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V. GLOSARIO

CD9:

CD8I1:

CD&86:

Célula endotelial:

Célula mesenquimal:

Estroma:
Ontogenia:

Oligondendrocito:

Parénquima:
Reticulocito:

Tejido conectivo:

Cluster domain 9, conocido también como tetraspanina 9, es una proteina
integral de membrana de 27KDa, cuya funcion principal es la adhesion
celular. Receptor para PSG17.

Cluster domain 81, comparte el 45% de similitud y 70% a nivel de
aminoacidos con CD9 (1). Es una tetraspanina de membrana

Cluster de domain 86, expresado en células presentadoras de antigeno, es
ligando de dos proteinas de superficie de linfocitos T, CD28 y proteina 4
asociada a los linfocitos T citotdxicos.

Tipo principal de célula aplanada que se encuentra en el revestimiento
interno de los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y el corazon.
También conocidas como células estromales multipotentes o células
estromales mesenquimatosas, son células madre adultas no
hematopoyéticas multipotentes presentes en multiples tejidos, como la
médula dsea, el tejido adiposo.

Células y tejidos que sostienen y dan estructura a los 6rganos, glandulas
y otros tejidos del cuerpo

Formacion y desarrollo individual de un organismo, referido en especial
al periodo embrionario.

Célula que forma la vaina de mielina (una capa que reviste y protege las
células nerviosas) del cerebro y la médula espinal.

Tejido caracteristico, fundamental o funcional de un 6rgano.

Eritrocitos en la ultima etapa de maduracion
O también denominado estroma o tejido conjuntivo, es el tejido que
sostiene, protege y estructura otros tejidos y o6rganos del cuerpo.
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VI. PALABRAS CLAVE
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e microRNAs
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1. INTRODUCCION

En el escenario del tejido adiposo (TA), se ha demostrado que los mecanismos de las respuestas
inmune y metabolica estan intrinsecamente conectados y mutuamente regulados. Por una parte, la
respuesta inmune requiere de adaptacion metabdlica a nivel celular y orgédnica, mientras que la
regulacion metabdlica lleva a la activacion de células del sistema inmune.

En el parénquima del TA se integran células del sistema inmune que en estado saludable
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis tisular, mientras que en trastornos metabdlicos
como la obesidad, donde el sello clasico es el incremento permanente e irregular en la masa grasa
se caracteriza por un estado de inflamacion sistémica y tisular cronica de grado bajo, con aporte de
un perfil obesogénico mostrandose una transformacion funcional (2).

Desde la perspectiva de los procesos inmunometabdlicos fisioldgicos y en el desarrollo de
enfermedades, los reportes cientificos muestran la implicacion de moléculas bioactivas como los
microRNAs (miRs), que se han identificado in vivo, in vitro e in sillico evaluando su funcion
mediante experimentos de sobreexpresion o silenciamiento, y los resultados muestran su potencial
aplicacion y eficacia en el contexto clinico (3-6).

Estudios previos sugieren que los miRs funcionan como supresores o reguladores de diferentes vias
de sefializacién implicadas en procesos metabolicos y respuesta inmune, en este sentido la
evidencia experimental muestra que se secretan a la circulacion sanguinea en exosomas o unidos a
proteinas transportadoras, mediante un proceso regulado susceptible de ser alterado durante
procesos patoldgicos (7-10). En este contexto, el presente estudio propone evaluar el potencial
vinculo y la contribucién del patrén de expresion de miRs con la manifestacion clinica de
biomarcadores inmunometabdlicos asociados al TA disfuncional.

El ambiente bioldgico revela una relacion en la que el transductor de sefiales y activador de la
transcripcion (STAT3 del inglés signal transducer and activator of transcription 3), proteina 4
secretada relacionada con frizzled (SFRP4 del inglés secreted frizzled-related protein 4), factor
tipo Kriippel 4 (KLF4 del inglés Kriippel transcription factor 4) y sustrato del receptor de insulina
1 (IRSI) son genes diana regulados por miR-21, miR-24, miR-34a y miR-128-1, respectivamente.
Adicionalmente, se ha documentado que estas proteinas son transportadas en exosomas hacia otros
tejidos y organos blanco (11-13).

De forma paralela en este estudio tomamos en cuenta otro escenario relativo a la polarizacion de
monocitos (residentes del TA) M2 hacia M1 durante el proceso inflamatorio subclinico crénico de
grado bajo que se favorece en el TA disfuncional, y que se observa por el incremento en los niveles
de biomarcadores inmunometabdlicos simultineo al proceso de adipogénesis, en donde los



mecanismos implicados en la expresion de genes adipogénicos especificos involucran vias de
senalizacion regulados por miRs (14, 15).

Con base en la experiencia previa de que los miRs-solubles se encuentran presentes en diferentes
fluidos extracelulares, proponemos el desarrollo de un abordaje desde la integracion de diferentes
puntos conceptuales, con la siguiente estrategia:

a) Con un enfoque inmunometabdlico: dirigido a establecer el perfil de adipocinas,
biomarcadores de inflamacion y metabolicos en el proceso patogénico del tejido adiposo
disfuncional.

b) Con un enfoque de expresion molecular relativa: para determinar la expresion relativa de
miR-21, miR-24, miR-34a, miR-128-1 y contenido en exosomas de plasma sanguineo de
SFRP4, IRSI y KLF4 relacionados con el proceso inflamatorio y metabolico. Con la
estrategia propuesta, el disefio del proyecto se desglosa en vertientes diferentes: expresion
relativa de miRs extraidos de exosomas de plasma y solubles en suero sanguineo. E
identificacion y contenido de SFRP4, IRS1 y KLF4 en exosomas de plasma sanguineo.

c) Con un enfoque de asociacion clinica: donde determinaremos la relacion de la expresion
relativa de un patron selectivo de miRs con el estatus del TA disfuncional y los niveles de
biomarcadores inmunometabdlicos presentes en individuos con un perfil obesogénico.



2. MARCO TEORICO

2.1. Tejido adiposo

2.1.1. Definicion

El TA es un tejido conectivo especializado integrado por células adiposas denominadas adipocitos
que almacenan lipidos en forma de triglicéridos (TG). La distribucién corporal del TA varia de
acuerdo con el género y la edad (16).

2.1.2. Funcion

Para que el organismo pueda sobrevivir, necesita asegurar una entrega constante de energia,
independiente del suministro variable de nutrientes desde el medio externo. Es asi como, entre sus
funciones estan: mantener el calor corporal, amortiguar y proteger a los 6rganos vitales (17, 18), y
por ser un o6rgano endocrino, participa en el metabolismo energético (19-21) y de hormonas
sexuales (22, 23).

2.1.3. Ontogenia del TA

Formacion primaria: en las semanas 14 a 16 de la etapa fetal se ha evidenciado la formacion de las
células del TA en las que se acumulan multiples gotas de lipidos formando el BAT (24, 25). En
esta etapa, la adipogénesis se centra en depdsitos de grasa subcutanea, especialmente en la cara
(26).

Formacion secundaria: en la etapa fetal tardia (posterior a la semana 23) y en el periodo postnatal
temprano, ocurre el proceso de diferenciacion de células precursoras que acumulan lipidos,
formando una tnica gota grande por célula que conduce a la diseminacion de depositos de grasa
formando WAT en zonas de tejido conectivo (24, 25) y acumulacién en visceral (26).

2.1.4. Clasificacion histologica del TA

Histologicamente en los mamiferos se observan tres tipos de TA: el tejido adiposo blanco (WAT

del inglés white adipose tissue), tejido adiposo café (BAT del inglés brown adipose tissue) y tejido

adiposo Beige o Brite (BeAT del inglés beige adipose tissue). La observacion del TA por

metodologias de microscopia Optica y electronica muestra poblaciones de adipocitos con

caracteristicas diferenciales en su estructura y morfologia celular:

e  Adipocito en el BAT: conocido también como adipomiocito, tiene un didmetro = 50 pum, su
citoplasma contiene vacuolas de lipidos (multiloculares) y abundantes mitocondrias que en su
membrana interna expresan la proteina desacoplante 1 (UPC1 por sus siglas en inglés



uncoupling protein 1) (27). Los marcadores celulares empleados para identificarlos son
ILHXS, 2ZIC1 (28).

Su funcion principal la ejecutan las mitocondrias, en el proceso llamado termogénesis,
liberando energia en forma de calor, cuando el organismo se somete a cambios ambientales
como frio y dieta. Asi mismo el BAT emplea glucosa y acidos grasos para el metabolismo
mitocondrial (29).

Participa en el metabolismo de lipidos y carbohidratos (30) y en su funcion endocrina, secreta
citocinas (IL-6, proteina S100b, CXCL-14, proteina morfogenética dsea 8b) y adipocinas, asi
como también, *FGF2 que es inducida por el frio, *“VEGFA (31, 32), y factores neutrofilos
(°BDNF, ®NGF) que cumplen una funcion esencial en el BAT, por su inervacion por el sistema
nervioso simpatico y desarrollo vascular, estas citocinas en conjunto se conocen como
BATocinas (27).

e  Adipocito en el WAT: mide =160 pm, contiene una vacuola lipidica (unilocular) que distiende
la célula y compacta al citoplasma, mientras que el nucleo se desplaza al borde de la célula.
Los marcadores celulares empleados para identificarlo son: ’Ob, 8Hoxc8, Hoxc9, Serpina3k,
Wdnm1-like, '°ASC-1 (28).

Su funcidn principal es captar el exceso de lipidos y glucosa de la circulacion sanguinea para
proteger la acumulacion patoldgica de triglicéridos (33), por lo que participa en tres procesos
esenciales:

1) lipogénesis, proceso por el cual ingresan acidos grasos hidrolizados por la lipoproteina
lipasas (LPL por sus siglas en inglés lipoprotein lipase), transportados por los quilomicrones
que se esterifican con una molécula de glicerol proveniente de la glucolisis, para formar TG
(34)

2) lipdlisis, proceso estimulado por glucagon o epinefrina que mediante union al receptor 3-
adrenérgico del adipocito, activa una reacciéon en cadena de activacion de la proteina G,
adenilato ciclasa, produciendo AMPc que es detectado por la proteina quinasa A (PKA de
inglés protein kinase) que paralelamente activa la lipasa sensible a hormona (LSH) y fosforila
las perilipinas (proteinas que cubren la gota lipidica), éstas Ultimas sufren un cambio
conformacional que permite ingresar a la LSH para hidrolizar a los TG en un glicerol y tres
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acidos grasos libres que se unen a la proteina de union de acidos grasos adiposos y finalmente
se anclan a la albimina para ser transportados a los tejidos que lo requieren (35) y

3) oxidacién de cidos grasos. Como funcion endocrina, produce citocinas (IL-6, TNFa, IL-
1, IL-10, ''CCL2, angiotensindgeno) y adipocinas (36).

e  Adipocito en el BeAT: adipocito con perfil funcional del BAT que esta integrado en el WAT,
tiene un tamafo intermedio entre el blanco y café de =100 pm, se transdiferencia en los lechos
capilares del WAT, su localizacién anatomica es en la regioén cervical, supraclavicular,
escapular, axilar, perirrenal y periaortica. Los marcadores celulares que lo identifican son:
12Tmem?26, 13Tbx1, CD137, y 14CITED1 (28).

Sus funciones son almacenar o eliminar energia, de acuerdo con las condiciones ambientales
o fisioldgicas (37). A diferencia de BAT, la termogénesis no solo la ejecuta a través de UCP1,
sino también por el ciclo futil del Ca2+ a través de la ATPasa de Ca2+ del reticulo
endoplasmico SERCA (38).

e Adipocito rosa: son células alveolares con microvellosidades en la superficie apical de la
glandula mamaria que almacenan lipidos, secretan y producen leche (39). Se ha propuesto que
se originan de la transdiferenciacion del WAT y por aumento progresivo de hormonas
adquieren caracteristicas de células epiteliales y posterior a la lactancia el proceso se revierte
hacia WAT (40-42).

e Adipocito azul: son adipocitos que se encuentran en el espacio perinusoidal entre los
hepatocitos y las células endoteliales, conocidos también como células estrelladas o lipocitos
(43). En estado quiescente contiene gran cantidad de vesiculas que son el principal almacén de
vitamina A del cuerpo, y en estado activo su principal funcion es participar en la homeostasis
de los retinoides y remodelacion de la matriz extracelular hepatica (42).
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Figura 1Clasificacion histoldgica de tejido adiposo
Fotomicrografia optica y por microscopia electronica de transmision: A) WAT (44, 45). B) BAT (44, 45), C) Beige (44, 46) , D) Adipocito rosado (44, 46), E)
Adipocito azul(43, 47). Abreviaturas: N: niicleo; L: gota de lipidos; M: mitocondria; ER: reticulo endoplasmatico.

2.1.5. Adipocitos y adipogénesis

Los adipocitos son el principal constituyente celular del TA, que en su estado maduro se
caracterizan por presentar una o varias gotas lipidicas intracelulares, que al agruparse en un gran
numero forman el TA (17). Dentro de las gotas lipidicas, se encuentran los TG, la forma mas
concentrada de almacenar energia, ya que carecen de agua y contienen el doble de densidad
energética que los hidratos de carbono y proteinas (26).

El proceso por el cual el TA se expande y se torna funcional, se denomina adipogénesis y se
desarrolla en dos fases: en la primera, en la que una célula mesenquimal (MSC del inglés
mesenquimal steem cell) se compromete con el linaje preadipocitico hacia una célula progenitora
de adipocitos (APC del inglés adipocyte progenitor cells), y la segunda es el proceso de
diferenciacion final, trasformacion de preadipocitos a adipocitos maduros (48, 49) (Figura 2).

La union de hormonas y ligandos modulan vias de sefializacion en el proceso de la adipogénesis,
por ejemplo: la insulina al activar la via de senalizacion del IRS promueve la captacion de glucosa
en los preadipocitos para la diferenciacion final, los glucocorticoides, ’BMP2 y BMP4 estimulan

15 Bone morphogenetic protein 2



el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy por sus siglas en inglés
peroxisome proliferator-activated receptor gamma), al unirse a '®*GCR o mediante '"SMAD4
respectivamente. PPARy es uno de los reguladores transcripcionales de la adipogénesis, promueve
y actua en conjunto con el coactivador CCAAT/proteina de unioén a potenciadores-a (C/EBPa)
(50).

BAT y WAT al originarse de dos linajes celulares distintos, presentan diferencias morfologicas y
fisioldgicas, el BAT como los miocitos del musculo esquelético, derivan de progenitores que
expresan factor miogénico 5 (18Myf5) y ’PRDM16, mientras que las células del WAT se originan
de células madre negativas a éstos (51). El tercer linaje de adipocitos, el BeAT, a pesar de que
provienen del mismo progenitor del WAT y que se encuentran dentro él, expresan UCP1 al igual
que el BAT (52), lo que le permite trasdiferenciarse hacia cualquiera de estos dos adipocitos,
dependiendo de las necesidades bioldgicas del organismo, ya sea para almacenar lipidos o para una
demanda energética (53-56).

Desde el punto de vista celular, la adipogénesis se desarrolla en tres estadios (57):
i Compromiso de MSC: para que las MSC se comprometan con linaje de adipocitos

intervienen distintas vias de sefializacion, como BMP, 2°Wnt que influyen a PPARY.

it Expansion clonal mitética: replicacion de DNA y duplicacion celular, que se induce por
sefiales hormonales (58).

iii Diferenciacion final: implica la expresion de genes y factores transcripcionales como la

familia de C/EBPs y PPARYy, aumenta la lipogénesis y la induccion de genes lipogénicos
como el 2!ACC, 22FAS y 2*aP2. En esta etapa también participa 2*IGF-1 y la insulina (57).
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Figura 2 Adipogénesis

En la determinacion hacia adipoblasto de la célula madre mesenquimal, > GSK-3f3 definen el compromiso hacia adipocito blanco o café (B-catenina). En la fase
temprana de la diferenciacion se define el cambio a través de la activacion de la expresion de genes selectivos, mientras que la diferenciacion terminal hacia adipocito
blanco o café requiere la activacién de los factores de transcripcion y regulacion alternos, PPARy/CEBPa/b y UCP1/PRDM16/°°PGC-1a, respectivamente. Los
adipocitos beige o BRITE pueden transdiferenciarse hacia fenotipo café o hacia fenotipo blanco, dependiente de propiedades termogénicas inducibles por exposicion
al frio, estimulacion adrenérgica o el ejercicio fisico (50).

2.1.5.1. Perfil molecular en la adipogénesis

En afios recientes se ha evidenciado la funcidén potencial que tienen los microRNAs (miRs) en la
expresion génica del TA, desde la regulacion en la adipogénesis, hasta la modulacion de vias de
sefalizacion en sus funciones.

25 Enzyme glycogen synthase kinase 3
26 Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator



En la adipogénesis, los miRs pueden regular positiva o negativamente la proliferacion y
diferenciacion del WAT y BAT, como evidencia se reporta que miR-9-5p al unirse al ligando de
Wnt (Wnt3a), inhibe la sefializacion de Wnt PB-catenina, estimulando la proliferacion y
diferenciacion del WAT, por lo tanto, la sobreexpresion de miR-9-5p se relaciona positivamente
con el desarrollo de obesidad (59). Asimismo, se han identificado miRs especificos que inducen
adipogénesis miR-422b, -148a, -107, -103, -30c, -30a-5p, y -143 (60).

El cluster formado por miR-193a/b 'y miR-3635, favorece la adipogénesis en el linaje del BAT, ya
que interviene la via de PRDM16, uniéndose a genes inhibidores, que sugiere que la expresion de
estos miRs se relaciona negativamente con el indice de masa corporal (IMC) con base en reportes
previos que muestran que su concentracion sérica se incrementa posterior a la cirugia bariatrica o
en personas que emprenden un régimen de ejercicio y dieta (59).

Estudios recientes reportan la sobreregulacion de miRs en adipogénesis, entre ellos: miR-519d,
miR-30c y miR-378, e inhibicion de la adipogénesis por union a PPARy y C/EBPa de miR-155,
miR-221 y miR-222 (61).

2.1.5.2. Adipogénesis y desregulacion metabdlica

El numero de adipocitos en un deposito especifico de TA, se determina en las primeras etapas de
la vida, manteniéndose estable hasta la adultez, sin embargo, el aporte prolongado y en exceso de
calorias, favorece la hipertrofia del TA al diferenciarse a nuevos adipocitos a partir de los
preadipocitos, por lo tanto, este desbalance entre adipocitos existentes y adipogénesis tiene impacto
en el metabolismo energético (62). En modelos murinos se ha demostrado que alteraciones en la
adipogénesis en la etapa de gestacion, ocasiona disfuncioén del TA posnatal y predispone a riesgo
cardiovascular (63).

Por otro lado, la falta de adipogénesis en el desarrollo ocasiona lipodistrofias, caracterizadas por la
ausencia total o parcial de TA lo que ocasiona fallas en el metabolismo sistémico de la glucosa y
lipidos, asi como en el envejecimiento, la masa de TA disminuye, contribuyendo al deterioro
metabolico (62).

2.1.6. Estroma del tejido adiposo

El estroma del TA estd compuesto por células del sistema inmune, células madre, células
endoteliales, preadipocitos, neuronas, que en conjunto forman la fraccion estromal-vascular y
representa una tercera parte del volumen del TA (64, 65) (Figura 3).

27 Wingless/Integrated



2.1.6.1.Células del sistema inmune en el tejido adiposo

El principal componente del TA son adipocitos maduros y adipocitos maduros para
desdiferenciarse (DFAT por sus siglas en inglés mature adipocytes to dedifferentiate) (66, 67), sin
embargo, el TA alberga una diversidad de células del sistema inmune, que mantienen la
homeostasis, controlan la termogénesis, promoviendo pardeamiento de WAT (68) y cumplen
funciones vitales dentro del TA como modular el proceso inflamatorio que estd intimamente
relacionado con la resistencia a la insulina (RI) (69).

Las células del sistema inmune residentes del TA se agrupan en una estructura linfoide asociada a
grasa denominada 2*FALC, zona anatomica donde se desarrollan los eventos de la respuesta
inmune, formando un domo, que en su lado externo esta recubierto por células mesoteliales
PCXCL13+, mientras que en el lado interno las recubren células fibroreticulares que regulan y
reclutan mas células del sistema inmune (70) (Figura 3).

El linaje mieloide es el mas abundante dentro del TA, entre ellos los macréfagos que provienen del
saco vitelino y son los primeros en colonizar y expandirse en el TA (71).

Células
mesoteliales

ik
o

GATA6  Cavidad de Cavidad

B peritoneal

Figura 3 Estructura linfoide de la fraccion estromal del tejido adiposo
Representacion esquematica de la composicion del TA, fraccion estromal/vascular, formada por todas células no adiposas, y fraccion de adipocitos inmaduros (65), y
representacion esquematica de la fraccion estromal en estructura linfoide del TA, en donde se ubican las células del sistema inmune. Abreviaturas: GATAG6 factor de
transcripcion, TGFp2: factor de crecimiento tumoral beta 2; CXCLI3: ligando de quimiocina 13; CXCRS5: receptor de quimiocina 5; IL: interleucina,; IgA-IgM
inmunoglobulina A inmunoglobulina M, M-CSF': Factor estimulante de colonias macrofagos; ILC2: células linfoides humanas tipo 2, DC: célula dendritica (70).

Por otro lado se encuentran las células dendriticas convencionales (cDCs, por sus siglas en inglés
conventional dendpritic cells) que mantienen la homeostasis en el TA al secretar IL-10, tanto las de

28 Fat associated lymphoid cluster
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perfil cDCls y ¢cDC2s (72). Dentro del TA sobresalen también poblaciones de células linfoides
innatas tipo 2 (ICL2s), NKTi y Treg, que mantienen un perfil anti-inflamatorio dentro del TA al
secretar citocinas de perfil 2, entre ellas IL-4, IL-10, IL-13 (69).

2.1.7. Modelo celular in vitro de TA: Linea celular de preadipocitos 3T3-L1

El uso de lineas celulares es un recurso en la adquisicion de conocimiento sobre la funcion del TA.
La linea embrionaria murina 3T3-L1, fibroblastos indiferenciados tipo preadipocitos, que se
aislaron de clones de células 3T3 suizas derivadas de embriones disgregados de ratébn de 17 a 19
dias de edad (73) es el modelo de celular mas utilizado. Esta linea en condiciones apropiadas se
pueden diferenciar en células con fenotipo de adipocitos maduros, que se basa en el incremento de
sintesis y acumulacion de TG (74), razdn por la cual se ha empleado para estudios de metabolismo
de lipidos (75) y adipogénesis (76) entre otras.

Con base en que los adipocitos secretan vesiculas extracelulares para mantenerse en comunicacion
con otras células dentro del TA y fuera del mismo, se observan dos tipos de vesiculas
extracelulares, vesiculas extracelulares largas (IEVs por sus siglas en inglés large extracellular
vesicles) de 200 a 500 nm y vesiculas pequefias (SEVs por sus siglas en inglés small extracellular
vesicles) de 50 a 150 nm similar a las vesiculas secretadas por la linea celular 3T3-L1 (15, 77).

En el estudio del TA en individuos con obesidad se ha evidenciado que el cargo de los exosomas
se modifica por el estrés al que el TA se ve sometido. Como lo demostraron Wen et al, que miR-
802-5p se incrementd en exosomas de células 3T3-L1 (78). En condiciones de hipoxia, las
proteinas de exosomas que estdn relacionadas con la lipogénesis como ACC, la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y 4acido grasa la sintasa, se incrementan tres o cuatro veces (79); asimismo, de 1508
proteinas identificadas, 109 se observaron reguladas de manera distinta, diversa (80).

El uso de esta linea celular ha permitido identificar cambios en el cargo de los exosomas de
adipocitos maduros, evitando la contaminacién con otras células del TA y la plasticidad de células
mesenquimales (81) al emplearse TA de biopsias, asi como el costo y complejidad del uso de
modelos animales.

2.2. Funcion secretora de las células del tejido adiposo

El TA es el productor de méas de 600 proteinas y péptidos, su secretoma consta de adipocinas,
adipomiocinas, lipidos que regulan la actividad de la insulina, ademas los exosomas que participan
en la comunicacion intercelular con otros 6rganos y tejidos (82).

2.2.1. Adipocinas

Las adipocinas, son polipéptidos de 12 a 35 KDa, que comprenden a las citocinas y quimiocinas
clasicas, los factores vasoactivos y de coagulacion, los reguladores del metabolismo de las
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lipoproteinas que son secretados por los adipocitos (83, 84) y que muestran el estado funcional del
TA, pueden actuar de forma endocrina, paracrina y autocrina, con un tiempo de vida media de
minutos hasta a mas de 24 horas (85). Sus funciones sobre los diferentes organos son
pluripotenciales, se asocian con la respuesta inflamatoria de forma bipolar, relacionadas con
condiciones pro- o anti-inflamatorias (86, 87).

2.2.1.1.Adiponectina

Fue identificada por cuatro grupos entre 1995 y 1996, por lo que obtuvo distintos nombres, Acrp30
(88), AdipoQ (89), apM1 (90) y GBP28 (91). Es codificada por el gen ADIPOQ, ubicado en el
cromosoma 3p.27, con un peso molecular de 28KDa (92).

Es secretada por los adipocitos maduros WAT y BAT al torrente sanguineo en tres formas
oligoméricas (92), trimero o de bajo peso molecular (LMW por sus siglas en inglés low molecular
weight), hexdmero (MMW por sus siglas en inglés medium molecular weight) y multimérica
(HMW por sus siglas en inglés high molecular weight) (93), mayormente activa y representa el
50% de la adiponectina circulante (94). Se ha observado que su expresion depende de la edad,
género (95) y etnia (96). Se ha visto reducida por citocinas proinflamatorias en un TA disfuncional
como en obesidad, por el contrario aumenta con el ejercicio, por la captura de acidos grasos y
glucosa por el musculo (97).

Su estructura molecular consta de 3 regiones: dominio globular, dominio de coladgeno y regiones
de sefial y variable. El dominio globular, resultante de la protedlisis, permite la formacion de
trimeros de bajo peso molecular (LMW) por enlace hidrofobico, y las interacciones a nivel del
dominio de colageno por enlaces disulfuro permiten la formacién de hexdmeros (asociacion de dos
trimeros) de mediano peso molecular (MMW), y de multimeros de alto peso molecular de 4 a 6
trimeros (HMW), y se unen a los receptores: AdipoR1, AdipoR2 y T-caderina (93) (Figura 4).

Los receptores de adiponectina AdipoR1, AdipoR2 se expresan en la mayoria de los tejidos
incluyendo las células del sistema inmune. ApoR1 se expresa en musculo esquelético, macrofagos,
cerebro (98), al que tiene mayor afinidad LMW, ApoR2 se expresa principalmente en el higado y
adipocitos (98), al cual se une MMW; y un tercer receptor, T-caderina, se expresa abundantemente
en las células endoteliales y musculares lisas vasculares lesionadas en las regiones ateroscleroticas,
al que se une MMW y HMW (99, 100).

Su funcion es estimular la oxidacion de acidos grasos en el musculo esquelético e inhibir la
produccion de glucosa en el higado, es un agente antiinflamatorio clasico al proteger la vasculatura,
corazon, pulmoén y colon (101, 102).

La adiponectina es abundante en sangre, representa el 0.01 a 0.05% de proteinas en plasma (103),
su concentracion en suero sanguineo es de 5 — 10 mg/mL, con una vida media en plasma sanguineo
de 2.5 horas (92).
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Figura 4 Via de senializacion de adiponectina

La adiponectina monomérica consta del dominio globular, un dominio colageno, un dominio especifico de la especie y un péptido sefial. La oligomerizacion facilita la
Jformacion de los trimeros (LMW), hexameros (MMW) y multimeros (HMW). La adiponectina interactiia con los receptores AdipoR1, AdipoR2 y T-Caderina (104).

Adicionalmente las adipocinas conocidas como adipomiocinas, término que se acui6 en la década
del 2000, se refieren a ciertas miocinas (citocinas secretadas por el musculo esquelético) como
irisina e IL-6, secretadas también por los adipocitos (105, 106).

2.2.1.2.Citocinas y quimiocinas
2.2.1.3.CCL2

El ligando quimiotéctico de quimiocina con motivo C-C 2 (CCL2), conocido también como
proteina 1 quimiotactico de monocitos (MCP1), fue la primera quimiocina humana de la familia
CC descubierta (107). Es un polipéptido monomérico codificado por el gen CCL2 ubicado en el
cromosoma 17q11.2, con un peso molecular de 9 — 15 KDa (108).

Es secretada por células endoteliales, monocitos activados, fibroblastos, células musculares lisas
vasculares, células epiteliales tubulares renales, astrocitos, microglia, neuronas (109),
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preadipocitos y adipocitos maduros en menor proporcion (110). Su expresion es inducible tras la
exposicion de estimulos inflamatorios como IL-1, IL-4, TNFa, TGFf, LPS, INFy (111).

Su receptor principal es CCR2, se expresa en monocitos, T CD4+, T CD8+, NKTs, yoT, linfocitos
B, células dendriticas plasmacitoides, basofilos, células endoteliales, microglia, células musculares
(112). CCR2 activa la via de sefializacion JAK2/STATS3, la sefializacion MAP cinasa y la
senalizacion PI3K, que favorece la migracion celular, proliferacion, angiogénesis, incluso
incrementa la autoestimulacion de expresion de CCL2 (112), asi como la liberacion de calcio
mediada por la fosfolipasa-C (111) (Figura 5). También se ha descrito que se une al receptor
atipico de quimiocinas 1 (ACKR1), ACKR2 y las cadenas de glicosaminoglicanos de los
proteoglicanos, incluidos el heparan sulfato, la heparina y el dermatéan sulfato (113).

Participa en la migracion e infiltracion de células mieloides y linfoides, principalmente de
macrofagos en el sitio de la lesion o infeccion; en el caso de obesidad o tejido adiposo disfuncional,
en donde hay apoptosis de adipocitos (107), actia como un factor importante vinculante del SAT
con la alteracion del metabolismo de la glucosa y la distribucion de la grasa corporal (114).

coz
N

LN AN 77N 7 /> Sobrevivencia 1 Proliferacion

1 Migracién N Angiogénesis

NS SOROVOVODR
N Expresion CCL2

Antiapoptosis

Figura 5 Via de senalizacion de CCL2
Eleje CCL2-CCR2 y la via de transduccion. CCR2 es un receptor tipico acoplado a proteina G. Cuando CCR2 se une a su ligando CCL2, se activan una serie de sefiales
descendentes, como JAK/STAT, p38MAPK y PI3K/AKT (115).

2.2.1.4.Quemerina

Se identifico por primera vez en el 2003 a partir de la purificacion de células de cancer de ovario
(116) y en 2007 fue reconocida como una adipocina (117). Denominada también proteina
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respondedora del receptor de 4cido retinoico 2 (RARRES2 por sus siglas en inglés retinoic acid
receptor responder 2 protein) o respondedora del receptor de acido retinoico TIG2 ( por sus siglas
en inglés RAR-responsive protein Tazarotene-induced gene 2) (118), es una proteina de 18.6 KDa
codificada por el gen RARRES2 (119), ubicada en el cromosoma 7q36.1. (120).

Se expresa en adipocitos e higado (118). Inicialmente se secreta de manera inactiva denominada
proquemerina 0 hChem163 en humanos y es activada al escindir 5 a 9 aminoacidos C terminal por
una serina proteasa como elastasa y triptasa (118). La expresion de quemerina es estimulada por
IL-18 y TNFa (121). En afos recientes se ha identificado isoformas de la quemerina, la més activa
es la hChem157 que es escindida por una elastasa de neutrofilo (122).

Su receptor chem23 o CMLRKI1 (123), expresado en macrofagos y CD inmaduras, induce la
liberacion intracelular de Ca2+, la fosforilacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares e
inhibe la acumulacion de AMPc mediante la unidon a heterotrimeros acoplados a proteinas G,
induciendo asi la activacion de moléculas de sefalizacion intracelular y participando en reacciones
metabolicas e inflamatorias (124, 125). Asimismo, se ha propuesto al TLR4 como receptor
activando la via NFkB, que este a su vez incrementa la expresion de TLR4 en mas tejidos y
liberacion de CCL2 (126).

Principalmente actiia como un quimioatrayente de macréfagos, células dendriticas y NK (120),
también participa en la adipogénesis, lipogénesis, angiogénesis, inflamacion, proliferacion y
diferenciacion de los adipocitos mediante regulacion de la expresion de genes. Participa en la
regulacion del metabolismo energético en el proceso de inflamacion cronica en TA, piel, sistema
cardiovascular, tracto reproductivo, entre otros (127, 128). Se ha reportado que la concentracion
sérica de quemerina es proporcional con el IMC, por lo que est4 relacionada con el desgaste del
disco vertebral en personas con obesidad (126), también se ha demostrado que desempefia un papel
en el metabolismo de la glucosa y los lipidos EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica)
(129).

Por otro lado, ensayos in vitro en lineas celulares de preadipocitos, han demostrado que la
quemerina tiene un efecto antiinflamatorio, formando péptidos de quemerina, C15, que se unen a
Chem?23 e inhiben vias de sefializacion de genes proinflamatorios y suprime el reclutamiento de
neutr6filos y monocitos en el omento de ratones tratados con C15 (130).

No existe un rango de concentracion de quemerina validado en sangre, sin embargo, en un estudio
en el que se evalud la asociacion de pacientes con artritis reumatoide, indice de masa corporal y
quemerina, se determind que una concentracion > 130 ng/mL es considerada elevada (131), de
igual manera se ha reportado que personas con obesidad presentan mayores concentraciones de
quemerina en plasma que en delgados, 4.3 ng/mL y 0.3 ng/mL respectivamente (132).
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Figura 6 Vias de senializacion de quemerina
Sintesis de quimeras y sefializacion de receptores. RARRES? retinoic acid receptor responder 2; CMKLR1 chemokine-like receptor 1; GPRI G protein-coupled
receptor 1; CCRL2 C-C chemokine receptor-like 2 (130, 133).

2.2.2. Exosomas

Inicialmente las vesiculas extracelulares (EVs por sus siglas en inglés extracelular vesicles) eran
consideradas como material obsoleto que eliminaba aleatoriamente residuos o “basura” celular.
Posteriormente dos grupos de investigacion reportaron que participaban en la comunicacion
intercelular (134), al identificar vesiculas de ~50 nm expulsadas directamente de los reticulocitos
sanguineos al espacio extracelular (135-137). Pero no es sino hasta 1987, cuando se acufie el
nombre de exosomas a estas vesiculas que portaban receptores de transferrina (138) y que
participan en la presentacion antigénica al transportar moléculas de MHC 11 derivados de linfocitos

B conduciendo respuestas especificas en linfocitos T, entre otras funciones de acuerdo al tipo
celular (139).

La morfologia de las EVs se ha observado tradicionalmente por microscopia electronica de
transmision. Sin embargo, recientemente, con microscopia electronica criogénica de transmision,
se ha logrado apreciar que pueden poseer varias capas superficiales (mono, bi o multicapa) (140),
con vesiculas internas y que su contenido puede variar de acuerdo con la electrodensidad (141,
142).

Los exosomas o Exos, son nanovesiculas esféricas de membrana lipidica con un didmetro entre 10
y 160 nm (promedio 100 nm) (143-146) que pertenecen al grupo de las EVs, junto con los
ectosomas (microvesiculas y cuerpos apoptoticos) (147) y las vesiculas provenientes de
mitocondrias (148) (Figura 7). Las EVs se nombran de acuerdo con la célula que lo secreta, por
ejemplo: prostasomas (30 - 500 nm, provenientes de células epiteliales prostaticas y aislados del
plasma seminal (149, 150)), oncosomas (100 - 400 nm, provenientes de células de tejido tumoral
(147)), dexosomas (30 -150 nm, provenientes de células dendriticas (151, 152)), lactosomas (20 a
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100 nm (153), provenientes de tejido adiposo rosado o glébulos de grasa lactea (154), se aislan en
la leche materna), cada una con funcidn bioldgica diferente (155).

Los exosomas se han aislado de bacterias, hongos, plantas, y en el ser humano principalmente de
tumores y fluidos corporales: sangre, orina, leche materna, lagrimas, saliva, semen, mucosidad,
fluido cerebroespinal, humor vitreo, linfa, sudor (156).

Ectosomas
r . )
Célula ’ Célula
donadora -~ apoptotica
.
Nucleo \ Nucleo \
/ gr\doso‘“a /
‘em\“a“o p,
e Microvesiculas
Exosomas Cuerpos

apoptoticos
Figura 7 Vesiculas extracelulares
Representacion esquemdtica de los principales subtipos de vesiculas extracelulares: exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos. Los exosomas, las EV mds

pequeiias, se originan dentro de una célula por fusion seguida de exocitosis de cuerpos multivesiculares (MVB) desde la membrana celular hacia el espacio extracelular.
Los ectosomas se ensamblan y se desprenden de la membrana plasmatica mediante un proceso de gemacion (147).

2.2.2.1.Biogénesis, trdfico y contenido de exosomas

La generacion de las EVs se clasifican de acuerdo con su origen membranal, en ectosomas y
exosomas (155). Los ectosomas se originan de la evaginacion de la membrana plasmatica, los
cuerpos apoptoticos son liberados posterior a la muerte celular programada, mientras que los
exosomas son de origen endosomal, es decir de la invaginacion de la membrana plasmatica (157).

La biogénesis de los exosomas se inicia con la endocitosis, ya sea por la via mediada por clatrina,
via mediada por caveolina y la via independiente de clatrina y caveolina, de la membrana celular,
formando un endosoma temprano (EE por sus siglas en inglés early endosome); que puede tomar
dos rutas dependiendo del destino de su contenido; cuando es reciclado éste se localiza a los
extremos del EE y se dirige al Aparato de Golgi o nuevamente a la membrana celular, por el
contrario cuando su contenido es cargado a vesiculas se localiza en la parte central, madurando a
un endosoma tardio (LA por sus siglas en inglés late endosome) o cuerpo multivesicular (MVB
por sus siglas en inglés multivesicle body); este endosoma vuelve a invaginar la membrana para
formar vesiculas interluminales (ILV por sus siglas en inglés inter luminal vesicles), que finalmente
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se fusionara con lisosomas para ser degradado, o se fusionard con la membrana plasmatica para ser

exportados como exosomas (158).

El proceso de formacion y cargo de los exosomas se realiza mediante dos vias:

1.

Via ESCRT, complejo de clasificacion necesario para el transporte endosomal, en la que
intervienen aproximadamente 20 proteinas clasificadas en cuatro complejos multiproteicos
heteroligoméricos, *°ESCRT-0-I-IT y III que se encargan de formar los MVB, del brote
vesicular y de clasificar la carga proteica a través de subunidades de unidn a ubiquitina
(159).

El complejo ESCRT-0, compuesto por 3'HRS y *2STAMI ayuda a reconocer proteinas
transmembrana ubiquitinizadas para su incorporacion a la membrana endosomal. ESCRT-
I, junto con ESCRT-II, inicia el brote local de la membrana endosomal; y ESCRT-III
(reclutada por ESCRT- I, ESCRT-II y *3ALIX) a través de su interaccion con la enzima
HD-PTP, participa en la desubiquitinacion de proteinas (160, 161).

Vias independientes de ESCRT. Hasta el momento se han descrito dos vias independientes
de ESCRT (162). La primera via esta relacionada con las tetraspaninas, que constituyen
una superfamilia de proteinas que organizan microdominios de membrana formando grupos
e interactuando con una gran variedad de proteinas de sefalizacion transmembranales y
citosdlicas; estos dominios se denominan microdominios enriquecidos con tetraspanina y
sirven como plataformas de transporte de carga, entre ellos CD9, CD63, CD81, CDS82
(162).

En la segunda via consiste en los dominios lipidicos de colesterol incluidas las flotilinas.
Las flotillinas reclutan Rab31, lo que promueve el enriquecimiento de **EGFR en MVB
que contienen CD63 (163). Dentro de esta via también estd la descrita por Stufeers et al en
exosomas derivados de oligodendrocitos de raton, que se relacionaban con la actividad de
la esfingomielinasa (enzima productora de ceramida) (164). La ceramida se metaboliza a
esfingosina 1-fosfato que tiene receptores en MVB lo que promueve su brote y a su vez la
produccion de ILVs, mientras que la ceramida sintética promueve directamente la
produccion de MVBs (165).

Para terminar el proceso de biogénesis, los exosomas son liberados por fusion del MVB con la
membrana plasmatica, en la que participan varias proteinas SNAREs de vesiculas (v-SNAREs por
sus siglas en inglés vesicles-SNAREs) y de membrana (target membrane-SNAREs), y Rab GTpasas
(166). Las proteinas Rabs, como Rab27a, Rab27b y Rab35, reclutan enlaces especificos para unirse
a las SNARES, asi como participar en el acoplamiento vesicular a la membrana celular (167).

30 Endosomal sorting complexes required for transport

31 Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
32 Signal Transducing Adaptor Molecule

33 Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X

34 Factor de crecimiento epidérmico
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Una vez que los exosomas han sido exportados de la célula donadora, la internalizacion en la célula
receptora o diana puede ocurrir de tres maneras: por interaccion con proteinas de membrana celular,
como tetraspaninas, inmunoglobulinas, receptores de lectina, por fusion con la membrana
plasmatica y por ultimo por endocitosis, fagocitosis o micropinocitosis (167).

Por lo tanto, de manera resumida, la biogénesis y trafico de los exosomas se genera en diez etapas:
Invaginacion de la membrana endosomal

Formacion de ILVs

Carga de diferentes biomateriales (DNA, familia de RNA, proteinas, entre otros)

Formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs; ESCRT- 0, I, I, & 4, 3*Vps-4, ALIX)
Acoplamiento y fusion de MVB que han escapado de la fusién con componentes lisosomales
a la membrana plasmatica (proteinas **Rab y 3’SNARE)

Liberacion de exosomas al medio extracelular

Interaccién exosoma-receptor

A i

Captacion de exosomas receptor
Internalizacion del exosoma y

S ©® N

0 Liberacion del contenido del exosoma en el citoplasma (Figura 8).

35 Vacuolar protein sorting-associated protein 4A
36 Rab GTPases
37 Soluble NSF Attachment Protein
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Figura 8 Trdfico de exosomas
El proceso de empaquetamiento y produccion de exosomas inicia con desprendimiento de membrana plasmatica hacia el interior formando vesiculas (endosomas tempranas), posteriormente se cargan de material biolégico,
desarrollan un proceso de maduracion hacia endosomas tardios que se convertiran en cuerpos multivesiculares (MVB). Nuevamente los MVB se fusionan con la membrana plasmatica para liberar a los exosomas al espacio

extracelular (160).
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El contenido interno o material bioactivo depende del tipo de célula donadora, sin embargo, de
manera general por tener origen endosdmico, transportan proteinas asociadas a la formacion de
vesiculas intracelulares como TsglO01, tetraspaninas y Alix, proteinas de transporte y fusion de
membrana, anexinas, GTPasas y flotillinas, proteinas de choque térmico (**HSP60, HSP70, y
HSP90), proteinas de presentacion antigénica ((?MHC-I, MHC-II), proteinas de citoesqueleto,
actina, miosina y tubulina (168), proteinas de adhesion (integrinas, CD31), tetraspaninas (CD9,
CD63, CD81, CD82) empleadas como marcadores de identificacion de exosomas (Figura 16) (169,
170), factores de transcripcion, lipidos, enzimas, acidos nucleicos (DNA, mRNA, miR (171)). En
el caso de exosomas provenientes de TA, se emplean como marcadores a la adiponectina, proteina
de unién de 4cidos grasos (FABP), perilipona-1, PPARy (172) (Figura 9).
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Figura 9 Representacion general del contenido bioquimico y molecular de los exosomas
De manera general los exosomas transportan dcidos nucleicos, metabolitos y proteinas, todos ellos rodeados por una membrana lipidica de origen celular (160).
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El contenido que transportan los exosomas dicta el estatus funcional de la célula (estrés, reposo,
estimulada, transformada) (160). Los acidos nucleicos en los exosomas son los protagonistas en
procesos fisiologicos como biogénesis, respuesta inmune, reparacion tisular, y en procesos
patologicos como enfermedades cardiovasculares, neurodegeneracion, cancer e inflamacion en las
células receptoras (173); sin embargo, la bioactividad de los exosomas estd sustentada en su
contenido de lipidos (colesterol, prostaglandina, esfingomielina, acido araquidénico), que

3% Chaperonas
39 Complejo mayor de hitocompatiblidadad 1y 1T
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estabilizan la rigidez estructural. Por lo tanto, el material bioactivo tiene impacto en las células
diana de tres maneras (174):

e estimulacion directa via unién mediante ligandos

e transferencia de receptores

e reprogramacion epigenética (Figura 10) (175)
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Figura 10 Comunicacion celular mediante exosomas
Vias implicadas en la comunicacion intercelular mediada por exosomas. (1) Los exosomas sefialan a las células receptoras mediante ligandos directos anclados en la
superficie de la membrana de la célula hospedadora. (2) Los exosomas transfieren receptores activados a las células receptoras. (3) Los exosomas pueden reprogramar
epigenéticamente las células receptoras mediante el suministro de proteinas, lipidos y dacidos nucleicos funcionales (175).

2.2.2.2. Funcion en tejido adiposo

La funcién de los exosomas es mantener la comunicacion intercelular al transportar material
bioldgico de una célula donadora a una receptora; en el TA, son los vectores entre los adipocitos y
las células de la fraccion del estroma y con células de otros sistemas, convirtiéndolo en el mayor
productor de exosomas, denominados de manera general como vesiculas extracelulares derivados
de adipocitos (AdEVs por sus siglas en inglés adipocyte-derived extracellular vesicles) (176). Las
AdEVs se encuentran cargados de acidos nucleicos principalmente de miRs, lipidos y proteinas,
que en el TA funcionan como factores en alteraciones metabdlicas como obesidad, DT2 y
enfermedades asociadas (177).
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Cada tipo celular que conforma el TA secreta exosomas que mantienen la comunicacion entre ellas
y con otros 6rganos, y de acuerdo con la condicion del TA, difiere el contenido de los exosomas
(178).

En las AdEVs, los miRs y las proteinas modulan el metabolismo de varios 6rganos y sistemas,
como el desarrollo de la placenta y el desarrollo fetal en mujeres embarazadas, el flujo de colesterol
en obesidad y RI (179). En condiciones de hipoxia, el nimero de exosomas secretado por TA
incrementan afectando la actividad lipogénica de las células receptoras, de igual manera pueden
interferir directamente en la sefializacion de insulina en higado y musculo (180).

De las cé¢lulas del TA, los ATM (macrofagos residentes de tejido adiposo por sus siglas en inglés
adipose tissue-resident macrophages), son los protagonistas de la homeostasis del TA, asi como
de la respuesta inmune, por lo que la comunicacion entre los ATM y adipocitos es primordial, se
ha evidenciado que las AdEVs participan en diferenciacion final de macrofagos (181) y
polarizacion M1/M2 (182).

Dentro del WAT, el papel de las EVs se ha confirmado en modelos murinos KO de Cavl, donde
su expresion continuaba abundante, lo que demostrd el trafico de esta proteina de células
endoteliales hacia adipocitos a través de las EVs (183). Asimismo, los exosomas de macréfagos
provenientes del SAT (tejido adiposo subcutaneo por sus siglas en inglés subcutaneous adipose
tissue) y OAT (tejido adiposo omental por sus siglas en inglés omental adipose tissue), regulan las
rutas de inflamacion y la sensibilizacion a la insulina en este tejido (184).

Por otro lado, en BAT los exosomas pueden intervenir en otros procesos que al ser activado por
diferentes estimulos son secretados al torrente sanguineo. En termogénesis por exposicion al frio y
por estimulacion adrenérgica, BAT secreta mayor cantidad de exosomas, lo que sugiere que la
secrecion es vital para la actividad de BAT, y brinda un campo para el analisis de su contenido
(185, 186).

2.2.2.3.Técnicas de aislamiento, caracterizacion y cuantificacion de exosomas

Considerando que la composicion corporal y la técnica de aislamiento son determinantes para las
imagenes de la morfologia y la composicion de los exosomas (187), en este apartado se mencionan
algunas de las técnicas para aislar exosomas:

1) Ultracentrifugacion: esta técnica es considerada como la prueba “gold standar” para el
aislamiento de exosomas, consiste en realizar una serie de centrifugaciones a diferentes
velocidades, para descartar paulatinamente células, cuerpos celulares, organelos y terminar
con los exosomas en el pellet (188)

2) Cromatografia por exclusion de tamafio (SEC por sus siglas en inglés size exclusion
chromatography) (189)

3) Captura por inmunoafinidad
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4) Precipitacion con polimeros (190)
5) Kits comerciales para sedimentacion (191, 192)

Para la caracterizacion y cuantificacion, los métodos mas usados son Opticos, entre ellos:

1) Dispersion dinamica de la luz (DLS por sus siglas en inglés Dynamic Light Scattering)

2) Dispersion multidangulo de la luz (MALS por sus siglas en inglés Multi Angle Light Scattering)

3) Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA por sus siglas en inglés Nanoparticle Tracking
Analysis) (193)

4) Citometria de flujo

5) Resonancia de plasmon de superficie (SPR por sus siglas en inglés surface plasmon resonance)
(194)

No 6pticos como:

6) Microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés Scanning Electron
Microscopy)

7) Microscopia electronica de transmision (TEM por sus siglas en inglés Transmission Electron
Microscopy)

8) Microscopia electronica de transmision criogénica (Cryo-EM por sus siglas en inglés
Cryogenic Electron Microscopy)

9) Microscopia de fuerza atdmica (AFM por sus siglas en inglés Atomic Force Microscopy)

10) Métodos de inmunodeteccion

11) Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en inglés Fourier
transform infrared)

12) Sensor de imagenes de reflectancia interferométrica de una sola particula (SP-IRIS) (193)

13) Marcaje de proteinas de membrana (CD9, CD63, CDS81, CD82) (195)

2.2.3. microRNAs

El primer microRNA (lin-4) se descubrid en 1993 en Caenorhabditis elegans. El primer microRNA
humano, let-7, se descubri6 en 2000 (196), y actualmente se han descrito aproximadamente 1917
de acuerdo con las bases de microRNA (miRs) actualizadas al 2024 (197-200).

Los miRs son moléculas pequefias de RNA monocatenario (21 a 25 nucleo6tidos) no codificantes,
que regulan de manera positiva o negativa la expresion génica post-transcripcional, al unirse a la
region 3’UTR o 5’UTR, secuencia codificante o promotor de un mRNA diana (201). Esta
especificidad hacia uno o méas mRNA blanco viene dada por una secuencia conservada de 2 a 8 nt
(202) denominada “semilla” (203). Al igual que otros acidos nucleicos, su expresion es regulada
por factores multiples factores, mecanismos bioldgicos y epigenéticos (204, 205), ya sea a nivel
nuclear o citoplasmatico durante la biogénesis (206).
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Como se mencion6 anteriormente, los miRs pueden ser transportados por los exosomas, y €stos
pueden intervenir en varios procesos como la angiogénesis, inmunomodulacion, y regulacion del
metabolismo, que, para nuestro interés, su perfil y nivel de expresion varia en personas con y sin
adiposidad patoldgica (207, 208), por lo que los miRs pueden regular funciones fisiologicas y
procesos patologicos en trastornos metabolicos (186, 209).

Ademas de los miRs, se ha demostrado que los mRNA de = 2000 nt de proteinas citosolicas
transportados en exosomas, se traducen en la célula receptora (11, 210, 211). Adicionalmente, se
ha reportado que la expresion de emRNA (mRNA de exosoma) tienen diferentes patrones de
expresion de un mRNA en condiciones patoldgicas (212), lo que nos conduce a integrar la expresion
de miR con la de sus mRNAs diana.

2.2.3.1.Biogénesis y transporte de miRs

La biogénesis de los miRs inicia con el procesamiento de los transcritos de la RNA polimerasa II,
generando los pri-miRs, que pueden tener cuatro origenes de acuerdo con su localizacion
cromosoOmica: intronico en region de transcripcion codificante; exonico en region de transcripcion
no codificante; intronico en regién de transcripcion no codificante y exonico en region de
transcripcion codificante (213). Posteriormente, el pri-miR es recortado por una RNA polimerasa
III para formar el pre-miR que forma una horquilla debido a la presencia de secuencias
complementarias en su estructura, y que sera exportado del nucleo con la ayuda de exportina 5. En
el citoplasma, otra RNAsa (DICER) cortaré la horquilla para formar un miR maduro que se unira
a una proteina argonauta 2 (AGO2) hasta su mRNA diana; si la complementariedad entre el miR y
su mRNA diana es total, el mRNA se degrada, si es parcial habra represion en la traduccion a
proteina o silenciamiento de ésta (201, 214) (Figura 11).
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Figura 11 Biogénesis de miRs
El gen de miRNA es transcrito en el niicleo, a continuacion el pri-miRNA se dirige al citoplasma, se convertird en pre-miRNA y por enzimas endonucleasas se obtendra
miRNA maduro, que puede actuar en la misma célula o en otras, transportados por exosomas o unidas a proteinas argonautas (201).

Con respecto a la comunicacion celular mediada por miRs, se ha propuesto varias vias, entre ellas

(Figura 12):

1) Las uniones Gap (GJ por sus siglas en ingles gap junction): canales intercelulares en la
membrana plasmatica para la comunicacion directa entre células adyacentes, mediante las
cuales los miRs maduros se dirigen al mRNA de las células vecinas (215).

2) Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) también pueden transportar miRs al interior de la
célula (216).

3) Las proteinas de union a RNA (RBP por sus siglas en inglés RNA bingind proteins)

4) Las microvesiculas, cuerpos apoptoticos y exosomas.

Cuando los miRs son reclutados en los exosomas, la proteina ALIX interactia con el complejo
miR-AGO2, cabe mencionar que la inhibicidon de la expresion de AGO2, disminuye el nivel de
carga de miRs en los exosomas, mas no la liberacion de exosomas (217-219).

La incorporacion de los miRs en exosomas, no es aleatoria, depende de la condicion fisiologica del

organismo, la familia de miRs, incluso de la naturaleza de la patologia (220). Existen cuatro

posibles vias por la cuales los miRs son incorporados en los exosomas:

1) dependiente de esfingomielinasa 2, que promueve la secrecion de miRs por exosomas

2) dependiente de ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP) que controla la entrada de
miRs en exosomas

3) asociada a miRISC, que reduce la incorporacion de miRs a los exosomas, y
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4) depende de la secuencia del miR, los miRs con extremo 3’ adenilado se encuentran en la célula
formadora y los miRs con extremo 3 urilidado se encuentran mayormente en exosomas y esto
finalmente guia o no al miR hacia el exosoma (221).

Célula donadora Célula receptora

miRNA gene

e e e Transporte por
unién GAP \
O
- - o] £ T
Pri-miRNA Pre-miRNA !
mIR maduro T
RISC RISC
RBP HDL
Exosoma  Microvesicula Cuerpo apoptético
HDL
RBP
Circulacion
Célula receptora
l distante
Endocitosis
HDL
g d )
-» )
REBP Trasnporte
e
)
] ‘ RISC

Figura 12 Modelos teoricos de la comunicacion celular regulada por miRs
Los miRs sin proteina se transfieren directamente a las células adyacentes mediante uniones Gap. miRs individuales secretados por la célula donante se dirigen a las
células receptoras a través de exosomas, microvesiculas, cuerpos apoptoticos, HDL o RBP a través de la circulacion (196)

2.2.3.2.Nomenclatura

Los miRs se nombran con codificacion alfanumérica. Las primeras tres letras representan la especie
de donde se origina el miR, las siglas que contintan indican que se trata de un microRNA, el
siguiente niumero indica la familia del miR y la letra denota un miembro de la familia cuya
secuencia puede diferir en una posicion de nucledtidos, el nimero contiguo muestra si un transcrito
de secuencia idéntica es procedente de otra localizacion cromosémica, y finalmente 5p o 3p,
especifica si el miR maduro surge del extremo 5’0 3’ de la horquilla (Figura 13) (222).
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Figura 13 Nomenclatura de microRNAs

Ejemplo de nomenclatura de microRNA hsa-mir-29b-1-5p. hsa: hommo sapiens, mir: microRNA, 29: familia 29; b: denota que es un segundo tipo de miembro de la

Sfamilia 29; 1: podria proceder de 1 localizacion mas, 5p: surge del extremo 5°; 3p: surge del extremo 3’ (222)

2.2.3.3.miRs en tejido adiposo disfuncional

Se han descrito aproximadamente 140 miRs secretados del TA en exosomas (8, 9), asi como miRs
especificos residentes en el TA (10). Por citar algunos ejemplos, el miR-122 elevado en suero se
relaciona con la RI en nifios con obesidad (223, 224), el miR-144 sobreexpresado en TA regula la
senalizacion de mTOR (225) y miR144-5p se asocia con RI en individuos obesos (143).

Para el presente estudio se evaluaran cuatro miRs asociados a un perfil obesogénico:

miR-21: esta localizado en el cromosoma 17g23.1., region exodnica codificante, inmediatamente
aguas abajo del gen de la proteina-1 de la membrana de la vacuola (VMP1) y reside en el exon
10 del gen VMP1 (226). El pre-miRNA consta de 72 pares de bases

(https://wwwAensembl.0rg/H01n07@piens/Gene/Summarv‘?db:core'g:ENSGOOOOOZ 84190:r=17:59858068-59858169:t=ENST000003621 34) . Su

expresion esta regulada por Varios factores de transcripcion pueden estar implicados en la
regulacion de la expresion de miR-21, “°AP-1, *'C/EBPa, *NF-1, ¥*SRF, p53 y STAT3 (227).

Fue identificado por primera vez en 2004 , y continiia siendo el mas estudiado por estar
involucrado en varios procesos bioldgicos, como apoptosis, proliferacion y diferenciacion
celular (228). Experimentalmente se ha relacionado con 300 enfermedades y se estima que
tiene 469 genes diana (229). Se ha sugerido a miR-21 como marcador de diagndstico y
predictivo de desoérdenes del sistema nervioso central, como Parkinson, esclerosis multiple,
miastenia gravis y epilepsia (227), en algunos canceres y enfermedades cardiovasculares (230).

40 Activator protein 1

41 Ets/PU.1, CCAAT/enhancer-binding protein o
42 Nuclear factor I

43 serum response factor
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En la obesidad e hiperinsulinemia su expresion se encuentra disminuida, incrementando la
expresion de STAT3 a través de la via de PPARy (231-234).

miR-24: localizado en el cromosoma 9q22.32., en regidon exonica no codificante, con un pre-

mlRNA de 68 pares de bases (https://www.ensembLorg/Homoigpiens/Transcript/Summarv‘?db:core'g:ENSGOOOOOZ84459'h:hsa-miR-

24-3p:mr=9:95086021-05086088:r=0:95086021-95086088:=ENST00000637495 ). S€ codifica en grupo junto con mir-23 'y mir-
27 (235). La transcripcion de miR-24 esta regulada a la baja por la sefalizacion de TGF-3
dependiente de la via Smad3 (236, 237). Su expresion se incrementa en la miogénesis, mientras
que su supresion retrasa la diferenciacion de los mioblastos (237). Se ha demostrado que mi-
24 regula el ciclo celular y se emplea como marcador de canceres (mama, colorectal, prostata,

pancreatico, entre otros (238)) como apoptosis, proliferacion, metastasis, invasion,
angiogénesis, autofagia, resistencia a medicamentos y patogénesis de enfermedades (235), por
ejemplo se encuentra elevado en el epitelio colonico de pacientes con colitis ulcerativa durante
la infamacion activa (239).

Con respecto a obesidad y sobrepeso, se relaciona con la lipogénesis, modulando la
sobreexpresion del gen INSIGI (gen 1 inducido por la insulina), inhibidor de la lipogénesis
(240). También se ha visto involucrado en la sobrexpresion de SFRP4, proteina que conduce a
la inflamacién y en ultima instancia a la RI (241).

miR-34a: localizado en el cromosoma 1p36.22., en region exonica no codificante, con un pre-

miRNA de 100 pares de bases (https:/www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core:g~ENSG00000284357:1=1:9151668-
9151777::=ENsT00000385130). En el ser humano se han identificado tres miembros de la familia miR-34,
miR-34a, miR-34b y miR-34c, codificados en dos unidades transcripcionales diferentes (242).
Al igual que los demas miRs, la regulacion transcripcional estd regulada por diversos factores,
como p53 que se une directamente al promotor del gen miR-34, activando su transcripcion, del
mismo modo **Elk-1, STAT3, **Snail, 4’Slug, 4’ZEB1 y ZEB2 (243).

miR-34 promueve la apoptosis de células de musculo liso vascular (VSMC) y células
endoteliales de vena umbilical (UVEC) inhibiendo la expresion de “SAAT (244). Por otro lado,
es un inhibidor de la polarizacion de los macrofagos a M2, al suprimir la expresion del KLF4
(245). La sobreexpresion en VAT se correlaciona positivamente con los parametros de RI e
inflamacién metabolica (12).

miR128-1: localizado en el cromosoma 2q21.3, regién intrénica, con un pre-miRNA de 82

pares de bases (https://www.ensemblAorg/Homoigpiens/Gene/Summarv?db:core'g:EN SG00000207654:1=2:135665397-

135665478::=ENsT00000384921). Al igual que los demds miRs intrénicos, miR128-1 depende

4 Transcription factor Elk-1

45 Family of zinc-finger transcription factors

family of zinc-finger transcription factors (Snail2)
47 Zinc finger E-box binding homeobox 1

4$ Alpha-1 antitrypsin
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transcripcionalmente de la expresion de su gen huésped y se procesa a partir del mismo
transcrito primario, conservandose a través de algunas especies, sin embargo, también han
demostrado que alrededor del 26% de los miRs intronicos de mamiferos podrian transcribirse
a partir de sus propios promotores (246).

La expresion de miR-128 se ha visto aumentada durante el desarrollo y alcanza su maximo en
la edad adulta, desempenando una funcion clave en el desarrollo del sistema nervioso y la
regulacion de diversas funciones neuronales, sin embargo, también se ha asociado a distintos
tipos de cancer (247). Se sobre expresa en hipoxia elevada, afectando negativamente a los
niveles de expresion IR (13), IRS1 y #PI3Krlen el TA (13, 248).

2.2.4. Factores de transcripcion y proteinas de senalizacion

Tanto las proteinas como miRs que son transportados en exosomas secretados por adipocitos,
activan o inhiben sefiales intercelulares y participan en reparacion celular (249). Actualmente se
desconoce la procedencia exacta de los exosomas que estan circulando en sangre, no obstante, se
ha propuesto marcadores de exosomas de TA, como >°aP2/FABP4, adiponectina, perilipina-1, mas
cabe recalcar que las condiciones patoldgicas pueden variar la expresion de estos marcadores (15).

El andlisis protedémico de exosomas de TA ha permitido determinar la presencia de
aproximadamente 884 proteinas, denominadas como exoadipocinas, y mediante herramientas
bioinformaticas se han revelado su participacion en procesos inflamatorios, inmunoldgicos y
metabolicos (250, 251).

La base de datos de exosomas, ExoCarta, reporta 6514 proteinas en exosomas en seres humanos
(http://exocartaAorg/browseiresults?orginame:l-lomo%20sapiens&contﬁtvpe:&tissue:&geneisvmbOIZ), en este trabajo SC propone el

andlisis proteico de proteinas reguladas por miRs que intervienen en procesos inmunometabdlicos

en individuos con perfil obesogénico, y se detallan a continuacion:

e STAT3: proteina perteneciente a la familia de proteinas STAT, se expresa en multiples
células (neuronas, adipocitos, monocitos), y en respuesta a citocinas y factores de
crecimiento se activa y actiia como factor de transcripcion, asimismo, es fundamental para
el mantenimiento de los procesos homeostaticos y de desarrollo; sin embargo, la
desregulacion y la activacion cronica de STAT3 da lugar a numerosas enfermedades, entre
ellas la obesidad, en donde se ha visto asociado con hiperinsulimenia y adipogénesis (252-
254).

e SFRP4: es un factor antiangiogénico y proapoptotico, que pertenece a la familia de las
proteinas secretoras (241). Dentro del TA, participa en la maduracion de preadipocitos, lo
que conduce a una elevada acumulacién de lipidos (255). En obesidad se encuentra

49 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory
30 Fatty acid-binding protein 4
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sobreexpresada y su mRNA incrementado sobre todo en VAT (256), asi como en DM2
(257).

e KLF4: pertenece a la familia de factores de transcripcion, tiene efecto antinflamatorio,
promueve la oxidacion de acidos grasos, y tiene un rol importante en la homeostasis de la
glucosa y la acumulacion de lipidos en las células, por lo que su baja expresion en VAT
puede correlacionarse con obesidad, dislipidemia e inducir inflamacién (258). De la misma
forma, se ha demostrado que las células perivasculares del TA responden dinamicamente a
una dieta inducida a obesidad y modulan la inflamacion del tejido y su metabolismo de
manera dependiente de KLF4 (259).

e [RSI: pertenece a la familia de los IRS, traduce la cascada de senal de la insulina activando
la ruta de PI3K, su expresion anormal en SAT se asocia con riesgo de RI (260).

La Tabla 1 resume las proteinas que son moduladas por miRs y la funcidén que éstos ejercen en
tejido adiposo disfuncional:

Tabla 1 Resumen de expresion de miRs y regulacion sobre mRNA diana

mRNA diana y resultado en su

miRNA Expresion de miRNA Efecto en el organismo

expresion
miR-21 ., STAT3 Obesidad e hiperinsulinemia,
, Subexpresion L S
Cri7q23.1, exén 1 Incrementa expresion adipogénesis (252, 253)
miR-24 SFRP4
b: 16 . Infl i6n (255

Cr9q22.32, exon 1 Sobreexpresion Incrementa expresion nflamacién (255)

iR-3 . KLF4 - .
'g: Ip 3:1‘12 2 exon 1 Sobreexpresion Suprime expresion Inhibicion de polarizacion de M2 (258)

iR-128-1 IRS1 . . Lo
mt Sobreexpresion 5 Resistencia a la insulina (260)

Cr2q21.3, exon 1 Suprime expresion

2.3. Perfil obesogénico
2.3.1. Distribucion corporal del tejido adiposo

El patrén de distribucion corporal de la grasa en el tronco en comparacion con la periférica tiene
influencia en el metabolismo energético y, por tanto, en el riesgo de padecer enfermedades
metabolicas (261, 262).

El WAT es el tejido adiposo con mayor abundancia y distribucion en el organismo. Basdndose en
la anatomia y las propiedades funcionales, se ha propuesto una clasificacion con énfasis en los
compartimentos internos, detectados mediante exdmenes de imagen (263):
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o Tejido adiposo subcutineo (SAT por sus siglas en inglés subcutaneous adipose tissue):
localizado en la parte superior e inferior del cuerpo bajo la piel. En los hombres suele
acumularse en el tronco, mientras que en mujeres se acumula homogéneamente en abdomen y
miembros inferiores hasta la adultez cuando empieza a acumularse en el abdomen (261). El
SAT representa un amortiguador fisioldgico para el exceso de ingesta de energia, y un almacén
donde desemboca el exceso de lipidos (264, 265).

o Tejido adiposo visceral (VAT por sus siglas en inglés visceral adipose tissue): se localiza entre
las paredes de la cavidad abdominal, y rodeando los 6rganos, el VAT toma el nombre del
organo al que recubre, por ejemplo: cuando envuelve al corazon se denomina TA epicardico y
pericardico; a vasos sanguineos, TA periovascular; al riidn, tejido perirrenal; al intestino y
pancreas, TA omental y mesentérico; a gonadas, epididimal y parametrial (266, 267). Se ha
demostrado que VAT es més sensible a muerte y mas resistente a diferenciacion que en SAT
(62).

En el caso del BAT se ubica superficialmente en regiones interescapulares, supraclavicular,
axilares y en lo profundo en periadrticos, pericardicos, perirrenales, inguinales (Figura 14) (268).

Depdsitos de BAT Depdsitos de WAT

Tejido adiposo

visceral

) L F B
Figura 14 Distribucion del TA en humanos

El TA se distribuye en todo el organismo. En la imagen de la izquierda se aprecia la distribucion de BAT en adultos. Imagen tomada mediante tomografia de
emision de positrones (PET). En la parte derecha, se muestra la distribucion de WAT, en diferentes zonas corporales, subcutdneo (craneal, facial y extremidades)
yvisceral, alrededor de los organos. Modificado de (269).

Por otro lado, visualmente, se ha propuesto cuatro regiones de acumulacion de grasa como: 1) parte
inferior del cuerpo, 2) subcutaneo abdominal, debajo de la piel, 3) cobertura general, y 4) grasa
visceral, localizada en la cavidad abdominal entre los 6rganos, esta distribucion puede variar entre
los individuos, ya sea por género, edad, etnia, genética (Figura 15) (270).
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Figura 15 Clasificacion visual de la distribucion de grasa
Parte inferior del cuerpo incluye almacenamiento de grasa: alrededor del gliteo, las caderas y los muslos. Subcutaneo abdominal acumulacion de grasa subcutanea:
alrededor del estomago y el tronco. Cobertura general acumulacion de grasa: en los brazos, el tronco, los muslos, el ghiteo, la parte inferior de la espalda y el tronco.
Visceral: depdsito de grasa intraabdominal entre organos como los intestinos, el estomago, el higado y el pancreas (270).

2.3.2. Tejido adiposo disfuncional

Desde que se conoce que células del sistema inmune en el TA cumplen funciones inmunologicas,
que participan en la termogénesis y homeostasis de los adipocitos, el término de TA disfuncional
hace referencia a la desregulacion o desbalance de éstas y que favorecen el desarrollo de
enfermedades (70).

En el TA en homeostasis energético existe un balance entre perfil pro y anti-inflamatorio con
predominio de este tltimo, por el contrario el TA disfuncional se caracteriza por un desbalance en
la homeostasis fisiologica, generandose un microambiente pro-infamatorio, con infiltracion de
células del sistema inmune de perfil pro-inflamatorio (Figura 16) (271).
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Figura 16 Balance de respuesta inmunologica en tejido adiposo

El tejido adiposo funcional alberga varias células del sistema inmune con perfil antiinflamatorias (eosindfilos, macrofagos M2, Th2, iNKT y Treg). Estas células
mantienen la sensibilidad a la insulina y almacenan energia extra en forma de TG. Por el contrario, en el tejido adiposo disfuncional, el niimero de células del sistema
inmune con perfil proinflamatorias (neutrdfilos, macréfagos M1, mastocitos, Thl y TCDS8) es muy elevado. La reduccion simultanea del nimero de células
antiinflamatorias acelera la respuesta proinflamatoria y la disfuncion del tejido adiposo (271).

En el TA, se observan dos escenarios, una expansion limitada de adipocitos, en la que predomina
un perfil anti-inflamatorio, hipoxia controlada y una correcta angiogénesis y, un escenario
patoldgico en el que la expansion de adipocitos se exacerba, la hipoxia aumenta, infiltracion de
células del sistema inmune con perfil proinflamatorio, en especial macréfagos M1 (Figura 17)
(272, 273).
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Figura 17 Procesos de expansion del tejido adiposo

A. La expansion saludable del TA consiste en un agrandamiento a través del reclutamiento efectivo de células precursoras adipogénicas junto con una respuesta
angiogénica adecuada. B. Por el contrario, la expansion patologica del TA consiste en un aumento masivo de los adipocitos existentes, una angiogénesis limitada y la
consiguiente hipoxia. Como resultado, se induce HIF-1a (por sus siglas en inglés hypoxia-inducible factor 1-alpha), que a su vez puede provocar la induccion de un
programa fibrético. En ultima instancia, prevalecen los macréfagos M1, lo que da lugar a un fenotipo inflamatorio que esta asociado a la RI.

Este desequilibrio en la expansion de adipocitos o “acumulacion anormal o excesiva de grasa que
puede ser perjudicial para la salud” (OMS) (274), es la obesidad, patologia considerada como
epidemia y que plantea un problema de salud publica ya que predispone a enfermedades cronicas-
degenerativas (275).

El individuo que reune alteraciones metabolicas como: hiperglucemia (glucosa mayor de 100
mg/dL), hipertrigliceridemia (triglicéridos mayor de 150 mgl/dL), hipercolesterolemia (colesterol
mayor de 200 mg/dL), IMC (indice de masa corporal) mayor de 30 kg/m?, se caracteriza como
individuo con perfil obesogénico (276). Del mismo modo, en la obesidad se ha reportado
incremento en los niveles de adipocinas proinflamatorias y disminucion en los niveles de las
antiinflamatorias, que favorece el desarrollo de un proceso inflamatorio crénico de grado bajo
(277).

2.3.2.1.Hipertrofia e hiperplasia

Ademas de la distribucion ectopica del TA, la hipertrofia e hiperplasia son los dos mecanismos que
contribuyen al desarrollo del perfil obesogénico y a patologias asociadas a ¢l (Figura 18).
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La hipertrofia es el incremento del tamafo de los adipocitos. Es la razén principal en el desarrollo
de desordenes metabolicos, ya que al mismo tiempo que aumentan de tamafio, ocurre necrosis de
adipocitos que impide su correcto funcionamiento, y la sobreexpresion de citocinas
proinflamatorias induce el aumento de hipoxia en el TA, y el desborde de 4cidos grasos por lipdlisis
(271).

Por otro lado, la hiperplasia es el incremento en nimero de adipocitos, a pesar de que es un
mecanismo de reparacion ante la hipertrofia y necrosis celular, al renovar adipocitos en un
individuo con obesidad es el primer evento en el desbalance entre lo fisioldgico y patologico (278).

La hipertrofia se desencadena previo a la hiperplasia para satisfacer la necesidad de capacidad de
almacenamiento de grasa adicional en la progresion de la obesidad, de hecho, se ha propuesto que
el cambio de tamafio celular depende de la dieta, y el cambio de nimero de células depende de la
genética y la dieta, asi como de la interaccion entre ambas (279).

HIPERPLASIA HIPERTROFIA

Figura 18 Expansion del tejido adiposo blanco
La expansion hipertrofica se asocia con el aumento de la liberacion de dacidos grasos basales, la liberacion de citocinas proinflamatorias, el reclutamiento de células
del sistema inmune, la hipoxia, la fibrosis, la disminucion de la adiponectina y el deterioro de la sensibilidad a la insulina. Por otro lado, la expansion hiperplasica esta
relacionada con el aumento de la adiponectina, la disminucion de la liberacion de dacidos grasos basales, la liberacion de citocinas proinflamatorias, el reclutamiento
de células del sistema inmune, la hipoxia, la fibrosis y la mejora de la sensibilidad a la insulina.

2.3.3. Inflamacion

En TA fisiologico coexisten adipocitos y células del sistema inmune entre ellas: macréfagos M2,
eosinofilos, Th2, Threg, productoras de citocinas antinflamatorias (IL-10, IL-4, IL-13, IL-33), y
mantienen la homeostasis en el organismo, sin embargo, cuando ocurren procesos patoldgicos
como obesidad, se presenta infiltracion de otras células inmunitarias: neutr6filos, monocitos,
macrofagos M1, Thl, Th17 que secretan citocinas proinflamatorias (IL-1, TNFa) (280, 281).
(Figura 19).
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Los protagonistas de la inflamacion en el TA son los ATM manteniendo el equilibrio
inmunometabolico (282), de hecho en un ambiente inflamatorio los preadipocitos se desdiferencian
a macrofagos M1 (283, 284).

El ambiente antiinflamatorio en el TA se mantiene debido a que los ATM-M2 captan los lipidos y
adipocitos muertos, ademas que estan asociados con la activacion de BAT y pardeamiento del
WAT mediante via expresion de tirosina hidroxilasa que induce termogénesis (285).
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Figura 19 Células del sistema inmune en el tejido adiposo
En el estado delgado, células del sistema inmune citocinas que favorecen un estado normoxico del TA. En el estado obeso, la hipertrofia de los adipocitos, la hiperplasia
v la hipoxia provocan la necrosis de los adipocitos, lo que da lugar a un estado proinflamatorio y al reclutamiento de macrofagos, que forman estructuras tipo corona
(CLS) que rodean a los adipocitos, lo que polarizan hacia un fenotipo proinflamatorio (285).

00l .

2.3.4. Resistencia a la insulina

Las primeras evidencias del vinculo entre obesidad e inflamacion mostraron niveles elevados de
TNFa secretados por ATM en TA (286), desde entonces, posteriores investigaciones han
evidenciado que en el microambiente proinflamatorio de bajo grado en obesidad, los macréfagos
y los cambios en WAT se correlacionan positivamente con la RI, que es la desensibilizacion de la
insulina y la incapacidad de captar glucosa de la sangre y otros nutrientes en las células, y a manera
de compensacion las células 3 del pancreas sobreproducen insulina (hiperinsulinemia) (287). Si la
lipolisis no es suprimida por la insulina en el TA, especialmente en el VAT, aumentan los acidos
grasos circulantes estimulando la expresion de CD86 en adipocitos y ATM (285) y esto afecta
directamente al metabolismo hepatico y muscular agravando aun mas la RI (288, 289).
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En la RI contribuye la intervencion de TNFa e IL6 en la via sefializacion de la insulina, inhibiendo
IRS1 y por ubiquitinacién respectivamente (Figura 20) (290).

Delgado

Genes proinflamatorios

weed  Inhibicin 9 Activacién .) | Activacion indirecta o Activacion de fosforilacion . Inhibicion de fosforilacion @ Ubiquitnacién
Figura 20 Mecanismo de induccion de resistencia a la insulina en obesidad
TNFo. activa la espingomielinasa para producir ceramidas que convierten al IRSI en un inhibidor de la tirosina quinasa intrinseca del IR (receptor de insulina). Por

otro lado, el TNFa activa la cinasa intracelular c-JUN N-terminal (JNK) 1y la cinasa IkB (IKK) que atentian la seiializacion de la insulina mediante la fosforilacion
inhibitoria del IRS1 en la serina 307, lo que constituye una lectura del impacto negativo del TNFo. sobre la sensibilidad a la insulina.

2.3.5. Dislipidemia

Por otro lado, la obesidad también se asocia con dislipidemia o dislipoptroteinemia: desequilibrio
o cambio cuantitativo de la concentracion de lipidos, como colesterol LDLc (LDLc por sus siglas
en inglés low density lipoprotein cholesterol), HDLc (high density lipoprotein cholesterol) y
triglicéridos en plasma sanguineo (291). El cambio un perfil disfuncional del WAT, caracterizado
por una expansion inapropiada de adipocitos, y concentraciones elevadas de lipidos en sangre,
conduce a la generacion de depositos ectdpicos de lipidos en higado, musculos (292).

Existen dos tipos de dislipidemias: primaria, grupo de enfermedades heterogéneas como genética,
de etiologia mono o poligénica, mientras que la secundaria resulta de factores externos u otras
patologias (293). La dislipidemia caracteristica en la obesidad consiste en incremento de sdLDLc,
LDL.c, triglicéridos, acidos libres, y ApoB debido a la sobreproduccion hepatica de lipoproteinas y
disminucién de HDLc. La dislipidemia secundaria puede agruparse de acuerdo con el lipido que
acumule: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, niveles bajos de HDLc (294).
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2.3.6. Biomarcadores inmunometabolicos

Los niveles alterados en biomarcadores inmunometabolicos representan el estado disfuncional del

TA:

e [nsulina: Hormona secretada por las células B del pancreas. Es esencial para mantener la
homeostasis de la glucosa, principalmente facilitando su captacion en las células musculares y
grasas después de las comidas. En el TA, la insulina promueve la captacion y almacenamiento
de acidos grasos en forma de triglicéridos, inhibiendo su lipolisis (285). La funciéon como
hormona anabdlica es favorecer el almacenamiento de energia en lugar de su uso. Valor normal
en sangre es de 5 a 25 uU/ml 0 <99 mg/dL (295, 296).

El receptor de insulina (IR) es un receptor tirosina quinasa (RTK por sus siglas en inglés
receptor tirosine kinase), al cual se une la insulina y da inicio a la via de sefializacion. Esta
activacion recluta moléculas enzimaticas/proteicas, entre ellas IRS que permitird la union de
PI3K que propagara la sefial de la insulina. Esta via de sefializacion es de vital importancia para
el mantenimiento de los niveles normales de glucosa en sangre (297) (Figura 21).
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Figura 21 Esquema de la via de sefializacion de la insulina mediada por resistencia a la insulina
La activacion del receptor IR desencadena el reclutamiento y la activacion en cascada de la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS), principalmente
el IRS-1/2, que proporciona un sitio de acoplamiento para la union de la enzima PI3K; una vez activada la fosforilacion de PI3K, convierte el fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3) en la membrana plasmatica. El PIP3 es un segundo mensajero vital para la amplificacion de las
senales de la insulina, y un aumento de la concentracion de PIP3 recluta a la proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1), que en consecuencia
activara la Akt/PKB (proteina quinasa B). La activacion de Akt inhibe la AS160 reguladora, provocando la translocacion del deposito de vesiculas GLUT4 en el
citosol a la membrana de la célula para captar la glucosa (297).

e Glucosa: Monosacarido que se adquiere de la ingesta de alimentos y es transportada a todas las
células para gasto energético. Los valores normales son: glucosa plasmatica en ayuno > 7.0
mmol/L (< 100 mg/dL) o glucosa plasmatica a las 2 horas de la carga > 11.1 mmol/L o HbAlc
> 48 mmol/mol (298).
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Una herramienta para predecir el riesgo de progresion de diabetes o sindrome metabdlico es el
modelo homeostatico de resistencia la insulina (HOMA-IR por sus siglas en inglés homeostatic
model assessment)y del funcionamiento de las células pancreaticas (HOMA-B), asi como también
el Indice cuantitativo de comprobacion de la sensibilidad a la insulina (QUICKI por sus siglas en
inglés Quantitative Insulin Sensitivity Check Index). Para ello se emplea los valores de insulina y
glucosa en ayunas.
e Lipidos: Son de dos tipos colesterol y triglicéridos. El colesterol se presenta en la sangre de dos
maneras, como HDLc y LDLc, mientras que los triglicéridos son proporcionados por los
alimentos y transportados a la sangre para gasto energético y almacenaje (298).

En el caso del TA, los adipocitos contienen la maquinaria necesaria para almacenar y usar los
triglicéridos cuando el organismo lo requiere, mediante procesos de lipogénesis y lipdlisis
respectivamente (299) (Figura 22).
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Figura 22 Metabolismo de lipidos en adipocitos
El metabolismo de los lipidos puede explicarse a partir del catabolismo y el anabolismo En la reaccion anabdlica los acidos grasos se convierten en triglicéridos,
mientras que, en la reaccion de catabolismo de los lipidos, los triglicéridos se convierten en dcido graso glicerol bajo la accion de la lipasa (299).

Las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de mortalidad temprana en el mundo, y se
han asociado con los niveles de lipidos en sangre (300). Concentraciones elevadas de LDLc y
triglicéridos se relacionan con arterosclerosis y trombosis (301); mientras que concentraciones
disminuidas de HDLc se correlaciona con enfermedades coronarias (302).
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Tabla 2 Valores de referencia del perfil de lipidos

Lipidos en sangre  Niveles de referencia lipidos en sangre
Colesterol total <200 mg/dL
HDLc > 40 mg/dL
LDLc <100 - 130 mg/dL
Triglicéridos <150 mg/dL

Marcadores de inflamacion: Parametros que indican la presencia de un proceso inflamatorio en
el organismo, estos son: recuento total de leucocitos, proteinas del complemento (C3, C4),
proteina C Reactiva (pCr), velocidad de sedimentacion globular (VSG) y citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6) (303).

Tabla 3 Valores de referencia para marcadores de inflamacion

Marcador Funcién Valores de referencia

Valores normales:
La mayoria de las proteinas del complemento son C3: 88 - 201 mg/dL

Proteinas del sintetizados por los hepatocitos, pero lamayoriadelos  C4: 15 - 45 mg/dL

componentes, especialmente los de la via alternativa
complemento (C3, C4) P P

(C3, factor B, factor D), también son producidos por C3 esta mas relacionado con la obesidad, y C4 con la
los macrofagos y los adipocitos (304). inflamacién y los factores de riesgo cardiometabolico
(305).
< 0.3 mg/dL: Normal (nivel observado en la mayoria de
los adultos sanos).
0.3 — 1.0 mg/dL: Normal o elevacion menor (obesidad,
embarazo, depresion, diabetes, resfriado comin,
sedentarismo, tabaquismo).
Proteina pentamérica sintetizada por el higado, su 1.0 — 10.0 mg/dL: Elevacion moderada (enfermedades
Proteina C reactiva (pCr)  nivel aumenta en respuesta a la inflamacion. La pCr  autoinmunes, tumores malignos, infarto de miocardio,
es una proteina reactante de fase aguda. pancreatitis, bronquitis).
> 10.0 mg/dL: Elevacion marcada (infecciones
bacterianas agudas, infecciones virales, vasculitis
sistémica, traumatismos importantes).
> 50.0 mg/dL: Elevacion grave (infecciones bacterianas
agudas) (306).
Hombre < 50 afios <15 mm/hora
Mujer < 50 afios < 20 mm/hora

Velocidad de Prueba indirecta en la que los eritrocitos bajan a un  Hombre > 50 afios < 20 mm/hora
sedimentacion globular ritmo mas rapido en personas con afecciones Mujer > 50 afios < 30 mm/hora
(VSG) inflamatorias. Nifio <10 mm/hora

La VSG suele ser mas alta en las mujeres que en los
hombres y aumenta gradualmente con la edad (307).
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Biomarcadores de funcidon organica: parametros que indican el correcto funcionamiento

organicos. Entre ellos:

Tabla 4 Valores de referencia de biomarcadores metabolicos

. Val d
Marcador Organo que produce Funcion aores . ¢
referencia
Aspartato aminotransferasa (AST) . Higado Paniicipa en la' glu?oneogén.e‘sis eniel higado y el rifion, en 0—35.0 UI/L
principalmente la gliceroneogénesis en el tejido adiposo (308).
Alanino aminotransferasa alanina Higado Participa en la trénse.lminac-i'én de 'lz-I alanina, cuando esta 0—35.0 UI/L
(ALT) presente en suero indica lesion hepatica (309).
Creatinina Rifion Mantiene el suministro continuo de energia a los misculos 0.62 1.4 mg/dL
(310).
Participa como un importante modulador de la presion
Albumina Higado oncotica del plasma y transportador de ligandos endogenos 32-6.0g/dL
(bilirrubina, iones, acidos grasos) y exoégenos (farmacos).
Principal producto de desecho nitrogenado del
Urea Rifién metabolismo, se genera a partir de la descomposicion de 15 2 45 mg/dL

proteinas (311).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el proceso de acumulacion y redistribucion del exceso de masa grasa en el cuerpo, favorece el
desarrollo de enfermedades metabolicas con componente inflamatorio, principalmente RI,
sindrome metabolico y DM2 (312, 313), y la permanencia de este incremento genera el estatus de
sobrepeso. El sobrepeso durante su curso clinico se manifiesta como una enfermedad compleja de
fondo multifactorial, involucrando diferentes alteraciones bioldgicas en la interrelacion de la
respuesta inmune y el metabolismo energético, los cuales convergen en el escenario del tejido
adiposo. En este contexto, el mecanismo patologico principal es la modificacion funcional en el
sistema monocito/macréfago residente del tejido adiposo que establece un estado asociado con
desbalance en los biomarcadores inmunometabdlicos y/o factores que favorecen un perfil
obesogénico.

En el humano, existe un vinculo especifico de la respuesta inmune y metabodlica que se manifiesta
a nivel molecular, donde participan factores de transcripcién regulados por miRs producto de
procesos fisioldgicos o del desarrollo de enfermedades. Los miRs relacionados con el TA se han
identificado in vivo, in vitro e in sillico, se describe su aptitud en diferentes enfermedades
evaluando su funcién mediante experimentos de sobreexpresion o silenciamiento, y los resultados
muestran su potencial aplicacion y eficacia en el contexto clinico (9).

Desde la perspectiva de que la produccion de biomarcadores inmunometabolicos con origen en el
tejido adiposo se regulan por miRs que muestran un efecto bipolar en sentido proinflamatorio o
antiinflamatorio, se sugiere funcionan como supresores o reguladores de diferentes vias de
sefalizacion en procesos metabolicos y respuesta inmune. En este escenario, los reportes previos
muestran que los miRs presentes y activos en los fluidos extracelulares no son iguales, y se
considera que existe un enriquecimiento selectivo en diferentes fluidos de los individuos normales
o enfermos.

La evidencia experimental detalla que los miRs se secretan a la circulacion sanguinea en exosomas
o unidos a proteinas transportadoras (miRs-solubles), mediante un mecanismo regulado susceptible
de ser alterado por un estado patologico instalado en el organismo, por lo tanto, este escenario
puede reflejar los eventos iniciales en el desarrollo de la historia natural de una enfermedad. Sin
embargo, no se ha evaluado el potencial vinculo del perfil de expresion selectiva de los miRs: miR-
21, miR-24, miR-34a, miR-128-1 y los niveles de las proteinas SFRP4, IRS1 y KLF4 transportadas
en exosomas y la contribucion de estos con la manifestacion clinica de desequilibrio fisiologico en
los biomarcadores inmunometabdlicos y/o factores que favorecen un escenario clinico obesogénico
asociados al tejido adiposo disfuncional (6, 7).
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4. HIPOTESIS

El perfil de expresion relativa de miRs (disminucion de miR-21, e incremento de miR-24, miR-
34a y miR-128-1) en suero y exosomas, y presencia de las proteinas (SFRP4, IRS1 y KLF4) en
exosomas, se asocian con desequilibrio en los niveles séricos de biomarcadores
inmunometabolicos y/o factores que favorecen un escenario clinico obesogénico en individuos
con tejido adiposo disfuncional.
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5. 0BJETIVOS

5.1. General

Determinar el perfil de expresion relativa en suero y exosomas de miR-21, miR-24, miR-34a, miR-
128-1 e identificar la presencia de las proteinas SFRP4, IRS1 y KLF4 en exosomas, y su asociacion
con niveles séricos de biomarcadores inmunometabolicos y perfil obesogénico en individuos con
tejido adiposo disfuncional.

5.2. Particulares

1. Clasificar con y sin tejido adiposo disfuncional a los individuos incluidos, de acuerdo con
los criterios de estudio, e incluirlos en los grupos que corresponda: referencia, estudio y
comparacion.

2. Determinar los niveles de biomarcadores inmunometabdlicos y perfil obesogénico.

3. Determinar los niveles de oligdmeros de adiponectina y quimiocinas y su correlacion con
el perfil obesogénico.

4. Identificar y validar la presencia de exosomas en plasma sanguineo.

5. Identificar y cuantificar los niveles relativos de SFRP4, IRS1 y KLF4 en exosomas y su
asociacion con el perfil obesogénico.

6. Cuantificar en suero y en exosomas de plasma sanguineo los niveles de expresion relativa
de miR-21, miR-24, miR-34a, y miR-128-1.

7. Determinar la asociacion de la expresion relativa de miR-21, miR-24, miR-34a, miR-128-1
solubles y en exosomas con biomarcadores inmunometabdlicos y perfil obesogénico.
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1. Sedes del estudio y periodo de tiempo

Universidad de Guadalajara: Departamento de Biologia Molecular y Gendmica, Centro
Universitario de Ciencias de la Salud; Departamento de Farmacobiologia, Centro Universitario de
Ciencias Exactas e Ingenierias; Antiguo Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
O.P.D., Departamento de Nutricion Clinica, Servicio de Nutricion Secretaria de Salud Jalisco y
Cuerpo Académico UDG-CA-701. Inmunometabolismo en enfermedades complejas y
envejecimiento.

Universitat Auténoma de Barcelona: Departament de Biologia Cel.lular, Fisiologia i
Immunologia. Institut de Biotecnologia i Biomedicina.

Periodo de enero 18 de 2021 a enero 31 de 2025.

6.2. Consideraciones éticas, legales y de bioseguridad

El proyecto de la linea de aplicacion y generacion de conocimiento (LAGC) “Investigacion en
Inmunonutrigendémica, Neuroinmunologia y microRNAs en Enfermedades Complejas” del cual se
deriva este protocolo fue aprobado por la Comision de Investigacion y Etica del Antiguo Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” O.P.D. HCG/CEI-0835/22, N°. 130/22.

El consentimiento informado (Anexo 1) se di6 a conocer verbalmente y por escrito a todos los
individuos participantes y se solicitd su firma autorizando su inclusion en el estudio, para cumplir
con los protocolos de las guias hospitalarias de acuerdo con la declaracion de Helsinki de 1964,
revisadas en 2013 Fortaleza, Brasil y el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, Gltima reforma en 2014.

Los residuos quimicos y bioldgico-infecciosos que se originen se trataron hasta su disposicion final
en concordancia con la normatividad vigente (NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-052-
SEMARNAT-2005, que establece las caracteristicas, el procedimiento de identificacion,
clasificacion y los listados de los residuos peligrosos, NORMA Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-
infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo).
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6.3. Diseno del estudio

6.3.1. Universo muestral

Individuos adultos de la poblacion general, residentes de la zona metropolitana de Guadalajara,
Jalisco, México con muestreo por convocatoria.

6.3.2. Tipo de estudio

Estudio transversal analitico con grupo de comparacion interno.

6.3.3. Grupos y criterios de estudio
6.3.3.1.Grupos

e Grupo de referencia: Individuos caracterizados sin tejido adiposo disfuncional y sin perfil
obesogénico, pareados por sexo con los grupos de estudio y de comparacion.

e Grupo de estudio: Individuos caracterizados con tejido adiposo disfuncional y perfil
obesogénico pareado por sexo con el grupo de referencia y de comparacion.

e Grupo de comparacion: Individuos caracterizados sin tejido adiposo disfuncional y con
perfil obesogénico pareados por sexo con el grupo de referencia y de estudio.

6.3.3.2. Criterios

e De inclusion
o Edad de 20 a 59 afios
o Hombres y mujeres
o Consentimiento informado por escrito y firmado
o Sin enfermedades cronico-degenerativas
e De exclusion
o Muestra sanguinea que no cumpla los criterios de calidad para su analisis (NOM-007-
SSA3-2011)
o Que el individuo solicite su baja del estudio
o Expediente incompleto
e De no inclusion
o Coexistencia con otras enfermedades agudas y/o cronicas
o Mujeres embarazadas o en lactancia
e De interpretacion
o IMC normal de 18.50 a 24.99 kg/m?
o Perfil obesogénico
= Estatus de adiposidad > 2 DS del grupo de referencia
o Tejido adiposo disfuncional, dos de los siguientes criterios:
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=  Sobrepeso IMC de > 25.00 kg/m?

= Masa grasa > 25% en hombres y > 35% en mujeres

* Inflamacion subclinica de grado bajo: pCr > 3.0 y < 15.0 mg/L
= RI y/o dislipidemia mixta y/o hipoalfalipoproteinemia
RI: HOMA-IR > 4.65 0 HOMA-IR > 3.60 e IMC > 27.50 kg/m?
o Hipoalfalipoproteinemia: HDLc < de 40 mg/dL en hombres, y < de 50 mg/dL en

mujeres

o Dislipidemia mixta: dos o tres de las siguientes dislipidemias
= Hipertrigliceridemia: nivel sérico de triglicéridos > de 150 mg/dL
= Hiperlipoproteinemia: nivel sérico de LDLc > de 190 mg/dL
= Hipercolesterolemia: nivel sérico de colesterol total > de (mg/dL)

Edad __ Hombres Mujeres
20-24 128-216 128-209
25-29 140-236 134-218
30-34 150-250 141-229
35-39 156-264 147-240
40-44 162-274 155-253
45-49 166-280 162-265
50-54 170-286 171-278
55-59 173-291 179-291(314)

6.4. Diseio estadistico

6.4.1. Seleccion de la muestra

6.4.1.1.Cadlculo del tamario de la muestra con el software G*power version 3.1.9.4.

Se usara la prueba F-FANCOVA de acuerdo con las expresiones de miRs reportadas (315)

considerando los valores siguientes:

Tamaino de efecto = 0.25

o =0.05

Poder estadistico (1-B)=0.95
Numero de grupos = 3

Con los modelos matematicos para el calculo de los estadisticos se determind un tamafio de

muestra de 120 individuos, seleccionados de la poblacion general.
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6.4.2. Definicion de las variables

6.4.2.1.Clasificacion operacional de las variables de estudio

e Variables independientes e intervinientes

Variable independiente GRUPOS

de referencia de comparacion de estudio
Sobrepeso Ausente Presente - Presente -
Resistencia a la insulina Ausente - Ausente Presente -
Dislipidemia mixta Ausente - Ausente Presente -
Dislipidemia Ausente Presente Ausente Presente Ausente
Tejido adiposo disfuncional Ausente - Ausente Presente -
Obesidad Ausente Presente Ausente Presente Ausente
Obesidad abdominal Ausente Presente Ausente Presente Ausente
Variable interviniente
Anemia Ausente - Ausente Ausente
Anorexia/bulimia Ausente - Ausente Ausente

e Variables dependientes

o Variables demogréficas y clinicas

= Sexo

= Edad

= Presion arterial
o Sistolica
o Diastoélica
o Media

= Ingesta caldrica
o Total
o Carbohidratos
o Proteinas
o Grasas saturadas

o Evaluacion de o6rganos por parametros bioquimicos

* Quimica sanguinea (mg/dL)

o Urea
o Creatinina
o Acido urico

= Perfil hepatico (UI/mL)
o AST, ALT (aspartato y alanino amino-transferasas, respectivamente)

o Albumina (g/dL)
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ESTATUS DE ADIPOSIDAD

Reserva corporal de masa grasa y no grasa

Dimensiones corporales (cm)

Almacenamiento de grasa corporal

Distribucion de masa grasa corporal (%, kg)
e Total
= Peso corporal (kg)
=  Masa grasa
=  Masa no grasa
e Por segmentos corporales
=  Tronco
=  Miembros
o Superiores
o Inferiores
e Subcutanea (Paniculos adiposos (mm))
= Abdominal
=  Bicipital
=  Subescapular
=  Suprailiaco
=  Tricipital

Estatura
Diametro coronal abdominal
Diametro sagital abdominal

Circunferencias (cm)
e Cintura

e Cadera

e Medio brazo

Area adiposa abdominal (cm?)
e Total

e Visceral

e Subcutinea

Indices de adiposidad corporal

IMC (kg/m?)
1GC (kg/m?)
BAI

ABSI

BRI

VA

Indices de adiposidad central

AVI (cm?)
IC

VAI
WHtR
ICC

Abreviaturas: IMC: indice de masa corporal; IGC: indice de grasa corporal; BAI: indice de adiposidad corporal; ABSI: indice de forma corporal, AVI: indice de volumen abdominal, IC: indice de conicidad; VAL indice de adiposidad
visceral, WHtR: indice cintura-estatura, ICC: indice cintura-cadera, BRI: indice de redondez corporal, VA: area visceral.
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Ani'lllSlS Analisis molecular Peljfil.de.adlpocmas y Blomarcado.r 'e s de Biomarcadores metaboélicos (mg/dL) Estatus de RI
proteico de: quimiocinas (ng/mL) Inflamacion
Niveles de expresion CCL2 pCr (mg/L) Perfil de Indices de lipidos Glucosa basal (mg/dL)
e SFRP4 relativa de: Quemerina C3 (mg/dL) lipidos: TG/HDLc Insulina basal (uUI/mL)
e IRS1 o  miR-21 Adiponectina total en suero TG CT/HDLc en suero
e KLF4 o  miR-24 Formas multiméricas NEFA (nM) LDLc¢/HDLc
e  miR-34 e HMW VSG (mm/h) HDLc sdLDLc/LDLc Indices
en exosomas o miR-128-1 e MMW + LMW en sangre VLDLc Apo B/Apo A-1 HOMA-IR
Apo A-1 HOMA-B
€n Suero y exosomas €n suero Apo B HOMA-AD
CT QUICKI
en suero DI
Perfil LDL:
Indices e LDLc
e CCL2/AdipoQ index e sdLDLc
e CCL2/ Quemerina en Suero
e Quemerina /AdipoQ )
index Indices
e [DLcno-sdLDLc
o  Y%total sdLDLc
e  %sdLDLc no-LDLc

CT no-sdLDLc

Abreviaturas: SFRP4: proteina 4 secretada relacionada con frizzled; IRS1: sustrato del receptor de la insulina 1; KLF4: factor tipo Kruppel 4; miR: microRNA; HMW, MMW, LMW: oligomeros de adiponectina (High, Medium,
Low molecular weight, respectivamente); CCL2: Ligando quimiotactico de quimiocina con motivo C-C 2; pCr: proteina C reactiva; VSG: velocidad de sedimentacion globular; C3: proteinas del sistema de complemento; TG:
Triglicéridos; CT: colesterol total; NEFA: Acidos grasos libres no esterificados; HDLc, LDLc, VLDLc, sdLDLc: colesterol de las lipoproteinas de alta, baja, muy baja y small dense respectivamente; Apo: apolipoproteina; HOMA:
Medida de modelo de homeostasis -IR: para resistencia insulina, -D: de adiponectina, -8: de funcionamiento de las células Beta; QUICKI: indice cuantitativo de comprobacion de la sensibilidad a la insulina DI: indice de disposicion

basal.
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6.4.3. Plan de registro, procesamiento, captacion y presentacion de resultados
6.4.3.1. Procesamiento estadistico de resultados

El anélisis de las variables se realizara con los paquetes estadisticos:
e Prism 8.0 para macOS. Version 8.4.0. (455). Febrero 20, 2020.
e Jasp. Copyright 2013-2024 University of Amsterdam. Version Jasp 0.18.3 (Intel). Enero
16, 2024.

6.4.3.2.Analisis de las variables

e Se analizard la distribucion normal de todas las variables con Z de Kolmogorov-Smirnov
test.

e Las mediciones de las variables clinicas, adiposidad, niveles séricos de biomarcadores
bioquimicos, metabdlicos y de inflamacion y adipocinas, quimiocinas y expresion relativa
de miRs se analizard con H de Kruskal-Wallis y test post hoc, ANOVA one way y HSD
Tukey test post hoc, segun aplique, para determinar diferencias entre los grupos referencia,
de estudio y de comparacion.

e Disefio de 6 modelos de regresion lineal. El estatus del tejido adiposo se deteminara
mediante regresion logistica binaria, con las covariables que el modelo matematico
permita, y se interpretard por AUC (area under curve) del modelo.

e Los datos de la expresion relativa de miRs, niveles de biomarcadores metabolicos, de
inflamacion, adipocinas y adiposidad se someteran a pruebas de correlacion con r de
Pearson o Rho de Spearman, segun aplique.

e Los datos de la expresion relativa de miRs y niveles séricos de biomarcadores bioquimicos,
metabolicos, de inflamacion, adipocinas y adiposidad se someterdn a pruebas de correlacion
con rho de Spearman.

6.4.3.3.Definicion de la significancia estadistica
Una P < 0.05, se considerard significativa.
6.4.3.4. Presentacion de los resultados

Los resultados se presentaran en tablas y figuras y se reportan en promedio + SD o SE, mediana
con percentiles 25 — 75, maximos y minimos, frecuencias o proporciones.
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6.5. Metodologia

6.5.1. Evaluacion clinica y clasificacion de los grupos de estudio con y sin TA disfuncional
6.5.1.1.Examen médico general

e Historia clinica.

e Exploraciodn fisica y revision por érganos y sistemas.

e Antecedentes familiares patoldgicos y enfermedades actuales.

e Signos vitales (presion arterial, pulso y temperatura corporal).

e Funcién hepatica: aspartato aminotransferasa (AST, valores de referencia 0 - 35 UI/L),
alanino aminotransferasa (ALT, valores de referencia 0 - 35.0 UI/L), albumina (ALB,
valores de referencia 3.2 — 6.0 g/dL).

e Funciodn renal: Urea, creatinina y acido urico (valores de referencia 15 a 45 mg/dL y 0.6 a
1.4 mg/dL, 3.5 y 7.2 mg/dL respectivamente).

6.5.1.2. Evaluacion nutricia y del estatus de adiposidad

e Evaluacion nutricia:

o Composicion de la dieta, grasa, carbohidratos, proteinas por recordatorio de 24 horas y
frecuencia de consumo de alimentos mensual.

o Consumo calérico por dia y mes (Kcal/dia/mes), calculado por el sistema mexicano de
alimentos equivalentes (Pérez Lizaur AB y cols. SMAE, Sistema Mexicano de
Alimentos Equivalentes. 4a ed. México: Fomento de Nutricion y Salud, A.C. / Ogali;
2014).

e Estatus de adiposidad:

o Distribucion corporal de masa de grasa y no grasa

o Reserva corporal de masa grasa total y por segmentos corporales por el método de
impedancia bioeléctrica (con el sistema); siguiendo las instrucciones del fabricante:
= Peso (kg), reserva total de tejido adiposo (masa grasa total %, kg).

» Distribucion de masa grasa por cinco regiones anatomicas (piernas, brazos y tronco
% y kg).
= Masa no grasa total (kg).

o Masa grasa subcutanea

* Paniculos adiposos (mm; abdominal, bicipital, tricipital, subescapular, suprailiaco),
se miden del lado derecho del cuerpo con plicometro Harpenden, modelo HSB-BI:
abertura de 80 mm y precision de = 0.2 mm, a presion constante de 10 g/mm? (Baty
International, UK).
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Dimensiones corporales (cm)

o

Estatura, con el estadimetro Seca 214 (GmbH & Co. KG. Hamburgo, Alemania con Imm
de precision).

Circunferencias de cintura, cadera y medio brazo con cinta de acero (GULICK® length
0-180 cm precision £1lmm; USA), medidas de acuerdo con las recomendaciones del
National Heart, Lung, and Blood Institute as a part of the National Institutes of Health
and the U.S. Department of Health and Human Services (www.nhlbi.nih.gov/guidelines/obesity ).
Diametros sagital y coronal medidos de acuerdo con la técnica de Garaulet.

(https://scielo.isciiLes/scielQphp‘?scrint:sciiamext&nid:SOZ 12-1611201 0000200003).

Area adiposa abdominal (cm?)

= Total
AAT = WC?%4n
= Visceral

AV =1t (WC/2r) - Paniculo adiposo abdominal)?
= Subcutinea
AS =AAT - AV

Almacenamiento de grasa corporal

o

Indices de adiposidad corporal:

Peso (kg)

« Indice de masa corporal: IMC = ————=>—
Estatura (m?2)

(316)

Masa grasa corporal total (kg)

Indice de grasa corporal: IGC = Estatura (m2)

Circunferencia de cadera (cm)

* Indice de adiposidad corporal: BAI = EstaturaS(m) — 18 (317)
. A body shape index: ABSI = Circunferencia de cintura (cm) (318)
’ IMCZ(%JZ)X\/Estatura(m)]
Indices de adiposidad central:
« Indice de cintura — cadera: ICC = Ci,r cunf eremi,a de cintura (cm) (319)
Circunferencia de cadera (cm)
- indice de cintura — estatura: WtHR = Scunferenciade cintura (cm) (319)

Estatura (cm)

Circunferencia de cintura (m)

Peso (kg)
0'109X\ Estatura (m)

« Indice de conicidad: IC = (320-322)
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* Indice de adiposidad visceral:

Circunferencia de cintura (cm)

[39.68+1.88xIMC (kg/m2)|x|TG (mm") 1.03|x[1.31+HDLe FT

VAlgombres = (323,324)

mmol ]

Circunferencia de cintura (cm)

[36.58+1.89xIMC (kg/m2)]x[TG (mm" )+0.81]x[1.52+HDLe (1

VAlyyjeres = (323, 324)

mmol ]

= Indice de volumen abdominal:

[ZXCLT cintura?(cm)+0.7x(Cir.cintura (cm)—Cir.cadera (cm))? ] (325)
1000

AVl =

6.5.1.3.Clasificacion de los individuos en los grupos de estudio

o Clasificacion de individuos en el grupo de referencia
= Sin sobrepeso IMC normal de 18.50 a 24.99 kg/m?
= Sin RI de acuerdo con los criterios de Stern: HOMA-IR < 3.60
= Sin dislipidemia con los criterios de la NOM-037-SSA2-2012
o Clasificacion de individuos en el grupo de estudio
= Con sobrepeso IMC de 25.00 kg/m? a 39.99 kg/m?
= Con RI de acuerdo con los criterios de Stern: HOMA-IR > 4.65 o IMC > 27.50
kg/m* y HOMA-IR > 3.60
= Con dislipidemia mixta y/o hipoalfalipoproteinemia con los criterios de la NOM-
037-SSA2-2012
o Clasificacion de individuos en el grupo de comparaciéon
= Con sobrepeso IMC de 25.00 kg/m? a 39.99 kg/m?
= Sin RI de acuerdo con los criterios de Stern: HOMA-IR < 3.60
= Sin dislipidemia mixta y/o con uno o ninguno de los siguientes criterios:
dislipidemia (hipertrigliceridimia o hipercolesterolemia o hiperlipoproteinemia) con
los criterios de la NOM-037-SSA2-2012

6.5.2. Determinacion de los biomarcadores inmunometabdlicos en muestras sanguineas de
los individuos incluidos en el estudio

6.5.2.1.0btencion de muestras biolégicas

Por puncion venosa se obtendrdn muestras de sangre total en tubos del sistema al vacio
(vacutainer® BD Diagnostic Systems Montenegro 1402, (C1427AND) Buenos Aires —
Argentina), una en el sedisystem tube, una con anticoagulante EDTA-K3 1 mg/mL y otra
con activador de coagulacion, este una vez que coagule a temperatura ambiente se
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centrifugara y se separara el suero en alicuotas para ser almacenado a —80 °C hasta su
analisis.

6.5.2.2.Niveles de biomarcadores de inflamacion

Velocidad de sedimentacion globular (VSG) mm/h, por el método de Wintrobe con el
sistema sedisystem tube (vacutainer® BD Diagnostic Systems Montenegro 1402,
(C1427AND) Buenos Aires — Argentina).

Proteina C reactiva de alta sensibilidad (hs-pCr mg/L) por turbidimetria reaccion antigeno-
anticuerpo anti-proteina C reactiva humana, con limite de deteccién de 0.15 mg/L. C3
mg/dL, con el método inmuno-turbidimétrico de RANDOX (Randox Laboratories Limited,
55 Diamond Road, Crumlin, Country Antrim, BT29 4QY, UK).

6.5.2.3.Evaluacion de organos por parametros bioquimicos

Perfil renal: urea, creatinina y 4cido urico (mg/dL).

Perfil hepatico: AST, ALT (UI/mL) y albumina sérica (g/dL) por métodos cinético y
colorimétrico, respectivamente (RANDOX Laboratories Limited, 55 Diamond Road,
Crumlin, Country Antrim, BT29 4QY, UK).

6.5.2.4.Biomarcadores metabolicos

Perfil de lipidos (mg/dL): concentracion sérica de triglicéridos (TG), colesterol total (CT),
HDLec, LDLc, apoliporpoteina A-1 y B, acidos grasos libres no esterificados (NEFAs) y
sdLDLc se mediran con el método inmuno-turbidimétrico (RANDOX Laboratories
Limited, 55 Diamon Road, Crumlin, Country Antrim, BT29 4QY, UK). Se calculara el
colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLc) por la formula de Friedewald.
Indices de lipidos calculados mediante las formulas: TG/HDLc, CT/HDLc; LDLc/HDLc,
ApoB/Apo A-1, sdLDLc/LDLec.

Perfil LDLc (mg/dL):
o LDLc
o sdLDLc
o LDLc no-sdLDLc=LDLc - sdLDLc
o %total sdLDLc= (sdLDLc/ CT) x 100
o  %sdLDLc no-LDLc= (LDLc - sdLDLc) x 100
o CT no-sdLDLc= CT - sdLDLc¢
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6.5.2.5.Estatus de RI

e Glucosa sérica basal (mg/dL): RANDOX Laboratories Limited, 55 Diamond Road,
Crumlin, Country Antrim, BT29 4QY, UK).

¢ Insulina sérica basal, por inmunoensayo de tipo ELISA (limite de deteccion 0.399 plU/ml.
Human Immunoassay ALPCO Diagnostics, 26G Keewaydin Drive Salem, NH 03079
USA).

e Indices de RI calculados mediante las formulas:

[glucosa (mg/dL)x insulina(pUI/ml)]

= HOMA—IR =
405
- _p_ 20xinsulina (nUI/mL)
HOMA - B = glucosa (mmol/L)-3.5
- . __ [glucosa (mmol/mL)X insulina(uUI/ml)]
HOMA - AD = 22.5xadiponectina (pg/mL) (326)
HOMA-B
br= HOMA-IR
= QUICKI = !

log insulina (uUI/mL)+log glucosa (mg/dL)

6.5.2.6.Determinacion del perfil de adipocinas y quimiocinas

6.5.2.6.1. Obtencion de muestras biolégicas

Por puncidon venosa se obtendran muestras de sangre total en tubos del sistema al vacio
(vacutainer® BD Diagnostic Systems Montenegro 1402, (C1427AND) Buenos Aires — Argentina),
con activador de coagulacion, una vez que coagule a temperatura ambiente se centrifugara y se
separara el suero en alicuotas para ser almacenado a —80 °C hasta su analisis.

6.5.2.6.2. Medicion por la técnica de ELISA de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes:

e Sistema multimérico de Adiponectina. Sensibilidad 19 pg/mL, (HWM and Total
Adiponectin ELISA; Cat. No. 47-ADPHU-EO01; ALPCO Keewaydin Drive, Salem, NH
03079).

e CCL2. Sensibilidad 1.7 pg/mL (ELISA kit Cat. DCP0O0 USA R&D Systems, Inc. 614
McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413).

¢ Quemerina RARRES2. Sensibilidad 5000 pg/mL (Cat No. MBS029209. MyBioSource).
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6.5.3. Aislamiento de exosomas de linea celular 3T3-L1 y de plasma sanguineo
6.5.3.1.Cultivo de la linea celular 3T3-L1
Obtencion de suero fetal bovino libre de exosomas

Primero se inactiva el complemento en el suero fetal bovino (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum,
Merck. F2442-500ML) incubando 30 min a 56 °C. Para obtener FBS libre de exosomas, se
centrifugara durante 18 h a 120,000x g a 4°C. Finalmente, se filtra con un filtro de 0.22 pm
(CORNING 45 mm diametro).

Diferenciacion de la linea celular

e Lalinea celular 3T3-L1 (Merck. Cat 86052701-DNA-5UG; donadas por la Universidad de
Barcelona), se cultivarda en DMEM (por sus siglas en inglés Dulbecco’s modified Eagles
médium. Merck. Cat D6429) con 10% v/v de FBS, a 37 °C y 5% CO..

e Para la diferenciacion de la linea celular, se prepararan las soluciones stock: 50 mM de 3
isobutil-1-metilxantino (IBMX. (SERVA. 26445.02. 500 mg) en dimetil sulféxido (DMSO.
Sigma Aldrich. Cat. D2650-100ML), 1 uM dexametasona (Dexa. MCE. Cat. HY-14648.
500 mg) en metanol (MERCK. Cat. 1.06035).

e Con 80% de confluencia si es en un frasco de cultivo, inicia la diferenciacion con MDI
(medio de diferenciacion I: 0.5 mM de IBMX, 1 uM Dexa y 10 pg/mL insulina en DMEM
+ 10% FBS) por 2 dias. Posteriormente se reemplazara por MDII (medio de diferenciacion
II) para la maduracion a adipocitos con 10 pg/mL insulina (NeoBiotech. Cat. NB-58-0012.
Smg/ml) en DMEM + 10% FBS hasta que se observe la diferenciacion (~10 dias)
cambiando ¢l medio cada dos dias, finalmente se mantienen en DMEM + 10% FBS hasta
posteriores experimentos (79, 327).

e Una vez que se han diferenciado se someterd a hipoxia por 2.5 horas y 24 horas, en una
camara hermética (BD GasPak™ EZ Lot. 581972) en donde se generara consumo de O>
mediante anaerobiosis (BD GasPak™ EZ. Anaerobe Container System. Ref 260678), se
comprobard el consumo de O», mediante indicadores anaerdbicos (BD BBL™ Dry
Anaerobic Indicator Strips. Ref 271051).

e Los lipidos intracelulares y triglicéridos de las células diferenciadas se tefiiran con oil-red
O (ORO) (Sigma-Aldrich Cat. 07505) 0,5% en isopropanol, diluido en agua MiliQ (3:2).
Se fijaran con formaldehido 10% por 10 minutos a temperatura ambiente, tefiiran con ORO
por 15 minutos [protocolo modificado de Du J., et al. (328)].

e Las fotografias de cultivo celular se realizaran directamente de los frascos de cultivo en el
microscopio invertido (Nikon Inverted Routine Microscope ECLIPSE Ts2. Software Nis-
Elements), por la técnica de contraste de fases.
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6.5.3.2. Aislamiento y caracterizacion de exosomas de las células con fenotipo de adipocitos
(3T3-L1 diferenciadas) y plasma sanguineo

6.5.3.2.1. Aislamiento de exosomas
Centrifugacion diferencial (CD)

e A partir de 50 mL de sobrenadante se aislardn exosomas por centrifugacion diferenciada:
300x g 10 minutos 4 °C (Heraeus Megafuge 2.0 R), el sobrenadante se volvera a centrifugar
a 2,000x g 20 minutos 4 °C (Heraeus Megafuge 2.0 R), el sobrenadante se centrifugara a
10,000x g 20 minutos 4 °C (Beckman Coulter. Rotor JA-14. Frascos NALGENE® 250
mL), el sobrenadante se centrifugara a 100,000 x g (3,5000 rpm) 70 minutos 4 °C (Beckman
Couelter. Rotor T70i. Tubos Beckman Centrifuge Tubes 26.3 mL), resuspender pellet en
500 puL de PBS 1X y centrifugar a 100,000x g (33,000 rpm) 70 minutos 4 °C (Thermo
Sorvall Discovery M150 SE Floor Micro-Ultracentrifuge 150K RPM. Rotor S150-AT
Tubos Eppendorf PP 1 mL) y resuspender en 200 uL. de PBS 1X. Modificado de Lobb et
al. (329).

Cromatografia de exclusion de tamaiio (SEC del inglés size exclusion chromatography)

e Se colocard ImL de plasma sanguineo en columnas (Econo-Pac® Chromatography
Columns, Pkg of 50 #7321010) con sefarosa (Sepharose™ CL-2B). Se combinaran las
fracciones de los exosomas 3 a9,y 13 a 15 como control negativo (189).

Kit comercial

e Se aislara exosomas del plasma como lo recomienda el kit Total Exosome Isolation (from
plasma) (Invitrogen Cat. No. 4404450). Se re-suspenderan en 50 pl de solucion salina.

6.5.3.2.2. Caracterizacion de exosomas
Microscopia electronica de transmision (TEM)

e Se colocara 10 pl de exosomas aislados en la rejilla de microscopia (Formvar/carbon EMS
Cat. No. 71137).

e Se realizara tincion negativa: fijacion con gluteraldehido 3%, lavado y acetato de uracilo
2%.

e Se observara en microscopio electroénico de transmision (TEM, Transmission Electron
Microscopy FEI Tecnology, Model Tecnai Spirit BioTwin, software FEI TIA 4.15.
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Microscopia electronica de transmision criogénica (cryo-TEM)

Se empleard 3 pl de exosomas aislados. La técnica de criogénica serd llevada a cabo por
el técnico del servicio de microscopia.
Microscopio cryo-TEM, Jeol JM-2011, Tokyo, Japan.

Western Blot de tetraspaninas de exosomas

La identificacion inmunoldgica de los exosomas observados se realizara por Western Blot
para los marcadores CD9 (1:1000; antibodies.com. Anti-CD9 Anticuerpo (MEM-61)
(A86089)), CD81 (1:1000; antibodies.com. Anti-CD81 Anticuerpo (M38) (A86719)),
como proteina constitutiva se incluyd Vinculina (1:500 Invitrogen Ref. MAS5-11690),
anticuerpo secundario Anti-mouse (1:5000; abcam. NA931V ECL Anti-mouse IgG). El
revelado se realizara con ECL (BioRad Clarity Western ECL Substrate, 500 ml #1705061)
en espectrofotometro (Li-cor, Odyssey XF, LI-COR Acquisition Software).

6.5.4. Identificacion de las proteinas SFRP4, IRS1 y KLF4 en los exosomas aislados de
plasma sanguineo

Los exosomas se lisaran con 20 pL lisis buffer (PBS 1x, NP40 10%, inhibidor de proteasas)
y se incubaran con 150 pL de muestra, en frio por 1 hora, en agitacion lenta. Se
centrifugaran a 13,000x g por 15 minutos a 4°C, en el sobrenadante se cuantificard las
proteinas totales por BCA (del inglés bicinchoninic acid assay. Pierce™ BCA Protein
Assay Kits), de acuerdo con protocolo del kit y leer a 546 nm (Perkin Elmer. Viktor 3™).
Mediante western blot, se identificaran las proteinas SFRP4 (1:2000; NeoBiotech. Cat NB-
22-29487-50. Anti-SFRP4 Ig.), IRS1 (1:2000; NeoBiotech. Cat NB-22-3773-50. Anti-
IRS1 Ig.) y KLF4 (1:2000; Cohesion Bioscience. Cat CQA2050), como proteina
constitutiva Vinculina (1:1000. Invitrogen Ref. MAS5-11690). Como anticuerpo
secundario, Anti-mouse IgG (HRP) (1:5000, Cohesion Bioscience. Cat CSA2108).
Revelado con ECL (BioRad Clarity Western ECL Substrate, 500 ml #1705061, 1:1) en
espectrofotometro (Li-cor, Odyssey XF, LI-COR Acquisition Software).

6.5.5. Determinacion en suero y en exosomas de plasma sanguineo los niveles de expresion
relativa de miR-21, miR-24, miR-34a y miR-128-1

6.5.5.1.0btencion de muestras biolégicas

Muestra de los exosomas obtenidos en el punto 6.2.2.6.1. y otra muestra sanguinea obtenida por
puncidon venosa en tubo Vacutainer con activador de coagulacion, esta una vez que coagule a
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temperatura ambiente se centrifugard 10 minutos a 1900 RCF (Rotanta 460R, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG.)
e Se separard el suero en alicuotas para ser almacenado a —80 °C hasta su analisis.

6.5.5.2. Extraccion y purificacion de miRs de exosomas y suero

e Realizar el proceso del punto 5.3.2.1., mediante el Kit Total Exosome Isolation (from
plasma) (Invitrogen Cat. No. 4404450).

e Las muestras extraidas de los exosomas y el suero se trataran con TRIzol® LS Reagent de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (ambion RNA Life Technologies, 5791 Van
Allen Way, Carlsbad, California 92008) para la extraccion de miRs.

6.5.5.3.Sintesis de cDNA a partir de miRs de exosomas y suero

Se utilizara el sistema de sintesis TagMan® Advanced miRNA Assays, que integra reacciones de
poliadenilacion, ligacion de adaptador, transcripcion reversa y pre-amplificacion.

6.5.5.4. Expresion relativa para miR-21, miR-24, miR-34a y miR-128-1

e La expresion de los miRs se determinara por RT-qPCR a partir de las muestras de cDNA,
en el sistema StepOne plus™ Real-Time PCR (Life Technologies Corporation. Applied
Biosystems 5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008).

e Se utilizara SybrGreen (Cat. No. A25742).

e Los resultados se normalizaran con miR-24 con el modelo matematico 24,
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7.RESULTADOS

El consumo de grasas saturadas y aporte calorico total coincide con dislipidemias con mayor
aporte de la ruta metabolica TG-VLDLc-Apo B.

En este estudio, primero evaluamos los parametros clinicos y la ingesta calérica en los sujetos
incluidos en el estudio para identificar el estado de salud general (Tabla 5).

En los individuos del grupo de estudio se observo incremento en los parametros de presion arterial
y acido urico sérico presentaron incremento, e igual aporte calorico representado por el consumo
de lipidos (Tabla 5). De la misma forma, la comparacion entre los individuos del grupo de estudio
versus los grupos de comparacion y referencia se observa incremento en los pardmetros de la ruta
metabodlica TG-VLDLc-Apo B y CT con disminucion en los niveles de HDLc (Figura 23). Estos
resultados respaldan la cuidadosa seleccion de individuos incluidos en el estudio.

La integracion de los indices de adiposidad corporal y central y metabdlicos predicen el estatus
del TA disfuncional.

Las evaluaciones de los indicadores del estatus de adiposidad corporal se incrementan en el grupo
de comparacion versus el grupo de referencia, con algunas excepciones. Es importante notar que
las diferencias fueron consistentes entre los tres grupos en los parametros de peso corporal total,
cantidad absoluta de masa grasa corporal y del tronco, IMC y area adiposa abdominal (Tabla 6).

Los parametros de distribucion de masa grasa subcutanea, area adiposa abdominal total y visceral,
dimensiones corporales y el indice WHtR mostraron un patrén diferente: mientras que se observo
diferencia entre los grupos de referencia versus el de estudio y de comparacion, entre el grupo de
comparacion versus el grupo de estudio no. Al mismo tiempo, en la magnitud de todos los
parametros de adiposidad se observo incremento en el siguiente orden: el grupo de estudio mayor
que el grupo de comparacion y este a su vez mayor que el grupo de referencia (Tabla 6).

En un anélisis mas detallado para evaluar el perfil de TA disfuncional, con base en los indices de
adiposidad corporal que mostraron incremento en el grupo de estudio, se disefiaron 6 modelos de
regresion lineal, que asigna la dependencia de la cantidad absoluta de masa grasa total. El modelo
de regresion lineal integrado por los indices: ICC, BAIL IGC, IMC, AVI, y grupos de TAD,
representa con mayor fidelidad un perfil de TA disfuncional (Tabla 7).

Particularmente el modelo de regresion logistica binomial con método de entrada en bloque, TG,
CT, WHtR, BRI, AVI, QUICKI, DI y C3 se identificaron con potencial informativo para
caracterizar a los individuos incluidos en el estudio con o sin TA disfuncional (Tabla 8A). Sin
embargo, un analisis posterior con método de entrada paso a paso, en el cual se contrasta el modelo
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en bloque frente al modelo paso a paso, los pardmetros que soportan el modelo para clasificar el
estatus del TA son: QUICKI, WHtR, BRI, CT Y C3 (Tabla 8).

Tabla 5 Demografia, estado de salud y clasificacion de los individuos en los grupos de estudio

Grupos Referencia Estudio Comparacion
n 34 41 45
Datos demogridficos
Sexo (Masculino : Femenino) 9:25 21:20 18:27
Femenino (%) 74 54 48
Rango de edad 32+9 37+11 36+ 11
Presion sanguinea (mmHg)
Sistolica IP105 £ 7 *** 121213 * 2’11211
Diast6lica P66 £ S*** P78 + 10%* 70+ 10
Media P79 + 4% 93 +10** 8510
Evaluacion de los oérganos por parametros bioquimicos
Albtumina (g/dL) 4.61£0.35 4.57£0.40 4.73+0.48
ALT (ULL) 2013 22+11 23+11
AST (UI'L) 25+9 24+9 23+6
Creatinina (mg/dL) 0.54+0.07 0.59+£0.12 0.56+0.10
Urea (mg/dL) 23.21+£5.67 23.52+£593 26.26 £ 6.24
Acido trico (mg/dL) 3.89+1.79 37 6.49 £ 3.49** 5.75+2.15
Evaluacion nutricia (ingesta calorica g/24horas)
Total (kcal) 1818 £ 654 1757 £ 987 1630 =813
Carbohidratos 155+ 110 134+ 86 169 + 81
Proteinas 92 £ 36 87143 76 +39
Lipidos 37+£28 38+£32 39+19

Poblacion de estudio (n = 120). Los resultados se muestran en x £ 8D. Diferencias entre grupos: Diferencias entre grupos: Columna 'P Referencia versus Estudio,
columna P Referencia versus Comparacion, columna *P Estudio versus Comparacién. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 significativa (ANOVA One-way y HSD
Tukey post hoc). Abreviaturas: ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa.
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Figura 23 Niveles de perfil de lipidos en los grupos de estudio
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Poblacion de estudio (n = 120). P < 0.05 significativa (Kruskal-Wallis y Prueba de comparaciones miltiples de Dunn post hoc). Abreviaturas: VLDL: colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad, TG: triglicéridos, CT: colesterol
total, HDLc: colesterol de lipoproteinas de alta densidad.
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Tabla 6 Evaluacion del estatus de adiposidad corporal en los sujetos del estudio

Grupos Referencia Estudio Comparacion
n 34 41 45
Reserva total de masa grasa 'y no grasa

Peso corporal (kg) 1P60.1 & 9k 3P94,9 £ 17%** P81.2 £ 16%**
Masa grasa corporal total (kg) IP14.1 £ 4.2%%x* 3P33.1 £13.1% 2P27.8 £10.9%**
Masa grasa corporal total (%) 1P24.2 + 6.9%* 3P33.6 £ 13.1* 2P27.8 £10,9
Masa no-grasa corporal total (kg) IP75.6 £ 7.0%** 63.2+12,5 P66.4 £ 9.3%*
Masa no-grasa corporal total (%) 1P75.7 + 6.9%*x* 63.0+12.3 P66.4 + 9.4%**
Distribucion de masa grasa por segmentos corporales

Masa grasa del tronco (kg) 1P6.8 £ 2.6%** 3P17.8 £5.9*% 14,3 £5.2%%*
Masa grasa del tronco (%) 40.4+16.3 P41.4 £13.1% 2P48.8 £ 9.8*
Masa no-grasa del tronco (kg) 1P25.4 £ 4, 3%%x* 3P33.0 £ 6.0 2P29.5 £ 5.9*
Masa no-grasa del tronco (%) 63.2+12.4 61.9+9.5 P57.1 £ 6.3%*
Distribucion de grasa subcutanea (paniculos adiposos, mm)

Bicipital 1P8.36 + 4.0%* 371471 £ 8.0 2P14.80 £ 7.3%*
Tricipital 1P13.0 £ 5.9%* 3720,8 £12.1 2P20.28 £ 7.5%*
Subscapular IP13.5 £ 6.2%** 3r29.2 £15.1 2P26.3 £ 10.5%**
Suprailiaco IP13.4 £ 6.4%*x* 32531135 25,5 £ 10.2%**
Abdominal 1P16.4 + 7.8%* 3P28.0 £ 15.5 2P29.2 £ 11%**
Femoral 102+£5.2 19.5+12.1 20.1 £20.1
Dimensiones corporales (cm)

Circunferencia de medio brazo 1P30.0 £ 11.6%** 37.0+ 4.1 34,3 +3,7%*
Circunferencia de cintura 1P76.4 + 16.6%*** 1045+ 15.4 0947 £ 15.4%**
Circunferencia de cadera 1P93 3 + 6.4*** 112.1+11.4 P107.8 £ 11.4%**
Diametro Coronal abdominal 1P22.8 £ 2.4%xx* 3P28.8 £ 5.7%* 254+ 4.7
Diametro Sagital abdominal IP18.0 £ 2.0%** 247+4.2 23,5 £ 4.6%%*
Area adiposa abdominal (cm?)

Total 1P486.9 + 291 . 17%** 3P887.3 £282.5% 2P733.2 £273.9%*
Subcuténea 1P392.1 + 325.4* 662.8 +329.8 642.6 + 425
Visceral 1P248.5 +323.7%* 1128 £ 1550 21104 £ 997.9%*
Indices de adiposidad corporal

IMC (kg/m?) 1P22.2 + 1.7%** 3P33.6 £ 5.4%* 2P3().3 + 5.2%%*
IGC (kg/m?) 1P5 4 + 1. 7%%* 12.1£5.2 2P10.4 £ 4.4%%*
BAI 1P26.8 + 4.1%** 33.8+7.7 33,4+ 7.1%*
ABSI 0.07 £ 0.01 0.07 £0.008 0.07 +0.01
Indices de adiposidad central

AVI (cm?) IP13.1 £ 8.3%*x* 3022.4 £7.2% 2P18.6 £ 6.9%*
IC 1P1.6 £0.3* 1.3+0.1 1.2£0.1
VAI P13 + H#* 3P28 + 13*+* 19+10
WHtR 1P0.4 £0.] *** 0.6+0.1 2P0.6 £ 0.17%**
ICC 1P0.8 £0.2 ** 09+0.1 0.8+0.1

Poblacion de estudio (n = 120). Los resultados se muestran en x+SD. Diferencias entre grupos: Columna ' P Referencia versus Estudio, columna *P Referencia versus
Comparacion; columna 3P Estudio versus Comparacién. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 significativa (ANOVA One-way y HSD Tukey post hoc). Abreviaturas:
IMC: indice de masa corporal, IGC: indice de grasa corporal, BAI: indice de adiposidad corporal, ABSI: indice de la forma corporal, AVI: indice de volumen abdominal,
IC: indice de conicidad, VAI: indice de adiposidad visceral, WHIR: indice de cintura estatura; ICC: indice cintura cadera.
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Tabla 7 Modelo de regresion lineal para el estatus del tejido adiposo

A

R? Ajustado 0.987

Modelo Estandarizada t P
IcC -0.283 -9.229 <0.001
BAI -0.429 -15.724 <0.001
IGC (kg/m?) 1.105 30.014 <0.001
IMC (kg/m?) 0.109 3.755 <0.001
Grupos de TAD (noTAD) -3.065 0.003
AVI 0.309 8.514 <0.001

B

Resumen de Modelos — Masa grasa total (kg)

Modelo R R? R? Ajustado
1 0.000 0.000 0.000
2 0.970 0.940 0.940
3 0.985 0.971 0.970
4 0.988 0.977 0.976
5 0.989 0.978 0.977
6 0.993 0.986 0.986

Poblacion de estudio (n = 120). A. Modelo de regresion lineal Método Entero, con Factores (Grupos TAD y no TAD). Significancia P* < 0.05. B. Modelo de Regresion
lineal Método Paso a Paso, sin Factores (Grupos con y sin TAD). *P < 0.05 significativa. Abreviaturas: ICC: indice de cintura cadera, BAI: indice de adiposidad
corporal, IGC: indice de grasa corporal, IMC: indice de masa corporal, AVI: indice de volumen abdominal, TAD: tejido adiposo disfuncional.

Tabla 8 Modelo de regresion logistica binaria para el estatus del tejido adiposo

A

R’ 0.956
Sensibilidad (noTAD)  0.955
Especificidad (TAD) 0.975

Precision 0.955
Covariable gl P
TG 1 0.431
CT 1 0.245
WHtR 1 0.156
BRI 1 0.171
AVI 1 0.408
QUICKI 1 0.201
DI 1 0.193
c3 1 0.547
B
R’ 0.944
Sensibilidad (noTAD) 1.000
Especificidad (TAD) 0.975
Precision 0.957
Covariable gl P
QUICKI 1 0.099
WHtR 1 0.074
BRI 1 0.078
CT 1 0.181
c3 1 0.223

Poblacion de estudio (n = 120). A. Modelo de regresion logistica. Método Entero, sin Factores. Prueba de Wald. Significancia P* < 0.05. B. Modelo de regresion
logistica. Método Paso a paso, sin Factores. Prueba de Wald. *P significativa < 0.05. Abreviaturas: TG: triglicéridos, CT: colesterol total, WHIR: indice de cintura
estatura, BRI: indice de redondez corporal, AVI: indice de volumen abdominal, QUICKI: indice cuantitativo de la sensibilidad de la insulina, DI: indice de disposicion
basal.
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El desequilibrio del escenario de oligémeros de adiponectina y quimiocinas con contribucion
del proceso inflamatorio caracterizado por el incremento en marcadores de inflamacion
subclinica concuerda con el desbalance en los indices metabdlicos.

En los niveles de biomarcadores metabolicos y de RI se observaron diferencias esenciales:

e Las diferencias entre los grupos de estudio versus el grupo de referencia son constantes en el
estado de resistencia/sensibilidad a la insulina, mostrados por los niveles de insulina y la
magnitud de los indices HOMA-IR y QUICKI (Tabla 9).

e Los niveles del perfil sdLDLc, indices de lipidos y RI muestran diferencias entre el grupo de
estudio versus el grupo de referencia, mientras que los grupos de referencia versus
comparacion no muestran diferencias (Figura 24).

Paralelamente a lo anterior, en los resultados en el perfil de adipocinas y biomarcadores de
inflamacion mostraron un patréon singular:

e Los niveles de C3 mostraron incremento en los grupos de estudio y comparacion versus el
grupo de referencia; mientras que en los niveles de pCr y magnitud de VSG se observaron
resultados alternos, el primero, incremento en el grupo de estudio versus el grupo de referencia,
y el segundo aument6 con respecto al grupo de comparacion (Figura 25).

e Losniveles de quemerina y CCL2 se mantienen constantes en los tres grupos de estudio.

e Los oligobmeros de adiponectina muestran disminucion en el grupo de estudio versus el de
referencia que concuerdan con el patron mostrado de adiponectina total (Figura 26).

e Elperfil de oligdmeros de adiponectina y quimiocinas, biomarcadores de inflamacion, indices
de grasa corporal, estatus de RI y biomarcadores metabdlicos, muestran correlacion entre ellos
(Figura 27).
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Tabla 9 Niveles de biomarcadores metabolicos y estatus de RI en los grupos de estudio

Grupos Referencia Estudio Comparacion
n 34 41 45
Indice de lipidos

TG/HDLc 1P) 2844 + 1.1902%** 3P6.3705 + 6.1241% 2P3,3537 + 2.4652
CT/HDLc 1P4.5848 + 1.0080*** 3P5.8897 + 0.9630* 5.0532 £ 1.1982
Apo B/Apo A-1 1P0.5498 + 0.2024** 0.8460 +0.2726 0.8145 + 0.4668
LDLc/HDLc 1P2.9934 + (.8895*** 4.0578 £ 1.0163 3.5526 £1.1321
sdLDLc¢/LDLc 1P0.1913 + 0.0241** 0.2655 +0.1248 0.2339 + 0.0875
Estatus de resistencia a la insulina

Glucosa basal (mg/dL) IP71.3 £ 11.8%*x* 3P103.5 £ 47.8%%* 70.3+£9.4
Insulina basal (uWUI/mL) PR 2 + 4 7%%* 3P28.1 + 12.1%%% 13.6 £ 4.9
HOMA-IR P13 +0.9%** 3072 + 4, 7%%* 21x£1.0
HOMA-B 43.5+66.1 25.5+24.4 4571741
QUICKI 1P0.38 + 0.05%** 390,29 + 0.01*** 2P(.34 + 0.02%**
DI 1P798 + 894** 108 £117 453 + 6536

Poblacién de estudio (n = 120). Los resultados se muestran en x + SD. Diferencias entre grupos: columna 'P Referencia versus Estudio, columna *P Referencia versus
Comparacion; columna 3P Estudio versus Comparacién. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 significativa (ANOVA One-way y HSD Tukey post hoc). Abreviaturas:
TG: triglicéridos, CT: colesterol total, LDLc: colesterol de lipoproteinas de baja densidad; HDLc: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, sdLDLc: particulas
pequeiias de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad, HOMA: medida de modelo de homeostasis; RI: resistencia insulina; B: indice funcionamiento de células
B QUICKI: indice cuantitativo de la sensibilidad de la insulina, DI: indice de disposicion basal.
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Figura 24 Perfil de LDLc en los grupos de estudio
Poblacion de estudio (n = 120). P < 0.05 significativa (Kruskal-Wallis y Prueba de comparaciones miltiples de Dunn post hoc). Abreviaturas: LDLc: colesterol de lipoproteina de baja densidad; sdLDLc: particulas pequerias de
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; NEFA: dacidos grasos libres no esterificados
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Figura 26 Perfil de adiponectina y quemerina en los grupos de estudio

Poblacion de estudio (n = 120). P < 0.05 significativa (Kruskal-Wallis y Prueba de comparaciones multiples de Dunn post hoc). Abreviaturas: HMW: oligomero adiponectina de alto peso molecular;, MMW: oligémero de adiponectina
de mediano peso molecular; LMW: oligémero de adiponectina de bajo peso molecular, CCL2: ligando quimiotactico de quimiocina con motivo C-C 2.
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Figura 27 Correlacion del perfil de oligémeros de adiponectina y quimiocinas con el perfil obesogénico
Poblacion de estudio (n = 120). *P < 0.05 significativa. Correlacion con Rho de Spearman. Abreviaturas: CCL2: ligando quimiotactico de quimiocina con motivo C-
C 2, HMW: oligémero adiponectina de alto peso molecular; MMW: oligomero de adiponectina de mediano peso molecular; LMW: oligémero de adiponectina de bajo
peso molecular, ICC: indice cintura-cadera, IMG: indice de masa grasa, BAI: indice de adiposidad corporal, ABSI: indice de la forma corporal, BRI: indice de redondez
corporal, CI: indice de conicidad, HOMA-f: medida de modelo de homeostasis del funcionamiento de células f;: DI: indice de disposicion basal, HOMA-IR: medida
de modelo de homeostasis de la resistencia a la insulina, TG: triglicéridos, CT: colesterol total, HDLc: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, LDLc: colesterol
de lipoproteina de baja densidad; sdLDLc: particulas pequeiias de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad.
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La presencia de exosomas se identifica por su morfologia y por receptores de membrana

La morfologia de los exosomas aislados de plasma sanguineo, concuerda con la morfologia
reportada como se muestra en la Figura 28.

Figura 28 Fotomicrografia de exosomas de plasma sanguineo
A. exosomas con concentracion de proteinas totales 500 ug/mL, By C. exosomas con concentracion de proteinas totales 1000 ug/mL. Imagen de microscopia electronica
de transmision (TEM) por tincion negativa, exosomas con el de extraccion del kit Total Exosome Isolation (from plasma) (Invitrogen Cat. No. 4404450). Imdagenes
tomadas en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

En estas EVs se identifico la presencia de los receptores de membrana CD9 y CD81 que
caracterizan los exosomas (Figura 29).

Grupo de referencia Grupo de estudio

123 4 5 67 89 10111213 1234 5 6 78 910 111213

S T O

~25kDa
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~25kDa

123 456 7 8 910111213 1234 5 6 7 8 9 10111213
s [ WiREe ] ., (ve88s )

Figura 29 Marcadores CD9 y CDS81 de exosomas aislados por SEC de plasma sanguineo
a). Western Blot de CD9, carriles 1-3 y 11-13 sin presencia de exosomas en las fracciones de exclusion, carriles 4 -10 presencia de exosomas en las
fracciones de exclusion. b). Western Blot de CD81, carriles 1-4y 12-13 sin presencia de exosomas en las fracciones de exclusion, carriles 5 -11 presencia
de exosomas en las fracciones de exclusion. c) Western Blot de CD81, carriles 1-3 y 11-13 sin presencia de exosomas en las fracciones de exclusion, carriles
4 -10 presencia de exosomas en las fracciones de exclusion. d) Western Blot de CD81, carriles 1-4 y 10-13 sin presencia de exosomas en las fracciones de
exclusion, carriles 4-9 presencia de exosomas en las fracciones de exclusion, aislados por SEC de plasma de paciente con sobrepeso.

CD81
~27kDa

Los niveles de proteinas totales y la presencia de SFRP4 y KLF4 en exosomas son
independientes del estatus del tejido adiposo.

El rendimiento observado en los niveles de proteinas totales (mg/ml) en los exosomas de plasma

sanguineo (obtenidos mediante las tres metodologias de aislamiento) fue en el siguiente orden: en
el kit comercial (4.0 = 0.9) mayor que SEC (3.7 £6.5) y DC (3.7 = 0.3).
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En un anélisis adicional mostramos que la capacidad del método de extraccion de exosomas elegido

(kit comercial), la concentracion de proteinas entre los tres grupos de estudio se mantiene estable
(Tabla 10).

Tabla 10 Concentracion de proteinas totales en exosomas obtenidos a partir de kit comercial (INVITROGEN)

PROTEINAS GRUPOS
TOTALES
(mg/mL)
Referencia Estudio Comparacion

SEXO
Femenino 2.34 4.86 4.58
Masculino 4.72 3.54 4.52

TOTAL 3.53+1.68 4.20 + 933 4.55+42

Los resultados se muestran en x = SD. P no significativa entre grupos de estudio (ANOVA one way y HSD Tukey post hoc) y sexo (U de Mann-Whitney).
Proteinas totales cuantificadas con QubitTM Protein Assay.

La Figura 30 muestra que KLF4 y SFRP4 en exosomas de plasma sanguineo se encuentran 2.2 'y
1.7 veces mas en el grupo de estudio versus el de referencia, respectivamente.
250%—
200%—

Referencia Estudio
150%

— 70kDa 2 KLF4 —60 kDa
100%-|

50%—
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mm Referencia =3 Estudio
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Figura 30 Niveles de KLF4 y SFRP4 en exosomas de plasma sanguineo

Histogramas de niveles relativos de KLF4 y SFRP4. Imagen superior derecha, SFRP4 de grupo de referencia y grupo de estudio. Imagen inferior, KLF4 de grupo de
referencia.
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La expresion relativa de miR-34a y miR-128-1 en suero y exosomas de plasma sanguineo
muestra tendencia a la asociacion con inflamacion, adiposidad y sensibilidad a la insulina.

El rendimiento en la obtenciéon de miRs totales en suero y exosomas de plasma sanguineo se
muestra en la Figura 31.

104_
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10’
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Figura 31 Concentracion de microRNASs totales en suero y exosomas de plasma sanguineo
Poblacion de estudio (n = 60). P < 0.05 significativa (Mann-Whitney)..

La expresion relativa de miR-34a en suero se incrementa versus en los exosomas de plasma
sanguineo, mientras que se mantiene estable en los grupos de estudio (Figura 32).
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Figura 32 Expresion relativa de miR-34a
Poblacion de estudio (n = 60). P < 0.05 significativa (Mann-Whitney; Kruskal-Wallis y Prueba de comparaciones multiples de Dunn post hoc).

Los niveles de la expresion relativa de miR-128-1, fueron consistentes en suero y exosoma de
plasma sanguineo y en los tres grupos de estudio (Figura 33).
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Figura 33 Expresion relativa de miR-128-1
Poblacion de estudio (n = 60). P < 0.05 significativa (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis y Prueba de comparaciones muiltiples de Dunn post hoc).

La asociacion de la expresion realtiva de los miR-34a y miR-128-1, con las variables de prediccion

de TA disfuncional de acuerdo con el modelo matematico planteado, se observan las siguientes
tendencias (Figura 34):

La expresion realtiva de miR-34a en suero y exosomas negativa con C3 y WHtR.

La expresion relativa de miR-128-1 positiva en suero y negativa en exosomas con QUICKI.
La expresion relativa de ambos miRs en exosomas positiva y negativa en suero con BRI
La expresion relativa de ambos miRs en exosomas y miR-34a en suero positiva con CT.

b=

QUICKI
miR-128 Suero

miR-34 Exo
miR-128 Exo
miR-34 Suero

x
g §

10
TC
QUICKI 0.5
BRI
WHIR 0
miR-34 Exo
miR-128 Exo 05
miR-34 Suero
miR-128 Suero
-1.0

Figura 34 Correlacion de variables de prediccion de TA disfuncional y expresion relativa de miR-34a y miR-128-1 séricos y de

exosomas de plasma sanguineo

Poblacion de estudio (n = 120). P* < 0.05 significativa. Correlacion con Rho de Spearman. Abreviaturas: C3: factor de complemento C3, CT: colesterol total, QUICKI:
indice cuantitativo de la sensibilidad de la insulina, BRI: indice de redondez corporal, WHIR: indice de cintura estatura.
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8. DISCUSION

En la funcién inmunometabdlica del TA se ha demostrado que los mecanismos de las respuestas
inmune y metabolica estan intrinsecamente conectados y mutuamente regulados. Por una parte, la
respuesta inmune requiere de adaptacion metabdlica a nivel celular y orgédnica, mientras que la
regulacion metabdlica lleva a la activacion de células del sistema inmune. En este contexto, la
disfuncion del TA se caracteriza por la expansion y distribucion irregular de la masa grasa, que
favorece la alteracion del metabolismo energético y se manifiesta como obesidad. El proceso
patoldgico establecido lleva a la acumulacion ectopica de lipidos en 6rganos como el higado y el
musculo esquelético favoreciendo el desarrollo de resistencia a la insulina, cardiopatias y sindrome
metabodlico (330). Estas alteraciones, se caracterizan por un estado de inflamacion sistémica y
tisular cronica de grado bajo, con aporte de un perfil obesogénico mostrandose una transformacion
funcional (2, 331, 332).

En las estrategias para evidenciar alteraciones en la funcion metabolica del TA, se contrastan
diferentes escenarios con enfoque en biomarcadores tempranos, como los microRNAs (3-6). Se ha
mostrado que funcionan como supresores o reguladores de diferentes vias de sefalizacion
implicadas en procesos metabolicos y respuesta inmune, se secretan a la circulacion sanguinea en
exosomas o unidos a proteinas transportadoras, mediante un proceso regulado susceptible de ser
alterado durante procesos patoldgicos (7-10).

En este estudio evaluamos el patron de expresion de miRs con la manifestacion clinica de
biomarcadores inmunometabdlicos asociados al TA disfuncional, con un abordaje desde la
integracion de diferentes puntos conceptuales:
e indices de adiposidad corporal y central y metabolico en el estatus del TA disfuncional
e ¢l escenario de oligdmeros de adiponectina y quimiocinas con contribucion en el proceso
inflamatorio evaluando marcadores de inflamacion subclinica y los indices metabdlicos
e la presencia de exosomas en plasma sanguineo y
e la expresion relativa de miR-34a y miR-128-1 en suero y exosomas de plasma sanguineo
en asociacion con inflamacion, adiposidad y sensibilidad a la insulina.

En 1972, Ancel Keys propuso el indice de masa corporal (IMC) como indicador de obesidad (333).
Si bien su utilidad en estudios epidemiologicos es significativa, no proporciona informacion sobre
la composicion corporal ni el estado del TA. Estudios como el de Purnell J.Q. y colaboradores han
senalado que el exceso de adiposidad puede manifestarse en distintos pesos corporales y
distribuciones de grasa, dependiendo de la poblacion analizada (334). Esto resalta la relevancia de
nuestra clasificacion, que combina IMC, parametros de adiposidad corporal, biomarcadores
inflamatorios y metabolicos, perfil de adipocinas y estado de resistencia a la insulina (RI),
consolidando su validez con base en reportes previos (314).
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El analisis antropométrico realizado en el presente estudio reflejé con precision la distribucion de
masa grasa en los tres grupos de estudio, y con significancia para los indices de obesidad central,
AVI1y VAl entre el grupo de estudio y de referencia, lo que sugiere que una obesidad patoldgica
se caracteriza por acumulacion de VAT y esto correlaciona con el incremento de enfermedades
asociadas a obesidad, como lo reporta Salmén L., et al. en su analisis del fenotipado de la obesidad
basado en el IMC y la salud metabdlica (335).

Adicionalmente, en el modelo matematico lineal desarrollado en el presente estudio, basado en la
masa grasa corporal para individuos clasificados con o sin tejido adiposo disfuncional, los indices
ICC, AVI, BAI, IGC, VA e IMC fueron significativos. Confirmamos que esta clasificacion del
estado del TA es correcta, ya que coincide con nuestra clasificacion inicial de los tres grupos de
estudio. Los promedios de cada variable en el modelo lineal se encuentran dentro del mismo rango
que los promedios de las variables en la clasificacion inicial. Esto sugiere que nuestras
clasificaciones son adecuadas para la poblacion local.

En cuanto al indice cintura-cadera (IC), nuestros puntos de corte son consistentes con estudios
como el de Martins C. et al., que estimaron valores similares para hombres y mujeres (336).
Asimismo, investigaciones previas sobre el riesgo de hiperlipidemias, basadas en IC e ICC,
también coinciden con nuestros resultados (337). Estos hallazgos subrayan la utilidad de los indices
antropométricos como herramientas clave para identificar enfermedades asociadas a la obesidad.

Respecto al TA disfuncional, investigaciones previas se han centrado principalmente en
perspectivas moleculares y celulares (338). Aunque existen indices como el DAI, que incluyen
variables como CC, TG, HDLc e IMC (339-341), no incorporan biomarcadores de inflamacion ni
sensibilidad a la insulina. Nuestro modelo matematico incluye pardmetros metabdlicos e
inflamatorios, mejorando la caracterizacion del estado del TA. Sin embargo, marcadores como
adiponectina, quemerina y CCL2 no fueron utiles para robustecer el modelo, lo que sugiere la
necesidad de evaluar isoformas especificas de estas proteinas.

La proteina C3 a pesar que es un marcador de riesgo cardiovascular, también actia como un
marcador del proceso inflamatorio cronico subyacente en individuos con RI (342),
independientemente del sexo (343). Copenhaver et al. sefialan que los pacientes con niveles
incrementados de LDLc y TG, y niveles disminuidos de HDLc y sensibilidad a la insulina,
presentan un aumento en los niveles de C3 (305). Este patron lo observamos entre nuestros grupos.
En cuento a la pCr, al igual que nuestro estudio, Visser M. et al., reportd niveles elevados en
individuos con preobesidad y obesidad (344), por lo que corroboramos que la acumulacion
excesiva de masa grasa favorece un estado de inflamacion sistémica de grado bajo y que el aumento
del IMC representa mayor riesgo de pasar de un estado metabdlicamente sano a enfermo (345).
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Destacando los resultados del perfil de las adipocinas, adiponectina difiere de otras adipocinas, ya
que es inversamente proporcional a la cantidad de masa grasa, y disminuye en pacientes con
obesidad (346), donde es protagonista porque regula la sensibilidad a la insulina e inflamacion. En
nuestra investigacion los niveles de adiponectina total disminuyeron en individuos con IMC mayor
a25.00 kg/m?, glucosa > 7.0 mmol/L en ayuno y obesidad abdominal, al igual que lo reportado por
He L., etal. (347), por lo que sugerimos que adiponectina total puede ser un predictor de progresion
de la disfuncion del TA e incluso DT2. Estudios anteriores han demostrado que la adiponectina es
cardioprotector en individuos con TA disfuncional (348). En nuestro estudio observamos un patron
inverso entre adiponectina y presion sanguinea en los pacientes del grupo de estudio, como lo
sefiala Wu O., et al, en su reevaluacion del impacto de la adiponectina en la hipertension arterial
por obesidad (349).

Entre las isoformas de la adiponectina, la mas abundante y bioldgicamente activa es la de alto peso
molecular (HMW), al promover oxidacion de acidos grasos y captacion de glucosa. En nuestro
estudio, el patron de disminucion de HMW y MMW + LMW sugiere que, en individuos con alto
porcentaje de masa grasa, cada isoforma se relaciona con el IMC y el TA disfuncional. En un
estudio en el que se evalu6 la expresion de HMW, MMW y LMW en individuos con obesidad con
cicatrizacion normal y cicatrizacion tardia, para HMW, MMW y adiponectina en suero sanguineo
mostraron el mismo patréon que nuestro estudio. Mientras que para LMW en forma dimérica la
expresion fue mayor. Esto nos permite comprender por qué en el grupo de estudio, MMW + LMW
incrementa en comparacion con HMW (350).

En otro estudio que evalud los polimorfismos, G45R en hispanoamericanos y R55C en
afroamericanos, se observo la ausencia en suero sanguineo de la isoforma HMW, y disminucion
de MMW, e incremento en la isoforma LMW. Esto sugiere que la isoforma LMW podria
compensar la ausencia o disminucion de las otras isoformas en individuos portadores de alelos
polimorficos (351). El incremento de MMW + LMW en nuestro grupo de estudio, podria estar
relacionado con la presencia de alelos polimorficos.

Otra de las adipocinas relevantes en el progreso de la obesidad es la quemerica (Chem),
quimioatrayente de macréfagos y participa en inflamacion secretada principalmente por adipocitos
(86, 120, 128, 352). La liberacion de Chem correlaciona con el IMC, ICC y el volumen de
adipocitos (353), datos confirmados en nuestro grupo de estudio. En modelos murinos obesos y en
la linea celular 3T3-L1 diferenciada a adipocito maduro, se ha evidenciado la expresion de Chem
en condiciones de hipertrofia, pero en estudios realizados en humanos, se ha evidenciado que la
Chem circulante en suero es inerte (132), esto sugiere el por qué no encontramos diferencias entre
los grupos.

CCL2, quimiocina proinflamatoria es secretada por preadipocitos y adipocitos, ademas de otras

células, se expresa en respuesta a estimulos proinflamatorios (109-111). Esta adipocina se
encuentra mayormente en el TA formando CLS a consecuencia de un TA disfuncional y no
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circulante en sangre (107), lo que corrobora nuestros resultados en los individuos del estudio. En
un estudio de CCL2 como factor de cicatrizacion de heridas, se observo disminucion en personas
con diabetes, (354). Esta evidencia podria explicar la tendencia disminuida que observamos en los
individuos tanto del grupo de estudio como del grupo de comparacion.

Los indicadores antropométricos, biomarcadores metabolicos e inflamatorios, el perfil de
adipocinas y el estatus de resistencia a la insulina (RI) permiti6 identificar correlaciones
significativas entre varios de estos parametros. Estos hallazgos destacan su relevancia potencial
para ser incluidos en los estudios clinicos de rutina, ya que ofrecen una perspectiva integral sobre
la salud metabolica y cardiovascular de los individuos.

En particular, parametros como el indice cintura-talla (WHtR), el indice de forma corporal (BRI),
el indice de conicidad (IC), las lipoproteinas de baja densidad pequeias y densas (sdLDLc), y el
indice cuantitativo de sensibilidad a la insulina (QUICKI), mostraron ser especialmente
informativos. Estos indices reflejan, de manera indirecta, la adiposidad central y la susceptibilidad
del tejido adiposo visceral (VAT), lo que se traduce en un mayor riesgo cardiovascular y
alteraciones en la sensibilidad a la insulina.

Es importante destacar que tres de estos parametros (WHtR, BRI y QUICKI) fueron determinantes
en el modelo matematico desarrollado para la prediccion de tejido adiposo disfuncional, como se
menciond previamente. Este modelo subraya su utilidad clinica potencial para identificar pacientes
en riesgo de desarrollar complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad y otras condiciones
relacionadas. Asi, la integracion de estos indices en el ambito clinico podria optimizar el
diagnostico temprano y la toma de decisiones terapéuticas personalizadas.

El TA es una fuente importante de exosomas, proporcionando informacion sobre el estado del TA,
de acuerdo con su contenido (176, 177). Para corroborar que la produccion de exosomas es mayor
en un escenario obesogénico, con ingesta continua e hipoxia, realizamos cultivo de la linea 3T3-
L1, empleada como modelo celular de obesidad, al diferenciarlas a fenotipo de adipocito maduro.
Esta diferenciacion, permite simular la hipertrofia en el TA (355), lo que sugiere que la ingesta
continua en exceso, junto con la falta de gasto energético, es un delicado equilibrio entre la
concentracion de glucosa y el tiempo de diferenciacion de adipocitos (356), favoreciendo la
acumulacion de triglicéridos en el TA.

En nuestro estudio a partir del décimo dia de cultivo de preadipocitos 3T3-L1, observamos un
cambio morfolégico en las células, similar al estudio de Baldini F. et a/ (357). La estimulacion
durante la diferenciacion ya sea con insulina, como en nuestro estudio o con distintas
concentraciones de glucosa como en otros estudios (356), hace que las gotas de lipidos incrementen
su tamafio y disminuyan en cantidad (358).
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Con la idea de simular un escenario obesogénico, estimulamos a las células por 43 dias, etapa en
la cual la mayor proporcion de células cultivadas presentaron el fenotipo de WAT, con una tnica
gota lipidica que ocupa todo el citoplasma, que lo corroboramos con la tincion de triglicéridos
intracelulares. Adicional a la estimulacion prolongada para el almacenamiento de TG, sometimos
a las células a hipoxia a 2 horas y media y a 24 horas. En la primera prueba de hipoxia, al no haber
cambio morfologico en las células, sugiere que una hipoxia controlada no altera el ambiente del
TA, mientras que, a las 24 horas, las células pierden su estructura y las gotas de lipidos revierten
su tamafio. Por lo que, el estimulo continuo, que se traduce en un exceso de almacenaje de TG,
junto con la hipoxia, favorece la muerte celular (359).

Una vez estandarizada y seleccionada una técnica de aislamiento de exosomas, nos planteamos
comprobar la presencia de las proteinas IRS1, KLF4 y SFRP4, que intervienen en la RI,
inflamacion del TA y DM2, respectivamente.

En la base de datos de Exocarta, existen unicamente dos investigaciones, que reportan IRS1 en
exosomas. Las dos investigaciones fueron realizadas en modelos animales, Rattus norvegicus (357)
y Bos Taurus (360), sin embargo, sugieren que la presencia de IRS1 en exosomas, podria estar
involucrada en enfermedades inmunoldgicas, metabolicas humanas, entre otras (357). Kapogiannis
D. et al (361) y Chou S. et al (362), determinaron el nivel de RI cerebral en pacientes con
Alzheimer, Diabetes Mellitus tipo 2 y Parkinson, a partir de exosomas aislados de plasma
sanguineo. Los adipocitos hipertréficos secretan adipocinas y proteinas proinflamatorias, que
fosforilan IRS1 (363), recomendamos evaluar el estado de fosforilacion de IRSI.

En el caso de KLF4 y SFRP4, no existen reportes de investigaciones en las bases de datos de
exosomas. Sin embargo, hemos encontrado varias investigaciones que reportan la presencia de
KLF4 y SFRP4 en exosomas. La presencia de KLF4 se ha demostrado en exosomas de células de
cancer hepatocelular (364), cancer de mama, pulmoén, préstata, colesterol, higado, entre otros,
como un inhibidor de proliferacion celular (365), también en células madre mesenquimales de la
médula 6sea (366). Esta proteina participa en varios roles biologicos, entre ellos como un inhibidor
hacia perfil M1 (143, 180). A pesar de que no se ha demostrado la presencia de la proteina KLF4
en exosomas provenientes de adipocitos, ni en exosomas asilados de plasma sanguineo, lo
reportado en bibliografia concuerda con nuestro estudio, en donde KLF4 se encuentra en presente
en individuos con normopeso, en donde el perfil M2 es predominante. Para la proteina SFRP4, se
ha reportado su presencia en exosomas de células de granulosa (367), mas no en exosomas de
provenientes de otras células, sin embargo, hemos identificado esta proteina en individuos con
normo y sobrepeso, lo que nos sugiere que esta proteina no depende directamente del IMC.

En cuanto a la expresion relativa de los cuatro microRNAs (miR-21, miR-24, miR-34 y miR-128)
tanto en exosomas de plasma sanguineo como en suero sanguineo, esta no parece depender del
estatus del TA. Estudios previos han reportado la sobreexpresion y subexpresion de estos miRs en
el TA (12, 13, 231-234, 240, 241, 245, 248), lo que sugiere que estos miRs podrian ejercer su
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funcioén de manera local en este tejido. Esto concuerda con lo sehalado por Waters P., et al., quienes
destacan que los miRs tienen roles diferenciados en la circulacion y en el tejido (368). Asimismo,
Matveev G., et al. demuestran que, bajo las mismas condiciones experimentales, los niveles de
expresion de los miRs pueden variar significativamente entre la circulacion y el TA (369).

La seleccion del miRNA constitutivo adecuado es fundamental para evaluar la expresion relativa
de miRNAs en un contexto experimental. En este estudio, inicialmente se empled el miR-320a,
recomendado tanto por reportes previos (370), como por el kit comercial de expresion utilizado
(https://assets.thermoﬁsher.corn/TFS—Assets/LSG/manuals/ 100027897 TagManAdv miRNA Assays UG.pdf),

donde se sugiere su uso como constitutivo para normalizar la qPCR. Sin embargo, no mostr6 una

expresion estable. Por ello, se selecciond miR-24, respaldado tanto por el kit comercial

(https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/GSD/Reference-Materials/identifying-mirna-normalizers-white-
paper.pdf) como por Sandau U., et al. (371). Es importante considerar que, como destaca Krho E.,
et al. (372), no existe un microRNA ideal que pueda normalizar completamente la variabilidad
biologica. Aunque los miRNAs constitutivos son utiles para normalizar datos y evaluar la calidad
de las muestras, pueden no corregir la variabilidad asociada a miRNAs especificos. Segiin nuestra
experiencia, en el contexto metabolico, miR-191 y RNU48 son opciones viables para suero y
exosomas de plasma sanguineo (373, 374).

La expresion de miR-21 no se detectd en exosomas de plasma sanguineo ni en suero en el presente
estudio. Reportes previos revelan que este miRNA esta estrechamente asociado al cancer debido a
su papel regulador en la via de STAT3 (375, 376). En el contexto metabolico, miR-21 ha mostrado
subexpresion en circulacion, asociada a la presencia de citocinas proinflamatorias, como lo reporta
Benbaibeche H., et al. (377). Por otro lado, miR-34a, aunque no presento diferencias significativas
entre los grupos estudiados, mostrd una tendencia al aumento en suero de individuos con sobrepeso
y tejido adiposo disfuncional (TAD). Este hallazgo coincide con los reportes de Lischka J., et al.,
quienes describen una asociacion desfavorable entre el miR-34a sérico, la inflamacion relacionada
con la obesidad y las enfermedades metabodlicas (378) Ademas, Cornejo P., et al., identificaron
niveles elevados de miR-34a en ratones alimentados con una dieta alta en grasas (379).

La expresion relativa de miR-218-1 se mantuvo estable en los grupos de estudio en exosomas de
plasma sanguineo y suero, sin embargo, se observo una tendencia de menor expresion en el grupo
de estudio versus el de referencia, este resultado contrasta con los hallazgos de Arcidiacono D., et
al., quienes reportaron una mayor expresion de este miRNA en el tejido adiposo visceral (VAT) de
individuos con obesidad (13), y con los de Raj P., et al., que identificaron una mayor expresion
sérica de miR-128-1 en personas con obesidad (380). Cabe destacar que estos estudios utilizaron
RNU48 como control de expresion estable.

Nuestros resultados son consistentes con reportes previos, lo que permite proponer tres aspectos

clave en relacion con estos miRNAs: 1) su participacion en la funcion del tejido adiposo, 2) la
existencia de diversas fuentes de sintesis de miRNAs en los tejidos asociadas a la patologia (381,
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382), y 3) la expresion relativa de los diferentes miRNAs depende de la expresion del miRNA
constitutivo en el contexto experimental analizado.

En conjunto, nuestros hallazgos aportan nuevas perspectivas sobre el TA disfuncional, destacando
la utilidad de biomarcadores especificos, indices antropométricos y modelos matematicos para su
caracterizacion. Esto abre nuevas lineas de investigacion orientadas a estrategias de prevencion y
tratamiento en patologias relacionadas con obesidad.
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9. CONCLUSIONES

. En este estudio los individuos con perfil obesogénico se caracterizaron con dislipidemias
con mayor aporte de la ruta metabolica TG-VLDLc-Apo B que concuerda con
sensibilidad/resistencia a la insulina y el aporte calorico total. Mientras que los indices de
adiposidad y metabolicos predicen el estatus del TA disfuncional.

. En el escenario de perfil obesogénico, la evaluacion del perfil LDLc reveld la contribucion
de las particulas pequefias de LDLc (sdLDLc) con el estatus de adiposidad, el proceso
inflamatorio y la desregulacion del metabolismo de glucosa y lipidos.

. En los individuos con TA disfuncional la disminucion de los niveles de adiponectina total
y de HMW, con contribucion del proceso inflamatorio caracterizado por el incremento de C3 'y
pCr, correlacionan con indicadores de adiposidad central y resistencia a la insulina.

. La presencia de exosomas se identifico por su morfologia y por los receptores de membrana
CD9 y CD&l.
. En los exosomas de plasma sanguineo de individuos con TA disfuncional el contenido en

proporcion relativa de SFRP4 es un tercio mayor mientras que KLF4 se duplica.

. La expresion relativa de miR-34a 'y miR-128-1 se mantiene estable en los grupos de estudio.
Mientras que en suero miR-34a se incrementa versus en los exosomas de plasma sanguineo.

. La expresion relativa de miR-34a 'y miR-128-1 en suero y exosomas de plasma sanguineo
muestra tendencia a la asociacion con inflamacion, adiposidad y sensibilidad a la insulina.
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11. ANEXOS

Anexo 1.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“Expresion selectiva de microRNAs (miR-21, miR-24, miR-34a, miR-128-1) y su asociacion
con regulacion inmunometabdlica y el perfil obesogénico en individuos con tejido adiposo
disfuncional”

Informacion para el paciente y forma de consentimiento

Se solicita que lea el siguiente material para asegurarnos que estd informado de la naturaleza de
este estudio de investigacion médica y de como participara en el, El reglamento de la ley general
de salud requiere el consentimiento informado antes de que participe en este estudio de
investigacion médica para que pueda entender la naturaleza, beneficios y riesgos de su
participacion y entonces pueda decidirse a participar o no de manera libre e informada.

Al firmar la forma de consentimiento indicara que ha sido informado y que acepta participar.

Este consentimiento se basa en los lineamientos de las Asociacion Médica Mundial “Principios
para las investigaciones médicas en seres humanos” referidos en la declaraciéon de Helsinki,
Finlandia Junio 1964 y en su ultima actualizacion realizada en Washington, 2008.

Se le esta solicitando que proporcione una muestra de sangre para ayudar a comprender si en usted
se encuentra presente y en qué cantidad unas moléculas llamadas microRNAs y ver si estd
relacionada con indicadores de obesidad.

OBJETIVO Y REALIZACION DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio es evaluar, comparar e investigar ciertas moléculas y proteinas que
componen la sangre. Participaran aproximadamente 180 individuos de México. La participacion
de cada persona elegida para este estudio consistird en un examen fisico, una toma de muestra
sanguinea para evaluar parametros bioquimicos, asi como contestar dos encuestas relativas al
estado nutricional.

Para ser elegible en este estudio debera ser clinicamente sano.
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Durante el estudio se hara una visita, en la cual se realizara una exploracion fisica del paciente,
ademas de que se le medira el peso y la estatura. También se le hardn preguntas respecto a su salud
general, tratamientos actuales y cualquier problema médico. Las muestras de sangre se obtendran
por puncién venosa en el brazo.

Los estudios de laboratorio que se realizaran son: citometria hematica y quimica sanguinea. La
participacion en el estudio serd sin costo para usted.

RIESGOS E INCONVENIENTES
Las muestras sanguineas se le tomaran por medio de una aguja.
Este es un procedimiento de rutina cuyo riesgo solo incluye dolor leve en el area de puncion.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Su participacioén en este estudio puede no beneficiarle directamente. Los beneficios indirectos
pueden incluir avance en el conocimiento médico de tal modo que en un futuro los cientificos
puedan comprender mas la fisiopatologia o los mecanismos de enfermedad y con ellos disefiar
mejores tratamientos para la obesidad.

COMPENSACION
A cada paciente se le entregara una copia de los resultados de los estudios bioquimicos. Los
estudios pertinentes a este estudio quedaran a cargo de la unidad investigadora.

PARTICIPACION
Su decision de participar en este estudio de investigacion es completamente voluntaria y puede
retirarse en cualquier momento sin perjuicio, sancioén o pérdida de beneficios.

CONFIDENCIALIDAD

La confidencialidad de la informacion relacionada con su muestra sanguinea sera protegida en el
grado en que lo permita la ley. Para protegerlo contra el riesgo de pérdida de confidencialidad,
todas las muestras se marcaran so6lo con un numero de c6digo y no lo identificaran por su nombre,
Los investigadores principales de este estudio tendran acceso a la informacion obtenida para fines
de analisis y publicacién de datos, pero su nombre no serd identificado en ningun reporte o
publicacion resultante de este estudio. Debido a que es necesario otorgar el acceso a esta
informacion a estas partes, no puede otorgarse la confidencialidad absoluta.

RECOPILACION, INVESTIGACION Y ALMACENAMIENTO DE MATERIAL
BIOLOGICO

Estas muestras pueden almacenarse hasta 5 afos para utilizarse en el futuro para preguntas
cientificas de investigacion, para entender otros procesos de enfermedad o para otra investigacion
y desarrollo farmacoldgico. Usted continuara siendo el propietario de la muestra y conservara el
derecho de destruirla en cualquier momento al ponerse en contacto con el investigador responsable.
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El investigador sera el duefio exclusivo de cualquier dato, descubrimiento o materiales derivados
de la muestra y es responsable de la destruccion de las mismas a su solicitud o al final del periodo
de almacenamiento,

CONSENTIMIENTO Y LIBERACION

Antes de otorgar mi consentimiento, he sido informado de los métodos y medios de la toma de
muestra, asi como inconveniencias, peligros y efectos adversos que pueden presentarse en este
estudio, también he recibido una copia de esta forma de consentimiento.

Reconozco que he leido y entendido su contenido y he preguntado y recibido la respuesta
satisfactoria a cada pregunta que tenia respecto a esta evaluacion de investigacion y doy mi
consentimiento para participar en este estudio, donando muestras de mi sangre y contestando los
cuestionarios necesarios. Autorizo la liberacion de mis registros médicos para el investigador,
comité de ética, y autoridades regulatorias. Al firmar esta forma, no he renunciado a ninguno de
mis derechos legales que de otro modo tendria como un participante en un estudio de investigacion.

Fecha Nombre del paciente Firma
Fecha Nombre del paciente Firma
Fecha Nombre del paciente Firma
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Anexo 2.

Variabilidad de los didmetros de los exosomas segun los tamafios medidos y la fuente de los

€xXosomas
Size measured Method Exosome source Reported size, nm
Biofluid/ | Plasma [10] Range: 40-200
Cell type | Rat hepatocytes [51] Mean=57 std=23
Cryo-TEM Cell MLP-29 [51] Mean=40.9 std=11.2
culture THP-1[10] Range: 30-60
Dictyostelium [64] Range: 50-150
Hydrated | FFTEM g;‘:ﬂt‘;g’e Erythrocytes [65] Range: 50-300
Control Mean=67.4  std=2.9
Saliva [48] Oral cancer | Mean=98.3 std=4.6
Liquid cell Biofluid/ | Malaria infected red Mean=70.6 std=3.92
AFM Cell type | blood cells [11]
MDA-MB-231 cells [66] Range: 110-561
Saliva [49] Lateral: 120  Height: 4
Geometric Cell HEK-293T, ECFC, i
SEM Culture | MSC [56] Range: 30-50
Biofluid/ Urine [22] _ Mode=45  Range:20-440
Cell type Placental vesicles [67] Range: 20-60
TEM Serum [68] Range: 30-100
Cell B16-F10[69] Range: 50-100
Desiccated culture Swan-71 [70] IF4lange. 95-118
P12[71] mages wn!h no size
quantification
Cell MDA-MB-231 cells [66] Mean = 38 std=9
AFM culture U87 [50] Lateral=89 Height = 4
U251 [50] Lateral=81 Height = 4
SKMEL [50] Lateral=79 Height = 4
NHA [50] Lateral=71 Height = 4
Serum [17 126 111 46
Serum [55 - 1313 -
Plasma [55] - 1343 -
Biofluid/ Es::hental vw[icle]s [67] 250 Range: 40-600
rocytes [65 - 135 -
Colltype Female i 134 54
NTA . Female - 131 51
Urine [72]  —gie = 172 72
Male - 144 54
HEK-293T [56) 116 - 27
Hydrodynamic Cell HEK-293T [55 - 118 -
culture ECFC [56] 113 - 15
MSC [56] 107 - 19
oy - Buffy coat [73] - 54 -
Biofluid/ = =
Mode: 123 on-line SEC
Colltwe | Esylwucyios [06] Mode: 141 offdine
DLS HEK-293T [56] - 212 168
Cell ECFC [56] - 226 157
culture MSC [56] - 208 162
B16-F10 [69] B 74 B
Swan71 [70] - 165 -
Mean Mode std
Serum [68] 120 - -
. Biofluid/ | Uterine fluid and - -
Vokumetrio Coultor Cell type | dissociated mucus [74] 100
Erythrocytes [65] 135 - -

Lineas celulares: B16-B10 de melanoma de raton, HEK-293 T de rifion embrionario humano transfectada, MDA-MB-231 de cancer de mama humano, MLP-29
progenitora de higado de raton, P12 de feocromocitoma de rata, SKMEL de melanoma humano, Swan 71 de melanoma humano linea celular de trofoblasto, THP-1 de
leucemia monocitica humana, U87 de glioblastoma humano y U251 e de glioblastoma humano.

Abreviaturas. AFM: Microscopia de fuerza atomica, DLS: dispersion dinamica de luz, ECFC: células formadoras de colonias endoteliales, FF-TEM: microscopia de
transmision de electrones de fractura por congelacion, MSC: células madre mesenquimales/estromales, NHA: astrocitos humanos normales, NTA: anélisis de seguimiento
de nanoparticulas, SD: desviacion estandar, SEC: cromatografia de exclusion por tamaflo, SEM: microscopia electronica de barrido, TEM: microscopia electronica de
transmision (383).
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Anexo 3.

De manera paralela para caracterizar la presencia de exosomas en un modelo celular de TA se
realizo la diferenciacion de las células 3T3-L1.

La hipertrofia de la linea de preadipocitos 3T3-L1 caracteriza la diferenciacion a adipocitos.

La identificacion de exosomas ser realizo en el siguiente orden:
Primero se obtuvo por ultracentrifugacion el FBS libre de exosomas (Figura 35).

Figura 35 Proceso de obtencion de FBS libre de exosomas
A. Microvesiculas de 150, 250 y 500 nm. Imagen derecha, dos vesiculas de 80 nm (exosoma, flecha naranja) y 250 nm. B. No se observan exosomas. Imdgenes por cryo-
TEM tomadas en el Servicio de Microscopia de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Los preadipocitos 3T3-L1 cultivados con FBS libre de exosomas al dia 20 mostraron morfologia
compatible con adipocitos maduros, representada por el incremento en numero y tamafio de gotas
de lipidos en su citoplasma (Figura 36). En el escenario de cultivo de preadipocitos primero, la
proliferacion y diferenciacion celular se observan en las imagenes del dia 0 al dia 4, (Figura 36A-
B). Y las imagenes documentadas en los dias 12 y 20 muestran acumulacion de lipidos en el
citoplasma de las células (Figura 36C-D). Al dia 43 se observa el fenotipo de adipocitos maduros
similar al TA (Figura 36E).
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Figura 36 Diferenciacion de la linea celular de preadipocitos 3T3-L1
Fotomicrografias de la diferenciacion de células 3T3-L, observadas directamente en frascos de cultivo. Técnica de contraste de fases. A. Dia 0, medio MDI, fenotipo de
preadipocitos. B. Dia 4, a las 72 horas con MDI ya se observan pequeiias gotas de lipidos y crecimiento de los adipocitos. Después de se cambié a MDII. C. Dia 12 con
MDII, el tamaiio de las gotas de lipidos aumenta, y se observa fusion entre ellas. D. Dia 20 con MDII, incrementa la fusion de las gotas pequeiias. E. Dia 43 con MDII,
presentan fenotipo de adipocito maduro, con una unica gota de lipidos. Nikon Inverted Routine Microscope ECLIPSE Ts2. Imdgenes del lado izquierdo con escala de

100um (10x), derecha 50um (40x).
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La disminucion en el aporte de oxigeno mantiene la integridad celular mientras que disminuye
la vida media de los adipocitos.

De forma alterna el cultivo de células 3T3-L1 a partir del dia 19 se realizé en ambiente anaerobio
y se observd que la morfologia celular a las 2.5 horas se mantuvo estable, mientras que a las 24
horas se observaron células con gotas pequenas de lipidos y desintegracion celular (Figura 37A-
B). Al dia 43 las células se tifieron con Oil Red O (ORO) en las que se observan diferentes patrones
de la acumulacién de gotas de lipidos (Figura 37C).

Dia 19
25h Hipoxia

Dia 20
24h Hipoxia

Figura 37 Preadipocitos 3T3-L1 hipoxicas y tincion de ORO
Fotomicrografias de la diferenciacion de células 3T3-L en ambiente anaerobio, observadas directamente en frascos de cultivo. Técnica de contraste de fases. A. Dia
19: células en ambiente anaerobio por 2.5, no se observa cambio morfolégico de los adipocitos. B. Dia 20, células en ambiente anaerobio por, se observa cambios en
la morfologia (flecha naranja). C. Tincion con Oil Red O (ORO) al dia 43 en normoxia. Se observa en rojo los diferentes patrones de acumulacion de gotas de lipidos.
Imdgenes del lado izquierdo con escala de 100um (10x), derecha 50um (40x).

En el proceso de obtencion de exosomas en el sobrenadante del cultivo celular, no se obtuvo
rendimiento para el andlisis de proteinas y microRNAs.
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II.  Exosomas de plasma de individuos con sobrepeso, hombres y mujeres. Aislados por kit comercial.

119



Al

>

o

oo oAl

120



121



Ny
!
-

1

122



123



Microscopia Electrénica de trasmision — criogénica
Transmission Electron Cryo-Microscopy (cryo-TEM, Jeol IM-2011, Tokyo, Japan). Imagenes tomadas en el
Servei de Microscopia. Serveis Cientifico-técnics de la UAB.

I.  Microvesiculas de en suero fetal bovino aisladas mediante ultracentrifugacion.
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II.  Suero fetal bovino libre de exosomas
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III.  Exosomas de suero sanguineo de individuo normopeso. Aislados por SEC.
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IV.  Exosomas de suero sanguineo de individuo sobrepeso. Aislados por SEC.
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Microscopia Optica
Nikon Inverted Routine Microscope ECLIPSE Ts2. Imagenes tomadas en el Servei de Cultius Cel-lulars,
Produccio d'Anticossos i Citometria (SCAC).

I.  Seccion de células 3T3-L1 sin diferenciar con DMEM 10% FBS. Técnica de contraste de
fases en campo claro 10X. Dia 0.
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Seccion de células 3T3-L1 diferenciadas con MDI (medio diferenciacion I). Técnica de
contraste de fases en campo claro 20X, 20X, 40X y 40X respectivamente. Dia 3.
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II.  Seccion de células 3T3-L1 diferenciadas con MDII (medio diferenciacion II)
a. Dia7
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b. Dia 12
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d. Dia43




II.  3T3-L1 diferenciadas con DMEM 10% de FBS + 10 ug/mL Insulina, sometidas a 2:30
horas de hipoxia
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IV.  3T3-L1 diferenciadas con DMEM 10% de FBS + 10 ug/mL Insulina, sometidas a 24 horas
de hipoxia
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V.  3T3-LI diferenciadas con MDII tefiidas con Oil Red O (ORO). Observadas a 10X y 40X.
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13. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Objetivo general: Determinar el perfil de expresion relativa en suero y exosomas de miR-21, miR-24, miR-34a,
miR-128-1 e identificar la presencia de las proteinas SFRP4, IRS1 y KLF4 en exosomas, y su asociacion con niveles
séricos de biomarcadores inmunometabolicos y perfil obesogénico en individuos con tejido adiposo disfuncional.

Objetivos particulares Semestre
1 234 5 6 7 8
Elaboracion de protocolo de investigacion 100%
1. Clasificar con y sin tejido adiposo disfuncional a los
individuos incluidos, de acuerdo con los criterios de estudio,
e incluirlos en los grupos que corresponda: referencia, 100%
estudio y comparacion
2. Determinar los niveles de biomarcadores inmunometabodlicos
y perfil obesogénico 100%
3. Determinar los niveles de oligomeros de adiponectina y
quimiocinas en el perfil obesogénico 100%
4. Identificar y validar la presencia de exosomas en plasma
sanguineo 100%
5. Identificar y cuantificar los niveles relativos de SFRP4, IRS1
y KLF4 en exosomas y su asociacién con el perfil 100%
obesogénico
6. Cuantificar en suero y en exosomas de plasma sanguineo los
niveles de expresion relativa de miR-21, miR-24, miR-34a,y 100%
miR-128-1
7. Determinar la asociacion de la expresion relativa de miR-21,
miR-24, miR-34a, miR-128-1 solubles y en exosomas con 100%
biomarcadores inmunometabodlicos y perfil obesogénico
Redaccion y evaluacion del manuscrito de tesis 100%
Envio de la publicacion 100%
Examen predoctoral 100%
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