentraciones de enzima y la modulacion
alosterica de actividad enzimatica. El tejido adiposo blanco es visto como un 6rgano
dindmico con una gran reserva de energia que puede ser movilizada durante la privacion de
alimentos con la liberacion de acidos grasos para la oxidacion en otros 6rganos, por lo que
el volumen del tejido adiposo se incrementa por almacenar en periodos con balance
energético positivo y disminuye cuando el gasto energético se excede comparado con la
ingesta. Las células adiposas son derivadas de células stem pluripotenciales y el proceso de
adipogenesis involucra una red de comunicacién compleja entre varios factores de
transcripcion algunos de los cuales son sensores para nutrientes, metabolitos y hormonas.
Obviamente la lipogenesis el desarrollo y la funcion del tejido adiposo es responsabilidad
de los cambios de dieta y de la dieta por si misma ejemplo los carbohidratos, 4cidos grasos
y otros metabolitos que inducen la apropiada programacion celular via sensor de nutrientes,
que hacen que los nutrientes sean correctamente procesados y almacenados. Se conocen
muy bien los integrantes del control homeostatico de energia y glucosa, acidos grasos,
triglicéridos y metabolismo de lipoproteinas que son receptores de PPARs y receptor
retinoide LXR que regulan el colesterol y el metabolismo de los acidos biliares. Estos
receptores nucleares se unen a una secuencia especifica en la regiéon promotora de muchos

genes y el control de la transcripcion de genes especificos en respuesta a las sefiales de
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nutrientes. Un aspecto relevante de la sefializacion de los nutrientes en WAT es el papel
potencial de los adipocitos en la consecuencia fisiologica de la obesidad, lo mas importante
de la obesidad es el factor de riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, una enfermedad
caracterizada por resistencia a la insulina, hipo secrecién de insulina y hiperglicemia. En
consecuencia para almacenar en los compartimientos la grasa, los adipocitos actian como
células secretorias enddgenas que liberan una multitud de factores internos en el torrente
circulatorio. Estos factores colectivamente designados adipocitocinas se cree que regulan

el metabolismo energético y o el crecimiento de tejido adiposo para o endocrino.

III JUSTIFICACION

El problema de obesidad en nuestro pais sigue en aumento, ubicandonos en segundo lugar
a nivel mundial, motivo por el cual genera el interés para ser analizado desde el punto de
vista molecular , y encontrar marcadores genéticos que nos brinden informacién de la

susceptibilidad o resistencia a tratamientos enfocados a reducir de peso.
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Debido a que la obesidad ademas que esta ultima es un problema de salud publica primario
provocando enormes gastos en la economia de nuestro pais. El gen de leptina, sus
receptores y moléculas como TNFa, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10, IL18, IL33, NLPR3,
CASP1, SCD1, SREBPI, IL1B, LXRa, ABCA1, UCP3, AdipoR1, AdipoR2 y TNFa estan
estrechamente relacionados con la induccion de procesos inflamatorios y la obesidad esta
definida en parte como un proceso inflamatorio crénico moderado. Es importante entonces
estudiar en poblacion mexicana la obesidad se estima en millones de personas por lo que
estamos hablando de un poco mas de 70 % de la poblacion Mexicana. Estas cifras
alarmarian a cualquiera que fuere responsable del futuro econdémico y el bienestar de
Meéxico. El hecho de tener sobrepeso u obesidad conlleva a un mayor riesgo de mortalidad,
asi como al desarrollo de multiples padecimientos especialmente enfermedad coronaria,
diabetes tipo 2, cancer y apoplejia que hoy por hoy son las principales causas de muerte en
nuestro pais. La OMS anuncié que existen en el mundo mas de un billon de adultos con
sobrepeso, de los cuales aproximadamente 300 millones padecen obesidad. “°©

3.1.1 Hipétesis

Los genes candidato varian su nivel de expresion en concentracion relativa con respeto a un

gen constitutivo (RNAm) disminuyendo o aumentando, en personas con obesidad, que

participan en programa de ejercicio aérobico moderado durante 12 semanas.

3.1.2 OBJETIVO GENERAL
Determinar los cambios y la correlacion estadistica entre los genes asociados a los niveles
de expresion del RNAm de los genes candidato asociados a obesidad e inflamacion (Lep.

LepR, TNFo, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10, IL18, IL33, NLPR3, CASPI, SCDI,



95

SREBPI1, IL1B, LXRa, ABCA1, UCP3, AdipoR1, AdipoR2), bajo el estimulo de ejercicio
asociados con obesidad en el tejido adiposo en 44 pacientes femeninas 23 pre y 21 post

ejercicio aerébico moderado.

3.1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

l1.- Determinar los cambios de expresion génica asociados al ejercicio de los genes
candidato asociados a inflamacion (Lep. LepR, TNFa, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10,
IL18, IL33, NLPR3, CASP1, SCD1, SREBP1, IL1B8, LXRa, ABCA1, UCP3, AdipoRl1,
AdipoR2), en relacion al estimulo de ejercicio aerobico moderado, en los adipocitos de
cada uno de los participantes antes y después del tratamiento.

2.- Analizar los cambios obtenidos en relacion al IMC de los genes candidato asociados a
inflamacion (Lep. LepR, TNFa, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10, IL18, IL33, NLPR3,
CASP1, SCDI1, SREBPI, IL1B, LXRa, ABCA1l, UCP3, AdipoR1, AdipoR2) en las

personas que participan en el estudio.

IV Diseiio Metodologico y materiales

Tipo de Estudio: Se trata de un estudio prospectivo transversal en la que se evaluaron el
nivel de expresion de los genes ya mencionados antes del ejercicio y después del ejercicio
para verificar la hip6tesis y los objetivos propuestos en el tiempo establecido (12 semanas),
con un indice de masa corporal (IMC) arriba de 30-40 Kg/m?, Esta investigacion se llevara

a cabo en el Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y la
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Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional (ESM —IPN), con
muestras de sangre de pacientes con obesidad grado 1°y 2°, muestras de tejido adiposo de
las mismas pacientes. Teniendo un total de 44 muestras 21 de pacientes sin ejercicio y 23
de pacientes con ejercicio.

4.1.6 Criterios de seleccion e Inclusion eliminacion

Pacientes con diagndstico de obesidad grado 1 y 2 basados en la evaluacion antropométrica
del IMC e ICC a los que se les tomo muestra sanguinea, tejido adiposo.

4.1.7 No inclusion

Pacientes que no cumplan con los requisitos antes mencionados o que sus muestras no sean

adecuadas (cantidad de muestra en volumen necesario para ser procesadas)

4.2.1 Obtencion de muestras de tejido adiposo para extraccion de RNAm
El método que se utilizara para la extraccion de RNAm serd el de fenol-cloroformo. El
aislamiento del RNAm se realizo a partir de tejido adiposo, seguido por extraccién con

fenol cloroformo como se muestra en la siguiente figura 14.

Figura 14
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1.- Recolectar tejido adiposo por biopsia de borde inferior de cadera (chaparrera) en tubo

con RNA Latter.

2.- No congelar la muestra de tejido adiposo y mantener en refrigeracion entre 4° a 8°

hasta su extraccion.

3.- EI RNA se obtendra de los adipocitos (células de tejido adiposo) por de RNeasy Lipid

tissue Hanbook Mini Kit (Quiagen).
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4.- El tejido adiposo que debera ser de < 100 mg se pasara a un tubo sardastest de 2.0 mL
y se le agregara 1 ml de trizol, con un politron se lizaran los adipocitos, posteriormente se
continuara con el método fenol cloroformo hasta obtener el RNA, se purificara con
técnica de DNAsas para obtener solo RNA total.

5.- Adicionar 200 ul de cloroformo y agitar vigorosamente por 15 segundos (vortex).

6.- Incubar la muestra a temperatura ambiente entre 2-3 minutos.

7.- Centrifugar a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C.

8.- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y agregar un volumen de etanol al 70 % y
agitar en vortex, no centrifugar.

9.- Transferir la muestra a una columna de RNeasy de 2.0 ml cerrar el tubo y centrifugar
15 segundos a > 8000 x g, y descartar el sedimento.

10.- Adicionar 700 ul de buffer RW1 a la columna de RNeasy, cerrar la tapa y centrifugar
15 segundos a > 8000 x g, y descartar el sedimento.

11.- Adicionar 500 ul Buffer RPE a la columna RNeasy, cerrar la tapa y centrifugar por
15 segundos a > 8000 x g, y descartar el sedimento.

12.- Adicionar 500 ul Buffer RPE a la columna RNeasy, cerrar la tapa y centrifugar por 2
minutos a > 8000 x g.

13.- Colocar la columna RNeasy a un tubo de 1.5 ml y agregar de 30-50 ul de agua libre
de RNAsas y DNAsas cerrar el tubo y centrifugar 1 minuto a > 8000 x g.

14.- Desechar el tubo de RNeasy y en el tubo donde quedo los 30-50 ul de agua que

contiene el RNA, se procedera a purificar el RNA.

4.2.3 PURIFICACION DEL RNA
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1.- Al tubo que contiene el RNA se le agregara 5 ul buffer 10x, DNAasa I recombinante
libre de RNAasa 2.510 Unidades, agua libre de DNAasa y RNAasa, se incuba entre 25 -
37°C a minutos.

3.- Inactivar la enzima DNAasa por 10 minutos a 75°C.

4.- Se adiciona 1 ml de trizol, se agita en vortex.

5.- Adicionar 200 ul de cloroformo y agitar vigorosamente por 15 segundos (vortex).

6.- Incubar la muestra a temperatura ambiente entre 2-3 minutos.

5.- Centrifugar a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C.

8.- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y agregar un volumen de etanol al 70 % y
agitar en vortex, centrifugar 12,000 x g por 10 minutos.

9.- Quitar el alcohol con pipeta hasta quitar todo de ser necesario dar un pulso por 20
segundos a maxima velocidad, quitar el sobrenadante y dejar secar.

10.- Adicionar entre 30 y 50 ul de agua libre de DNAsas y RNAsas.

11.- Cuantificar el RNA en NANODROP.

12.- Medir la concentracion de RNA por densidad optica a 260nm. En absorbancia de 1
unidad a 260 nm corresponde a 40mg de RNA por ml (A260=1=40ug/ml) ajustar la
concentracion de RNA a 0.1ug/ul con agua libre de RNAasas. Preparar dos alicuotas con
10 ul por tubo .Almacenar las alicuotas de RNA a -70°C. La medicion de RNA total se

hard en NANODROP.

4.2.4 Sintesis de cDNA
1.- Cada tubo de muestra libre de RNAasas contiene 1 ug de RNA (disolver en 10ul de
agua libre de RNAasas como se describid anteriormente, en nuestro caso se ajusto la

concentracion de RNA a 200 ng/ul y se llevo a un volumen final de 10 ul con agua grado
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PCR) y agregar 2 ul de Randon Hexamer primers pmol/ul(vial 6) mezclar lentamente con
la pipeta en el fondo del tubo de reaccion por 10 segundos y adicionar 1 ul de oligo (dT)
primer 50pmol/ul.

Nota usar solo las pipetas que estan destinadas en esta area de pre-amplificacion.

2.- realizar este procedimiento en hielo.

3.-Incubar los tubos en un termociclador a temperatura de 65°C por 10 minutos, sacarlos
y colocarlos en hielo.

4.- Pipetear 7 ul del Master Mix de, que se prepara de la siguiente manera:

Componente Volumen Concentracion final
Buffer de reaccion | 4 ul 1X (8 mM MgCl,
trancriptasa reversa

transciptor, 5X

concentracion del vial

Inhibidor de RNAsas 0.5ul 20U
protector
Mezcla de 2ul 1 mM

deoxinucleotidos,10 nM

Transcriptasa reversa | 0.5 ul 10U
transcriptor
Volumen final 20 ul

5.- Llevar al termociclador con el siguiente protocolo.

6.- Incubar a 25 °C por 10 minutos, 55 °C por 30 minutos.




7.- Inactivar la enzima a 85 °C por 5 minutos, dejar enfriar a 4 °C.
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8.- Sacarla y colocarla en hielo. Ahora la muestra esta lista para la amplificacion por PCR

en Tiempo Real.

Nota para lograr la maxima sensibilidad en la muestra de cada paciente y control negativo

realizar los calculos necesarios para la amplificacion de la PCR.

10.- Determinar el nimero de reacciones de PCR (muestras de pacientes, pool de

referencia mdas control negativo) para realizar los calculos necesarios para cada

componente de la PCR en tiempo real de la siguiente manera:

Componente Volumen
Agua grado PCR 2.5ul
Primer sentido 1 ul
Primer anti sentido 1 ul
Sonda 0.1 ul
TagMan Master Mix 5X 4 ul

11.- De la Master mix adicionar 5 ul en el capilar correspondiente, mas 5 ul del cDNA,

tapar los capilares y correr la amplificacion en Light Cicler 2.0 en el protocolo

correspondiente.

4.2.5 PCR en tiempo real
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En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera
simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accidén posterior. Ademas,
mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad
de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la
reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar
en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion.

Analisis estadistico Los datos estadisticos se analizaran a través del programa de computo
SPSS version 18.0 y se realizaran pruebas t de Student para muestras independientes y no
pareadas y correlacion de Pearson tomando una P= 0.01 y P= 0.05 como significativas asi

como el analisis de caja de barras y bigotes.

V RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los pacientes estudiados en relacion al grado de expresion de
los siguientes genes Lep. LepR, TNFa, IL-6, MMP9, TLR-4, IL6, IL10, IL18, IL33,
NLPR3, CASP1, SCDI1, SREBPI, IL1B, LXRa, ABCA1, UCP3, AdipoR1, AdipoR2, en
mujeres obesas grado 1 y grado 2 antes y después del ejercicio aerdbico controlado durante
12 semanas, se sabe que la actividad fisica moderada y alta, altera de manera acentuada el
balance energético. La importancia del ejercicio fisico en el éxito de programas para perder
peso se ha reconocido desde hace varios afios. El ejercicio fisico aumenta el gasto
energético a corto plazo y cuando se combina con la dieta es uno de los mejores predictores
de la pérdida de peso a largo plazo. Sin embargo, el efecto del ejercicio sobre las vias

neuronales de control de la ingestion alimentaria y el gasto energético no esté claro, por ello
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es importante saber coOmo se expresan estos genes en estas condiciones y establecer
programas de ejercicio, para perder peso y de esta manera tener una poblacion saludable,
que retarde la aparicion de las enfermedades que estan asociadas a la obesidad (diabetes
tipo 2, hipertension, dislipidemia, resistencia a la insulina y enfermedades vasculares) y
disminuir el gasto publico destinado para estas enfermedades. Se sabe que los valores de
referencia del perfil de lipidos se encuentran alterados, es decir en concentraciones altas y
esto conlleva a otras enfermedades asociadas a la obesidad, por lo que todo lo anterior que
se ha mencionado con relacion al ejercicio es muy importante, porque después de llevar un
programa controlado de ejercicio; estas concentraciones de lipidos disminuyen hasta sus

niveles normales.

Saber si en este tipo de pacientes, estos genes se encuentran sobre expresados o se expresan
menos, y correlacionarlos con el grado de obesidad que se determine en el momento de
seleccionar a los pacientes y después del ejercicio, se ha demostrando que este programa
beneficiara a la poblacion que se encuentra en riesgo de salud. Como se ha observado al
obtener los resultados de expresion génica en prueba de t de student y no pareadas con una
P=0.05 6 P=0.01 se tomara como estadisticamente significante en la grafica de barras y
bigotes, asi como la correlacion entre los genes estudiados en una prueba de Pearson con
una P=0.05 6 P=0.01 como estadisticamente significante. A continuaciéon mencionamos los
genes que estadisticamente tuvieron una P significativa y una correlacion con P

estadisticamente Significativa.
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En la grafica 1 los genes analizados son leptina, receptor de leptina, MMP9 y TLR4, con
excepcion de MMP9 que no tuvo una P estadisticamente significativa, los demds genes
tuvieron una P=0.001 estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio después

de las 12 semanas que duro el estudio.
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En la grafica 2 los genes analizados son TNFa, ABCA1, ADIPORI y ADIPOR2 ninguno
mostro una P estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio después de las 12

semanas que duro el estudio.
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En la grafica 3 los genes analizados son IL-6, IL-10, IL-18, IL33; IL10 no mostro una P
estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio después de las 12 semanas que

duro el estudio, mientras que IL6, IL-18 y IL33 tienen solo tendencia a tener una P

estadisticamente significativa.
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En la grafica 4 los genes analizados son NLPR3, CASP-1, SCD1 Y SREBPIc, en la que

NLPR3 y CASPI

mostraron una P estadisticamente significativa asociada a efecto de
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ejercicio después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que SCD1 y SREBP1

solo mostraron tendencia a tener una P estadisticamente significativa.

*EAM Ejercicio aerdbico moderado

*EAM Ejercicio aerobico moderado

Grafica 5

s IL-1B/HPRT 1 LXRo/HPRT

P=0.066 P=0.515 °

EXPRESION RELATIVA RNAm
g
Anuom

EXPRESION RELATIVA RNAm
g

EAM : EAM

] * UCP3/HPRT .7
P=0.182

|

EXPRESION RELATIVA RNAm
g

EAM

*EAM Ejercicio aerobico moderado



109

En la grafica 5 los genes analizados son IL-18, LXRa, UCP3, en la que solo IL-1p mostro
una tendencia a tener una P estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio
después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que LXRa y UCP no tienen una P

estadisticamente significativa
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En la grafica 6 los genes analizados son Leptina, Rleptina, MMP9 y TLR4 en la que MMP9
no mostro una P estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio y el IMC antes
y después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que Leptina, RLeptina y TLR4 si

tienen una P estadisticamente significativa.

Grafica 7
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En la grafica 7 los genes analizados son TNFa, IL-6, ADIPOR1 Y ADIPOR2 en la que
TNFa, ADIPOR1 Y ADIPOR2 no mostraron una P estadisticamente significativa asociada
a efecto de ejercicio y el IMC antes y después de las 12 semanas que duro el estudio,
mientras que IL-6 si tiene una P = 0.05 estadisticamente significativa mientras que cuando

se analizo solo el ejercicio tuvo una tendencia ser estadisticamente significativa.
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En la grafica 8 los genes analizados son IL-10, UCP3, IL-18, IL-33 en la que IL-18 mostro
una P= 0.05 estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio y el IMC antes y
después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que IL-33 tuvo tendencia a tener
una P estadisticamente significativa y IL-10 y UCP3 no fueron estadisticamente

significativas.
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En la grafica 9 los genes analizados son NLPR3, CASP1, SCD1 Y SREBPIc, en la NLPR3

y CASPI1 mostraron una P= 0.01 estadisticamente significativa asociada a efecto de

ejercicio y el IMC después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que SCD1 y

SREBPI1c tuvieron una tendencia a tener una P estadisticamente significativa.
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En la grafica 10 los genes analizados son IL-1B, LXRa y ABCAI, en la que IL-1p mostro

una tendencia a ser estadisticamente significativa asociada a efecto de ejercicio y el IMC

después de las 12 semanas que duro el estudio, mientras que LXRa y ABCA1 no tuvieron

una P estadisticamente significativa.
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5.1.1CORRELACIONES

Grafica 11

En la grafica 11 las correlaciones fueron las siguientes: Leptina/ADIPOR2, Leptina/LXRa,
Leptina/ABCA1, RLeptina/IL6, en la que Leptina/ADIPOR2, Leptina/LXRa,
RLeptina/IL6 tuvieron una P= 0.01 6 P=0.05 estadisticamente significativa y son

correlaciones positivas, lo que indica que si un gen aumenta su expresion el otro también lo
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hace, no asi para la correlacion Leptina/ABCA1 que se acerca demasiado al cero lo que
indica que no se correlacionan sin embargo muestra una tendencia a se estadisticamente

significativa.

Grafica 12
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En la grafica 12 las correlaciones fueron las siguientes: RLeptina/UCP3, RLeptina/IL-18,
RLeptina/IL-33, RLeptina/NLPR3, en la que todas la correlaciones tuvieron una P=0.05
estadisticamente significativa y son correlaciones positivas, lo que indica que si un gen

aumenta su expresion el otro también lo hace.

Grafica 13
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En la grafica 13 las correlaciones fueron las siguientes: MMP9/NLPR3, TLR4/IL-33,
TLR4/NLPR3 y TNFa/ADIPOR1 en la que TLR4/IL-33, TLR4/NLPR3 tuvieron una P=
0.05 6 P=0.01 respectivamente y estadisticamente significativa y son correlaciones
positivas, lo que indica que si un gen aumenta su expresion el otro también lo hace, no asi
para la correlacion MMP9/NLPR3 y TNFo/ADIPOR1 que solo muestran una tendencia a

ser estadisticamente significativa con una P = 0.05.

Grafica 14



119

En la grafica 14 las correlaciones fueron las siguientes: TNFo/IL-18, IL-6/IL10, IL-6/UCP3
y ADIPOR1/ADIPOR?2 en la que IL-6/IL10, IL-6/UCP3 y ADIPOR1/ADIPOR2 tuvieron
una P=0.01 estadisticamente significativa y son correlaciones positivas, lo que indica que si
un gen aumenta su expresion el otro también lo hace, no asi para la correlacion IL-6/UCP3
que solo muestran una tendencia a ser estadisticamente significativa con una P = 0.05 y es

una correlacion negativa lo que indica que si un gen aumenta el otro disminuye.
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Grafica 15

En la grafica 15 las correlaciones fueron las siguientes: ADIPORI/IL-10,
ADIPOR1/NLPR3, ADIPOR1/CASP1 y ADIPOR2/NLPR3 en la que todos tuvieron una
P=0.05 estadisticamente significativa y son correlaciones positivas, lo que indica que si un

gen aumenta su expresion el otro también lo hace.
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Grafica 16

En la grafica 16 las correlaciones fueron las siguientes: ADIPOR2/LXRa,
ADIPOR2/ABCAI1, IL10/NLPR3 y UCP3/IL-18 y todas las correlaciones tuvieron una P
=0.05 y P=0.01 estadisticamente significativa respectivamente y son correlaciones

positivas, lo que indica que si un gen aumenta su expresion el otro también lo hace
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Grafica 17

En la grafica 17 las correlaciones fueron las siguientes: UCP3/IL-33, UCP3/CASP1, IL-
18/NLPR3 y IL-18/CASP1 'y todas las correlaciones tuvieron una P =0.05 y P=0.01
estadisticamente significativa respectivamente y son correlaciones positivas, lo que indica

que si un gen aumenta su expresion el otro también lo hace.
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Grafica 18

En la grafica 18 las correlaciones fueron las siguientes: 1L-33/NLPR3, NLPR3/CASPI1,
SCDI1/SREBP!c y SCDI1/IL-1B y todas las correlaciones tuvieron una P =0.05 y P=0.01
estadisticamente significativa respectivamente y son correlaciones positivas, lo que indica

que si un gen aumenta su expresion el otro también lo hace.
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Grafica 19
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En la grafica 19 las correlacion fue las siguiente: SREBP1c/IL-1p la correlacion tiene una
P=0.01 estadisticamente significativa y la correlacion es positiva lo que indica que si un

gen aumenta su expresion el otro también lo hace.

VI Discusion y Conclusion

Los genes que resultaron con una P estadisticamente significativa en prueba de t de student
no pareadas independientes antes y después del estimulo de ejercicio durante 12 semanas
fueron: Lep., LeptinaR, TLR4, IL18, NLPR3, Caspl, estos resultados son muy parecidos a
los reportados en la literatura, y los que mostraron una tendencia fueron: IL6, IL33, SCDI,

SREBPIlc, IL1B, en los reportes de la literatura que se ha visto que tienen una P
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estadisticamente significativa, por lo que en nuestro analisis quizas nos falte ampliarlo en
numero de pacientes para obtener los resultados obtenidos en base a lo reportado de cémo
se comportan estos genes en obesidad y como consecuencia inflamacion, los genes que no
mostraron una P estadisticamente significativa fueron: MMP9, TNFa, LXRa, ABCAI,
UCP3, AdipoR1, AdipoR2, IL10, estos genes no concuerdan con lo reportado en la
literatura pues ahi existe una P estadisticamente significativa, sin embargo cuando se
correlacionan entre ellos, existen correlaciones con una P estadisticamente significativa y
los genes que se correlacionan son los siguientes:Lep-AdipoR2, Lep-LXRa, Lep-ABCAL,
LepR-IL6, RLep-UCP3, LepR-UCP3, LepR-IL18, LepR-IL33, LepR-NLPR3, TLR4-1L33,
TLR4-NLPR3, IL6-IL10, IL6-UCP3, Adipol-Adipo2, Adipol-NLPR3, Adipol-Caspl,
Adipo2-NLPR3, Adipo2-LXRa, Adipo2-ABCAI1, IL10-NLPR3, UCP3-IL18,UCP3-IL33,
UCP3-Caspl, IL18-NLPR3, IL18-Caspl, IL33-NLPR3, NLPR3-Caspl, SCD1-SREBPI,
SCDI1-IL1B, SREBP1-ILIB, lo que quiere decir que un gen es dependiente del otro y esto
es algo de lo que no esté reportado en la literatura, otros genes que tuvieron una tendencia a
P estadisticamente significativa fueron los siguientes:MMP9-NLPR3, TNFa-AdipoR1,
TNFa-IL18, IL6-UCP3, AdipoR1-IL10, AdipoR2-NLPR3. En donde muy probablemente
si tuviéramos una N mas grande podria ser estadisticamente significativa, por lo que se
concluye que los resultados obtenidos en el analisis de los genes propuestos antes y después
del ejercicio si bajaron 0 aumentaron su concentracion con respecto al estimulo del
ejercicio durante 12 semanas, con lo que se comprueba que el ejercicio como tratamiento
puede ser suficiente para mejorar la salud de la persona que padece esta enfermedad
(Obesidad), y prevenir la conmorbiliades asociadas a ella, una variable que se puede

aumentar es la dieta combinada con el ejercicio y es algo que también puede ser agregado
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este tipo de estudios de tal manera que se puedan analizar en conjunto y ver el

comportamiento de los genes.
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