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RESUMEN

La obesidad es una patologia asociada con el depdésito anormal de grasa en adipocitos,
que causa inflamacion y resistencia a insulina aumentando el riesgo de diabetes. Este
proceso inflamatorio estd asociado a la actividad de los receptores activados por el
proliferador de peroxisomas (PPARs) que tiene una funcién antiinflamantoria. Sin
embargo, se desconoce el rol de estos receptores en leucocitos y su papel en la
inflamacion en la obesidad infantil. Se utilizaron muestras de sangre de un grupo de nifios
entre 7 y 17 afios de edad, sanos y con obesidad para posterior analisis de expresion
génica de los isotipos de PPAR presentes en sus leucocitos por gPCR. Los niveles
séricos de citocinas, quimiocinas y adipocinas fueron determinados mediante citometria
de flujo. Se encontr6 un aumento de interleucina-8, Interleucina-6, factor de necrosis
tumoral-a, interferon-y, proteina quimiotactica de monocitos-1 y adipsina en obesidad,
mientras que en el grupo con normopeso se encontrd un aumento de adiponectina. De

manera que se evidencia una relacion entre la obesidad infantil y un perfil pro-inflamatorio
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de citocinas, adipocinas y quimiocinas en suero. Asi mismo, PPAR-a se expreso
mayormente en el grupo con obesidad y presentd una correlacion negativa con los niveles
de TNF-q, indicando una relacion entre la expresion de PPAR-a y el proceso inflamatorio
de nifios con obesidad.

Palabras clave: Obesidad infantil, citocinas, adipocinas, expresion génica, PPAR,

leucocitos.

ABSTRACT

Obesity is a pathology associated with abnormal fat deposition in adipocytes, which
causes inflammation and insulin resistance, the risk of diabetes. This inflammatory
process is associated with the activity of peroxisome proliferator-activated receptors
(PPAR) that have an anti-inflammatory function. However, the role of these receptors in
leukocytes and their relationship with inflammation in childhood obesity is unknown. Blood
samples from a group of healthy and obese children between 7 and 17 years of age will be
used for subsequent analysis of gene expression of the PPAR isotypes present in their
leukocytes by gPCR. Serum levels of cytokines, chemokines, and adipokines were
included by flow cytometry. An increase in interleukin-8, Interleukin-6, tumor necrosis
factor-a, interferon-y, monocyte chemotactic protein-1 and adipsin was found in obesity,
while the increase in adiponectin was controlled in the group. Thus, a relationship between
childhood obesity and a pro-inflammatory profile of serum cytokines, adipokines, and
chemokines is evident. Likewise, PPAR-a was expressed mainly in the obese group and
presented a negative correlation with TNF-a levels, indicating a relationship between
PPAR-a expression and the inflammatory process of children with obesity.

Keywords: childhood obesity, cytokines, adipokines, gene expression, PPAR, leukocytes.
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INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud publica caracterizado por la acumulacion anormal
de energia en forma de grasa presente en los adipocitos, que conlleva a un aumento
excesivo en la masa corporal (1). Especificamente la poblacion entre los 5y 19 afios es
diagnosticada de acuerdo con el percentil de indice de masa corporal (IMC) y clasificado
mediante el uso de tablas de puntaje Z del IMC de la organizacién mundial de la salud

(OMS) para los estandares de edad en nifios y adolescentes (2).

La obesidad altera la respuesta inmune provocando problemas como la resistencia
insulinica, desérdenes metabdlicos e inflamacion de tipo crénica. Siendo la dltima, el
producto de la accion de algunas citocinas proinflamatorias (3). Por tanto, existe una
estrecha relacion en la alteracion de la respuesta inmune y metabdlica que presenta el
organismo, llevando a la presencia de otras patologias como la diabetes tipo 2 (T2D) o
problemas cardiovasculares (4). Estos desérdenes asociados a la obesidad se encuentran
en parte relacionados con la desregulacion de un grupo de moléculas que cumplen un
papel inflamatorio u hormonal, denominados citocinas y quimiocinas, que contribuyen a la

fisiopatologia de la enfermedad (4).

Existen diversas proteinas que participan en los procesos relacionados con la obesidad,
como: el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) que aumenta la trombosis y
presenta expresion aumentada en obesidad y enfermedades cardiovascuales (3); la
lipocalina-2, caracterizada por su expresion aumentada ante estrés e inflamacion (3), y
en la obesidad promueve la resistencia insulinica (5); la proteina estimulante de

ascilacion (ASP), tiene actividad proinflamatoria al estimular el almacenamiento de

4
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triglicéridos, esterificar acidos grasos, aumentando su captacion, también inhibe la lipasa
sensible a hormona y aumenta la liberacion de insulina en las células beta (6,7); la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) caracterizada por regular la migracion e
infiltracion de monocitos y macréfagos (8), en la obesidad promueve la formacion de
higado graso no alcoholico (9); la proteina inducida por interferon gamma-10 (IP-10), se
incrementa en obesidad y regula las respuestas inmunes a través de la activacion y el
reclutamiento de leucocitos , como las células T y los monocitos (10); la proteina de union
al retinol 4 (RBP4) conocida porque participa en los efectos de la adiposis como lo es la

resistencia insulinica y los desérdenes metabdlicos que esta presenta (11).

Algunas interleucinas actuan en la obesidad, regulando el proceso inflamatorio producido
por esta enfermedad. Dentro de este grupo se encuentra la interleucina-6 (IL-6)
encargada de regular la respuesta inflamatoria, y participar en el proceso asociado con la
resistencia a la insulina (3); la interleucina-1B (IL-1B) que inhibe la secrecion de &cido
géstrico en el organismo y se ve incrementada en la obesidad (12); interleucina-10 (IL-10)
gue inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias por linfocitos T y macrofagos;
interleucina-8 (IL-8) que esta incrementada en la obesidad, promoviendo enfermedades
como aterosclerosis y diabetes (13); interleucina-12 (IL-12) que esta relacionada con la
diminucion de la sensibilidad a insulina en ratones obesos, en humanos esta fuertemente

relacionado con el IMC, porcentaje de grasa, triglicéridos y con aumento de TNF-a (14).

Hay otras citocinas como, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) que esta relacionado
con el aumento inflamatorio y es expresado de manera incrementada en enfermedades
como la obesidad (3), promueve la resistencia a insulina (6); el interferon gamma (IFN-y)

producido principalmente en las células T, se encarga de mediar la actividad de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leukocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/t-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/monocyte
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macrofagos y la resistencia a patégenos intracelulares (15), en la obesidad el incremento
del tamafio y cantidad de adipocitos, fomenta la atraccion de macréfagos promoviendo asi
la inflamacion (16); la apelina que tiene un efecto vasodilatador por estimulacion del éxido
nitrico y vasoconstrictor por accion sobre la musculatura vascular, inhibe la secrecion de
la hormona antidiurética, aumenta el cortisol y suprime la hormona foliculoestimulante
(FSH), luteinizante (LH) vy tirotropina (TSH) (6). Y el factor derivado del epitelio

pigmentario, con actividad antioxidante y antiinflamatoria en leucocitos y plaquetas (3).

Desregulaciones hormonales también han sido identificadas en la obesidad. La
adiponectina es una adipocina disminuida en esta enfermedad, que participa en la
inhibicion de las citocinas TNF-a e IL-6 y en la determinacion de resistencia insulinica (1).
La leptina participa en la regulacion de la ingesta alimenticia y ademas dentro de sus
funciones inmunes se encuentra la activacion de macréfagos con liberacion de 1L-2, TNF-
a, IL-4, MCP-1, y la proliferacion de linfocitos T (1). La resistina, determina la resistencia a
la insulina aumentando la concentracion de AMP, también cumple funcién activando la
liberacion de citocinas IL-6 y TNF-a via NFkB (complejo proteico que participa en la
transcripcion de ADN) (1), por lo que su funcion es inflamatoria en obesidad. La adipsina,
conocida también como factor de complemento D, que es sintetizado principalmente en
los adipocitos, se encuentra elevada en obesidad y posee un sistema regulatorio
dependiente de insulina y glucocorticoides (11). Al mismo tiempo que activa diferentes

respuestas inflamatorias relacionadas con monocitos, neutrofilos y macréfagos (17).

Los efectos producidos por esta patologia podrian estar controlados por los factores de
transcripcion denominados receptores activados por proliferador de peroxisomas

(PPARS), que regulan la expresion génica al activarse con diferentes ligandos como los



son acidos grasos libres, eicosanoides, entre otros (18). Al ingresar al nucleo se unen al
receptor X retinoide y se anclan a un segmento de ADN especifico para estimular la
expresion de genes diana (19). De esta forma, cuando se activan, participan en el control
del proceso inflamatorio producido por la obesidad, mediante la regulacidén de la expresion
de citocinas inflamatorias (20). Previniendo asi el desarrollo de algunos desérdenes

metabdlicos como dislipidemia, problemas y diabetes mellitus tipo 2 (21).

Los tres isotipos de PPAR (a, B, y) cumplen un papel fisiologico especifico en el
organismo dependiendo de su ubicacion tisular. PPAR-y es expresado esencialemente en
el tejido graso y se encuentra implicado en el control del metabolismo e inflamacion,
participando en la regulacion de los adipocitos e insulina siendo capaz de mejorar las vias
involucradas en la obesidad (22, 23). PPAR-a es expresado en varios tejidos del cuerpo,
como el tejido adiposo y el higado, activandose cuando las condiciones energéticas son
deficientes (24). A su vez, limita la expresion de citocinas proinflamatorias, siendo capaz
de controlar el proceso inflamatorio (25). Regulando los macrofagos en condiciones
homeostaticas del organismo (26). Por dltimo, PPAR-B/6 es expresado
predominantemente en el tejido graso y la piel, participa en el control homeostatico de los
lipidos (27,28). Asi como también es fundamental para la regulacion de alteraciones
producidas por la obesidad, como la acumulacién de grasa en el higado, inflamacién y
lesion de células hepaticas (29). Es importante tener en cuenta que los tres subtipos
pueden ser expresados en el mismo tejido participando de forma coordinada en el control

inflamatorio del organismo (30).

Los tres isotipos de PPAR han sido ampliamente estudiados, encontrandose asi que por

ejemplo, PPAR-B es fundamental para la regulacion de alteraciones producidas por la
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obesidad, como la acumulacion de grasa en el higado, inflamacion y lesion de células
hepaticas. Sin embargo, no hay investigaciones mas especificas sobre las funciones que
pueden cumplir PPAR-B (29). De manera que casi todos los estudios se han enfocado
en PPAR-a y PPAR-y, en las que se sugiere que las concentraciones de PPAR-y en
sangre se encuentran bajas en nifios con obesidad, en comparacion con nifios sanos (31).
De manera que este se asocia con la disminucion de masa corporal y el mejoramiento de
la resistencia insulinica debido a que esta relacionado con el aumento del nimero de

mitocondrias que reducen la gluconeogénesis y lipogénesis en obesidad inducida (25).

La obesidad puede ser considerada crénica, recurrente y progresiva, lo que le otorga un
alto nivel de riesgo en el mundo (32), por lo que es considerada una epidemia que afecta
a la poblacion en diferentes etapas de la vida (32). De esta manera, se ha convertido en
un problema mayor, teniendo en cuenta que se altera el sistema inmune. Los niveles de
leucocitos se encuentran en mayor concentracion (33), promoviendo la inflamacién en
respuesta a los estimulos producidos por la obesidad, como consecuencia a la accion de
las proteinas mencionadas anteriormente. Esta inflamacion favorece el riesgo a
desarrollar diferentes patologias como sindrome metabdlico, aumentando hasta en un
50% su prevalencia en nifios con obesidad severa e incluso provoca mayor riesgo de
resistencia a la insulina (34). Que presenta una correlacion positiva con el IMC en nifios
obesos (35). La obesidad aumenta el riesgo de sufrir enfermedades cardiometabdlicas por
la acumulacion de grasa subcutanea principalmente en el abdomen, u otras afecciones
como diabetes, hipertension, dislipedimas, enfermedad cardiovascular, disfuncion
hepética y respiratoria, y cancer a temprana edad, aumentando asi la tasa de mortalidad

en la juventud (3, 32).
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Los PPARs presentan una conexidbn metabdlica con el sistema inmune por su alta
capacidad antiinflamatoria. Muchos estudios realizados sobre las funciones de estos
receptores se encuentran ligados a su participacion en la regulaciéon del desorden
metabdlico y la inflamacion, convirtiendose en moléculas de interés para patologias como
la obesidad, postulandolos como posibles moduladores terapéuticos de esta enfermedad
(36). Por su parte, los leucocitos son primordiales en la respuesta inmunoldgica y en
procesos inflamatorios. Sin embargo, aun se desconoce con exactitud el papel que
cumplen los PPARs en los leucocitos en individuos en condiciones de obesidad. En esta
investigacion se establecio la relacion de los diferentes isotipos de PPAR en leucocitos de
nifos con obesidad con su respuesta inflamatoria. Este estudio fue desarrollado con la
perspectiva de regular este proceso y evitar que a temprana edad se desarrollen

enfermedades croénicas asociadas con el metabolismo.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion es un estudio observacional transversal de un grupo de 37
nifos y adolescentes bogotanos con caracteristicas de obesidad y peso estandar, los

cuales participaron en el estudio teniendo en cuenta los siguientes criterios:

e Criterios inclusivos: los participantes fueron seleccionados en un rango de edad
entre 7 y 17 afios con caracteristicas de peso estandar (hormopeso) y de obesidad.
La obesidad fue definida teniendo en cuenta un indice de masa corporal con una
desviacién estandar > +2 (equivalencia en percentil 95) de acuerdo con la
resoluciéon N° 2465 del 14 de Junio del 2016 del Ministerio de Salud y Proteccién
Social. Esto fue calculado para el percentil de edad y género, de acuerdo a los
estandares de referencia para la clasificacion antropométrica del estado nutricional
de menores de 18 afos. Todos los participantes entregaron aceptacion del
consentimiento informado del representante legal del menor para la participacion
en el estudio, con previo conocimiento acerca del disefio, compromisos y
beneficios del estudio y el asentimiento del nifio o adolescente. El protocolo de
estudio fue aprobado por el comité de Revisidon Institucional de la Universidad

Antonio Narifio y el comité de Etica Médica de DEXA DIAB (CE-CC-00721).

e Criterios exclusivos: fueron excluidos del estudio aquellos participantes con peso
mayor o igual a 100 kg, tratamiento farmacoldgico que altere su peso, perfil
metabdlico o los niveles de glicemia en sangre, padecer enfermedades como
diabetes mellitus, causas secundarias de obesidad, enfermedad psiquiatrica,

trastornos mentales, trastornos alimenticios, enfermedades cardiovasculares,
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renales, hepaticas o incapacidad de realizar actividad fisica y nifios sin adulto

mayor como acompanante en las valoraciones.

Medicion de variables bioquimicas, antropométricas y de composiciéon corporal: a
cada uno de los participantes del estudio se les midi6 parametros antropométricos y
metabdlicos. Para las mediciones antropométricas se tuvieron en cuenta el peso corporal,
altura, percentil del indice de masa corporal (IMC) a partir de una metodologia
previamente estandarizada (37). Se determind la composicion corporal, teniendo en
cuenta el porcentaje de grasa de depdsitos como brazo, tronco, pierna, androide y
ginoide, mediante el uso de un dispositivo DEXA. De los parametros bioquimicos se
consideraron en estado basal las mediciones de glicemia, insulina, colesterol total,
triglicéridos, Colesterol HDL, Colesterol LDL, No-HDL. Después de dos horas se
suministré glucosa oral (1,75 g por cada kg de peso corporal) y se determinaron los
niveles de glucosa, para determinar el indice de resistencia a la insulina. Cada uno de los

parametros bioquimicos fue determinado por un laboratorio clinico especializado.

Teniendo en cuenta lo anterior, fueron colectadas 2 muestras de sangre adicionales de
aproximadamente 4 mL por cada participante, las cuales fueron procesadas para la
obtencion de suero y leucocitos. A partir de estas muestras fueron seleccionadas 37.
Cada participante se escogio teniendo en cuenta la asistencia a los controles para la
medicion de sus parametros completos, y la calidad de ARN obtenido, ya que de este
depende el analisis de expresion génica. Por lo que en este trabajo partimos del suero
obtenido y de leucocitos almacenados en trizol para la cuantificacion de proteinas y PCR

en tiempo real.

11
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Extraccion de suero: a partir de la muestra de sangre almacenada en un tubo Vacutainer
sin anticoagulantes (tapa roja), se dej0 coagular a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos. Se retird el coagulo centrifugando a 1000-2000 g durante
10 minutos con una centrifuga refrigerada. Posteriormente, se colecté el sobrenadante
denominado suero, que fue transferido a un tubo de polipropileno usando una pipeta
Pasteur. Finalmente, el suero se distribuyo en alicuotas de 0,5 mL, almacenandose a una

temperatura de aproximadamente -20 °C.

Extraccion de leucocitos: para la extraccion de leucocitos se utilizaron tubos con
anticoagulante, se les realizé spin y centrifugacion a 800 g durante 5 minutos. Se preparo
un tubo cénico de 15mL con 14mL de tampon de lisis de globulos rojos 1X (RBCL) para
cada muestra. Después de la centrifugacion, se transfirio la capa de glébulos a los tubos
con RBCL y se mezcl6 por inversion para dejar asentar a temperatura ambiente por 5
minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, si la muestra se observaba turbia era necesario
dejar asentar durante 5 minutos mas. Se realiz6 spin en una centrifuga clinica a 800 g por
5 minutos y se descart6 el sobrenadante sin perder el pellet celular, dejando un poco de
liguido proporcional al tamafio del sedimento obtenido. Posterior a esto, se agregd 1 mL
de trizol a cada tubo y por repipeteo se hizo lisis celular. Una vez se rompian todas las
células, incluyendo los granulos grandes, se transfirid la solucion Trizol/células a tubos

previamente marcados y se almacenaron a -80 °C para la extraccion de ARN.

Extraccion de ARN: las muestras de leucocitos almacenadas en trizol a -80 °C y
obtenidas en los procesos mencionados previamente, fueron homogeneizadas e
incubadas a temperatura ambiente. Posterior a esto, se adicioné cloroformo frio e

incubaron a temperatura ambiente. Cada muestra fue centrifugada para obtener 3 fases:

12
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fase inferior de fenol cloroformo, fase intermedia blanca de ADN y una fase superior
incolora de ARN. La fase superior se extrajo con una micropipeta a un nuevo eppendorf
libre de RNAsas para precipitar mediante la adicion de isopropanol e incubacion. La
muestra fue centrifugada para obtener RNA en forma de pellet. Posteriormente, se
descartd el sobrenadante y se lavd con etanol utilizando un vortex para realizar
centrifugacion. El sobrenadante fue descartado, resuspendido en agua libre de RNAsas y
disuelto por repipeteo para incubarlo durante 15 minutos en bafio maria. Luego de este
tiempo, se dividio en pequefias alicuotas de 20uL mantenidas a -80 °C para utilizarlas

mas adelante.

La cantidad y pureza del ARN fue determinada por espectrofotometria teniendo en cuenta
la absorbancia de la muestra en las longitudes de onda 260/280 y 260/230 empleando el
equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.8 (Thermo Scientific). En adicion, la calidad
fue evaluada por medio de una electroforesis del ARN mediante el uso de un gel de
agarosa 1.2%, en buffer MOPS 1X e Hydragreen 1 X. La electroforesis se llevé a cabo
durante 40 minutos a 100 V. Finalizada la electroforesis el gel fue visualizado en un

transiluminador UV.

Transcripcion reversa:

Se realiz6 transcripcion reversa a cada una de las muestras partiendo de 1 pg de ARN. La
cantidad de ARN de cada muestra fue diluida en agua libre de ARNasas hasta un
volumen final de 10 pL. A cada dilucion se le adiciono la mix compuesta de buffer RT,
mezcla de dNTP, primers aleatorios, transcriptasa reversa MultiScribe, inhibidor de
RNAsas y agua libre de nucleasas) de acuerdo a los volumenes indicados segun el

fabricante (No. 4368813, applied biosystems). Se mezclaron 10 pL de master mix 2X RT y

13
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10 yL de la muestra de ARN en tubos individuales y posteriormente fueron
homogeneizados. La sintesis de ADNc fue realizada en el termociclador Bio-Rad T100™
bajo las siguientes condiciones: 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 120 minutos,

85°C durante 5 minutos y finalmente 4°C.

Disefio primers: antes de realizar la PCR en tiempo real, fue necesario disefiar cada
primer (forward y reverse) de los genes a utilizar. Mediante el uso del NCBI-gene se
buscoé el gen y la secuencia del transcrito de interés. Posteriormente, en primer-BLAST se
adecuaron los parametros especificos para seleccionar los primers mas adecuados
teniendo en cuenta: porcentaje de GC, tamafio entre 18 - 25 pb, temperatura de
anillamiento entre 55 - 60 °C y tamafio de producto generado entre 50 - 110 pb. Los
primers seleccionados en el paso anterior, fueron analizados en IDT-Oligo Analyzer,
teniendo en cuenta los valores de AG que deben ser cercanos a ceros y, COmo maximo
hasta -9 y -7 en el caso de la formacién de dimeros y hairpin, respectivamente.

Finalmente, en nucleotide-BLAST se confirmé que los primers no anillaran con ADN

gendmico para que fueran adecuados.

Tabla 1. Caracteristicas de los primers.

Numero Cadena Tm Eficiencia

Primer de acceso molde Secuencia (°C) (%)
PPAR-a NC_000022.11 | Forward | AGCTGTCACCACAGTAGCTTG 53 95.72
PPAR-a Reverse | CAGAGTGGGCTTTCCGTGTC ’
PPAR-y |NC_000003.12 | Forward GGCATCCCCCTAAACTTCG 58 94.13
PPAR-y Reverse | TGGCTTCTTTCAAATCTGGTG ’
PPAR-B NC_000006.12 | Forward | ACCAACGAGGGTCTGGAATG 58 96.72
PPAR-3 Reverse | AGCCTTGAAGCAGTCCTGTA ’

PGK1 NC_000023 .11 | Forward CGGGTCGTTATGAGAGTCG 58 90,32

PGK1 Reverse | AATTTGATGCTTGGGACAGC ’
YWHAZ NC_000008 .11 | Forward CATCACTCAGCCACACTCAGG 58 96.53
YWHAZ Reverse |ATGACTGGATGTTCTGCTGGCTC ’

14
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PCR en tiempo real: para evaluar la expresion génica de PPAR-a, PPAR-B y PPAR-y se
realizd PCR en tiempo real, empleando como genes enddgenos PGK y YWHAZ. La
determinacién de la temperatura de anillamiento de cada uno de los genes evaluados fue
optimizada por medio de gradientes de temperatura, teniendo en cuenta las temperaturas
de anillamiento obtenidas en la herramienta de disefio de primers “Primer blast”
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/), mediante los valores de C; y de la curva
de disociacion. Las temperaturas establecidas para cada gen se encuentran en la tabla 1.

Las reacciones fueron realizadas en el termociclador CFX96™

(Bio-Rad) y la mezcla
SYBR Green. Se realizaron 40 ciclos que consistian en: desnaturalizacion (95°C durante
2 minutos), desnaturalizacion (95°C durante 15 segundos), anillamiento (especifico para
cada primer), y elongacion (70°C durante 32 segundos). Al finalizar cada reaccion se
realiz6 una curva de disociacion. Durante las corridas se incluydé un control negativo
donde el ADNc se reemplaz6 por agua libre de RNAsas y un control positivo donde el gen
de interés esté siendo expresado. La cuantificacion de la expresion relativa de ARNm fue
realizada utilizando del método AAC;, teniendo en cuenta los niveles de ARN de los

controles internos, a partir de la fluorescencia de cada gen, y las eficiencias de

amplificacion se determinaron mediante la ecuacion (38):

E = 10(—1/pendiente)

Esto permitio comparar la transcripcion individual entre la muestra y el control, analizada

por duplicado (38).
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Kit multiplex de adipocinas y citocinas humanas: la evaluacion de citocinas y
adipocinas séricas de los participantes del estudio fue realizada mediante un
inmunoensayo multiplex basado en perlas codificadas por fluorescencia (No. 40196,
BioLegend) y mediante el uso del Citdmetro de flujo (Accuri C6, BD). Este kit permite la
cuantificacion de 13 adipocinas y citocinas en forma simultanea (adiponectina, adipsina,
RBP4, MCP-1, IL-1B, IP-10, IL-10, IL-8, leptina, IL-6, IFN-y, resistina, y TNF-a.). El
fundamento de esta técnica esta basado en el tamafio e intensidad interna de
fluorescencia en cada una de las perlas, las cuales estan conjugadas con un anticuerpo
especifico y sirven para capturar un analito especifico. Al mezclar las perlas e incubarlas
con una muestra de analitos, cada analito se unira a sus respectivas perlas.
Posteriormente, se adiciona una mezcla de anticuerpos de deteccion biotinilados. Cada
anticuerpo de deteccidon en la mezcla se une a cada analito previamente unido a las
perlas. Por ultimo, se agreg6 estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE), que se une a los
anticuerpos de deteccion biotinilados para proporcionar intensidades de sefial
fluorescentes en proporcién a la cantidad de analitos unidos. El analisis fue realizado en el
LEGENDplex™ data analysis software (version 8.0), y los datos son presentados como la
intensidad media de fluorescencia del reportero PE (MFI) en funcién de la concentracion

(pg/mL), teniendo en cuenta los limites de la curva estandar.

Andlisis de datos y estadistica: los andlisis estadisticos se realizaron empleando el
software GraphPad Prism, version 5.0. Para determinar si los datos mostraban una
distribucion normal se aplico la prueba de Kolmogrov-Smirnov. Para comparar las
diferencias entre las diferentes condiciones, se empled la prueba de Mann-Whitney para
datos no paramétricos. Finalmente, la relacion de PPAR con el proceso inflamatorio en

nifos fue analizada aplicando la prueba de correlacion de Spearman entre los niveles de
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expresion del receptor nuclear PPAR-a y los niveles de citocinas, quimiocinas y
adipocinas. De esta manera, todos los datos en este estudio se expresaron como la
media * desviacion estandar (S.D.). Valores con un p <0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En total, se analizaron las medidas antropométricas y bioquimicas de 19 nifios con
normopeso y 18 nifios con obesidad (Tabla 2). En la tabla 3 se observan los valores de
referencia para la edad de la poblacion de estudio. Se evidenci6 en relacion a la edad y a
los niveles de colesterol LDL un comportamiento similar sin diferencias significativas entre
los grupos. En cuanto que los niveles de colesterol HDL fueron significativamente
mayores (p=0,0077) en el grupo control en comparacién con el grupo con obesidad.
Parametros como el peso (p=0,0002), insulina basal (p=0,0001), IMC (p=0,0001) y HOMA
(p=0,0001) mostraron en el grupo con obesidad valores significativamente mayores,
indicando resistencia a insulina e hiperinsulinemia para este grupo (39). En relacién con
los niveles de trigliceridos, estos fueron significativamente mayores (p=0,0001) en
pacientes obesos y podrian estar relacionados con una prevalencia a padecer problemas
cardiometabolicos. Estos resultados concuerdan con el indice TG/HDL que también fue
significamente mayor (p<0,0001) en este grupo. El indice TG/HDL esta asociado con un
perfil lipidico aterogénico, riesgo de enfermedad coronaria y resistencia insulinica (40), lo
cual corrobora el riesgo cardiovascular y la condicion de IR en los participantes obesos.
Respecto al colesterol LDL no presentd diferencias entre los grupos. Por dltimo, los
depdsitos de grasa en brazo, pierna, tronco, androide y ginoide presentaron un porcentaje

de grasa significativamente mayor (p=<0,0001) en el grupo con obesidad.

Tabla 2. Parametros antropométricos y caracteristicas metabdlicas de nifios y

adolescentes obesos y con peso normal.*

Control n=19 | Obesidad n= 18
Femenino 8 10
Masculino 11 8
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Edad (afios) 10,47 + 2,87 11,33 +2,93
Tanner 2,88+1,72 2,72+1,32
Percentil IMC 49,92 + 28,03 | 96,37 £ 8,50****
Peso (Kg) 35,33 +13,12 | 55,97 + 14,40 **
Talla (cm) 139,83 +18,32 | 143,99 + 12,32
% Grasa (brazo) 33,07 £9,44 | 4591 £ 7,73 ****
% Grasa (pierna) 32,82+7,74 | 44,41 £ 5,82 ****
% Grasa (tronco) 21,06 + 8,95 42,9 + 6,79 ****
% Grasa (androide) 18,58 + 9,93 | 44,33 £ 7,53 ****
% Grasa (ginoide) 28,88 £ 8,21 | 44,68 £ 5,96 ****
Glicemia en ayunas (mg(dL) | 87,61 +5,55 87,59 + 6,25
2 horas de glucosa (mg/dL) 91,74+ 13 94,23 + 13,58
Insulina (mcU/mL) 7,77 £4,78 19,77 £ 8,02 ****
Triglicéridos (mg/dL) 76,48 + 18,47 117,27 + 31,64***
Colesterol HDL (md/dL) 50,34 + 8,22 41,39 £ 9,51 **
Colesterol LDL (mg/dL) 84,55+18,04 | 94,70 + 20,67
HOMA-IR (puntuacién) 150+1,19 4,28 £ 1,72 ****
indice TG/HDL 1,60+ 0,61 3,02 + 1,24 *+xx

*Los datos son expresados como la media + desviacién estandar. Percentil IMC =
percentil del indice de masa corporal; HOMA-IR = modelo homeostéatico para evaluar la
resistencia a la insulina; colesterol HDL = colesterol de lipoproteinas de alta densidad;
Colesterol LDL = colesterol de lipoproteinas de baja densidad. ** p < 0,05, *** p < 0,0005,
**** n < 0,0001.

Tabla 3. Valores de referencia de los paramétros antropomeétricos y bioquimicos.*

Parametro N,'V(_al
Aceptable| Limite | Elevado

Insulina (mg/dL) 29-249 - > 24,9
HOMA-IR < 3,43 - > 3,43
Glicemia en ayunas (mg/dL) >100 - <126
2 horas de glucosa (mg/dL) <140 - <200
Colesterol total (mg/dL) <170 170-199| > 200
Colesterol LDL (mg/dL) <110 110-129| >130
Colesterol HDL (mg/dL) > 45 40 - 45 <40
Trigliceridos (mg/dL) <90 90 - 130 > 130
indice TG/HDL <2,0 - >3,0

*Los valores de referencia de insulina e indice HOMA fueron obtenidos de estudios de
estandarizacion de los niveles de insulina e indice HOMA en nifios y adolescentes (41),
los niveles de glicemia en pre y postpandrial fueron tomados de ADA (American Diabetes
Association) (42), los niveles de colesterol total, LDL-C, HDL-C, y triglicéridos fueron
obtenidos de NCEP (National Cholesterol Education Program)(43). Finalmente, el indice
TG/HDL fue tomado de el estudio de valores de referencia indice TG/HDL (33).
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Para determinar inicialmente la presencia de transcritos de los tres isotipos de PPAR en
las muestras empleadas, la expresion de cada isotipo fue analizada por gPCR. PPAR-a
presentd una expresion relativa significativamente alta (p= 0,0484) en el grupo de
pacientes control respecto al grupo de pacientes obesos, donde se observa una reduccion
del 50% en la expresion de este gen (Figura 1a). En contraste, PPAR-B no evidencié una
expresion diferencial (p=0,1358) entre los grupos de estudio (Figura 1b). En obesidad, la
expresion de este isotipo ha sido reportada previamente en la pulpa blanca del bazo

(centro de proliferacion de linfocitos) de ratas (44).

Por ultimo, la expresion de PPAR-y no fue detectada en leucocitos en ninguna de las
muestras. Para corroborar este hallazgo, empleamos como control positivo ADNc de
tejido adiposo, ya que este isotipo se encuentra presente principalmente en células
adiposas. Esta muestra presenté una amplificacion positiva con un valor de C; de 30,1y
un unico pico en la curva de disociacion con una temperatura de 84,5 °C para este tejido,
indicando que la reaccion es especifica y que PPAR-y no muestra niveles detectables de
transcritos en leucocitos (Figura 2). Sin embargo, este isotipo si estaria relacionado con el
sistema inmune, ya que se ha encontrado su expresion en macrofagos humanos

ejerciendo un posible efecto antiinflamatorio (45).
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Figura 1. Expresion relativa de PPAR-a y PPAR-B en leucocitos. La expresion de
PPAR-a y PPAR-B fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AA
CT. Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen
blanco y la media geométrica de dos genes constitutivos PGK y YWHAZ. Las diferencias

estadisticas fueron analizadas por la prueba de Mann Whitney. *p<0,05.
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Figura 2. Curva de disociacién de PPAR-y en tejido adiposo y leucocitos. La
expresion de PPAR-y fue determinada por PCR en tiempo real en leucocitos y en tejido

adiposo. Los valores son presentados como delta de unidades de fluorescencia relativa
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en funcién de la temperatura en donde los picos representan el valor de la temperatura de

disociacion de PPAR-y en tejido adiposo.

Posteriormente, se midieron los niveles en suero de citocinas, quimiocinas y adipocinas
en los grupos de estudio mediante citometria de flujo. En la figura 3, se observan los
resultados del grupo de citocinas analizadas, donde los participantes en condicion de
obesidad mostraron un incremento significativo en los niveles de IL-8 (p= 0,0081), IL-6 (p=

0,0005), TNF-a (p= 0,0004) e IFN-y (p= 0,0110) en comparacion con el grupo control.

La concentracion de IL-8 fue de 319,3 + 159,6 pg/mL en nifios obesos y 205,7 + 141,3
pg/mL en nifios control (Figura 3a). IL-6 mostrdé una concentracién de 67,8 + 70,9 pg/mL
en pacientes obesos y 17,1 £ 24,4 pg/mL en nifios con normopeso (figura 3-b). En
relacion con el IFN-y, esta citocina mostré concentraciones de 6.342 + 3.883 pg/mL en los
participantes obesos y 4.091 = 2.547 pg/mL en participantes control (Figura 3c). Los
niveles séricos de TNF-a fueron de 109,0 £ 73,0 pg/mL y 51,6 + 49,8 pg/mL para el grupo
con obesidad y control, respectivamente (Figura 3d). Por otro lado, la IL-10 no presenté
diferencia significativa entre los grupos de estudio con concentraciones de 87,1 + 107,2
pg/mLy 61,1 +57,5 pg/mL en participantes obesos y control, respectivamente (Figura 3e).
Los niveles de IL-1B8 también fueron evaluados, no obstante, fueron indetectables en

todas las muestras analizadas.
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Figura 3. Concentracién sérica de citocinas en nifios y adolescentes con obesidad.

Los niveles de citocinas fueron medidos en suero preprandial por citometria de flujo

mediante un inmunoensayo multiplex humano de inflamacion. Las diferencias estadisticas

fueron analizadas por la prueba Mann Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005.

En la figura 4 se representan los resultados de las quimiocinas analizadas, encontrandose

que el grupo de pacientes con obesidad presentd una concentracion de MCP-1

significativamente alta (p=0,0452), con concentraciones de 8.208 + 5.398 pg/mL, en

comparacion con el grupo de participantes con normopeso, con niveles de 5,3 + 2,1

pg/mL (Figura 4a). Mientras que IP-10 no presento diferencias significativas (p=0,0543)

entre el grupo con obesidad y control con concentraciones de 1,8 + 1,6 pg/mLy 2,6 £ 2,1

pg/mL, respectivamente (Figura 4b).
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Figura 4. Concentracién sérica de quimiocinas en nifios y adolescentes con
obesidad. Los niveles de quimiocinas fueron medidos en suero prepandial por
citometria de flujo mediante un inmunoensayo multiplex humano de inflamacion. Las

diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba Mann Whitney. *p<0,05.

En relacién con las adipocinas analizadas, la adiponectina presentd una concentracion
significativamente alta en el grupo control (p= 0,0018) con una concentracion de
123.001 + 91.876 pg/mL, respecto al grupo con obesidad que exhibi6 una
concentracion de 43.960 + 30.211 pg/mL (Figura 5a). En contraste, la adipsina
presentd una concentracion de 17.761 + 12.875 pg/mL en el grupo con obesidad, que
fue significativamente mayor (p=0,0397), respecto al grupo control, el cual ostentd una

concentracion de 7.688 + 6.116 pg/mL (Figura 5b).

La resistina no ostentd una diferencia significativa entre los grupos de estudio, con
concentraciones de 13.102 + 8.342 pg/mL y 16.792 + 8.302 pg/mL para los
participantes obesos y control, respectivamente (Figura 5c). La leptina también fue
analizada, sin embargo, presentd niveles considerablemente altos en el grupo con
obesidad, que superaban las concentraciones determinadas en la curva de calibracion,

lo cual no permitié cuantificarla mediante el ensayo utilizado. Finalmente, el RBP4, no

presentd concentracion representativa en ninguno de los grupos de estudio, lo que
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indica que en suero no es secretada en niveles detectables bajo las condiciones

empleadas, como si ocurre en otros tejidos como el hepatico.
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Figura 5. Concentracién sérica de adipocinas en nifios y adolescentes con
obesidad. Los niveles de adipocinas fueron medidos en suero prepandial por citometria
de flujo mediante un inmunoensayo multiplex humano de inflamacién. Las diferencias

estadisticas fueron analizadas por la prueba Mann Whitney. *p<0,05.

Finalmente se llevo a cabo la prueba de correlacion Spearman para establecer la relacion
entre la expresion de PPAR-a y los niveles de citocinas, quimiocinas, adipocinas y
pardmetros antropométricos de nifios en estado de obesidad. En la tabla 4 se observan
los andlisis obtenidos, en donde se encontr6 una correlacibn negativa (-0,58)
estadisticamente significativa (0,03883) entre la expresion relativa de PPAR-a y los
niveles de TNF-a en nifos con obesidad. Sugiriendo un papel antiinflamatorio de este

receptor, teniendo en cuenta la actividad inflamatoria que tiene TNF-a.
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Tabla 4. Prueba de correlacion entre la expresiéon de PPAR-a y la concentracion de

citocinas, hormonas y parametros antropométricos y bioquimicos en nifios con

obesidad.

Variable PPAR-a p
Adiponectina 0,50 0,0623
Adipsina 0,07 0,8801
MCP-1 0,32 0,2050
IP-10 0,37 0,1443
IL-10 -0,13 0,6706
IL-8 0,23 0,3670
IL-6 -0,34 0,2762
IFN-y 0,13 0,6187
Resistina 0,17 0,5090
TNF-a -0,58 | 0,0383 *

La respuesta inflamatoria es un efecto fisiolégico generado por el organismo, ante
agresiones que pueden ser enddégenas o exégenas. Una de las principales caracteristicas
de la obesidad es que presenta inflamacién, proceso que se caracteriza por ser cronico y
de baja intensidad (46). La inflamacion esta relacionada con la accién sistémica de
algunas citocinas, adipocinas y quimiocinas que regulan este proceso en diferentes
tejidos. En el presente trabajo se observé un perfil proinflamatorio en suero de pacientes
con obesidad con un aumento significativo en los niveles de adipsina, MCP-1, IL-8, IL-6,
IFN-y y TNF-a. Mientras que en pacientes con normopeso se observaron niveles
incrementados de la adipocina antiinflamatoria adiponectina. Moléculas como IP-10, IL-10

y resistina no manifestaron diferencia entre obesidad y control.

El IFN-y aumenta la funcién de los macréfagos y las células T, permitiendo que estos
puedan controlar agentes patdégenos extrafios (47). En la obesidad, la hipertrofia e

hiperplasia provocada en los adipocitos genera reclutamiento de macréfagos en el tejido
26



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

graso (16), que estimulan la secrecion de mayor cantidad de proteinas proinflamatorias
como TNF-a, MCP-1, IL-6 e IL-12 (46). Proteinas que pueden promover diferentes
problemas sistémicos, como resistencia insulinica, inflamacion cronica y depdsito de
grasa hepética (48). En el presente trabajo, encontramos que su concentracion fue
significativamente mayor (p= 0,0110) en pacientes obesos, acompafiado de niveles
incrementados de TNF-a e IL-6, mostrando una correlacion positiva (datos no mostrados)

entre estas proteinas y soportando su papel inflamatorio en la obesidad.

Por otro lado, el IP-10 es una quimiocina producida en respuesta a la presencia de IFN-y,
con actividad proinflamatoria. Participa en enfermedades cardiovasculares cuando se
presenta en concentraciones elevadas, y en algunos estudios muestra una correlacion
positiva con el IMC en personas mayores de 25 afios (49). Sin embargo, un estudio
realizado a partir de muestras de adipocitos humanos demostré que no hay una
correlacién entre IP-10 y el IMC (50). Nuestros resultados muestran concentraciones
similares entre los grupos de estudio (p= 0,0543), confirmando que los niveles de IP-10 en

suero no tienen relacién (datos no mostrados) con el IMC de los nifios estudiados.

MCP-1, es otra quimiocina que recluta monocitos y leucocitos en las zonas donde hay
inflamacion, aumenta la captacion de LDL por monocitos, e inhibe la captura de glucosa
dependiente de insulina al impedir la expresion del receptor GLUT4 (51). El exceso de
MCP-1 conlleva a la acumulacion de triglicéridos en el higado (esteatosis), también
conocido como higado graso, el cual se considera que es provocado a causa de la
resistencia insulinica (9). A su vez, esto conlleva a aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular (51). Nosotros detectamos en el grupo de pacientes obesos un incremento

significativo (p= 0,0452) en la concentracion de MCP-1 en suero, lo cual coincide con un
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aumento de triglicéridos (0,0001), indice aterogénico TG/HDL-c (<0,0001) y en el indice
HOMA (<0,0001), apoyando su rol en procesos ateroescleréticos y en la resistencia

insulinica

El TNF-a es capaz de disminuir la toma de acidos grasos por los adipocitos,
aumentandolos en la circulacion, al mismo tiempo que inhibe la lipdlisis (6). Estos acidos
grasos libres incrementan la liberacién de glucosa desde el higado (52). Asi mismo, el
TNF-a promueve la resistencia insulinica, el inhibir la via de sefializacion del sustrato 1 del
receptor de insulina (IRS1) (48). Ademas, aumenta la producciéon de citocinas
inflamatorias como la IL-6 y suprime la produccién de adipocinas antiinflamatorias como la
adiponectina (48). En este trabajo se encontré que la concentracion de TNF-a fue
significativamente mayor (p= 0,0004) en el grupo de pacientes obesos, lo cual muestra un
comportamiento coherente con el elevado indice HOMA, los niveles incrementados de IL-

6 y la disminucion de adiponectina en el grupo obeso.

La adiponectina es una adipocina reconocida por su actividad antiinflamatoria y mejora de
la sensibilidad a la insulina, mediante la inhibicion de la produccion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-a e IL-6 (6). Ademas, cuando su concentracion es baja se
favorece la aterogénesis, con mayor probabilidad de infarto al miocardio (6), lo cual
sugiere un riesgo cardiovascular temprano en nifios y adolescentes con obesidad.
Respecto a la IL-6, en la obesidad aumenta la lipogénesis hepatica (48), que contribuye a
un exceso de triglicéridos y masa grasa (53). Al mismo tiempo, es importante en la
homeostasis energética, al actuar inhibiendo la lipoproteina lipasa para impedir la
hidrolisis de triglicéridos y captacion de acidos grasos libres (48). También aumenta la

inflamacion cronica en la obesidad y la resistencia insulinica (48). Nosotros encontramos
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una concentracion significativamente mayor de IL-6 (p= 0,0005) en el grupo de pacientes
obesos respecto al grupo control, y también niveles incrementados de triglicéridos e indice
HOMA. Asi mismo, se evidencia un incremento significativo (p=<0,0001) en el porcentaje
de grasa de nifios obesos en diferentes regiones como brazos, piernas, tronco, androide y
ginoide (Tabla 2). En consecuencia, los niveles incrementados de IL-6 pueden también
estar contribuyendo al desarrollo de insulinorresistencia y a un aumento en los depdsitos

de grasa corporales en poblacién pediatrica con obesidad.

Otra interleucina analizada fue la IL-8, conocida por ser un importante marcador de
inflamacion mediante la estimulacién y atraccion de neutrdfilos, que actdan directamente
sobre las zonas inflamatorias, como por ejemplo en los adipocitos hipertrofiados (54). La
hipertrofia adipocitaria se caracteriza por el aumento en tamafio y deterioro funcional de
los adipocitos existentes, provocando expansion del tejido adiposo y activacion de la
respuesta inmune (55). Nosotros encontramos una concentracién significativamente
mayor de IL-8 (p=0,0081) en el grupo de pacientes obesos respecto al control.
Adicionalmente, encontramos un aumento significativo (p=<0,0001) en el porcentaje de
grasa de nifios obesos en brazos, piernas, tronco, androide y ginoide. Estos hallazgos
sugieren que la IL-8 favorece la inflamacién en nifios, generando expansién del tejido

adiposo.

La IL-10 al contrario de las citocinas mencionadas anteriormente, cumple un papel
antiinflamatorio en la obesidad al inhibir la produccion de proteinas inflamatorias (6). Sin
embargo, ésta citocina no presento diferencias significativas (p=0,0543) entre los grupos
de estudio. Es importante tener en cuenta que los niveles de IL-10 pueden variar

dependiendo de la edad de los pacientes y el sexo (56). En este trabajo el rango de edad
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de los participantes fue amplio y al categorizar de acuerdo a las variables sexo y edad no
fue posible identificar diferencias en los niveles de esta citocina en los grupos de estudios.
Adicionalmente, otro estudio encontré que IL-10 no tiene alguna correlacion con variables
antropomeétricas ni bioquimicas en adultos (57), de manera que es posible que en nifios

esta citocina tenga un comportamiento similar.

Dentro de las adipocinas estudiadas, la adipsina posee una actividad proinflamatoria al
activar células del sistema inmune, también participa con la proteina estimuladora de
acilacion (ASP) en una via comun denominada via adipsina—ASP. Esta via media la
captacion y esterificacion de acidos grasos hidrolizados a partir de triglicéridos por acciéon
de la lipoproteinlipasa (58). De manera que cuanto mayor sea la grasa corporal, habra
mayor concentracion de adipsina. En la poblacion estudiada, se presentd una
concentracion significativamente mayor (p=0,0397) de esta adipocina en el grupo de
pacientes con obesidad. Coherentemente, el aumento en los niveles de adipsina en
poblacion pediatrica obesa también se vio acompafiado por un aumento significativo
(p=<0,0001) en el porcentaje de grasa, en depdsitos como tronco, piernas, brazos, region

androide y ginoide.

La resistina ha sido involucrada en la resistencia insulinica como consecuencia a la
produccion de glucosa hepética, al mismo tiempo que disminuye la captacion de esta en
los adipocitos e impide la diferenciacion de los mioblastos para el desarrollo muscular en
ratones (6). En humanos, esta es producida principalmente en macréfagos, contribuye a
la resistencia a insulina y estimula la inflamacion del tejido adiposo (59). En jovenes entre
12 y 16 afios se ha reportado una asociacion positiva entre la concentracion de esta

adipocina y la grasa corporal (60). Sin embargo, aun no ha sido demostrada la relacion de
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los niveles de resistina circulantes con los problemas de obesidad en la infancia. En la
poblacién pediatrica evaluada no se encontré una diferencia significativa (p= 0,0517) entre
el grupo control y obeso, pero considerando el amplio rango de edad utilizado no es
posible descartar que esta adipocina varie dependiendo de la edad y estado hormonal de

los pacientes (60).

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS) son capaces de
participar en el control del proceso inflamatorio producido por la obesidad (61), mediante
la modulacion de la expresion de citocinas proinflamatorias en tejido adiposo. Sin
embargo, otros tejidos pueden contribuir al proceso inflamatorio. En este trabajo
identificamos la expresion de PPAR-a y PPAR-B, pero no de PPAR-y en leucocitos,

indicando un rol de estos dos isotipos en la respuesta inmune.

PPAR-a participa en la oxidacidén de acidos grasos y se ha demostrado que tiene un papel
antiinflamatorio en tejido adiposo. Mediante su activacion, utilizando agonistas, puede
actuar inhibiendo la expresion de IL-6 y el rendimiento de citocinas inflamatorias como IL-
2 y TNF-a (62). Teniendo en cuenta esto, al tener un rol antiinflamatorio se espera que
haya una menor expresion de este isotipo en el grupo de pacientes con obesidad. De
hecho, nosotros encontramos una expresion de PPAR-a dos veces mayor en el grupo

control en comparacion con el grupo con obesidad.

Por otro lado, se ha reportado una conexion entre los niveles de triglicéridos, esteatosis
hepética, hipertrofia adipocitaria, y disminucion en la expresion de PPAR-a en el higado
de ratones con obesidad inducida (63). Aunque no se han evaluado la expresion de este

factor de transcripcion en tejido sanguineo, nuestros resultados muestran una expresion
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de este factor de transcripcion en leucocitos y ademas que su expresion se ve afectada
por el estado de obesidad. La expresion aumentada de PPAR-a en el grupo control,
sugiere una relacion entre este isotipo y el incremento de aquellas proteinas
antiinflamatorias. De manera que este podria regular el proceso inflamatorio producido por
la obesidad al disminuir la concentracion de aquellas proteinas inflamatorias que
favorecen este proceso. A partir del andlisis de correlacion, se encontré que la expresion
PPAR-a se relacién negativamente con la concentracion del TNF-a. De manera que este
isotipo podria provocar la disminucion de IL-6 y acidos grasos circulantes, aumentando la
sensibilidad a insulina y promoviendo la lipdlisis. Convirtiéndose en el isotipo mas
adecuado para regular el proceso inflamatorio en la obesidad y a su vez repercutir en la

hipertrofia del tejido adiposo.

El hecho de que PPAR-a presente menor expresion en leucocitos de nifios y adolescentes
con obesidad, lo convierte en el isotipo con mayor potencial para modular el proceso
inflamatorio de nifios obesos. El uso de agonistas para esta proteina permitiria su
activacion en leucocitos y una disminucion en la concentracién de citocinas, quimiocinas y
hormonas que promueven la inflamacion. En consecuencia, PPAR-a contribuiria a evitar
el desarrollo de resistencia a insulina, problemas cardiovasculares y dislipidemia,

asociados con la condicion de obesidad.

Finalmente, aunque PPAR-B ha sido el isotipo menos explorado, estudios han encontrado
gue, al activarse, disminuye los niveles de triglicéridos en sangre e inducir la expresién de
genes relacionados con almacenamiento de lipidos y termogénesis (57). Este actua
principalmente en el tejido adiposo y contribuye al mejoramiento de la inflamacion por
obesidad, regulando la resistencia a insulina y mejorando la sensibilidad hacia esta, de
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manera que podria actuar disminuyendo las proteinas que participan en este proceso
como IL-6 y TNF-a (62). Sin embargo, PPAR-B no presento diferencias significativas entre
los grupos de estudio. Esto demuestra que a pesar de que este isotipo tenga efectos
antiinflamatorios (64), en leucocitos la expresion de este gen no se relaciona con
obesidad. Sin embargo, no es posible descartar diferencias en el estado de activacion y
por ende, en su participacion en el proceso inflamatorio provocado en la obesidad, por lo

gue aun existe la incégnita de su funcion en este tipo de células.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de las muestras de sangre de nifios y adolescentes

entre 7 y 17 aflos con obesidad y normopeso, es posible concluir que:

e Los nifios y adolescentes en estado de obesidad presentan un perfil pro-
inflamatorio, evidenciado por el aumento de los niveles sericos de IL-6, IL-8, TNF-q,
IFN-y, MCP-1 y adipsina, y también una disminucién de la adipocina anti-
inflamatoria adiponectina. Este perfil sugiere una contribucion al desarrollo de
insulinorresistencia, riesgo cardiovascular e incremento en la acumulacion de grasa
soportado por los niveles aumentados de trigliceridos, TG/HDL, porcentaje de
grasa e indice HOMA.

e Los leucocitos expresan los isotipos a y B de los factores de transcripcion PPAR, y
no muestran niveles detectables del isotipo y, sugiriendo una participacion de
PPAR- ay PPAR- en procesos inmunologicos.

e La expresion reducida de PPAR-a en leucocitos de nifios con obesidad indica una
actividad anti-inflamatoria dismuida, lo cual esta asociado de manera inversa con
los niveles de TNF-a séricos. Por lo que al activar la expresion de PPAR-q, se
podria disminuir los efectos producidos por TNF-a, al mejorar la sensibilidad a
insulina, lipdlisis, aumentar adiponectina y disminuir IL-6.

e La disminucion en la expresion de PPAR-a en leucocitos de nifios con obesidad lo
postula como un potencial blanco terapeutico para la modulacién de la respuesta
inflamatoria en la obesidad y por tanto, en las patologias asociadas a esta

condicion.
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