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RESUMEN

El adipocito es una célula muy activa con una funcion endocrina importante,
producir sustancias llamadas adipocinas que intervienen en la regulacion del
metabolismo, en funciones inmunoldgicas, hormonales, reproductivas, etc, La
produccion de estas hormonas, estan directamente influenciado por la cantidad
de tejido adiposo visceral y subcutaneo, siendo méas activo en la produccion de
estas sustancias el tejido visceral; por esta razén determinar obesidad central por
medio de perimetro de cintura da una vision mas acertada sobre el
comportamiento del adipocito en la produccion de adipocinas y su influencia sobre
los diferentes aspectos metabdlicos. Este trabajo describié el comportamiento
metabdlico del adipocito en una poblacion de pacientes que se les practicé cirugia
laparoscopica abdominal programada en 2 instituciones de la ciudad de Cali,
divididos en 3 grupos, grupo 1: pacientes no obesos por IMC y perimetro de
cintura, grupo 2: pacientes con diagnostico de obesidad pero sin comorbilidad
asociada; grupo 3: pacientes con obesidad y comorbilidad (HTA y/o DM tipo 2 y/o
dislipiedemia) y tratamiento farmacologico (Biguanidas y Estatinas. Se evidencié
diferencias en el comportamiento del adipocito en personas no obesas y personas
con obesidad y adicionalmente, se encontré una modulaciéon en la produccién de
citocinas inflamatorias y funciéon mitocondrial en el grupo con obesidad con
comorbilidad y tratamiento farmacoldgico y se observd una asociacion entre el uso
de estos farmacos y disminucion de la respuesta inflamatoria.



INTRODUCCION

Segun la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) en su reporte de 2008, en el
mundo hay aproximadamente 1400 millones de personas adultas con sobrepeso,
de las cuales, 200 millones de hombres y 300 millones de mujeres presenta
obesidad, pero lo mas alarmante, es la expectativa que se tenia con poblacion
infantil para el 2010 con 40 millones de nifilos menores de 5 afios con sobrepeso.
La obesidad no tiene distincion de género, ubicacién geogréafica, edad, condicion
econOmica, todos los paises con altos o bajos ingresos padecen esta epidemia,
solo que se ve mas reflejado en los paises de mayores ingresos, por la facilidad
de adquisicion. Estados Unidos presenta un problema de salud publica, con una
poblaciéon de mas de 40 millones de personas en situacion de obesidad y en
América Latina, México es quien muestra la problemética en todo su esplendor, lo
mas preocupante es la poblacion infantil que padece esta condicion y va en
aumento. Colombia no se queda atras, aunque no presenta este problema como
México pero las cifras van en aumento y la manifestacion de las consecuencias de
esta condicion no se hace esperar. En Colombia se realizé en el 2010 una
Encuesta Nacional de la Situacién Nutricional en Colombia (Ensin), donde muestra
un aumento de la poblacion en condicién de obesidad, donde los hombres son los
gue presentan mas esta condicion. La encuesta se realizé en 258 municipios de
Colombia y se pudo estimar la prevalencia de los principales problemas
nutricionales con el objetivo de desarrollar politicas adecuadas para la intervencién
de dichos problemas?*.

La relacion de obesidad y Enfermedad Cardiovascular se ha demostrado en
diversos estudios entre los cuales uno clasico como el Estudio Framingham?, en
donde se relaciona el aumento de IMC con aumento del riesgo cardiovascular, sin
embargo, esta asociacion no es suficiente como lo demuestran estudios
posteriores, donde describen el comportamiento metabdlico del adipocito visceral
y el adipocito subcutaneo, los cuales son diferentes en la produccién de
adipocinas y su efecto sobre el riesgo cardiovascular.®® Estos estudios llevé a la
importancia de la obesidad central, la cual se puede determinar por medio de una
medida indirecta como es el perimetro de cintura, que nos da una idea sobre la
cantidad de adipocitos que rodean los 6rganos®. El adipocito visceral esta
relacionado con la produccion de mas sustancias pro-inflamatorias como IL-6,
TNF-a, entre otros, los cuales estan relacionados con el mantenimiento del estado
inflamatorio sistémico de bajo grado® y este estado es el que se encuentra
relacionado con aumento en el riesgo de presentar eventos cardiovasculares y
Diabetes Mellitus tipo 2, cancer y otras patologias.'®**.



MARCO TEORICO

La obesidad en un trastorno metabdlico cronico, de causas multifactoriales
(genéticas, ambientales), caracterizado por acumulacion excesiva de tejido
adiposo (tejido adiposo subcutaneo y visceral). La causa principal de este
trastorno es el desequilibrio energético, donde las caloria consumidas superan el
gasto calérico y se deben a diversos factores como una ingesta rica de alimentos
hipercaldricos (grasas, azucares, etc.), sedentarismo, predisposicion genética
(metabolismo de ahorro), medicamentos, patologias asociadas, entre otras
causas™*?.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), da el concepto de obesidad
como una acumulacion excesiva o anormal de grasa y se determina clinicamente
por el indice de masa corporal (IMC = peso en Kilogramos/(estatura en metros)?)
> 30'?, aunque este pardametro nos da una idea, pero se queda limitada la
definicion, porque hay casos en los que no se puede hacer aplicacion de dicho
pardmetro, por ejemplo, una persona fisicoculturista, donde su IMC es alto pero no
es un indicador acertado de tejido adiposo, solo seria un IMC a expensas de tejido
muscular y no estaria acorde con la definicion de obesidad, por lo tanto, existen
otros indicadores utilizados para determinar obesidad central como el perimetro de
cintura el cual se mide la circunferencia a nivel de ombligo, en donde una cintura
= 88 cm en mujeres y = 102 cm en hombres se ha asociado con un incremento del
riesgo de Enfermedad Cardiovascular (ECV)™>’. IDF (Internacional Diabetes
Federacion), propone para el diagnéstico de Sindrome Metabdlico en
Latinoamérica otras medidas para el Perimetro de cintura, debido a las diferencias
en las medidas antropométricas de la poblacién caucasica, siendo la poblacién
latinoamericana mas semejante a los asiaticos, disminuyendo las medidas dadas
por el ATPIIl y muestran para hombres de 290 cm y para mujeres =280 cm como la
medida de partida para riesgo cardiovascular y dar diagnéstico de obesidad
central®.

Los problemas asociados a la obesidad van desde aumento del riesgo
cardiovascular, cancer (cancer de mama y colorrectal)'’'®, defectos en el
metabolismo de los carbohidratos y lipidos (Diabetes Mellitus tipo 2, Resistencia a

la insulina, Dislipidemia), trastornos musculoesqueleticos, infertilidad, entre
otr0513'14’15’19'20.



TEJIDO ADIPOSO:

Esta compuesto por adipocitos maduros, pre-adipocitos, células endoteliales,
fibroblastos, mastocitos, macrofagos, etc y su funcidon hasta hace unos afios se
consideraba solo un tejido de almacenaje de triglicéridos, pero en la actualidad
este concepto hay cambiado totalmente y se conoce al tejido adiposo como un
tejido muy activo, es un o6rgano endocrino, productor de diversas sustancias que
tienen efecto sobre el metabolismo, funciébn inmunoldgica, apetito, etc. Las
sustancias producidas por este tejido se encuentran: Interleucinas como IL-6, IL-
1B, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), angiotensina Il, Angiotensinégeno,
factores de crecimiento, entre otras, ademas de adipocinas como por ejemplo:
resistina, leptina, adiponectina, etc ?°, estas sustancias producidas tiene accion
sobre el sistema nervioso central (mesencéfalo, cerebelo, otras) y modulan
funciones como el apetito, el gasto energético y actian sobre otros 6rganos como
pancreas, misculos , entre otros.*

En condiciones de desbalance energético, donde hay poco gasto y mas
almacenaje, se produce cambios en el tamafio del adipocito (hipertrofia) y en el
namero de células (hiperplasia), aumentando el riesgo de mayor acumulacion
ectopica del tejido. Asi como aumenta el tamafio y el nimero de células, aumenta
la funcionalidad, con mayor liberacién de citocinas pro-inflamatorias y adipocinas
gue modifican el metabolismo y adicionalmente hay infiltracion de macréfagos en
el tejido adiposo, lo cual refuerza la produccién de sustancias inflamatorias?®,
creando un estado inflamatorio cronico de bajo grado.

Los mecanismos por los cuales el tejido adiposo se hipertrofia y/o hiperplasia no
estan bien dilucidados, solo se ha observado que en presencia de altos niveles de
insulina y corticoesteroides se presenta un aumento en la diferenciacion de los
preadipocitos a adipocitos maduros. Adicionalmente se ha visto la relacion de
algunos factores de crecimiento como por ejemplo Factor de crecimiento
insulinoide (IGF)-1, hormonas como la de crecimiento y la hormona tiroidea, que
en estudios in vitro, han demostrado su actividad sobre el adipocito, produciendo
una diferenciacion mas rapida y notoria de los preadipocitos a adipocitos maduros.
Otro punto a resaltar son los factores de transcripcion que influyen en la
diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos maduros como por el ejemplo
PPAR-y (Receptor gamma proliferador de peroxisoma activado) receptor nuclear
que afecta al adipocito en su tamafio, proliferacién y redistribucion?’.

El aumento de interleucinas inflamatorias como TNF-q, IL-6, contribuyen al estado
de inflamacion crénica subclinica, estimulando al higado a la produccion de
Proteina C reactiva (PCR), la cual estd asociada a cambios en la sefalizacion
celular, afectando funcionalidad de receptores de insulina y Leptina, y por lo tanto



afecta a diversas vias metabdlicas y trayendo consigo las consecuencias como
resistencia a la insulina y resistencia a la leptina.

Las principales adipocinas o sustancias producidas por el adipocito son:

ADIPONECTINA:

Es una proteina de 244 aminoé&cidos y un peso molecular de 30 KDa, es una
proteina formada por una porcion globular y otra de colageno (la porcion globular
es muy semejante a la estructura del TNF-a). Su funcién es modular diversos
procesos como por ejemplo el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
respuesta del receptor de insulina, adicionalmente se ha encontrado una relacion
directa en procesos antiinflamatorios y antiteratogénicos y resistencia a la insulina.

La adiponectina para que tenga su funcionalidad biolégica, debe estar
debidamente hidroxilada y glicosilada, lo cual trae como consecuencia diferentes
isoformas de esta proteina. Adicionalmente, los receptores responsables de la
actividad son los AdipoR1 (localizado especialmente en musculo esquelético) y
AdipoR2 (localizado especialmente en higado), estos son acoplados a proteinas G
y segun su ubicacién tienen participacion en diversas funciones.

Estudios con ratones knockout AdipoR1/R2, muestran la participacion de la
adiponectina en la respuesta de los receptores de insulina, ya que estos ratones
manipulados genéticamente al no presentar accion de los receptores de
adiponectina, presentan resistencia a la insulina y en otros estudios lo que
provocaron fue una sobreexpresion de dichos receptores, obteniendo como
respuesta una mejoria en el metabolismo de la glucosa®.

La relacion es inversa entre los niveles de Adiponectina y el indice de Masa
Corporal (IMC), por lo tanto en obesidad, se encuentran niveles bajos, y hay una
relacion a niveles bajos de esta adipocina, se presenta mecanismos de resistencia
a la insulina y aterosclerosis e inflamacién 2.

Los niveles normales de adiponectina en sangre se encuentra entre 5-10 pg/mL,
pero este nivel puede variar por factores como por ejemplo(sexo, edad, presencia
de enfermedades cardiovasculares, obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2, entre
otras). Segun estudios en cultivos de adipocitos viscerales y subcutaneos, se
disminuye la produccion de Adiponectina mas en adipocitos viscerales que en
subcutaneos y parece estar ligado con la produccion de Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNFa), teniendo una relacion inhibitoria en la produccion de
adiponectina.
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La adiponectina esta relacionada con algunos mecanismos que pueden explicar la
pérdida de sensibilidad a la insulina. EIl efecto de esta adipocina a niveles
normales esta involucrado en varios aspectos metabdlicos, como por ejemplo la
activacion de los receptores PPAR-a, que participan en procesos de oxidacion de
acidos grasos, produccion de moléculas transportadoras de &cidos grasos
reflejandose esta actividad con una disminucion de triglicéridos en higado y
musculo esquelético y especialmente en la modulacion de la sefial de insulina,
mejorando la sensibilidad de la misma; asi que, cuando existe disminucién de los
niveles de Adiponectina, se ven afectadas todas estas rutas metabdlicas por lo
cual se traduce en pérdida a la sensibilidad a la insulina, obesidad, dislipidemia,
estado de inflamacion subclinico cronico y patologias como Diabetes Mellitus y
enfermedad cardiovascular?®®,

LEPTINA:

Proteina de 146 aminoacidos, con un peso molecular de 16 KDa, producida
principalmente por los adipocitos y su produccion depende de la cantidad de los
mismos. Los niveles en sangre en una persona sana se encuentran en el rango de
5 a 10 ng/mL y en personas con obesidad pueden llegar hasta 100 ng/mL, pero
también es secretada por otros tejidos como por ejemplo, placenta, glandula
mamaria, hipotadlamo, ovarios, testiculos, estomago, entre otros>®. Esta
adipocina esta implicada en la regulacién del gasto energético y la saciedad®, sus
receptores se encuentran ubicados en el hipotdlamo vy tallo cerebral controlando
apetito, funciones neuroendocrinas y gasto energético. En obesidad los niveles
de leptina tiende a aumentar, lo que ocasionaria segun sus efectos, disminucion
del apetito y gasto energético alto, pero lo que se observa es lo contrario, lo que
nos demuestra una resistencia y una muy baja funcionalidad de la misma®,
ademas se aprecia un aumento de la actividad simpatica y una de las
manifestaciones es el aumento de la resistencia periférica®.

En obesidad, como se mencioné anteriormente, se relaciona con un estado
inflamatorio crénico y se encuentran reactante de fase aguda aumentados como
por ejemplo la proteina C reactiva, esta proteina al parecer se une a la leptina
impidiendo su sefializacion y su funcion y esta es una de las causas por las cuales
en obesidad se puede encontrar personas con niveles de leptina altos y sin
modificacion en el apetito y bajo consumo energético. Otras de la causas que se
sugieren para la resistencia a la leptina, es que cuando esta llega a niveles altos
es posible que se presente una saturacion en el transporte en sangre y sobre todo
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su paso al sistema nervioso central y donde se encuentra una gran cantidad de
receptores a nivel de hipotalamo, por lo tanto, sus efectos se verian afectados o
los receptores presentan cambios que no permiten la funcionalidad de los mismos,
lo que daria como resultado aumento de peso por pérdida del control del apetito y
disminucién del gasto energético*.

Los receptores de Leptina ObRa y ObRb, estan presenten en el sistema nervioso
central a nivel de hipotdlamo, logrando regulacion metabdlica. Se conocen seis
isoformas de receptor, aunque el UGnico activo ObRb son muy semejantes
estructuralmente a las citocinas (sistema JAK2-STAT3 — Tirosina cinasa)*’. En el
sistema nervioso central se encuentran el mayor nimero de receptores ObRb
localizados en varios nucleos del hipotalamo como los nucleos arcuado,
paraventricular, los ventromediales y dorsomediales, los cuales tienen como
funcion el control del apetito y el gasto energético.

Los niveles de leptina en sangre varian segun las condiciones del individuo como
por ejemplo procesos infecciosos o inflamatorios donde se aumentan citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL-1, los cuales estimulan la produccién de Leptina,
por lo que se caracteriza estados de anorexia y de mayor consumo de energia,
pero en estados de estrés o de ejercicio intenso, se observa disminucion de los
niveles de Leptina, por lo que aumenta el apetito para compensar el alto consumo
energético®.

La relacion entre la leptina y la insulina, es una relacion que ha causado mucha
curiosidad, ya que en los pacientes obesos con alteraciones del metabolismo de
los carbohidratos se encuentran afectadas ambas sefiales. Ambas hormonas se
regulan mutuamente, se ha observado que el aumento de los niveles de leptina en
sangre inhibe a las células beta del pancreas en la producciéon de insulina y por el
contrario, los niveles altos de insulina, afectan al adipocito, estimulando la
produccion de leptina.*?

RESISTINA:

Adipocina formada por 108 aminoacidos en el humano, rica en cisteina e
identificada por primera vez en ratones obesos. Tanto en humanos como en
ratones, los niveles en sangre aumentan en presencia de obesidad y
adicionalmente, se ha encontrado en otros tejidos como por ejemplo, placenta,
estbmago, glandula tiroidea, timo, Utero, entre otros.
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En humanos se ha identificado una mayor expresion en tejido adiposo blanco que
en el pardo y ademas es expresada por los macréfagos. Esta adipocina se
relaciona con las complicaciones de la obesidad favoreciendo el estado
inflamatorio crénico subclinico y es determinante en el mecanismo de resistencia
a la insulina®.

FACTOR DE NECROSIS TUMURAL ALFA (TNF-a):

Citocina que se caracteriza por ser un marcador inflamatorio asociado a obesidad
y factor de riesgo cardiovascular, es una proteina transmembranal no
glicosidalada con un peso molecular de 26 kDa. Tiene 2 tipos de receptores (tipo
1y 2), que se expresan en diferentes tejidos como por ejemplo, el adipocito®.
Esta citocina es secretada por monocitos, macrofagos (especialmente), linfocitos T
y B, células NK, polimorfonucleares, y los mismos adipocitos, ademas esta
involucrada en varios procesos (inflamacion, apoptosis, resistencia a la insulina,
entre otros)*®. En las personas con obesidad, en donde existe aumento del tejido
adiposo e invasion de macrofagos a este tejido, se ha observado en diferentes
trabajos el aumento de los niveles de FNT-a, tanto los niveles séricos como la
expresion mMRNA en tejido adiposo®’ y su relacién con la resistencia a la insulina, a
través de su efecto sobre el receptor de insulina, produciendo inhibicién de IRS-1,
evitando la fosforilacién en el residuo de tirosina, disminuyendo o parando la
sefializacion celular, con lo cual da como producto resistencia a la insulina®®.

IL-6:

Citocina sintetizada por varias células del sistema inmunoldgico, tejido adiposo,
fibroblastos, entre otros. Sintetizada como producto de la respuesta inflamatoria y
estrés. Se ha observado un aumento de las concentraciones de esta citocina en
personas obesas, al parecer su sintesis, se debe en una gran parte al tejido
adiposo, por lo tanto es una relacion directa en cantidad de tejido adiposo y la
concentracion de IL-6. Se ha observado que el aumento de TNF-a, aumenta
hasta unas 60 veces la concentracion de IL-6 en cultivos in vitro de adipocitos y
se han reportado en estudios la relacién directa del aumento del TNF-a e IL-6%.

IL-1B:

Citocina secretada por el tejido adiposo y el sistema inmunoldgico, es una proteina
de 17 kDa y se secreta en respuesta a inflamacion y respuesta inmunologica. se
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ha relacionado con disfuncion y muerte de las células beta del pancreas, ya que
activa diversas vias para la produccién de resistencia a la insulina y vias
apoptoticas*®,
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de citocinas (IL-6, TNF-a) y adipocinas (Leptina,
Adiponectina, Resistina) y funcion mitocondrial en adipocitos viscerales cultivados
in vitro, provenientes de pacientes sin diagnostico de obesidad y obesidad sin
comorbilidad y obesidad asociado a comorbilidad y tratamiento farmacoldégico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las caracteristicas clinicas de un grupo de pacientes sin
diagnéstico de obesidad, Obesidad sin comorbilidad y obesidad asociado a
comorbilidad y tratamiento farmacoldgico.

Evaluar la funcién mitocondrial y la liberacibn de adipocinas (Leptina,
Adiponectina, Resistina) y citocinas (IL-6, TNF-a) en pre-adipocitos
viscerales cultivados, provenientes de pacientes sin diagnéstico de
obesidad, Obesidad sin comorbilidad y obesidad asociado a comorbilidad y
tratamiento farmacoldgico.

Cuantificar la produccién y liberacion de adipocinas (Leptina, Adiponectina)
y citocinas (IL-6, TNF-a) en pre-adipocitos viscerales cultivados en un
medio rico en glucosa provenientes de pacientes sin diagnostico de
obesidad, Obesidad sin comorbilidad y obesidad asociado a comorbilidad y
tratamiento farmacologico.

15



METODOLOGIA

- Captacion de pacientes:

Se convocaron pacientes en la consulta pre-quirargica y se les invitd a participar
en el proyecto, se les explico claramente los criterios, 14 no aceptaron participar,
8 se descartaron por no cumplir con los criterios de inclusion y 5 por cambios en la
cirugia, por patologias asociadas y complicaciones pre-operatorias.

Se realizé un estudio experimental que incluia pacientes no obesos, pacientes
obesos sin comorbilidad asociada y pacientes obesos con comorbilidad
(Hipertensién arterial y/o Diabetes Mellitus tipo 2 y/o dislipidemia) y tratamiento
farmacolégico. Se denomind obesidad a los pacientes que presentaron un
IMC>30 y un perimetro abdominal > 80 para mujeres y > 90 para hombres, y
sometidos a cirugia laparoscoépica abdominal en la clinica Rey David y Clinica de
los Remedios de Cali.

La seleccion de la poblacion de estudio se llevd a cabo cuando los pacientes
realizaron su valoracion prequirdrgica, se les explicé el estudio, se les invitd a
participar y se les presentd el consentimiento informado. Para la eleccion de los
pacientes participantes del estudio ademéas de su consentimiento y aceptacion
voluntaria a participar se tuvo en cuenta los siguientes criterios de seleccion:

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Hombres y mujeres mayores de 18 afios con capacidad de decision.

2. Pacientes que hayan dado su consentimiento informado por escrito

3. Pacientes con y sin diagnéstico de Obesidad por IMC y perimetro de
cintura.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Diagnostico previo de cancer

Diagnostico previo de enfermedad renal o hepatica

Mujer en estado de embarazo

Diagnostico de enfermedad inmunoldgica activa

Diagndstico de proceso infeccioso en cavidad abdominal

Cirugia general reciente (30 dias previos a la inclusion del estudio)

o0k wnNE

La valoracién inicial se realizé por médico general quien verificé el cumplimiento
de los criterios de inclusion y exclusion. En la consulta pre-quirdrgica se realizé
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una historia clinica completa, se tomaron datos personales del paciente (nombre,
edad, sexo, estatus socioecondémico, nivel educativo), antecedentes quirdrgicos,
farmacoldgicos, patologicos, factores de riesgo personales, familiares, estilo de
vida, todo en un Formato de recoleccion de datos. En la misma consulta se
tomaron las medidas antropométricas (peso, talla, indice de Masa Corporal — IMC,
Perimetro de Cintura — PC, Presion Arteria — PA, Frecuencia cardiaca, FC).

La toma de las diferentes medidas se realiz6 de forma estandarizada. En la toma
de medidas antropométricas se solicitdé al paciente la utilizacion de ropa ligera o
bata de cirugia, sin zapatos y el peso registrado aproximandolo a los 200 gramos
mas cercanos. La bascula fue estandarizada y calibrada en cada toma de medida.
La talla se utiliz6 una cinta métrica de material no deformable, con el paciente
recto de espalda a la pared y el valor que marcaba se guiaba con una regla
colocada horizontalmente sobre la cabeza del paciente de forma perpendicular. El
indice de Masa Corporal - IMC = PESO (Kg)/ TALLA (metros)®>. Perimetro de
cintura se tomé6 en 2 ocasiones. El paciente se ubic6 de frente al examinador, de
pie, con los brazos a los lados y con la utilizacion de una cinta métrica no elastica.
Esta cinta se aplico en la cintura de manera horizontal en un punto medio entre la
cresta iliaca y el borde costal y se confirmd que no se presentaron diferencias
mayores a 0.5 cm entre las medidas. La Presion Arterial (PA), fue tomado con un
esfigmomandmetro de mercurio en 2 ocasiones diferentes en el brazo derecho.
La primera toma se realiz6 después de 15 minutos del ingreso del paciente a la
consulta y la segunda toma 5 minutos posterior a la primera toma. Se ubicé al
paciente de forma comoda, sentado. La presion sistélica fue determinada por el
primer sonido (Korotkoff fase 1). La presion diastdlica fue determinada cuando
desaparecieron los sonidos (Korotkoff fase 5).

- Toma de muestras:

Durante la cirugia, antes de ingresar al procedimiento se tom6 muestra de sangre
(la toma de sangre fue realizado por el personal de enfermeria que participaba del
procedimiento quirdrgico) para toma de hemograma completo y perfil lipidico
(Colesterol total, HDL, LDL, Triglicéridos), glicemia en ayunas.

Durante el procedimiento quirdrgico, se extrajo tejido adiposo proveniente de
epiplon, aproximadamente 2 cm de longitud y se depositaron en vial con medio de
cultivo para adipocitos, se refrigerd hasta que se llevé al laboratorio de IN VITRO
de la Universidad del Valle. Entre la extraccion del tejido y el proceso en el
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laboratorio no se pasé mas de 2 horas y asi se garantizo la viabilidad del tejido
extraido.

- Proceso de extraccion, cultivo, tratamiento y preservacion de los
adipocitos:

El tratamiento del tejido adiposo, extraccion, cultivo y preservacion de los
adipocitos se realizé mediante los pasos a seguir segun el POE No Adipocitos 002
del Laboratorio de Cultivo Celulares In-Vitro — Universidad del Valle, bajo la
coordinacion de Laboratorio del Bacteridlogo Jaime Mufioz y Dirigido por el Dr.
José Oscar Gutiérrez.

El proceso de cultivo se inicié pasando el tejido adiposo de epiplén de los viales de
transporte a la caja de petri en Solucién salina buferada de Hanks - HBSS. Con
una tijera y bisturi se retir6 la mayor cantidad de tejido conectivo y vasos
sanguineos sin dafar el tejido. Posterior a la limpieza del tejido con mas solucién
de HBSS, se cortd el tejido en pedazos pequefios con tijeras y luego se pasé a un
E. Meyer con magneto y se agrego colagenasa Tipo | (GIBCO) -(por cada gramo
de tejido se agregd 10 mL de colagenasa), se dejo que se disociara el tejido por
30 minutos aproximadamente. Al terminar este tiempo se tomd en una placa de
microscopio 1 gota de la sustancia y se le agreg6 1 gota de azul de tripan (SIGMA
T-6146 al 0,4%) para medir viabilidad celular. Posterior a este procedimiento se
tomo el tejido disociado en 2 tubos y se centrifugé a 2000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente, se retird el sobrenadante y solo se trabajo con el pellet (en
el sobrenadante se encontraron los adipocitos maduros Yy la colagenasa, mientras
qgue en el pellet los preadipocitos). Se tomoé el pellet en 2 frascos y se completd
con HBSS, se centrifugd de nuevo a 4000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se retiré el sobrenadante y se tomé el pellet y se resuspendié en
solucién de Lisis de eritrocitos, se guardé por 5 a 10 minutos en la incubadora, se
extrajo la solucion de lisis y el pellet que quedo es el que se utilizé para cultivo,
pero antes de cultivar se tomd una gota con azul de tripan y se realizé el conteo
celular y viabilidad celular. En caja de cultivo se agreg6 el pellet y 5 ml de medio
de cultivo de pre-adipocitos PBM-2 (Lonza; Cat. No. PT-8202), se dej6 por 24
horas en incubadora (CO, al 5%, 37°C y 95% humedad), se realiz6 recambio de
medio de cultivo o se observd la formacion de monocapa de células. Estos
cambios de medio se realizaron cada 2 dias.

A las 2 semanas se realizd el primer subcultivo. Para la realizacion de este
subcultivo se descartd el medio de cultivo y se utilizé solucion de lavado HBSS
(500 mL) + 5 mL de Gentamicina, estreptomicina, penicilina, y Anfotericina, se dejo

18



por 5 minutos y se repitid la operacion. Posterior a esto, se adicioné a la botella
de cultivo 2 mL de Tripsina/EDTA (SIGMA T-4799 y E-6635) al 0.025%, se incubd
por 5 minutos a 37°C. Se llevaron las botellas al microscopio para verificar el
desprendimiento de las células. Se tomaron las células y se guardaron en frascos
y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se descarto
el sobrenadante y se tomaron un 30% del pellet para criopreservar, 70% se
tomaron para hacer el pase 2 de cultivo.

Se realizaron los pases 1 y 2 del cultivo, se sembraron de nuevo los pre-
adipocitos y se hizo recambio de medio cada 2 dias. El cambio de pase 2y 3 se
requirid6 aproximadamente 2 semanas (15 dias) en cada pase y se logré6 una
confluencia aceptable del nimero de células. Algunos cultivos requirieron una a
dos semanas mas para lograr la confluencia aceptable.

Para la criopreservacion se requerio de un medio especial PGM-2 Bulletkit con
10% de DMSO (SIGMA D-2650) 10% SFB (Suero fetal bovino), se realiz6 el
procedimiento de desprendimiento de células con Tripsina/EDTA y se pasaron a
tubos de criopreservacion debidamente marcados. Se dejaron los crioviales con
las células y el medio a -80°C y se pasaron a nitrégeno liquido a -196°C, para su
posterior utilizacion. Este procedimiento se realiz6 con cada pase (3 pases de
cultivo).

- RETO: Cultivo de adipocitos en medio rico de glucosa vy triglicéridos:

Se realizo el reto de estrés metabdlico del adipocito, en donde se tomoé el pase 3
de cultivo y las lineas celulares se dividieron en 2 grupos de acuerdo a las
condiciones de cultivo. El primer medio de cultivo con niveles de glucosa bajos
(50 mg/dL), segundo medio de cultivo con niveles altos de glucosa (100 mg/dL),
controles con HBSS y células en medio de cultivo y se dejaron por 2 semanas.

- Medicibn de produccion de citocinas, adipocinas vy funcién
mitocondrial por parte del adipocito In vitro.

Se trasladaron las muestras a la Fundacion Cardiovascular de Colombia en la
Ciudad de Bucaramanga-Santander y se realizaron las diversas pruebas de
medicién de citocinas y adipocinas y funcién mitocondrial de los pases 1,2 y 3 de
cultivo y el reto metabdlico. Por medio de la tecnologia de Luminex una
plataforma basada en los principios de citometria de flujo, en donde se puede
identificar y cuantificar varios analitos al mismo tiempo, para ello, se utilizaron

19



diversos kits como: MILLIPLEX MAP Human Adipokine Magnetic, se determind la
concentracion de Adiponectina, Leptina y Resistina, MILLIPLEX MAP Human
Cytokine/Chemokine Magnetic determind las concentraciones de las diferentes
citocinas (IL-6, TNF-a), y la concentracion de citocromos y funcionalidad
mitocondrial con el Kit MILLIPLEX MAP Human Oxidative Phosphorylation
millipore de Merk. Se determinaron las concentraciones de cada una de las
adipocinas y citocinas en los 3 pases de cultivo y en el reto metabdlico (cultivo de
pre-adipocitos en medio con alta y baja concentracién de glucosa y asi verificar
los cambios significativos en la concentracion de las diversas sustancias
producidas por el adipocito en circunstancias diferentes como el estrés metabdlico.

- Manejo de los datos:

Los datos se guardaron en formato Excel y luego se extrapolaron al programa
Stata version 13. Debido a los pocos datos, solo se realizaron cuadros
descriptivos sin utilizacion de otra herramienta estadistica.
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RESULTADOS:

Los pacientes no obesos, se tomaron 8 muestras totales, de las cuales se
perdieron 2 muestras por demora en la entrega del tejido de cirugia y no se
procesaron en el laboratorio por muerte celular, 2 muestra se perdieron por
contaminacion y 2 muestras no crecieron, en total de muestras viables y que se
llevd a cabo el proceso de este grupo: 3 muestras.

En el grupo de obesos sin comorbilidad asociada se tomaron 7 muestras de las
cuales solo se perdié una muestra por no crecimiento de las células, el total de
muestras viables: 6 muestras.

Del grupo de obesos con comorbilidad y tratamiento farmacoldgico se tomaron 9
muestras, 2 muestras se perdieron por dafio en el laboratorio, 1 se contaminé con
S.aureus y 2 se perdieron por no crecimiento celular. Total de este grupo 4

muestras viables. CONDICION No obeso Obeso sin comorbilidad Obeso con comorbilidad
n TOTAL 3 6 4
SEXO
Femenina 3 5 3
Masculina 0 1 1
EDAD (afios)
Min 21 22 58
Mediana 35 39,5 60
CUADRO 1: DESCRIPCION [, 41 58 61
DE LA POBLACION IMC (ke/er
A ESTUDIO
Min 24,5 35,54 40,87
Mediana 25,7 39,75 41,96
Mo 29,4 56,45 48,1
PC (cm)
Min 74 91 94
Mediana 76 96 102,5
Max 80 150 120
ANT. PATOL
HTA
DM TIPO 2 0 0 2
Dislipidemia
FARMACOS
Estatinas
Metformina
CIRUGIA
COLELAP
BYPASS GAST 0 6 4
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PC: Perimetro de cintura en cm.

Todos los pacientes participantes del proyecto se les realizé cirugia laparoscoépica
programada, en los pacientes no obesos, la cirugia que se les realizd6 fue
COLELAP, mientras en los dos grupos de pacientes con obesidad (obesos con y
sin comorbilidad asociada), la cirugia que se les practico fue una laparoscopia
abdominal para realizacién de Bypass gastrico por primera vez en cada uno de los
pacientes. La mayoria de los pacientes que participaron fueron mujeres, pero esto
se present6 de forma aleatoria, no hubo una razén para que se presentaran mas
mujeres que hombres.
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El IMC (indice de masa corporal), para el grupo de no obesos de 24.5 minima y
méxima de 29,4 (todos se encontraban en sobrepeso), los obesos sin
comorbilidad asociada el minimo fue de 35,54 y el maximo de 56,45 y el grupo de
obesos con comorbilidad asociada el minimo fue de 40,87 y el maximo de 48,1.

El perimetro de cintura era otro criterio para determinar obesidad, en el grupo de
no obesos, el minimo fue de 74cm y el maximo de 80cm, en el grupo de obesidad
sin comorbilidad el minimo fue de 91 y el maximo de 150 cm. En el grupo de
obesidad con comorbilidad el minimo fue de 94 cm y el maximo de 120cm.

Las comorbilidades asociadas solo para el grupo de obesidad son Hipertension
arterial, Diabetes Mellitus tipo 2 y dislipidemia, en el resto de grupos no se
presentaron comorbilidades.

PERFIL LIPIDICO Y GLICEMIA EN AYUNAS:

CONDICION No obeso | Obeso sin comorbilidad | Obeso con comorbilidad
n TOTAL 3 6 4
Colesterol

total (mg/dl)

Min 129 146 153
Mediana 264 186.5 179
Max 399 227 205
HDL(mg/dl)

Min 29 28 28
Mediana 48.5 39.5 39
Max 68 51 38
LDL(mg/dl)

Min 87 90 87
Mediana 202 122.5 114.5
Max 317 155 142
Triglicéridos

(mg/dI)

Min 64 96 124
Mediana 88 246 148
Max 112 396 172
Glicemia

pre (mg/dI)

Min 59 58 87
Mediana 67.5 79 117.5
Max 76 100 148

23



Colesterol total

400
300

200 .
100 n

0 m Max

&
P
° S &

HDL

70
60
50
40
30
20
10

No obeso Obeso sin Obeso con
comorbilidad comorbilidad

B Min B Max

LDL

350
300
250
200
150
100

50

No obeso Obeso sin Obeso con
comorbilidad comorbilidad

B Min B Max

24
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Se midi6 perfil lipidico completo y glicemia en ayunas en todos los pacientes,
antes del acto quirargico. EIl paciente con obesidad y comorbilidad asociada,
presentaron en comun el uso de farmacos como Estatinas y Biguanidas
(Metformina), las cuales por el mecanismo de accién pueden afectar los
resultados.
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NIVELES DE ADIPOCINAS (LEPTINA, ADIPONECTINA Y RESISTINA)

CONDICION No obesos |Obeso sin | Obeso con

LEPTINA

MIN 3,99 0,2 1,51
MEDIANA 3,99 2,895 1,93
MAX 3,99 5,59 2,35
ADIPONECTINA|

MIN 7,56 2,94 7,56
MEDIANA 7,56 28,3 14,475
MAX 53,62 136,4] 154,78
RESISTINA

MIN 2,5 1,54 1,54
|MEDIANA 3,47 2,5 3,47
|MAX 6,4 3,47 5,42

CUADRO 2: NIVELES DE ADIPOCINAS (LEPTINA-ADIPONECTINA Y RESITINA)

LEPTINA

%E' ' o

T T T
Obeso con

o L, N W N

No obesos Obeso sin




ADIPONECTINA
30 A
20 -
B ADIPONECTINA
10 -
O T T T
No obesos Obesosin  Obeso con
RESISTINA
3,5
3
2,5
2
B RESISTINA
1,5
1
0,5
O T T 1
No obesos Obeso sin Obeso con

Se cuantificé la produccion de adipocinas por los pre-adipocitos cultivados en los 3
grupos de pacientes.

NIVELES DE CITOCINAS (IL-6- TNF-a)

CONDICION [ NO OBESO | OBESOS SIN [ OBESO CON
IL-6

MIN 68,15 155,84 112,82
MEDIANA 443,21 473,16 115,87
MAX 513,71 730,72 839,22
TNF-a

MIN 3,27 0,7 6,34
|MEDIANA 5,48 10,03 9,575
|MAX 7,69 18,09 12,81

CUADRO 3: NIVELES DE CITOCINAS (IL-6 — TNF-a)

27



IL-6

500
400
300
200
-
0
NO OBESO OBESOS SIN OBESO CON
TNF-a
12
10
8
6
4
2
0
NO OBESO OBESOS SIN OBESO CON

Se cuantificd la produccion de Citocinas (IL-6 y TNF-a) por los pre-adipocitos
cultivados en los 3 grupos de pacientes.
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COMPLEJOS MITOCONDRIALES: FUNCION MITOCONDRIAL

condicion No obesos | Obesos sin |Obesos con
COMPLEJO |

MIN 60| 46,5 52
MEDIANA 119,5 97,75 91,5
MAX 573,5 146 109,5
COMPLEJO 11

MIN 12 11,5 10
MEDIANA 14 12 12
MAX 27,5 13 13
COMPLEJO

11

MIN 25,5 25,5

MEDIANA 42 31,5

MAX 48 40

COMPLEJO

1\

MIN 17 18| 14
MEDIANA 18| 20 18
MAX 51 23,5 20
COMPLEJO V

MIN 24 19 21,5
MEDIANA 27,5 32,5 28,25
MAX 124 42 45,5
COMPLEJO

NNT

MIN 59 54 29,5
MEDIANA 377 93 174,25
MAX 3221 377 220,

CUADRO 4: COMPLEJOS MITOCONDRIALES (COMPLEJO I: NADH-ubiquinona
oxidorreductas), (COMPLEJO IlI: ubiquinona succinato oxido-reductasa), (COMPLEJO llI:
ubiquinona citocromo c oxidorreductasa), (COMPLEJO IV: citocromo c oxidasa),
(COMPLEJO V: ATP sintasa), (NNT: nicotinamida nucleotido transhidrogesa)
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Se midieron los complejos | — IV de la cadena respiratoria mitocondrial y la ATP
sintasa que es complejo V y la nicotinamida nucleotido transhidrogesa, solo se
tomo6 el pase 1 para realizar la comparacion, ya que la mayor producciéon de
citocinas, adipocinas y funcidon mitocondrial se observé en el paso 1 y se
disminuy6 drasticamente con cada pase y se observd que los niveles mas bajos
se presentaron en el pase 3.

El complejo Il en el grupo de obesos con comorbilidad asociada y tratamiento
farmacoldgico, no lo capté el equipo o no se produjo este complejo.

EL RETO: CULTIVO DE PRE-ADIPOCITOS EN MEDIOS CON BAJO Y ALTO
NIVEL DE GLUCOSA.

El reto, se realizé cultivando los preadipocitos en diferentes condiciones del medio
(glicemia baja-50mg/dL y glicemia alta-100mg/dL) y los controles fueron medio de
cultivo de pre-adipocitos y HBSS, en los diferentes grupos de estudio,
obteniéndose los siguientes datos.
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NO OBESOS
CONDICION OBESOS SIN OBESOS CON
RETO
GLUCOSA ALTA BAJA ALTA BAJA ALTA BAJA
LEPTINA
MIN 74,94 19,22 1101,5
MEDIANA 74,94 937,11 1356,7
MAX 74,94 1855 1611,9
ADIPONECTINA
MIN 17433 31,06 55990 2131 2622,3 17843
MEDIANA 17433| 3635,03 55990 8333 8578,65 17843
MAX 17433 7239 55990 14535 14535 17843

CUADRO 5: RETO — NIVELES DE ADIPOCINAS EN CULTIVO DE ADIPOCITOS
EN ESTRES.

Cuadro de niveles de adipocinas (Leptina, Adiponectina y Resistina) de adipocitos
cultivados en diversos medios. 1. Medio con glucosa baja, 2. Medio con glucosa
alta 'y 2 controles PBSS y medio de cultivo de adipocitos.

El equipo no captd o no se produjo leptina en condiciones de bajo nivel de glucosa
en el medio de cultivo en los 3 grupos de estudio.

N BE
CONDICION OBESOS ? SIEOS OBESOS CON
RETO
GLUCOSA ALTA BAJA ALTA BAJA ALTA BAJA
IL-6
MIN 0,34 50,4 0,3 1,49 0,3 27,4
MEDIANA 0,38 60,84 0,39 38,3 0,32 37,14
MAX 0,68 168,5 0,46 94,3 0,38 95
TNF-a
MIN 0,72 0,65 0,61 0,69 0,54
MEDIANA 1,11 0,9 0,61 0,83 0,79
MAX 1,19 1,27 0,61 1 0,92

Cuadro 6 son los resultados de las mediciones de los niveles de citocina pro-
inflamatorias en adipocitos cultivados en estrés (medio normoglucemico,
hipoglucémico) con controles de medio de cultivo de pre-adipocitos y HBSS.

El equipo no capt6 o no se produjo TNF-a en el grupo de obesos sin comorbilidad

en los adipocitos cultivados en baja concentraciéon de glucosa.




DISCUSION

La obesidad es considerada una condicion crénica producida por mdultiples
factores que van desde la carga genética, hasta las condiciones ambientales con
repercusiones sistémicas que pueden ir desde condiciones limitantes por el mismo
aumento de peso en la personas: como dafio en las articulaciones, dificultad para
la movilidad, problemas psicologicos, autoestima baja, problemas respiratorios (ej:
apnea del suefio), asociacion con aumento de riesgo para diferentes tipos de
cancer como el cancer de mama y colonrectal, hasta trastornos metabdlicos como:
dislipidemia, resistencia a la insulina, Diabetes Mellitus tipo 2.

El tejido adiposo ya no es visto como un tejido de solo almacenaje de triglicéridos
y acidos grasos, sino, que es un tejido endocrino sumamente activo, productor de
diversas sustancias (adipocinas), la cuales tienen como funcion la regulacion del
metabolismo, funcion del sistema inmunolégico, funcion hormonal y reproductivo,
ademas, produccion de citocinas inflamatorias como: TNF-a, IL-6, IL-10, entre
otras, aunado al aumento en numero y tamafio del adipocito (hipertrofia e
hiperplasia), que producen un estimulo mayor sobre estas células aumentando la
produccion de dichas sustancias y produciendo efectos mayores sobre los
sistemas mencionados; por lo tanto, las personas en condicién de obesidad
pueden presentar 2 tipos de respuesta: un grupo, que a pesar de tener un IMC por
encima de 30 y un perimetro de cintura por encima de 88 cm en mujeres y 102 en
hombres, no presentan una respuesta inflamatoria cronica de bajo grado, ni
patologias asociadas a la obesidad (se les denomina “obesos sanos”) y un
segundo grupo, los pacientes con IMC por encima de 30 con perimetro de cintura
alto, que si presentan dicha respuesta inflamatoria crénica, con mayor respuesta
sistémica como cambios a nivel metabdlico (resistencia a la insulina, dislipidemia,
aumento de riesgo cardiovascular, etc)*.

Los participantes de este proyecto se clasificaron en 3 grupos: Grupo 1: (no
obesos), Grupo 2 (Obesos pero sin comorbilidad asociada u “obesos sanos”) y
Grupo 3 (Obesos con comorbilidad asociada y tratamiento farmacolégico), a los
cuales se tomaron muestra de tejido adiposo de epiplén (tejido visceral), que
segun la literatura en mas activo en la produccion de adipocinas que el adipocito
subcutaneo®. Este tejido se cultivd y se realizaron 3 pases observandose una
disminucién en la produccion de adipocinas a medida que se realizan los pases, la
mayor cantidad de las sustancias producidas por el adipocito in vitro se encontrd
en el pase | y disminuye notablemente con cada pase, por esta razén se tomé
para hacer los cuadros descriptivos solo los resultados con el pase 1. En los
pacientes se encontrg, al examen fisico, todos estaban controlados en cuanto a
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sus signos vitales Frecuencia cardiaca, Frecuencia respiratoria, Tension Arterial,
Temperatura sin alteraciones evidentes, en los paraclinicos realizados,
Hemograma, ningun paciente present6 cifras fuera de lo normal, sin alteraciones
en la linea blanca y roja, todos los resultados aptos para la realizacion de la
cirugia.

Los pacientes que participaron en el proyecto, todos cumplian con los criterios de
inclusién, los del grupo de obesos presentaron un IMC por encima de 30 y un
perimetro de cintura en hombres = 90 cm y las mujeres =280cm y los del grupo no
obeso presentaron IMC por debajo de 30 (se catalogaron en sobrepeso) y el
perimetro de cintura por debajo de lo solicitado para el grupo de obesidad. Se
tom¢ Perfil lipidico en donde se pudo observar alteraciones tales como:

En el grupo no obeso se encontraron niveles altos de colesterol total y de LDL, por
encima de los grupos con obesidad, pero los niveles de HDL fueron mas altos en
este grupo que los grupos con obesidad. Los niveles de triglicéridos y glicemia en
ayunas, estuvieron por debajo comparado con los grupos con obesidad y
patologia asociada.

En los grupos con obesidad, si se observa una diferencia grande, los niveles de
colesterol total, LDL, y triglicéridos, hay una disminucion bien marcada en estos
niveles en el grupo de obesidad con comorbilidad y tratamiento farmacoldgico,
comparado con el grupo de obesidad sin comorbilidad, pero aqui hay que destacar
el uso de medicamentos como las Estatinas, que pudieron intervenir en los
resultados de estos paraclinicos, ya que las Estatinas son un grupo de farmacos
qgue tiene por mecanismo de accion la inhibicibn de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG CoA), enzima importante en la sintesis
de colesterol y es utilizada en tratamiento de dislipidemia, disfuncién endotelial,
entre otras patologias, y se han demostrado en varios estudios su accién en la
reduccion en los niveles de colesterol total, los niveles de LDL y en menor medida
en los niveles de triglicéridos>?.

Los resultados en la medicion de los niveles de las diferentes adipocinas (Leptina,
Adiponectina y Resistina), se encontro lo siguiente:

La Leptina es una adipocina secretada por varios tejidos pero especialmente es
producida por el tejido adiposo y sus funciones intervienen varios sistemas y en el
metabolismo, aumentando el consumo de energia y disminuyendo la ingesta
(anorexia), por lo tanto, lo caracteristico en personas delgadas era encontrar
niveles altos y niveles bajos en personas con obesidad, pero la sorpresa fue al
encontrar que en algunas personas con obesidad presentaban niveles altos de la
hormona, lo cual se explicé la poca o nula funcionalidad de la hormona en estas
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personas con mecanismos de resistencia. En este estudio se encontré6 que los
niveles mas altos de Leptina se observaron en el grupo no obeso y entre los grupo
con obesidad, los niveles més bajos estaba en el grupo con obesidad asociado a
comorbilidad y tratamiento farmacolégico, lo cual concuerda con lo encontrado en
literatura, pero sin mecanismos de resistencia®*3**,

La adiponectina es otra hormona producida especialmente por el adipocito, su
accion es participar en varios procesos del metabolismo, efectos antiinflamatorios,
antiteratogenicos y disminucion de los mecanismos de resistencia a la insulina.
Sus niveles son inversamente proporcionales al IMC, por lo tanto, se encuentran
niveles bajos en pacientes con obesidad y esta muy asociado a enfermedad
cardiovascular (ateroesclerosis), Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemia, etc. En
esta investigacion, la produccion de Adiponectina en el grupo de pacientes con
obesidad se presenté una diferencia marcada. El grupo de obesidad sin
comorbilidad, los niveles fueron méas altos comparados con el grupo de obesidad
con comorbilidad asociada y los pacientes de este grupo presentan patologias
como Diabetes Mellitus tipo 2, Dislipidemia e Hipertension, lo cual demostraria la
asociacion entre la presencia de dichas patologias y la disminucion de los niveles
de esta hormona®?°%

La Resistina, es una hormona que poco se conoce, participa en los mecanismos
de resistencia a la insulina y su tendencia es aumentar sus niveles en los
pacientes con obesidad®®. En este estudio, no se observaron cambios importantes
en los niveles entre los diferentes grupos de estudio.

La citocina producidas por el adipocito que se midieron en este estudio fueron
TNF-a e IL-6. En obesidad, el aumento por nimero y tamafio del adipocito,
aumenta la produccion de todas las citocinas, por lo cual, se puede apreciar un
estado inflamatorio crénico de bajo grado, esto se debe a la produccion de
sustancias pro-inflamatorias y adicionalmente, varios estudios muestran la
invasion de macréfagos al tejido adiposo por la produccion de la proteina
quimioatrayente de macrofagos (MCP-1) y se ha demostrado un aumento en el
ndamero de macrofagos de un 10 a un 40%, aumentando la produccion de TNF-
a**. En este proyecto se encontré que los niveles més altos de TNF-a, estaban en
los grupos con obesidad, comparados con el grupo de no obesos, lo cual nos
demuestra la correlacion entre tejido adiposo y aumento de los niveles de esta
citocina. Entre los grupos de obesos, hay una leve diferencia entre el grupo de
obesos con comorbilidad y tratamiento farmacologico, en donde hay una ligera
disminucién de los niveles de esta citocina comparada con el grupo de obesidad
sin comorbilidad. Esto se podria explicar por los efectos pleiotroficos de los
farmacos utilizados por el primer grupo (Estatinas y Biguanidas)®.
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La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria producida por el adipocito y su produccion
es directamente proporcional al IMC, en este estudio se encontré una diferencia
grande entre los grupos de pacientes con obesidad, encontrdndose niveles muy
inferiores en el grupo de obesidad con comorbilidad asociada y tratamiento
farmacoldgico, comparado con el grupo de obesidad sin comorbilidad. Esto se
explicaria por los efectos de los farmacos utilizados por estos pacientes (Estatinas
y Biguanidas-Metformina), los cuales afectan notablemente el estado inflamatorio
subclinico crénico. La explicacion de como estos farmacos pueden afectar el
estado inflamatorio se ha planteado en varios estudios, uno de estos estudios es
el estudio de Gomez-Garcia en el cual dividié en 3 grupos de pacientes tratados
con diferentes farmacos, un grupo de pacientes tratados con Rosuvastatina, otro
grupo con Metformina y otro grupo con placebo. Se midieron parametros como
perfil lipidico el cual mejor6 notablemente con Rosuvastina mas que con
Metformina, pero adicionalmente se observo los efectos pleiotroficos de ambos
farmacos con reduccion en la produccion de IL-6 y TNF-a y en enzimas que
intervienen en la produccién de estrés oxidativo y antioxidantes como Glutation
reductasa (GSH), Glutation peroxidasa (GPx) con disminucion de estas 2 enzimas
y aumento de la antioxidante Superoxido dismutasa (SOD); adicionalmente, se
encontr6 que los pacientes que utilizaron estos farmacos presentaron una
reduccion de peso significativa que ayudaria a la disminucion del estado
inflamatorio, pero se identific6 ademéas la asociacion de los efectos de cada
farmaco, como por ejemplo, la disminucion de la actividad del factor nuclear kappa
B (NF-kB) el cual se asocia con la expresibn de genes relacionados con
inflamacion y estrés oxidativo*. Esto puede explicar lo observado en este trabajo
en los resultados sobre el grupo 3 (grupo de pacientes con obesidad y patologia
asociada y tratamiento farmacologico- Estatinas y Metformina) donde se obtuvo
unos niveles mas adecuados de perfil lipidico, disminuciéon en los niveles de
citocina inflamatorias y diferenciacién en la produccién de adipocinas, comparado
con los otros 2 grupos (grupo 1: no obesos y grupo 2: obesos sin comorbilidad).

La mitocondria es una fuente en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), ya que en ella se realizan procesos fisioldgicos como la fosforilacion
oxidativa, la cual produce hasta el 90% de ATP necesario para la supervivencia
celular®®, pero adicionalmente se produce ROS intracelulares, como resultado de
la reduccion parcial de oxigeno molecular. La fosforilacién oxidativa se conforma
por 4 complejos (I-1V), NADH- ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), oxido-
reductasa ubiquinona succinato (complejo Il), wubiquinona citocromo ¢
oxidorreductasa (complejo Ill), el citocromo ¢ oxidasa (complejo IV). A partir del
ciclo de Krebs se produce intermediarios (NADH Y FADHy), dichos electrones
ingresan al complejo | o Il, pasan al complejo Ill y IV y posterior al oxigeno como
aceptor final, la energia liberada produce un gradiente electroquimico de
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hidrogeno en la membrana interna mitocondrial y por dltimo se produce ATP
gracias al (complejo V) ATP sintetasa. La nicotinamida nucleétido
transhidrogenasa (NNT), con funciones antioxidantes™. Los lugares principales
para la generacion de ROS, ejemplo, peroxido de hidrogeno, superoxido e
hidroxilos, son los complejos | y lll, tanto por exceso o disminucion de flujo de
electrones pueden estimular a la produccién de ROS. Normalmente, los ROS son
neutralizados por enzimas antioxidantes como por ejemplo Mn-superoxido
dismutasa (MnSOD), glutation peroxidasa, entre otras, pero cuando hay
superproduccion de ROS o disminucion en los antioxidantes es cuando se
presenta la disfuncion mitocondrial causando dafios en lipidos de membranas,
dafios en DNA, alteraciones en la produccién y funcionalidad de proteinas, entre
otros efectos™.

En este proyecto se cuantifico la expresion de los complejos que participan en la
fosforilacién oxidativa, y se observo que los complejos | y lll asociados a una
mayor produccion de ROS se expresaron mucho mas en el grupo de no obesos
comparado con los grupos de pacientes con obesidad. Entre los grupos de
obesidad, existe una leve diferencia, se observé una produccion menor de estos 2
complejos en el grupo de pacientes con obesidad con comorbilidades y
tratamiento farmacoldgico comparado con el grupo de pacientes obesos sin
comorbilidad asociada. La expresion del complejo NNT (complejo asociado a la
actividad antioxidante), se observd unos niveles muy altos y una contundente
diferencia en el grupo de no obesos frente a los grupos de pacientes con
obesidad, lo cual puede indicar mecanismos de compensacion entre la
produccion de ROS y el efecto antioxidante, evitando los dafios producidos por el
desbalance entre la produccion de ROS y produccion de agentes antioxidantes.

En los grupos con obesidad, la expresion del complejo NNT, se presentd una
diferencia entre los grupos, en el grupo con obesidad con comorbilidades
asociadas y tratamiento farmacolégico se observo una expresion mayor de este
complejo, comparado con el grupo de obesidad sin comorbilidades, lo cual se
puede explicar al efecto pleiotréfico de los farmacos utilizados (Estatinas y
Metformina), que disminuyen el estado inflamatorio crénico y aumenta la expresion
de este complejo que esta asociado a efectos antioxidantes, disminuyendo o
contrarrestando los efectos de los ROS sobre las estructuras celulares.

En el reto, se dieron unas condiciones de estrés al medio de cultivo de los
adipocitos, sembrandose en medios con niveles de glucosa baja y glucosa alta,.
Segun la literatura el exceso de almacenamiento de lipidos y glucosa puede llevar
a disfuncion del adipocito, especialmente, de su reticulo endoplasmico (RE) y
mitocondria, llevando a alteraciones en la sintesis de proteinas (dafio en el
plegamiento y modificacion de proteinas), almacenaje de lipidos y glucosa en el
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citosol de las células que puede producir disfunciéon de organelas y disfuncion
celular en general. Lo que se puede correlacionar clinicamente con esteatosis
hepatica, resistencia a la insulina, incremento de concentracion de lipidos vy
glucosa circulantes®.

Al presentarse mediadores inflamatorios como por ejemplo TNF-a e IL-6 entre
otros y aumento en las concentraciones de glucosa y lipidos circulantes, tienen
efectos sobre cinasas como las JNK, esto se evidencié en estudios con ratones a
los cuales los ponian en dichas condiciones para estresar el adipocito y mirar la
respuesta del mismo. Lo que se observd es que el receptor de insulina
presentaba cambios como fosforilacion en una serina en IRS-1 e IRS-2,
reduciendo la respuesta a la insulina por parte del receptor®’, pero los efectos de
las JNK no solo afecta al adipocito y su respuesta a la sensibilidad a la insulina,
sino que afecta a tejidos como higado, musculo esquelético y pancreas, llevando a
un estado de resistencia a la insulina*"*°,

En este trabajo, se presentd un inconveniente grande para la realizacion del
objetivo del reto (cultivar los adipocitos en 2 medios diferentes —glucosa baja y
glucosa alta), las muestras se analizaron en la Ciudad de Bucaramanga en La
Fundacién Cardiovascular de Colombia, pero desafortunadamente, las muestras
sufrieron en el traslado descongelacién, pero, se encontraron en el medio las
citocinas y adipocinas liberadas por los adipocitos. Posterior a esto, el Luminex,
equipo utilizado tuvo una falla y solo hasta el otro dia se pudo realizar la medicion
de la adipocinas, pero el kit para dicha mediciébn exponia que no podria pasarse
de determinado tiempo y realmente no se pudo cumplir con los tiempos
estipulados para la medicion, por lo cual no se obtuvo la cantidad de datos
esperados, y fue imposible apreciar el comportamiento del adipocito cultivado en
medios diferentes y su comportamiento en estrés. Lo que la literatura muestra es
que a mayor cantidad de acidos grasos en la dieta y exceso de carbohidratos,
lleva a hipertrofia e hiperplasia del adipocito, con aumento en la produccion de
citocinas inflamatorias, disfuncion celular en diferentes tejidos, activacion de
mecanismos de resistencia a la insulina, y esto se esperaria en los adipocitos
cultivados en medios de glucosa alta*®, pero desafortunadamente, no se puede
apreciar los resultados en este trabajo.
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CONCLUSIONES

* Niveles mas altos de citocinas inflamatorias en los grupos de obesidad
pero con una disminucion marcada en los niveles de citocinas
(especialmente IL-6) en el grupo de pacientes con obesidad y
tratamiento farmacoldgico (Estatinas y Biguanidas); Existe una
asociacion entre los mecanismos de accion de estos farmacos vy la
diminucion del estado inflamatorio cronico subclinico y disminucién de
los efectos de dicho estado?.

+ Se observo una disminucidn en los niveles de leptina en los grupos
con obesidad, especialmente, en el grupo de obesidad con
comorbilidad y tratamiento farmacolégico.

* El nivel de adiponectina se encontrd bajo en el grupo de obesidad con
comorbilidad asociada y existe una relacion directa entre los niveles
bajos de adiponectina y fendbmenos como: resistencia a la insulina,
dislipidemia, etc, que clinicamente se expresan con patologias como
Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemia, entre otras.

« En la funcion mitocondrial, se observd mayor expresion de los
complejos | Y lll (asociados con mayor produccion de ROS) en el
grupo no obeso, pero niveles mas altos del Complejo NNT(asociado
actividad antioxidante), en el mismo grupo.

* En los grupos con obesidad, se aprecidé una mayor expresion del
complejo NNT, en el grupo obeso con comorbilidades y tto.
Farmacoldgico Biguanidas y Estatinas, posiblemente dado por la
accién de los farmacos.

* Apenas recientemente, se enfoca la obesidad como una consecuencia
multifactorial que depende de factores genéticos y ambientales.

* No existe uniformidad de criterios en cuanto las causas y mucho
menos respecto al tratamiento.
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No existen marcadores bioquimicos o genéticos de la obesidad vy
determinar que personas tendran un comportamiento de “obesos
sanos “y cuales presentaran todas las consecuencias y las patologias
asociadas a la condicion de inflamacion crénica subclinica

La comprension de todos los componentes involucrados en la
obesidad, permitira desarrollar biomarcadores no solo para diagnostico
sino para seguimiento del tratamiento de la obesidad.

Este estudio aportdé una estandarizacion en la técnica de cultivo para
adipocitos, construccion de protocolos para las diferentes pruebas y
medios cultivos para mantenimiento, supervivencia, funcionalidad vy
conservacion de los adipocitos.
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RECOMENDACIONES

* Realizacion de mas estudios sobre el comportamiento del
metabolismo del adipocito, para poder evaluar las diferencias en la
respuesta metabdlica (Obesos sanos — Obesos enfermos).

* Buscar marcadores prematuros para determinar que poblacion
presentara las patologias asociadas a la obesidad y cuales no.

* Realizacién de mas estudios in vitro e in vivo, sobre la accion de los
farmacos en el metabolismo del adipocito.

* Realizacién de mas pruebas que pongan en estrés al adipocito para
tener una mejor visidén sobre el comportamiento del adipocito en
dichas condiciones.
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