FACULTA
'NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE NUTRICION

Asociacion de adenovirus 36 con la inflamacion de bajo grado en tejido
adiposo humano.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION
P R E S E N T A

Licenciada en Biologia Maria de la Luz Karina Reyes Olivas

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO

CODIRECTOR DE TESIS:
DR. RAMON ANTONIO GONZALEZ GARCIA CONDE

COMITE TUTORAL:
DR. FERNANDO ROGER ESQUIVEL GUADARRAMA
DRA. OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ
DR. CARLOS SANDOVAL JAIME

CUERNAVACA, MORELOS MAYO, 2021



AGRADECIMIENTOS

A Dios por permitirme cumplir un suefio més. Y a mi amada familia, sin los cuales no habria
tenido oportunidad de llevar a cabo ningun proyecto de vida. Su apoyo y su gran participacion

son un pilar fundamental para cualquier logro.

A nuestra maxima casa de estudios mi querida Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
Por siempre permitirme ser parte de sus estudiantes y lograr mis metas. A la Facultad de
Nutricién por esta gran oportunidad de continuar con mi carrera profesional y a los laboratorios
de inmunologia viral de la Facultad de medicina y de virologia del CIDC por otorgarme un

espacio y todo lo necesario para el desarrollo de este proyecto.

Agradecimiento especial a CONACyYT, por brindarme la oportunidad de ser becaria y de

participar dentro de los proyectos BMBF-CONACYT 267746, SRE-CONACYT 280365.

A mis tutores: Dra. Vanessa Lopez Guerrero y Dr. Ramoén A. Gonzalez Garcia-Conde, por sus
sabios consejos, su constancia y paciencia conmigo. Sin los cuales la realizacion de este
proyecto no habria sido posible. Su invaluable participacion ha sido pieza fundamental en mi

formacion dentro de un laboratorio experimental y como profesionista.

A los docentes: Fernando Esquivel Guadarrama, Celeste Martinez Ramirez y Carlos Sandoval
Jaime por sus sabias palabras, por compartir sus conocimientos conmigo y siempre hacer

aportaciones virtuosas a este proyecto.

Al Dr. Luis Omar Araujo Montes y al personal administrativo y de enfermeria de la clinica de
cirugia estética y reconstructiva RENOVANCE. A mis compafieros: mil gracias por permitirme
ser parte de ustedes y muy en especial a ti M. en C. Ver6nica Marquez Vergara por tu gran
colaboracion. A los técnicos de los laboratorios: Bi6loga Grisel Ballesteros Hernandez y al M.

en C. Juan Carlos Villegas Garcia.



RESUMEN

En la actualidad vivimos en un ambiente obesogénico en el que la poblacién cada
vez se encuentra mas expuesta a padecer sobrepeso y obesidad. La obesidad ha
demostrado ser un importante factor de riesgo en enfermedades como son
disfuncién endotelial, dislipidemia aterogénica, resistencia a la insulina, diabetes
mellitus tipo Il e incluso cancer. Los pacientes obesos padecen un estado
agravado de la enfermedad debido a la inflamacién de bajo grado que persiste en
ellos. La inflamacién crénica de bajo grado conduce a la activacion de células del
sistema inmune las cuales desempefian un papel en la perpetuacion de las

enfermedades cronicas y una deficiente resolucion de enfermedades infecciosas.

Si bien la obesidad es una enfermedad directamente ligada a la sobrenutricion y
escasa actividad fisica, actualmente se sabe que existen patégenos capaces de
propiciar adipogénesis tanto en animales como en humanos. Tal es el caso de
adenovirus 36, perteneciente a un extenso grupo de virus con mas de 100
serotipos capaces de causar infecciones en humanos. Se ha observado, que
después de la inoculacion de adenovirus 36 en pollos, ratones, o primates la grasa
corporal aumenta hasta un 150%, y los lipidos séricos son paraddjicamente mas
bajos. In vitro, la transfeccion con adenovirus 36 acelera la diferenciacion de
preadipocitos a adipocitos. Ademas, el DNA de adenovirus 36 se ha detectado en
los tejidos adiposos humanos de sujetos con obesidad y sobrepeso. En este
estudio se analizé el tejido adiposo subcutaneo de 21 pacientes femeninas donde
se encontr6 33% del total positivas para DNA de adenovirus 36 sin diferencias

significativas (p> 0.05) de edad, IMC y parametros bioguimicos entre positivas y



negativas. La presencia de DNA de adenovirus 36 mostro ser un factor de riesgo
para padecer sobrepeso (OR= 2.5) y un factor protector para tener niveles
saludables de pardmetros bioquimicos (OR< 1). Ademas, se determind la
expresion de IL-6 encontrandose mayor expresion de la citocina en el grupo de
positivas que en el de negativas y una correlacion negativa entre interleucina 6 y el
IMC y la edad de las pacientes positivas para adenovirus 36, mientras que se tuvo
una correlacion positiva entre interleucina 6 y glucosa, triglicéridos y colesterol

total, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05).

Palabras clave: obesidad, inflamacion, adenovirus 36, DNA, citocina.



ABSTRACT

We currently live in an obesogenic environment in which the population is
increasingly prone to become overweight and obese. Obesity has been shown to
be an important risk factor in diseases such as endothelial dysfunction, atherogenic
dyslipidemia, insulin resistance, type Il diabetes mellitus, and cancer. Obese
patients suffer from an aggravated state of the disease due to the persistent low-
grade inflammation. Low-grade inflammation leads to the activation of cells of the
immune system which play a role in the perpetuation of chronic diseases and a
poor resolution of infectious diseases. Although obesity is a disease directly linked
to overnutrition and low physical activity, it's currently known that there are
pathogens capable of promoting adipogenesis in both animals and humans. Such
is the case of adenovirus 36, belonging to a larch group of viruses of more than
100 types capable of causing infections in humans. It has been observed that after
the inoculation of adenovirus 36 in chickens, mice, or primates, the body fat
increases up to 150%, and serum lipids are paradoxically lower. In vitro,
adenovirus 36 transfection accelerates the differentiation of preadipocytes into
adipocytes. Furthermore, adenovirus 36 DNA has been detected from human
adipose tissues from obese and overweight subjects. In this study, the
subcutaneous adipose tissue of 21 female patients was analyzed, where 33% were
found to be positive for adenovirus 36 DNA without significant differences (p> 0.05)
in age, BMI and biochemical parameters between positive and negative. The
presence of adenovirus DNA was shown to be a risk factor for being overweight

(OR= 2.5) and a protective factor for having healthy levels of biochemical



parameters (OR< 1). In addition, the expression of interleukin 6 was determined,
finding greater expression of the cytokine in the group of positive than in the
negative group and a negative correlation between interleukin 6 and the BMI and
the age of the positive patients to adenovirus 36, while there was a positive
correlation between interleukin 6 and glucose, triglycerides and total cholesterol,

although no statistically significant differences (p> 0.05).

Key words: obesity, inflammation, adenovirus 36, DNA, cytokine.



INDICE GENERAL

Pag.
AQradecimientos . . . . . ..o I
ReSUMEN . . . . Il
ADSIraCT . . . \Y
Indice general . . ... ... . VI
Siglasy abreviaturas . . . . ... ... IX
indice de figuras . . . ...t Xl
indicedetablas. . ......... ... it Xl
1. ANTECEDENTES ..ottt ettt et e st e st st e e nabeeeneeas 1
1.1 OBESIHA ..ot 1
1.2 Obesidad € INfECCIONES VIFAIES. .......cceviiiiiiiiiicieieecrtc e 4
1.3 AQENOVITUS. ...ttt sttt et s b ettt ettt et e s bt e asenneeanens 5
1.3.1 GENEIAlIdAUES. ..ot 5
1.3.2 CIASIfICACION. ....eeiiiiiiiieiieee et 6
RS I = o1 o [T 0 4T ] (0T - VU PP 6
134 ESTIIUCIUTAL ..ottt s s s e 8
ISR ST @1 Tod [0 o SN =T 0] [ o7= Tor o] PP 9
1.3.6 PAtOgENESIS. .....uoi ettt ettt ettt te e et e e st e e e s be e e tb e e ete e e sbeeeaaraeearaean 11
1.4 ADenoVvirus 36 Y 0DESIAA. ..........coociiiiiiiece et e 12
1.4.1 Adenovirus y obesidad en animales. ..........cccocveeeiiii i 12
1.4.2 Anticuerpos contra HAdV-36 y obesidad en humanos..........ccccccvveevceeeiiee e, 14
1.4.3 Presencia de DNA de HAdV-36 en tejido adiposo humano............ccccceeeeveeenneens 18
1.5 Mecanismos adipogénicos de HAAV-36...........cociiiiiiiiiiie e 20
1.5.1 La proteina E4 orf-1 de HAAV-36. .......cccveeiiiiiiiieee ettt 20
1.5.2 Estudios in vitro de transfeccion con HAAV-36. ..........cccceoerieiinieiinicnencneens 22

\



1.5.2 Estudios in vivo de infeccion con HAAV-36. .......ooovveeeeeeie 24

1.6 Respuesta inmune en obesidad con HAAV-36. .........cccerieiiiniiniieniceeeeee e 24
1.7 Inflamacion de Dajo Grado.........coceeveririiiieieiee e e e e 28
0t R I\ PSP PPPPPPP 30
A | G T TSP PU U PUUPPPPP 31
1.7.3 Interferdn gamma (INF gamma). .........coeerueiieriinienieniesieeie et 31
1.8 TEJIAO AUIPOSO. .. .eeeueeeiieeiieeiee sttt sttt ettt ettt et e b e she e st e bt e satesabeenbeesaneeaneeneas 33
2. JUSTIFICACION: ..ottt 35
3. HIPOTESIS. .ottt 36
4. OBUIETIVOS . ...ttt ettt e s bt e sttt e s bt e st e e bt e e sbe e e sabe e e nabeeeneees 36
@] o] =Y 1)V o I o =] =] - | RS 36
4.2 ODbJEtiVOS ESPECITICOS. ....uviiiieitieiie ettt ae e s e st e e ae e aaeenneens 36
5. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION. ..o 37
5.1  DiSef0 U8 ESTUIO. ...ccueiiiriiiiiriieiietee e 37
5.2 Universo de trabajo Y MUESIIA.......ccccvieiieieiiee et see et sve e stre e saee e sreeeerae e 37
5.3  Instrumento de iNVESHIGACION. ........ccccuvieiiiieiiee ettt e e e sre e e sreeearee e 39
5.4 Desarrollo del PrOYECLO. ......cccueieieieieiiee ettt e s tre e s ee e e eta e e sareeesnseeenreeens 41
5.4.1 Determinacion de la presencia del DNA de HAdV-36 en tejido adiposo humano
010 g = O o PRSPPI 41
5.4.2 Extraccién de RNA total obtenido de tejido graso subcutaneo...............cc.......... 45
5.4.3 Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA) de los mRNA por
reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR)................. 46
5.4.4 Amplificacion del gen de B-actina en cDNA obtenido a partir de RNA total de
10T 1o [0 T o] =T o J PR 47
5.4.5 PCR punto final para cDNA de citocinas IL-6, TNF e INF gamma...................... 48
5.4.6 Analisis de imagenes con el software Imaged. .......cccceevveveieiiee e, 50
5.4.7 Disefo de analisis eStadiStiCO. .........ccoerieririeiiiieieecee e 50
6. RESULTADOS. ...ttt ettt e e st e e sttt e s sbb e e e e snbeeeesaaneeeens 51
6.1 Caracteristicas del grupo de €StUAIO. ........cceeeiieeiiiie i e 53
6.2 Deteccion de DNA de HAUV-36. ......coooiiiiiiiiieieeierieee et 54
6.3 Citocinas IL-6, TNF € INF gamMa.........ccccooouiiiiiieiiiee ettt ettt esaree e 63
6.3.1 Amplificacion de B-aCtNa. .......ccceeecuiieiiiieiee e 63
6.4 Expresion de citocinas IL-6, TNF € INF gamma. .......cccccoevevviiienieniesiienie e 66

VI



7. DISCUSION. ..ottt ettt sttt et en et sasaeses s s sesans 71

8. CONCLUSION. ..ottt ettt sttt n st s st s anansesans 81
9. PERSPECTIVAS. ..ottt st e st e sar e e sareesnree e 82
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ottt ses s 83

VI



HAdV-36
AGL
A549
CAR
cDNA
CELO
CT
DICLIM
dL

DM tipo Il
DNA
DLG1
ECNT
ELISA
ENSANUT
ENS

E4-orfl

FGF-2
GLUT1
GLUT4

hASC

HDL

INF gamma
IL-6

IMC

SIGLAS Y ABREVIATURAS

Adenovirus 36

Acidos grasos libres

Células humanas de epitelio alveolar basal
Receptor de coxsackie de adenovirus

Cadena complementaria de Acido desoxirribonucleico
Virus letal huérfano de los embriones de pollo
Colesterol total

Diagndstico clinico y molecular

decilitro

Diabetes mellitus tipo Il

Acido desoxirribonucleico

Drosophila disc large-1

Enfermedades Cronicas No Transmisibles
Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
Ensayo de neutralizacion en suero

Proteina temprana de HAdV-36 con marco de lectura
abierto

Factor de crecimiento de fibroblastos
Transportador de glucosa 1

Transportador de glucosa 4

Células madre hematopoyéticas

Lipoproteinas de alta densidad

Interfer6n gamma

Interleucina 6

indice de masa corporal



INDRE
INEGI

IRA

IRS-1
JAK/STAT
Kg

KO

LDL

LPS

LPS

MCP-1

Mg

Min

mL

NF-kB

NK
NOM-015-SSA2-
2010

NOM-037-SSA2-
2012

Oligo dT
OMS
PAMPs
PBMC
PBS

PCR

Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

Infeccion respiratoria aguda

Sustrato del receptor de insulina 1

Via de sefializacion JAK-STAT

Kilogramo

Knock-out

Lipoproteinas de baja densidad

Lipopolisacérido

Lipoproteinlipasa

Metro

Proteina quimioatrayente de monocitos

Miligramo

Minutos

Mililitros

Factor nuclear de transcripcion kappa B o NF- kappa B
Asesinas naturales

Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la
prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus

NORMA Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, para la

prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias

oligonucledtido sintético de polideoxitimidina
Organizacién Mundial de la Salud

Patrones moleculares asociados a patdégenos
Células mononucleares de sangre periférica
Buffer de fosfatos salino

Reaccién en cadena de la polimerasa



PI3K
PKB
PPARy
gPCR
RNA
mMRNA

RT-PCR

Seg
SM

SMAM-1

TG
TLR
TNF
U.A.
UCP1
Ul
VEGF

WT

3T3-L1

°C

puL

Via de sefializacién de la fosfatidilinositol-3-quinasa
Proteina quinasa B

Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Reaccién en cadena de la polimerasa por transcriptasa
reversa

Segundos

Sindrome metabdlico

Adenovirus aviar

Temperatura

Triglicéridos

Receptor tipo toll

Factor de necrosis tumoral

Unidades arbitrarias

Proteina desacoplante

Ribonucleoproteina Ul

Factor de crecimiento endotelial vascular

Tipo silvestre

Linea celular derivada de células 3T3 de ratén que se
utiliza en la investigacion bioldgica del tejido adiposo.
Grados centigrados

Microlitros

Xl



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11

Figura 12

INDICE DE FIGURAS

Porcentaje de poblacion con sobrepeso y obesidad mayor de 20 afios

SegUN SU SEX0 BN MEXICO. . . .ot i i it e e e
Morfologia y estructura del viridon en los adenovirus humanos. . ........
Ciclo de replicacion de adenovirus. . . .. ...t i i e
Mecanismos adipogénicos de HAdV-36 sobre células madre. . ........
Estrategia experimental. . .. ... ... . .

Amplificacién de los genes de HAdV-36 y U1 en DNA gendémico de tejido

graso humano. . ...
Caracteristicas clinicas de las pacientes DNA de HAdV-36 positivas y DNA

de HAV-36 negativas. . . .. ... ot

Amplificacién del gen B-actina humana a partir de muestras de RNA total
de teido adipoS0. . . ... e
Amplificacién del gen IL-6 humana en muestras de RNA total de tejido
AdIPOSO. . ..t e
Amplificacién de los genes TNF e INF gamma humanos en muestras de
RNA total de tejido adip0S0. . . ...t
Expresién de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF e INF gamma por
parte del tejido adiposo de las pacientes. . ........................
Comparacion de la expresion de IL-6 en las pacientes DNA de HAdV-36

positivas contra DNA de HAdV-36 negativas. . .. ..................

Xl

Pag.

10

22

40

56

60

64

65

66

68

68



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

INDICE DE TABLAS

Oligonucleétidos para PCR puntofinal. . ..........................
Reactivos de PCR para amplificar UL. . ........ ... .. ... .. ... . ....
Reactivos de PCR para amplificar B-actina . . ......................

Reactivos de PCR punto final para citocinas. . ......................

Caracteristicas generales del grupo de estudio de acuerdo con nimero y
clave de muestra asignados. . . ...

Variables predictoras del grupo de estudio. . .. ....................

Categorizacion de las variables continuas. ........................

Frecuencias de las pacientes y el OR para cada parametro clinico y su
asociacion con la presencia de DNA de HAdV-36. . . ................
Caracteristicas clinicas y parametros bioquimicos en las pacientes
positivas parael DNAde HAdV-36. . . ... ...... ... . ...
Comparacion entre las caracteristicas clinicas y los parametros
bioquimicos de las pacientes HAdV-36 positivas y HAdV-36 negativas. . .
Correlacion entre IL-6 y las variables predictoras del grupo DNA de

HAdV-36 positivo y DNA de HAdV-36 negativo. . .. ..................

X

Pag.

43

43

47

49

52

53

54

57

61

62

70



1. ANTECEDENTES

1.1 Obesidad

La obesidad y el sobrepeso se caracterizan por una acumulacion del tejido graso y
un aumento en el peso corporal. El indice de masa corporal (IMC) se calcula
dividiendo el peso de una persona en kilos entre el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?), el IMC es un parametro en donde se relaciona el peso y la talla, y es
usado frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en las personas;
para adultos la organizacion mundial de la salud (OMS) define sobrepeso como un
IMC mayor o igual a 25 kg/m? y obesidad como un IMC corporal mayor o igual a
30 kg/m? (1). La obesidad es un factor de riesgo para para desarrollar otras
enfermedades metabolicas no transmisibles como: las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes mellitus tipo Il (DM tipo Il), los trastornos del aparato
locomotor, algunos canceres como el de endometrio, mama, ovarios, prostata,
higado, vesicula biliar, rifiones y colon, eventos cerebrovasculares, higado graso y
alteraciones en el sistema inmunoldgico, cuyas consecuencias pueden ser fatales
en procesos infecciosos como en la COVID-19 y la influenza, enfermedades
virales que presentan una alta tasa de mortalidad en personas con obesidad, ya
gue el riesgo de complicaciones se incrementa considerablemente conforme el
tejido adiposo aumenta su tamafio y el IMC se acerca a 26 kg/m? (2,3). En

décadas recientes la incidencia de obesidad ha aumentado dramaticamente,



convirtiéendose en una epidemia con graves consecuencias para la salud humana
en donde existe una asociaciébn con el aumento en las tasas de mortalidad,
morbilidad y discapacidad. El sobrepeso y la obesidad representan el quinto riesgo

de muerte a nivel mundial (2).

La prevalencia de obesidad se ha duplicado en adultos y triplicado en nifios
durante los ultimos 20 afios aln en paises con una tasa baja de la enfermedad, en
2016 mas de 1,9 billones de adultos tenian sobrepeso a nivel mundial. De estos
mas de 650 millones eran obesos. Alrededor del mundo la prevalencia de
obesidad para nifios menores de 5 afios era de 41 millones los cuales tenian

sobrepeso o eran obesos (4).

De acuerdo con la OMS cada afio 2.8 millones de personas mueren por sobrepeso
u obesidad y en nuestro pais se les atribuyen mas de 50,000 muertes por afio. En
los dltimos 30 afos la prevalencia de obesidad en México se ha incrementado de
manera acelerada lo que ha llevado a nuestro pais a ocupar actualmente el

segundo lugar en obesidad en adultos y el primero en poblacion infantil (5).

En Meéxico, los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2018-2019, llevada a cabo por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) muestran que la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad en niflos de 5 a 11 afios es de 33.2% (3 de cada 10 nifios), en
adolescentes es de 36.3% (4 de cada 10 adolescentes), en adultos de 20 afios y
mas el porcentaje con sobrepeso y obesidad es de 75.2% (39.1% sobrepeso y

36.1% obesidad), porcentaje que en 2012 fue de 71.3% (Figura 1) (5).
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Figura 1. Porcentaje de poblacién con sobrepeso y obesidad mayor de 20 afios seglin su sexo en

México. Fuente: ENSANUT 2018 (5).

Existen diferentes factores que han sido propuestos como causales de la
obesidad, entre ellos se encuentran: el consumir alimentos con una alta densidad
energética, el sedentarismo, la raza, el sexo, la genética entre otros (4),
convirtiéendose en una enfermedad con componentes ambientales, fisiologicos y
emocionales, lo cual complica su tratamiento. Los cambios en el tejido adiposo se
deben principalmente a la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos, lo cual
provoca un desbalance en la produccién de la leptina y otras adipocinas,
causando una alteracion en la regulacion que ocurre entre la ingesta de alimentos
y la saciedad, acompafiado de una inflamacion crénica de bajo grado favoreciendo
el desarrollo de sindrome metabdlico (SM) y enfermedades cronicas no

transmisibles (ECNT) (6).



1.2 Obesidad e infecciones virales.

El estudio de la obesidad se ha dirigido a causas de origen dietético y de habitos,
asi como algunos genes y algunas condiciones psicologicas-emocionales que
podrian favorecer este padecimiento. Sin embargo, existen factores
medioambientales que podrian influir en la etiologia de este padecimiento, tales
como la microbiota, el uso de ciertos antibi6ticos algunos farmacos esteroideos,

entre otros.

Recientemente se ha establecido el vinculo entre ciertos virus con la aparicion y
propagacion de la obesidad tanto en animales como en humanos. Sin embargo, la
posibilidad de que la actual epidemia de obesidad pueda ser debida a un agente
infeccioso ha sido vagamente considerada (7,8). Existen evidencias de que
algunas infecciones podrian ser un factor causal de obesidad, incluyendo virus
humanos y no humanos, bacterias e incluso la microbiota intestinal. Estos
hallazgos llevaron a acufiar el término “infectobesidad”, para describir un posible
agente infeccioso de la obesidad, un nuevo concepto que ofrece una nueva
perspectiva sobre la etiologia infecciosa de esta enfermedad (9). A principios de la
década de los 80’s Wigand, et al., 1980 reportaron la identificacibn de un nuevo
tipo de adenovirus humano perteneciente al grupo D al que se sugirio fuera
nombrado adenovirus 36 (HAdV-36), este fue aislado de las heces de una nifia
alemana de 6 afios que padecia diabetes y enteritis (10). Aunque en ese tiempo
se desconocia la importancia patégena del nuevo virus, veinte afios mas tarde

este virus en particular, se empezé a mencionar como posible agente etiolégico en



la obesidad. Desde entonces, la mayoria de los estudios sobre obesidad
infecciosa se han centrado en adenovirus especialmente en el tipo 36, ya que se
ha encontrado una mayor prevalencia de anticuerpos contra HAdV-36 en personas

obesas (11).

Entre los virus que se han asociado a obesidad en varios modelos experimentales
se ha encontrado evidencia de infectobesidad por cinco agentes virales:
adenovirus, herpesvirus, bacteriéfagos, y virus causantes de encefalitis y hepatitis.
Entre estos, los adenovirus, HAdV-5 y HAdV-36 son los que presentan una mayor

asociacion con obesidad (12).

1.3 Adenovirus

1.3.1 Generalidades.

Los adenovirus fueron descritos por primera vez en 1953 por Rowe vy
colaboradores, durante el establecimiento de cultivos celulares de amigdalas y
tejido adenoideo, encontrando un agente transmisible que destruia las células

epiteliales (13).



1.3.2 Clasificacion.

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, existen cinco géneros de
adenovirus Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus e
Icthadenovirus. Hasta la fecha del género Mastadenovirus se han identificado mas
de 100 genotipos causales de infeccion en humanos clasificados en siete grupos
qgue van de la A-G, basados en propiedades de hemaglutinacion y parentesco

genético (14).

1.3.3 Epidemiologia.

Los adenovirus son ubicuos, poseen una distribucion mundial y son inusualmente
resistentes a agentes fisicos y quimicos y a condiciones adversas de pH lo que
permite una supervivencia prolongada fuera del organismo soportando incluso
radiacion UV. Se encuentran asociados con diferentes enfermedades clinicas
incluidas enfermedades respiratorias, gastroenteritis y conjuntivitis. La infeccion
puede ser asintomatica o grave en pacientes inmunocomprometidos causando
insuficiencia respiratoria, infeccion diseminada, cistitis hemorragica, enfermedad
neuronal y muerte. La enfermedad puede ocurrir esporadicamente y parecen no

tener una estacionalidad reconocida (14-17).

Aunque las caracteristicas epidemiologicas del serotipo de adenovirus difirieren,
todos se transmiten por contacto directo, transmisiéon fecal-oral y, en ocasiones,

por transmisibn ambiental (agua contaminada) (15,18). Ademas, pueden



propagarse a través de fomites y por el aire a través de estornudos y tos y todas

las edades son susceptibles a infeccion (15,19).

Los tipos 1, 2, 5, 6 y 7 pertenecientes al grupo C son los principalmente reportados
en la mayoria de las poblaciones para infecciones del tracto respiratorio en nifios.
Algunos tipos del grupo D 8, 19 y 37 se asocian a queratoconjuntivitis endémica,
aunque por lo general causan infecciones asintomaticas. La infeccion respiratoria
aguda (IRA) es la mas frecuente y esta asociada con el tipo 4 miembro Unico del
grupo E (14). Se sabe que en invierno los serotipos 4 y 7 causan enfermedades
respiratorias en reclutas militares donde alrededor del 25% requieren
hospitalizacion debido a fiebre y dolor (15,19). Los adenovirus entéricos causantes
de gastroenteritis generalmente en nifios son de los serotipos 40 y 41
correspondientes al grupo F. Adenovirus del grupo B tipo 11 causa enfermedades
como cistitis y nefritis (14). Se ha sugerido que existe una conexion entre
adenovirus D tipo 36 y obesidad (14,15,19). Segun datos del sistema de
notificacion de tipos de adenovirus, los tipos de adenovirus humanos mas
comunmente reportados durante 2003 a 2016 en los Estados Unidos fueron los
serotipos 1, 2, (grupo C), 4 (grupo E) y 3, 7 y 14 (grupo B), los cuales
representaron el 85.5% de todos los tipos reportados (n=1,283), y siendo los mas
comunmente reportados los del tipo 2 y tipo 3 (16). En Argentina las infecciones
del tracto respiratorio parecen contribuir con un 20 a 30% del total de los casos.
Estas infecciones pueden provocar complicaciones como bronquitis necrotizante

aguda, bronquiolitis, meningitis y encefalitis que pueden ser fatales (15,19).



En México, en un estudio se analizaron 118 muestras de exudados faringeos que
fueron referidas al Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos (INDRE)
de la Secretaria de Salud, del 2001 al 2003 que incluyeron muestras provenientes
de los estados de la Republica Mexicana de pacientes con IRA, de cualquier edad
y sexo. Del D.F y Nayarit se presentaron HAdV-1, HAdV-2 y HAdV-5, los estados
de Michoacan HAdV-2 y HAdV-5, y Tamaulipas, Hidalgo y Yucatdn HAdV-5. De
los casos estudiados 22 de ellos fueron menores de 13 afios (81%) y 4 adultos.
Lépez y colaboradores del InDRE, realizaron un estudio de 1995 al 2000, con
muestras provenientes de pacientes con diagnostico presuntivo de IRA; reportaron
que de 8,029 muestras analizadas por inmunofluorescencia indirecta, 94 (1.17%)
fueron positivas a adenovirus, ademas observaron que las infecciones por este

virus no presentan un patron estacional aparente (20).

1.3.4 Estructura.

Los adenovirus son virus de DNA de doble cadena de 36 Kb que codifica
alrededor de 40 genes. La particula viral estd formada por 12 proteinas llamadas

[I-1X, Illa, IVa, u , proteina terminal y la proteasa viral p23 (Figura 2) (17).

La nucleocapside o core estd rodeada por una capside de proteinas con una
geometria icosaédrica sin envoltura. La capside se compone de 252 capsOmeros:
240 hexones conformando los lados de la superficie icosaédrica y 12 pentones en
los vértices del icosaedro. Cada pentdn consiste en una base de pentén y una

fibra que protruye a partir de estos. Las fibras consisten en un eje delgado con una



cabeza globular y estan involucradas en el proceso de union de la particula viral a

la célula huésped (Figura 2) (13,17,18).
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' Fibra A Proteina IX @ Proteina V

Figura 2. Morfologia y estructura del virion en los adenovirus humanos (17).

1.3.5 Ciclo de replicacion.

El ciclo replicativo de los adenovirus inicia cuando el virion interactia con la célula
a través de la interaccién de la glicoproteina fibra con el receptor coxsackie-
adenovirus (CAR) permitiendo la interaccion del pentdén con las integrinas alfa-
betas y alfay-betas, o que provoca la reorganizacion del citoesqueleto de g-actina y

la entrada del virus por endocitosis mediada por clatrina.



Una vez en el endosoma la particula viral parcialmente desensamblada es
liberada al citoplasma y ésta migra por medio de microtibulos a los poros
nucleares donde el DNA viral entra al nacleo. En el ndcleo inicia la expresion del
genoma viral, la cual es cronolégicamente regulada, iniciando con la expresion de
los genes virales tempranos E1A, E1B, E2, E3 y E4, que codifican para proteinas
virales encargadas de establecer condiciones en la célula infectada que conducen
a la replicacion del genoma viral y la expresion de los genes tardios. Estos
codifican para las proteinas estructurales que se ensamblan con los nuevos
genomas llevando a la produccidon de la progenie viral que es liberada por lisis
celular. Los genes virales tempranos son ademas responsables de modificar el

metabolismo y de inhibir las defensas anti-virales de la célula (Figura 3) (13,17).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de adenovirus. La entrada del virus y la importacion del

genoma viral al ntcleo conducen a una reprogramacion de la expresion génica de la célula
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y a la expresion muy eficiente del genoma viral culminando con el ensamblaje de los

Nuevos viriones.

1.3.6 Patogénesis.

En el caso de los adenovirus se han descrito tres ciclos de infeccion.

Infeccién litica: se da en células epiteliales humanas, conlleva el ciclo de
replicacion completo, hasta la lisis celular desencadenando la respuesta inmune

inflamatoria por parte del huésped.

Infeccion cronica o persistente: generalmente cursa como asintomatica y por lo

regular ocurre en el tejido linfoide.

Transformacion oncogénica: se ha determinado en ratones, donde las proteinas
tempranas de adenovirus modifican la transcripcion y el ciclo celular culminando
en una transformacion de tipo maligno. La proteina E1A interactia con factores de
transcripcion y otras proteinas necesarias para la transcripcion desregulando la

apoptosis (13).
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1.4 Adenovirus 36 y obesidad.

Los virus adipogénicos mas ampliamente estudiados pertenecen a familia
Adenoviridae, siendo el HAdV-36 junto con HAdV-9 y HAdV-37, los mas asociados
a procesos obesogénicos. Estos virus son antigénicamente diferentes y por lo
tanto no hay inmunidad cruzada entre ellos ni con otros adenovirus humanos (21).
Algunos datos de revisiones sistematicas de articulos y meta-analisis
epidemiol6gicos en humanos muestran una robusta asociacion entre la presencia
de anticuerpos séricos contra el HAdV-36 y la obesidad en humanos

(11,12,18,21,22).

1.4.1 Adenovirus y obesidad en animales.

El efecto en la adiposidad de los adenovirus se ha estudiado desde 1990, cuando
se observo por primera vez el papel adipogénico de un tipo de adenovirus aviar en
pollos (SMAM-1) (23). SMAM-1 es antigénicamente similar al virus letal huérfano
de los embriones de pollo (CELO), que es comun entre las aves de corral en USA.
SMAM-1 induce la acumulacion excesiva de los depdsitos de grasa visceral,
aumentando de esta manera la adiposidad en los pollos al mismo tiempo que
disminuye la funcion inmune en los animales que resultan infectados. Este
adenovirus demostr6 ser infeccioso de manera significativa, causante de
obesidad, con el incremento de la grasa visceral de los huéspedes aun sin que

existan cambios en su ingesta alimentaria (23). En pollos que fueron infectados de
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manera experimental con HAdV-36, éste fue altamente adipogénico existiendo una
paradojica reduccion de los niveles séricos de colesterol total (CT) y triglicéridos
(TG), ademas de ser altamente infeccioso lo que sugiere una transmision
horizontal de la obesidad inducida por el virus, donde después de la transfusion de
una pequeiia cantidad de sangre del pollo infectado con HAdV-36 a otro animal, o
en aquellos que compartieron la misma jaula, los animales se volvieron obesos

(24).

Los adenovirus humanos HAdV-5 y HAdV-37 aumentan la adiposidad en
animales, y reducen los niveles de TG séricos en estos modelos; mientras que
otros adenovirus humanos como HAdV-2 y HAdV-31 no son adipogénicos (25,26).
En modelos animales utilizando pollos, ratas, ratones y primates infectados con
HAdV-36, se muestra que éste virus es adipogénico y que contrario a lo que se
esperaba, la presencia del virus reduce significativamente las concentraciones de
CT y TG, al mismo tiempo que aumenta la sensibilidad a la insulina en
comparacion con los controles no infectados (9,27-29). Algunos estudios
mostraron que las ratas infectadas con HAdV-36 tenian un aumento de peso y
ademas, mayor sensibilidad a la insulina y mejor captacion de glucosa (28).
Ademas, HAdV-36 en la infeccién con primates mostréO que estos tuvieron un
aumento de peso corporal del 15% al 30% y una reduccion del CT sérico después
de una infeccion natural con HAdV-36, por lo que se sugiere, que a pesar de que
el virus puede causar un aumento en la adiposidad, genera un efecto protector

previniendo las dislipidemias en los animales y personas que la padecen, debido a
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los cambios en el metabolismo celular que permiten una mejor captacion de

glucosa y un mejoramiento en la utilizacion de la energia celular (25).

Se sabe que HAdV-36 se transmite facilmente entre monos Rhesus mostrando
una aparicion de anticuerpos anti-HAdV-36 antes de 6 meses después de una
infeccion experimental. Se obtuvieron resultados similares en los tities y

hamsteres con una disminucion del CT en todos los modelos animales (27).

1.4.2 Anticuerpos contra HAdV-36 y obesidad en humanos

En humanos, HAdV-36 muestra mayor asociacion con el desarrollo de obesidad
(8,30). El primer estudio sobre la prevalencia de anticuerpos anti-HAdV-36 fue
hecho en humanos adultos en los Estados Unidos y mostré que de 502 sujetos
aproximadamente el 30% de los obesos y el 11% de los no obesos tendrian
inmunidad previa hacia este virus, mostrando una tendencia mayor en las
personas con obesidad. En este estudio, se tomaron en cuenta muestras de
sangre para determinar la presencia de anticuerpos contra HAdV-36 en pacientes
tanto normopeso como obesos, donde ademas fueron incluidas muestras de
gemelos, quedando demostrada una asociacion (p< 0.001) entre la presencia de
anticuerpos séricos contra HAdV-36, su relacién con un aumento del peso corporal
y la paraddjica disminucién de los lipidos (CT y TG), en comparacion con los
sujetos negativos para anticuerpos de HAdV-36 (p< 0.003); independientemente

de la edad, sexo y sitio de recoleccién de los sujetos de estudio. De este modo
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HAdV-36 es asociado con un incremento en el peso corporal y una disminucion de

los niveles séricos lipidicos (29).

Actualmente, existen cuatro metanalisis que detallan las investigaciones hechas
con anticuerpos séricos utilizando la técnica de ensayo de neutralizacion en suero
(ENS) o ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) contra HAdV-36
para determinar su relacion con obesidad en humanos. El primer estudio es de
2012 por Yamada, et al., considerando un total de diez estudios transversales
observacionales de casos y controles y cohortes de paises europeos, asiaticos y
norteamericanos. Son 7 estudios de poblacion adulta de entre 40 a 45 afios y 3
estudios infantiles de entre 11 a 14 afos, 8 estudios contemplan IMC, 7 CT, 6 TG,
5 lipoproteinas de alta densidad (HDL) y glucosa sérica y 4 de ellos lipoproteinas
de baja densidad (LDL). Solo las cohortes de Estados Unidos mostraron un riesgo
mayor de aumentar el IMC en la infeccién con HAdV-36 en un (3.2 Kg/m?). No se
encontraron diferencias en cuanto a IMC o parametros bioquimicos en la
poblacién asiatica entre aquellos seropositivos y seronegativos para HAdV-36. No
se encontro relacion en cuanto al tipo de sujeto (adulto o nifio), sexo, posicion
geografica con el riesgo de obesidad en ningun estudio. Se concluyd que existe un
riesgo de obesidad significativamente mayor asociado a infeccion con HAdV-36 en
personas con IMC= 30 que aquellas con IMC menor (IMC2 27 kg/m? vs. IMC< 27
kg/m?. OR= 3.59 vs.1.33). No se encontraron diferencias significativas entre
seropositivos versus seronegativos en cuanto a parametros bioquimicos y

circunferencia de cintura sugiriendo que la infeccion con HAdV-36 se encuentra
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mayormente asociada con acumulacion de la grasa subcutanea que con de grasa

visceral (31).

El segundo metanalisis es del afio 2014 de Shang, et al., aqui se contemplan 11
estudios, 7 en adultos y 4 en niflos con un tamafo de la muestra de casi 6,000
personas. Encontrandose que el riesgo de padecer obesidad es significativamente
mayor en individuos infectados por HAdV-36. En este estudio el tipo de sujeto si
se relacion6 con el riesgo de obesidad siendo éste mayor en nifios que en adultos.
No hubo relacién con el pais de origen y en los adultos se determiné que el riesgo
es mayor a mayor IMC (IMC= 30) (OR= 1.89 para un IMC= 30 kg/m? vs. OR=0.78

para un IMC< 30 kg/m?) (11).

El tercer metanalisis es del afio 2015 por Xu, et al., donde los estudios
contemplados suman 24 aumentando el tamafio de la muestra a 10,191 sujetos y
donde el 67% de los estudios fueron publicados de 2012 a 2015. 17 estudios
encontraron asociacion de infeccion de HAdV-36 con obesidad humana. Se
consideran 3,988 sujetos obesos y 2,991 normopeso, teniendo mayor riesgo de
obesidad los seropositivos para HAdV-36. En el analisis por subgrupos se
determind que el riesgo era mayor para adultos que para nifios. 16 estudios que
contemplaron el pardmetro del IMC encontraron que de 5,356 sujetos 1,390 fueron
seropositivos para HAdV-36 y 3,866 fueron seronegativos para el virus,
concluyendo que la infeccion se asocia con un riesgo creciente de aumento de
peso. En 4 estudios de un total de 570 nifios. 182 de ellos fueron seropositivos y

388 seronegativos para HAdV-36 mostrando un puntaje z mayor en los
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seropositivos que en los seronegativos aunque no fue estadisticamente

significativo (32).

El altimo metandlisis publicado hasta el momento es del afio 2022 por Marjani, et
al., donde se enfatiza el hecho de que existe una relacion entre adenovirus y
obesidad, enfocada a adolescentes. Considerando el analisis en publicaciones de
cohortes y casos y controles de los afios 2015 a 2020 realizados en personas
obesas y controles magros. En este estudio si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los casos y los controles (OR= 1.84; IC 95%,
1.39-2.43), especialmente en menores de 18 afios (OR= 2.44; IC 95%, 1.85-3.22).
determinando que existe asociacion estadisticamente significativa entre

adenovirus y obesidad (33).

En México, existen muy pocos estudios reportados sobre la prevalencia de
anticuerpos contra HAdV-36. El estudio de 2013 de Parra-Rojas et al., evalué a
157 nifios de 6 a 11 afios de edad en escuelas urbanas de la comunidad de
Chilpancingo, Gro. 75 fueron normopeso y 82 obesos. En la prueba de anticuerpos
séricos por ELISA se encontré una mayor seropositividad en los obesos (73.9%)
gue en los no obesos (58.6 vs 41.4%, p= 0.007), los positivos para HAdV-36 se
asociaron con obesidad (OR= 2.66, p= 0.01) y HDL< 40 mg/dL (OR= 2.85, p=

0.03). No se encontraron diferencias en otros parametros antropométricos (34).

En un estudio que incluyé a 1,400 adultos hispanos en San Antonio Texas,
Estados Unidos, se encontré que la mayoria de los sujetos con sobrepeso (IMC

25-30 kg/m?) y obesidad (IMC> 30 kg/m?) fueron seropositivos para HAdV-36 de
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834 mujeres 132 (15.8%) y de 566 varones 72 (12.7%) fueron positivos, los cuales
mostraron mayor adiposidad corporal e indices de insulina menores a los
seronegativos. Los positivos para HAdV-36 del grupo normopeso (IMC< 25 kg/m?)
tuvieron mayor control glicémico. Encontrando que existe una asociacion de
HAdV-36 con un mayor porcentaje de grasa corporal en humanos seropositivos

(35).

La evidencia basada en los estudios observacionales no nos permite determinar
una relacion causa efecto entre la infeccion por HAdV-36 y la obesidad en
humanos ya que no podemos respaldar que la infeccion haya ocurrido previo al
desarrollo de obesidad o que las personas que hayan estado expuestas al virus
fueran sujetos con sobrepeso u obesidad desde antes de la infeccion. Sin
embargo, los datos respaldan la evidencia de que HAdV-36 esta correlacionado

con la obesidad en humanos.

1.4.3 Presencia de DNA de HAdV-36 en tejido adiposo humano.

En particular, la informacion sobre la presencia del DNA de HAdV-36 en tejido
adiposo humano es limitada. En 2012 Goossens, et al., en 31 pacientes
holandeses y belgas con obesidad severa, no se detect6 DNA adenoviral por PCR
en las biopsias de tejido adiposo obtenidas de intervenciones quirlrgicas. La
seroprevalencia en 509 muestras de suero fue de 5.5% notando que aumentaba
con la edad, no encontrando diferencias significativas entre el IMC de los

seropositivos y seronegativos (36).
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En las investigaciones realizadas por Ponterio, et al., en el 2015, se estudio el
tejido adiposo visceral proveniente de biopsias de 21 pacientes italianos mayores
de edad, 8 hombres y 13 mujeres, a los que se les midieron parametros
antropomeétricos y bioquimicos. Se excluyeron pacientes con enfermedades
cronicas y virales. La detecciéon de DNA de HAdV-36 se realiz6 por PCR punto
final y se comprobd por secuenciacion. Los pacientes aceptados para el estudio
tuvieron un IMC de entre 25 y 54 Kg/m? considerados en las categorias de
sobrepeso y obesidad. De las biopsias de tejido adiposo se extrajo el DNA total
con la intencion de amplificar el gen E4 orf-1. Los autores determinaron que 19%
de los pacientes presento infeccion por HAdV-36 en el tejido adiposo visceral,
aunque no se encontraron diferencias significativas en los niveles de CT, TG y

glucosa sérica en ayunas en el suero de estos pacientes (37).

Asi mismo, en un estudio realizado en Turquia, Ergin et al., en 2015 utilizaron 49
muestras de tejido adiposo de liposucciones de adultos con un IMC 230 kg/m?. En
estas muestras, no se detectd6 DNA de HAdV-36 por PCR punto final y anidado en
ninguna de las muestras. Seis muestras (12.2%) fueron seropositivas para HAdV-
36. Tanto el IMC como los niveles leptina fueron mayores en los sujetos con
anticuerpos contra HAdV-36. Los niveles de adiponectina en suero fueron
menores en el grupo positivo para HAdV-36. No hubo diferencias significativas
entre ambos grupos para CT y TG. Aunque los niveles séricos fueron menores en

el grupo seropositivo (38).
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1.5 Mecanismos adipogénicos de HAdV-36.

1.5.1 La proteina E4 orf-1 de HAdV-36.

Las infecciones por virus desencadenan cambios metabdlicos en las células
huésped que respaldan las demandas bioenergéticas y biosintéticas de la
replicacion viral. Aun cuando no se conocen con certeza los mecanismos por
medio de los cuales los adenovirus reprograman el metabolismo celular, algunos
autores proponen que la proteina E4 orf-1 de HAdV-36 es necesaria para la
regulacion positiva inducida por adenovirus para el metabolismo de la glucosa de
la célula y suficiente para promover la glucolisis mediante la activacion de los
protooncogenes Myc. E4 orf-1 se encuentra en el nucleo y mejora la union de Myc
a los genes diana glucoliticos lo que resulta en la expresion de las enzimas
glucoliticas. Con lo anterior se promueve una mayor biosintesis de nucleotidos a
partir de intermediarios glucosidicos lo que permite una 6ptima replicacion del

virus (39,40).

Hasta la fecha la mayoria de los estudios sobre el efecto adipogénico de HAdV-36
han analizado el papel de la proteina viral E4 orf-1. Esta proteina viral induce un
aumento de la expresion y translocacion a la membrana de los transportadores de
glucosa 1 y 4 (GLUT1 y GLUT4 respectivamente) mejorando la captacion de
glucosa tanto en tejido adiposo como en musculo esquelético. Por otra parte, E4
orf-1 activa la via de sefalizacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa (P13K) incluso sin
la sefializaciéon de insulina, puesto que posee un dominio de unién a PDZ (PBM)

gue le permite interactuar con Drosophila disc large-1 (DLGL1), para translocarse a
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la membrana plasmatica y activar a RAS culminando en la activacién de PI3K y la

translocacién de GLUT1 y GLUT4 a la membrana (41).

E4 orf-1, también regula el aumento de la expresiébn de genes propios de la
adipogénesis, incluyendo los que codifican para enzimas esenciales del
metabolismo lipidico como la lipoproteinlipasa (LPS), proteinas de unién a
potenciadores como CCAAT, C/EBPa, C/EBPy, de importancia en etapas
tempranas de diferenciacion a adipocitos y otros procesos como proliferaciéon y
crecimiento celular (41); ademas de la expresion del receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma (PPARYy) al que se le considera un interruptor maestro
del desarrollo de adipocitos. PPARYy, es un receptor de hormonas nuclear que
ademas de controlar la diferenciacion y el desarrollo de adipocitos, es importante
en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina. PPARy es un factor
de transcripcion dependiente de ligando que es el receptor funcional de las
tiazolidinedionas antidiabéticas, ademas controla la expresion de genes implicados
en la homeostasis de la glucosa y la expresion de diferentes adipocinas como

resistina, adiponectina y leptina (42,43).

La infeccibn con HAdV-36 promueve la diferenciacion de células madre a
preadipocitos y posteriormente a adipocitos maduros conduciendo por una parte a
una hipertrofia (aumento del volumen de lipidos intracelulares) y a una hiperplasia
(aumento en el numero de células adiposas) del tejido infectado. Esto ocurre
basicamente por el incremento en la captacion de glucosa por la célula con el

subsecuente almacén del exceso de energia en forma de &cidos grasos. En la

21



figura 4 se esquematizan los mecanismos mediante los cuales se propone que

ocurre la adipogénesis mediada por HAdV-36 via E4 orf-1 (41).

-

Mecanismos adipogénicos de adenovirus 36
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Figura 4. Mecanismos adipogénicos de HAdV-36 sobre células madre. En general, el efecto
adipogénico de HAdV-36 consiste en incrementar la captacion de glucosa por el preadipocito asi

como por los adipocitos maduros, induciendo una acumulacion de lipidos intracelulares (41).

1.5.2 Estudios in vitro de transfecciéon con HAdV-36.

Se han utilizado distintas lineas celulares para determinar el efecto del HAdV-36
para inducir adipogénesis. Los experimentos in vitro utilizando células madre
humanas hematopoyéticas (hASC) de tejido adiposo primario apoyan la hipétesis

de que la infeccién con HAdV-36 en la linea celular hASC aumenta la adiposidad
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(42). En los mecanismos adipogénicos cronicos las células infectadas muestran
una menor oxidacién de la grasa e incremento en la lipogénesis de novo, asi como
alteraciones en la sensibilidad a hormonas como la insulina y la leptina. La
hormona leptina normalmente proporciona retroalimentacién negativa sobre el
apetito después de una acumulacion de lipidos, pero los adipocitos infectados

secretan menos leptina (40).

En estudios en lineas celulares de adipocitos de ratén (3T3-L1), HAdV-36
aumenta la adipogénesis y la diferenciacién de los adipocitos in vitro. El estudio de
Vangipuram, et al., 2007 explica que existe una reduccion en la secrecion de
leptina suprimiendo la expresion del RNA mensajero (mRNA) de la leptina en 52 a
58% de los casos, encontrando hasta un 51% menos de secrecion (p< 0.002)
entre 3 a 5 dias posinfeccion, lo que propicia un aumento de la captacion de
glucosa por parte de las células grasas en presencia de HAdV-36 incrementando

la adipogénesis en lineas de adipocitos 3T3-L1 (44).

Para determinar el efecto adipogénico de HAdV-36 se realizé un estudio en el que
se infectaron células musculares con HAdV-36, o con el virus no adipogénico,
HAdV-2 y utilizando células no infectadas como control negativo, se encontré que
HAdV-36 redujo significativamente la oxidaciéon de acidos grasos (p< 0.01),
mientras que la infeccibn con HAdV-2 no mostr6 cambios en la oxidacién de
acidos grasos. El uso de rojo oleoso en las células mostr6 que habia una
acumulacion sustancial de grasas en las células musculares infectadas con HAdV-
36 (35,40,45). De esta forma, se podria explicar el efecto de HAdV-36 sobre el

adipocito y como contribuiria al desarrollo de la obesidad (40,42).
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1.5.2 Estudios in vivo de infeccién con HAdV-36.

Sumado a lo anterior, se encontré que la infeccion experimental de ratas con
HAdV-36 mejora la sensibilidad a la insulina y promueve la adipogénesis muy
similar al efecto de farmacos antidiabéticos como las tiazolidinedionas (46,47)
mejorando la hiperglucemia en ratones a pesar de una dieta alta en grasas sin
reducir la adiposidad, ya que como se mencion6 anteriormente la proteina viral E4
orf-1 regula al alza la expresion de transportadores de glucosa que llevan glucosa
dentro de la célula donde posteriormente la sintasa de acidos grasos convierte el

exceso de glucosa en acidos grasos (40, 51-53).

1.6 Respuesta inmune en obesidad con HAdV-36.

Existe una asociacion de la obesidad con la inflamacién de bajo grado, esto
debido a la activacion cronica del sistema inmune innato, que podria culminar en
la subsecuente resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e incluso
diabetes. Datos recientes indican que en las personas con obesidad existe una
mayor infiltracion de macrofagos que son una fuente importante de citocinas,
donde ademas los adipocitos hipertrofiados de igual manera pueden producir
dichas citocinas proinflamatorias tales como la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6),
resistina, e inhibidor del activador del plasminégeno-1. Sin embargo, adicpocinas

como la adiponectina se encuentran poco expresadas en personas con resistencia
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a la insulina asociada a obesidad, siendo la adiponectina un inhibidor de la
gluconeogénesis hepatica que ademas promueve la oxidacién de acidos grasos
por el musculo esquelético y contrarresta los efectos proinflamatorios de TNF en la

pared endotelial de la arteria posiblemente previniendo la aterosclerosis (51,52).

La induccion de la produccién de citocinas proinflamatorias en células infectadas
con HAdV-36 promueve la infiltracion de leucocitos incluyendo macréfagos al
tejido adiposo, aunque adn no estan bien determinadas las vias por las cuales
ocurre esto (53). Se ha encontrado que los niveles de la citocina proinflamatoria
MCP-1 son mas elevados en humanos seropositivos para HAdV-36 con sobrepeso
y obesidad que en sujetos HAdV-36 seronegativos, lo que podria explicar en parte

la presencia de células blancas en el tejido adiposo (53).

La infeccion con HAdV-36 podria inducir obesidad a través de la inflamacion, y
MCP-1 puede ser un regulador clave de la obesidad inducida por HAdV-36 en
ratones infectados. En un estudio con ratones de tipo silvestre (WT) y ratones
Knock-out (KO) para (MCP-1 -/-) HAdV-36 provocd inflamacion cronica
aumentando los niveles de MCP-1, activando el factor nuclear de transcripcion
kappa B (NF-kB), induciendo la infiltracion de macréfagos en adipocitos, vy
alterando el metabolismo lipidico resultando en una mejora del control glicémico
dentro del grupo de ratones WT infectados con HAdV-36 de manera
intraperitoneal. Mientras que los ratones KO (MCP-1 -/-) a pesar de la infeccién
con HAdV-36 se encontraron protegidos de la inflamacién y la obesidad inducida
por HAdV-36. De este modo la inflamacién puede desempefiar un papel en el

mantenimiento de la obesidad, sugiriéndose que la inflamacion provista por MCP-1
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puede contribuir al incremento de la adipogénesis (53-56). Por otro lado, se ha
informado de que MCP-1 es responsable de la obesidad, la resistencia a la
insulina, esteatosis e infiltracion de macr6fagos en tejido adiposo en ratones
transgénicos y ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasas, donde; la
inhibicion de MCP-1 mejora la resistencia a la insulina, la esteatosis hepética y de

igual forma disminuye la acumulacién de macréfagos (54).

Funcionalmente, hay diferentes poblaciones de macréfagos que estan asociados
con la reparacién de tejidos lesionados y la resolucién de la inflamacion y otros
gue promueven la inflamacion. Esto se debe a que los macrofagos polarizan o
cambian su fenotipo dependiendo de los estimulos extracelulares que reciban
(56). Los macrofagos se pueden clasificar en dos poblaciones principales que
muestran fenotipos distintivos: macréfagos M1 "proinflamatorios” y macréfagos M2
"antiinflamatorios”, los cuales en el tejido adiposo se encuentran en proporciones
de 10 y 40% respectivamente, donde este radio se ve aumentado en ratones
obesos inducidos por una dieta alta en grasas (55). Por lo tanto, se ha demostrado
gue los macrofagos que se acumulan en el tejido adiposo de ratones obesos son
aquellos que expresan principalmente genes asociados con M1 o fenotipo de
macrofagos “clasicamente activados”, mientras que los macréfagos de tejido
adiposo de ratones magros expresan genes asociados con un M2 o
"alternativamente activados" (57). En ratones infectados con HAdV-36 se observa
gue después de la primera infeccion la poblacion de macréfagos M1 aumenta
robustamente, aumentando la relacion M1/M2 indicando inflamacion aguda en

respuesta a la infeccion por HAdV-36. Sin embargo, a las 12 semanas después de
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la infeccion la poblacion de M2 aumentd considerablemente en el tejido adiposo
sin verse modificada la cantidad de M1, lo que condujo a una reduccion de la
relacion M1/M2 en los ratones infectados con HAdV-36; contrario a lo observado
en ratones control alimentados con una dieta alta en grasas donde se observé una
relacion mayor entre M1/M2 dentro del tejido adiposo, denotando en estos una
inflamacién crénica con una poblacion de macrofagos M1 mayor a la de M2.
Indicando una respuesta inflamatoria diferente ante la obesidad inducida por

HAdV-36 versus dieta alta en grasas (41).

Ademas, la formacion de vasos sanguineos inducida en la infeccion por HAdV-36
(angiogénesis) en los adipocitos aumento la expresion de factores angiogenéticos,
angiopoyetina-1, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2) en ratones de tipo salvaje. Esto indicé que la
inflamacion es necesaria para la angiogénesis inducida por HAdV-36, que
contribuye al mantenimiento de la expansion del tejido adiposo. En general, la
inflamacion inducida por HAdV-36 es beneficiosa para las enfermedades

metabolicas (41).

La infeccion por HAdV-36 induce obesidad al promover la capacidad de expansion
del tejido adiposo, la inflamacion y la posterior angiogénesis. La obesidad mediada
por la infeccién por HAdV-36 alivia en general la alteracion metabdlica, debido a
gue la infeccion mejora el control glucémico en el tejido adiposo y suprime las
enfermedades metabdlicas consecuentes a una obesidad causada por

sobrenutricion. Ademas, la infeccion con HAdV-36 aumenta la actividad de las
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mitocondrias en el higado y, por lo tanto, esto también mejora el control glucémico

en los animales infectados por el virus (41).

Por otro lado, se tiene la teoria de que la infeccion por HAdV-36 puede mejorar la
activacion de M2 en la etapa tardia de infeccibn por virus afectando las
expresiones y/o la actividad de los reguladores epigenéticos implicados en la

polarizacion de los macrofagos (41,58).

1.7 Inflamacion de bajo grado.

En sentido general la inflamacién es una respuesta del sistema inmunoldgico
cuando éste se enfrenta a estimulos que son censados como noxas 0 agresiones
para el organismo ya sean estos causados por patégenos, células en mal estado,
compuestos toxicos o incluso radiacion; de esta forma el sistema inmunitario actia
eliminando dichos estimulos iniciando el proceso de curacion. Es por ello, por lo
gue la inflamacién es parte fundamental de la defensa como un mecanismo
necesario para contribuir a la restauracion de la homeostasis del tejido dafado.
Cuando la inflamacion ocurre de manera normal, el proceso se conoce como
inflamacion aguda y se lleva a cabo de forma transitoria; y una vez que la funcion
del tejido logra restablecerse la inflamacion ya no es necesaria. Sin embargo, la
inflamacion aguda no controlada tiene el potencial de volverse inflamacién croénica

la cual contribuye al desarrollo de enfermedades crénicas inflamatorias (59-61).
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Los signos y sintomas que caracterizan la inflamacion son dolor, calor,
enrojecimiento, hinchazon y la disfuncion del tejido, todo esto debido a la
respuesta por parte del sistema inmunoldgico y vascular en el sitio afectado.
Durante un proceso inflamatorio ocurren cambios en la permeabilidad vascular,
ademas de la liberacion de mediadores inflamatorios que propician el
reclutamiento de células blancas y su posterior acumulacion en el tejido lesionado.
Los procesos de inflamacion comparten un mecanismo comdn que se puede
resumir de la siguiente manera: 1) los estimulos nocivos son reconocidos por
receptores de patrones moleculares; 2) se induce la expresion de las vias
proinflamatorias; 3) los marcadores inflamatorios son liberados al torrente

sanguineo y 4) las células inflamatorias son reclutadas al sitio del dafio (61).

Un factor importante en la inflamacion asociada a la obesidad es la activacion de
los receptores de tipo toll (TLR), en particular la de TLR-2 y TLR-4. Los TLR son
una familia de receptores que pertenecen al sistema inmune innato, que
generalmente son activados por patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPSs), como el lipopolisacéarido (LPS), y que inducen inflamacién a través de la
via del NF-kB. A pesar de que los TLR se expresan de manera ubicua, se ha
observado que la expresion de los TLR-4 se encuentra elevada en el tejido
muscular y adiposo en condiciones de obesidad, de igual forma mediante la via
NF-kB la expresion de diversos marcadores proinflmatorios como es el caso de

TNF e IL-6 también se encuentra aumentada (62).
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1.7.1 TNF.

TNF, es una citocina producida principalmente por macrofagos y linfocitos en
respuesta a endotoxemia, inflamacion y cancer. Los adipocitos expresan tanto
TNF como sus receptores. En el estado de obesidad la expresion del mRNA de
TNF se encuentra aumentada en tejido adiposo, sin embargo; los niveles séricos
parecen no afectarse y se ha sugerido que la produccion de TNF esta restringida a
tejido adiposo. In vitro en células adiposas TNF induce la expresion de genes
como el propio NF-kB, citocinas como IL-6, factores de crecimiento y moléculas de
sefalizacion. Los genes inhibidos incluyen GLUTA4, lipasa sensible a hormonas,
acetil-CoA sintetasa, adiponectina y PPAR-y y su exposicion prolongada produce
una disminucion de receptor de insulina (RI), sustrato de receptor de insulina 1

(IRS-1), proteina quinasa B (PKB) y GLUT4 (63).

TNF ejerce su efecto sobre la funcion celular al unirse a dos receptores
especificos de la superficie celular TNF-R55 y TNF-R75, estudios recientes han
mostrado que TNF se sobreexpresa en el tejido adiposo durante la obesidad
humana y se encontré que las concentraciones solubles de dos receptores de TNF
se hallaban elevadas en la obesidad. Durante la pérdida de peso en humanos la
concentracion sérica de TNF disminuye, al mismo tiempo que ambos receptores
aumentan lo que se podria explicar como una contrarregulacion para evitar una

pérdida de peso aun mayor (63).
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1.7.2 IL-6.

La IL-6 es una citocina proinflamatoria que también es secretada por sistema
inmune, fibroblastos, nudcleos hipotalamicos y tejido adiposo, cuya expresion
aumenta en tejido adiposo con resistencia a la insulina, IL-6 eleva la concentracion
de acidos grasos libres (AGL) e inhibe la sefializacién de la insulina al unirse a su
receptor de la via de sefializacion JAK-STAT (JAK/STAT). La obesidad también
puede promover diferentes tipos de cancer como cancer de higado y colorrectal
gue son debidos en parte a la inflamacion crénica de bajo grado causada por la
obesidad. En particular, el reclutamiento y activacion de diversos conjuntos de
células inmunes como macrofagos (proinflamatorios M1 y antiinflamatorios M2),
células T y células B en donde estas ultimas inhiben a las células T reguladoras en
el tejido adiposo blanco, hace que aumente ain mas la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF e IL-6 quienes no solo perjudican la accion de la
insulina en 6rganos metabdlicos como el tejido adiposo blanco, higado, musculo,
pancreas e incluso sistema nervioso central. Del mismo modo estas citocinas

contribuyen favoreciendo la aparicién de cancer (64).

1.7.3 Interferbn gamma (INF gamma).

La funcion antiviral de los macréfagos, los linfocitos T y las células asesinas

naturales (NK), se encuentra regulada en gran parte por el INF gamma. En la
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inflamacién sistémica y la resistencia a la insulina presentes en la obesidad
los macréfagos son piezas clave en la mediacién de estos procesos y
aungue no se conoce del todo el papel del INF gamma en la regulacién de
la inflamacion en la obesidad existen algunos experimentos que sugieren un
efecto del INF gamma en la inflamacién y el control glicémico durante la
enfermedad de obesidad; donde se cree que tiene una participaciéon en los
mecanismos sobre la adipogénesis y consecuente angiogénesis, la
expresion de citocinas proinflamatorias y el fenotipo que adoptan los
macrofagos. En un estudio con ratones KO para INF gamma y ratones
control WT, ambos con una dieta normal y una dieta alta en grasas durante
13 semanas, fueron sometidos a pruebas de sensibilidad a la insulina para
su posterior sacrificio donde mostraron que los WT con una dieta alta en
grasas desarrollaron inflamacion sistémica y resistencia a la insulina,
ademas en su tejido adiposo pudo comprobarse la infiltracion de células
inmunes incluyendo macroéfagos, células T y células NK. Mientras que los
ratones obesos KO para INF gamma mostraron una ligera mejora en cuanto
a la sensibilidad a la insulina, adipocitos de menor tamafo, infiltracion de
macrofagos con fenotipo M1 y una disminuida secrecion de interleucinas

proinflamatorias (65).
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1.8 Tejido adiposo.

La obesidad induce un aumento del tejido adiposo, el cual hasta hace poco era
considerado como una mera reserva de energia. Tradicionalmente se han
distinguido dos tipos de tejido adiposo el tejido adiposo blanco y el tejido adiposo
pardo. El tejido adiposo blanco esta constituido por un tipo de adipocitos cuyas
células poseen una forma redonda generalmente grandes (25-200 mm)
caracterizadas por tener una gota lipidica de un solo compartimento o unilocular,
la cual esta rodeada por una delgada capa de citoplasma, en cuyo espacio se
localizan muy pocas mitocondrias y el nucleo con apariencia plana desplazado
hacia la periferia celular. Las principales funciones del tejido adiposo blanco son la
acumulacion de energia en forma de TG, el aislamiento térmico y la secrecion de
citocinas y adipocinas que regulan diversos procesos biologicos de forma
autocrina, paracrina y endocrina. En contraparte, la grasa parda posee adipocitos
cuyas células son mas pequefias que las blancas (15-60 mm) y la forma de estos
suele ser poligonal, en lugar de una sola gota lipidica se encuentran varias gotas
de lipidos en organizacion multilocular, en su citoplasma existen maualtiples
mitocondrias y un nucleo con ubicacion central. La termogénesis adaptativa
mediante la activacion de la proteina desacoplante (UCP1) constituye la principal
funcién biolégica de la grasa parda, que también puede actuar como depdsito de
TG y secretar citocinas y adipocinas, aunque en menor medida que el tejido
adiposo blanco. Aproximadamente hace una década (en 2010) fue descubierto un

tercer y nuevo tipo de células grasas diferentes denominadas adipocitos beige
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ubicados dentro del tejido adiposo blanco, aunque su morfologia corresponde mas
bien a la de adipocitos pardos. La adquisicion de este fenotipo es similar a los
adipocitos pardos (presencia de gotas lipidicas multiloculares y un gran nimero de
mitocondrias) se produce tras la exposicion al frio o por estimulacion de receptores
b-adrenérgicos en un proceso denominado pardeado del tejido adiposo

(“fatbrowning” en inglés) (66,67).

En el presente estudio, el modelo celular de tejido adiposo con el que se trabajé es
el adipocito blanco. El tejido adiposo blanco es cuantitativamente el componente
mas variable del cuerpo desde un poco porcentaje de peso corporal hasta mas del
50% en animales y personas obesas. En mamiferos se encuentra tejido adiposo
dentro de la cavidad abdominal, debajo de la piel, dentro de la musculatura
(intermuscular) y dentro de los muasculos (intramuscular) y en algunos lugares
altamente especializados como la cuenca del 0jo. Los depésitos de tejido adiposo
también se encuentran en aves, reptiles y anfibios. El tejido adiposo blanco es un
tejido blando desprovisto de rigidez y bien provisto de capilares y terminaciones
nerviosas del sistema nervioso simpatico. Las funciones de la grasa blanca
pueden resumirse en cuatro principales: la mas clasica de todas, actuar como
reservorio de energia, formando, almacenando y descomponiendo acidos grasos
en equilibrio con la concentracion correspondiente en el torrente sanguineo.
Sintetizar lipidos a partir de excedentes de hidratos de carbono o proteinas.
Responder a estimulos hormonales y nerviosos. Secretar sus propias hormonas
(leptina, TNF, IL-6, adiponectina, etc.); y recientemente el tejido adiposo blanco

esta surgiendo como fuente importantisima de células madre adultas (68).
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2. JUSTIFICACION:

La obesidad es un problema grave de salud que afecta a todos los estratos
sociales tratdndose de una situacion directamente ligada a la dieta y a la actividad
fisica. Sin embargo, existen otros factores que pueden ser asociados tanto a la
etiologia como al desarrollo de esta enfermedad. Actualmente hay evidencia de
gue algunos patdgenos, particularmente virus pueden considerarse como
adipogénicos, es decir; que son capaces de aumentar el tejido adiposo por lo que
hoy en dia existe un término llamado infectobesidad, en donde el HAdV-36 ha sido
el virus con mayor prevalencia en los estudios clinicos en pacientes obesos. Por lo
anterior, es necesario estudiar la obesidad como una enfermedad multifactorial, en
donde cada agente etiologico pueda ser tomado en cuenta para abatir esta
epidemia que tiene consecuencias severas para la poblaciéon mundial. En México,
los casos de obesidad cada vez son mas preocupantes, ocupando los primeros
lugares de obesidad infantil y de SM en el caso de adultos, y se desconoce la
asociacion de HAdV-36 con esta enfermedad, asi como la prevalencia de este

virus en la poblacion mexicana.
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3. HIPOTESIS.

La presencia de HAdV-36 se correlaciona con la produccién de citocinas

proinflamatorias en el tejido adiposo de pacientes con obesidad y sobrepeso.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Establecer la asociacion entre la presencia del DNA de HAdV-36 con el IMC de los
pacientes y la produccion de citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo

subcutaneo.

4.2 Objetivos especificos.

1 Determinar la presencia de DNA de HAdV-36 en tejido graso

subcutaneo obtenido de muestras por liposuccion.

2 Cuantificar la expresion de citocinas proinflmatorias IL-6, TNF e INF

gamma en el tejido adiposo subcutaneo.
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3 Establecer la asociacion entre la presencia de DNA de HAdV-36 con el
IMC y la produccion de citocinas proinflamatorias de los pacientes

sometidos a liposuccion.

5. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

5.1 Disefio de estudio.

El presente estudio fue de disefio observacional analitico para evaluar la
asociacion de la presencia del DNA de HAdV-36 con la respuesta inflamatoria del
tejido adiposo subcutaneo y el IMC de las pacientes participantes, tomando como
variable independiente la presencia del DNA de HAdV-36 y como variable

dependiente la respuesta inflamatoria en el tejido adiposo y el IMC.

5.2 Universo de trabajo y muestra.

El presente protocolo fue en colaboracion con el Dr. Ramoén A. Gonzéalez Garcia-
Conde del Centro de Investigacion en Dinamica celular de la UAEM. Y con la
clinica de cirugia estética RENOVANCE del Dr. Luis Omar Araujo Montes. Donde
se proporciond la donacion de las muestras por parte de pacientes femeninas que
se sometieron a cirugia estética de liposuccion electiva quedando para este
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estudio un muestreo a conveniencia del investigador. Las muestras de tejido graso
obtenidas de aspirados fueron colectadas en el periodo de Enero a Agosto de
2019 y almacenadas en RNA later a -70° C hasta su procesamiento. Ademas de
cada paciente se cuenta con muestra de suero sanguineo y datos de IMC, edad y

bioquimicos como glucosa TG y CT.

Los criterios utilizados en la seleccion de pacientes fueron los siguientes:

Criterios de inclusion:

Pacientes de sexo indistinto mayores de edad, que se sometan voluntariamente al
procedimiento de liposuccion, clinicamente sanos, sin enfermedades cronicas

autoinmunes o virales y capaces de otorgar su consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

Pacientes con algun padecimiento cronico, autoinmune o aquellos de los que no

se pueda obtener el consentimiento informado.

Se obtuvieron para este trabajo un total de 21 muestras de pacientes femeninas
con un rango de edad de 25 a 41 afios y un IMC de 19.4 a 28.4 kg/m?. Durante
una entrevista se llevé a cabo la toma de datos personales de las pacientes y en el
proceso se les informd sobre el protocolo, para posteriormente obtener su
consentimiento informado por escrito. También fueron tomadas medidas

antropométricas de las pacientes tales como su peso y estatura para poder
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calcular su IMC. Su peso fue medido en kilogramos en una béscula omron portétil

y su estatura se midié con un estadiometro en centimetros.

El personal médico de la clinica tom6é muestras de sangre de las pacientes antes
de ingresar a cirugia para la evaluacion de los parametros bioquimicos como CT,
glucosa en ayunas y TG. Las mediciones bioquimicas se llevaron a cabo en

colaboracion con el laboratorio clinico de diagndstico clinico y molecular (DICLIM).

En este proyecto el manejo de datos personales esta restringido Unicamente al
personal de la clinica, las muestras de tejido se manejan con codigos por lo que se
garantiza el anonimato de las pacientes. Sin embargo, en cualquier momento se

pude solicitar consultar el historial clinico de estas pacientes.

5.3 Instrumento de investigacion.

Para la realizacion de este proyecto se empled la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) punto final para la deteccién del DNA de HAdV-36 en las
muestras de tejido graso humano. La obtencién de mRNA se obtuvo mediante la
técnica de Trizol (Tri) Reagent Zymo Research y la cuantificacion de la
concentracion del estado estable del mMRNA de las citocinas proinflamatorias se
llevé a cabo mediante densitometria en el programa de procesamiento de
imagenes digital ImageJ. Los detalles del manejo de muestras se muestran en la

figura 5.
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PCR (DNA de HAdV-36).
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Figura 5. Estrategia experimental. Para el estudio, se reclutaron pacientes adultas con IMC de 19 a
35 Kg/m?, las cuales se sometieron a liposuccion, de este procedimiento se obtuvo tejido graso
subcutidneo. Posteriormente se hizo una extraccién de DNA y de mRNA para la determinacion de

la presencia de DNA de HAdV-36 y de citocinas proinflamatorias (TNF, IL-6 e INF gamma).
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5.4 Desarrollo del proyecto.

5.4.1 Determinacion de la presencia del DNA de HAdV-36 en tejido adiposo
humano por PCR.

Extraccion de DNA.

Después de descongelar las muestras de las liposucciones de tejido graso
subcutaneo que fueron guardadas a -70° C en un ultracongelador se tomaron
disecciones de 0.5-0.6 g del tejido dentro de una campana de flujo laminar,

después el tejido se homogeneizo con 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2.

A 1 mL de tejido homogeneizado se afadieron 100 yL de una solucién de
proteinasa K a una concentracion de 100 pg/mL mas Tween 20 al 0.005%. El
tejido se Incubd por 1 h a 55°C para permitir la actividad de la proteinasa K.
Después de la incubacion la proteinasa K se inactivd durante 10 minutos a
95°C. La mezcla se centrifugd por 2 minutos a 14000 g y se recupero el

sobrenadante en un nuevo tubo.

El DNA obtenido se precipité con un volumen de isopropanol y 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M dejandolo a 4°C durante toda la noche. Después de
precipitar, se centrifugd a 14000 g durante 10 minutos a 4°C. Se recupero el pellet

y se dejo secar sobre una toalla de papel.

El pellet obtenido se lavé con 1 mL de Etanol al 70%, y se centrifugd por 5 minutos

a 14000 g 4°C. Al término nuevamente se recuperé el pellet y el DNA se
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resuspendié en 10 pyL de Tris HCI 10 mM pH 7.4. Concluida la extraccién de DNA,

las muestras fueron almacenadas a -20° C para su uso posterior.

Para el analisis de pureza y cuantificacion de DNA obtenido durante las
extracciones, se hicieron alicuotas con 1 uL de muestra obtenida de DNA en 100
pL de agua deionizada tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se midié la
absorbancia a 260, 280 y 230 nm en un espectrofotometro UV/VIS BioDrop DUO,
colocando 3 pL de muestra en la celda de lectura vigilando que el cociente
A260/A280 fuera cercano a 2.0 para asegurar que no exista contaminacién por
proteinas. Y que el cociente A260/A230 fuera cercano a 1.8 que indicara que no
exista contaminacion por compuestos fendlicos. Para la muestra blanco se
utilizaron 3 pL de agua DEPC. La cuantificacion se realiz6 calculando (A260 nm x

dilucion del DNA = DNA ng/uL).

Para comprobar que la extraccion de DNA fue exitosa se realiz6 un PCR punto
final utilizando oligonucleétidos para amplificar un gen celular de expresion
constitutiva como es el caso del gen Ul, para posteriormente determinar la
presencia de DNA de HAdV-36 con oligonucleodtidos especificos para amplificar
una regiéon variable del gen que codifica la proteina del hexén de HAdV-36. (ver
tabla 1). El producto del PCR fue analizado en geles de agarosa al 2% tefidos con
bromuro de etidio, en los que se detectdé una banda de 184 pb correspondiente al
producto de amplificacién especifico para el DNA de HAdV-36 y una banda de 116

pb para el gen Ul. Los reactivos para la reaccion de PCR se detallan en la tabla 2.
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Oligonucledétidos para la reaccion de PCR punto final

QOligonucledtido Secuencia 5. ¥ Tm °C PM
(amplicon)
U1 Forward Reverse
(gen celular) ACCTGGCAGGGGAGATACCAT TTCCACATTCCTCCGCATGG
62 116 pb

Adenavirus 36 Forward: Reverse:

(gen de la CCGTGTGGTTAAAGAGCAGC TTCCACATTCCTCCGCATGG 64 184 pb

proteina del

hexan)

B-actina Forward: Reverse:

(Gen celular) GCTCCGGCATGTGCAA ACTACCTCATGAAGATCCT 55 541 pb

(cDNA)

IL-6 Forward: Reverse: 55 159 pb
AACCTGAACCTTCCAAAGATGG TCTGGCTTGTTCCTCACTACT

TNF Forward: Reverse: 60 139 pb
CTGTAGCCCATGTTGTAGCAAAC ATGAGGTACAGGCCCTCTGAT

INF gamma Forward: Reverse: 63 182 pb
GCAGAGCCAAATTGTCTCC GGACATTCAAGTCAGTTACC

Tabla 1. Oligonucledtidos para PCR punto final. Empleados para la amplificacion de DNA

genomico, viral y para citocinas proinflamatorias.

Reactivos para la reaccion de

PCR con U1
Thermo Scientific™
Reactivo: Cantidad en pL
DNA (100-200 ng) 15
MgCl, (25mM) 45
(NH.)SO, (10x) 15
KCI(10X) 15
Fw (10 pM) 05
Rv (10 pM) 05
Dntps (2 mM) 20
Taq polimerasa 0625
(5 UluL)

H,O (cbp 30pl)

Tabla 2. Reactivos de PCR para amplificar U1.

Las muestras fueron corridas en PCR punto final empleando las siguientes

condiciones: Para HAdV-36: 3 min 95°C; 1 min 95°C; 1 min 64°C; 30 min 72°C; 3
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min 72°C. Por 40 ciclos. Para ul: 3 min 95°C; 1 min 95°C; 1 min 62°C; 30 min

72°C; 3 min 72°C; 10 min 72°C. Por 35 ciclos.

Los productos de la amplificacion fueron analizados en un gel de agarosa al 2%,

realizando el siguiente protocolo:

Para el gel de agarosa al 2%, se pesaron 2 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE
(Tris 40 mM, acido acético 19 Mm, EDTA 1 mM) a pH 7.5. A la mezcla se
agregaron 10 pL de bromuro de etidio. La preparacion se calent6 en microondas
hasta obtener una mezcla homogénea y transparente. Una vez que la agarosa se
enfridé un poco, se vertio en un molde para electroforesis con un peine para marcar
los pocillos. Cuando la mezcla gelifico se retird el peine del gel y éste se coloco en

una camara para electroforesis la cual se llené con TAE hasta cubrir el gel.

Sobre una tira de papel parafiim Bemis se mezclaron 10 pL de cada muestra de
PCR con 5 pL de buffer de carga Xilencianol 6X Thermo Scientific™, y se
cargaron en los pocillos. En el primer pocillo de la placa de gel se colocaron 3 puL
de marcador de peso molecular Low Range Thermo Scientific™. El gel se corri a
80 V durante 25 minutos y después a 90 V durante 95 minutos. Transcurrido ese
tiempo el resultado fue fotodocumentado bajo la luz ultravioleta de un

transiluminador.
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5.4.2 Extraccion de RNA total obtenido de tejido graso subcuténeo.

La extraccion de RNA se realiz6 mediante la técnica de trizol Tri Reagent Zymo
Research. Para la extraccion de RNA, se deben ocupar micropipetas y materiales

exclusivos para este uso, horneado previamente al menos 12 horas a 80° C.

De las muestras homogeneizadas con buffer PBS (descrito en el apartado de
extraccion de DNA) se tomaron 500 ul del tejido a los que se agregaron 500 uL de
Tri Reagent Zymo Research y se mezclaron en vortex por 30 segundos. Se
afiadieron 200 pL de cloroformo y se mezclé en vortex por aproximadamente 60
segundos. Se dejoé reposar 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
12,000 g por 15 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante (fase acuosa) y la
muestra se transfirid a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL con una micropipeta

puesta a 200 pL cuidando de no arrastrar la interfase (ya que ésta contiene DNA).

Al sobrenadante recolectado, se adicionaron 500 pL de isopropanol y se mezclo
muy bien en vortex por 15 segundos. Se incubaron 10 minutos a temperatura
ambiente, y posteriormente se centrifugaron a 12,000 g por 15 minutos a 4°C. Se
decant6 con mucho cuidado el isopropanol y se agregaron 1000 uL de etanol al
75%, para lavar el pellet. Se centrifug6 a 12,000 g por 5 minutos a 4°C, y se
decant6 con mucho cuidado para retirar el etanol. El pellet se dejo secar hasta que
no quede nada de liquido en el tubo. El pellet obtenido se resuspendio en 25 pL
de agua DEPC libre de endonucleasas y ribonucleasas. Las muestras se

almacenaron a -70° C, hasta su posterior analisis.
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Para comprobar la integridad del RNA extraido, las muestras de RNA total se
hicieron pasar por un gel de agarosa al 1% y fueron tefiidas con bromuro de etidio
para detectar las bandas 28S y 18S de RNA ribosomal en proporcion 2:1. EI RNA
total obtenido fue cuantificado utilizando el Nanodrop, el RNA total extraido fue
diluido en agua DEPC 1:100 y cuantificado en un espectrofotometro UV/VIS
BioDrop DUO, utilizando 2 pL de muestra. Siguiendo las especificaciones
detalladas en el apartado de extraccion de DNA de este escrito. La cuantificacion

se realiz6 calculando (A260 nm x dilucion del RNA = RNA ng/pL).

5.4.3 Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA) de los mRNA por
reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR).

A partir del RNA total extraido de los tejidos se sintetizé un cDNA de los mRNA

celulares utilizando las indicaciones del kit First-Strand de Thermo.

Sintesis de cDNA:

Posterior a confirmar la presencia de RNA mediante espectrofotometria en las
extracciones hechas se llevd a cabo la reaccion de retrotranscripcion para la
sintesis de cDNA, utilizando entre 500 ng a 2 pg de muestra de RNA, empleando
el kit RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/uL); mismo que se ocupo6
realizando una modificacién al protocolo desarrollada en el laboratorio del Dr.
Ramén Gonzalez. Para la reaccion de sintesis se agreg6 oligo dT (oligonucledétido
sintético de polideoxitimidina) (50 uM) y se preparé la mezcla de reaccion, lo cual
fue afadido al RNA. El RNA + el oligo dT se incub6 durante 5 minutos en bafio
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maria a 65°C para permitir que las hebras de RNA pierdan su estructura original,
se vuelvan lineares y se favorezca su alineamiento o hibridacion con el primer del
oligo dT. Finalmente se dejo incubar con el resto de los reactivos en bafio maria

durante 60 minutos a 42°C y se almacend a -20°C hasta su uso posterior.

5.4.4 Amplificacion del gen de g-actina en cDNA obtenido a partir de RNA total de
tejido graso.

Para comprobar que los DNA complementarios fueron sintetizados con éxito, se
prepard una reaccion para PCR punto final utilizando oligonucleodtidos especificos
para el gen de B-actina (gen celular constitutivo), con una banda esperada de 541
pb (ver tabla 1). Para 20 pL de reaccion por cada muestra se emplearon los
reactivos de la tabla 3.

Reactivos para la reaccion de
PCR con B-actina
Thermo Scientific™

Reactivo: Cantidad en
uL
FW (10 pM) 1
RV (10 ph) 1
DNTPs (2 miM) 2
Buff. (NH4)-S0, 2
(10X)
Taq polimerasa 05
(5 U/pL)
MgClI (25 mM) 15

cDNA (muestra) 1
H20 cbp 20 pL

Tabla 3. Reactivos de PCR para amplificar B-actina.

Condiciones del PCR: 120 seg 92°C; 45 seg 92°C; 45 seg 55°C; 45 seg 72°C; 60

seg 72°C; 10 min 72°C. Por 35 ciclos.
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Posterior a la reaccion de PCR, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al
2% preparado con 1 g de agarosa disuelta en 100 mL de TAE y 10 pyL de una
solucién de bromuro de etidio. La agarosa se dej6 gelificar como se explica
anteriormente en la seccién de electroforesis en gel y se agregaron para cada
pocillo 5 puL de buffer de carga Xilencianol (Buffer de carga 6X DNA Loading Dye
1mL # 60611, Lote 00619174) mas 5 pL de muestra. Colocando en el primer carril
el marcador de peso molecular (gene Ruler 1Kb DNA Ladder 0.5ug/uL, 50ug #
SMO0311, Lote 00246188). El gel se corrié a 90 V durante 45 minutos y el resultado

fue fotodocumentado bajo la luz ultravioleta de un transiluminador.

5.4.5 PCR punto final para cDNA de citocinas IL-6, TNF e INF gamma.

Para analizar la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF e INF
gamma se realiz6 un PCR punto final utilizando oligos especificos para cada caso
(ver tabla 1). El producto del PCR fue analizado en geles de agarosa al 2% y
tefidos bromuro de etidio a una concentracion de 2 mg/mL, determinado la
presencia del amplicon para IL-6, TNF e INF gamma cuando se amplific6 una
banda de 159, 139 y 182 pb respectivamente. Los reactivos para la reaccion de

PCR se detallan en la tabla 4.
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Reactivos para la reaccion de

Reactivos para la reaccion de

Reactivos para la reaccion de

PCR con INF gamma PCR con TNF PCR con IL-6
Thermo Scientific™ Thermo Scientific™ Thermo Scientific™
Reactivo: Cantidad en Reactivo: Cantidad en Reactivo: Cantidad en
uL uL uL
FW (10 pM) 0.5 FW (5 pM) 0.5 FW (10 pM) 0.5
RV (10 uM) 0.5 RV (5 uM) 0.5 RV (10 pM) 0.5
DNTPs (2 mM) 25 DNTPs (2 mM) 2 DNTPs (2 mM) 2
Buff. (NH;).S0, 2.5 Buff. (NH;).S0, 2 Buff. (NH;).S0, 2
(10X) (10X) (10X)
Taq polimerasa 05 Taq polimerasa 05 Taq polimerasa 05
(5 UrpL) (5 UipL) (5 UipL)
MgCl (25 mM) 25 MgCl (25 mM) 15 MgCl (25 mM) 15
CDNA (muestra) 1 CDNA (muestra) 1 CDNA (muestra) 1

H20 cbp 20 pL H20 cbp 20 pL H20 cbp 20 pL

Tabla 4. Reactivos de PCR punto final para citocinas.

Condiciones del PCR: 120 seg 92°C; 45 seg 92°C; 45 seg 55°C; 45 seg 72°C; 60
seg 72°C. Por 35 ciclos. Con diferente Tm en grados centigrados: (IL-6-55, TNF-

60 e INF gamma-63).

Posterior a la reaccion por PCR, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al
2% preparado con 2 g de agarosa disuelta en 100 mL de TAE 1X y 10 yL de una
solucion de bromuro de etidio a una concentracion de 2 mg/mL. En cada pocillo se
cargaron 5 uL de buffer de carga Xilencianol (Buffer de carga 6X DNA Loading
Dye 1mL # 60611, Lote 00619174) mas 5 puL de muestra. Colocando en el primer
carril el marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder 0.5
pg/uL, Lote 00566248). El gel se corrio a 90 V durante 45 minutos y el resultado

fue fotodocumentado bajo la luz ultravioleta de un transiluminador.
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5.4.6 Analisis de imagenes con el software ImageJ.

Para la cuantificacibn de las muestras de acuerdo a la intensidad de la
fluorescencia de las bandas de DNA de los genes que codifican para las diferentes
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF e INF gamma), se utilizé el software del
programa ImageJ, mediante el cual se realiza un andlisis por densitometria (area
multiplicada por la intensidad de cada pixel) lo que es directamente proporcional a
la abundancia de DNA presente en cada fragmento de interés, lo cual se
normaliza con la intensidad de las bandas del gen de g-actina. Para ello se
emplean las imagenes obtenidas en el transiluminador de los geles de agarosa al

2%.

5.4.7 Disefno de analisis estadistico.

Los resultados de este proyecto se analizaron con GraphPad Software Inc,
asumiendo un nivel de significancia de p< 0.05. Inicialmente se realiz6 un analisis
descriptivo de las variables cuantitativas predictoras presentadas como media y
desviacion estandar (DE). Se utilizo la prueba exacta de Fisher para evaluar la
asociacion entre las variables categdricas. La comparacion de diferencias entre
grupos se realiz6 mediante la prueba no paramétrica Kolmogorov-Smirnov. Se
empled una prueba t de Student no pareada para comparar las medias del grupo
positivo y negativo para DNA de HAdV-36 para determinar diferencias en la

expresion de citocinas entre grupos. Por ultimo, se llevaron a cabo correlaciones
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no parameétricas para definir si existe correlacion entre las variables cuantitativas,

mediante la prueba del coeficiente de correlacion rho de Spearman.

6. RESULTADOS.

Durante los ultimos 20 afios desde inicios de la década de los 90’s se ha reportado
qgue el adenovirus humano HAdV-36 ha demostrado ser adipogénico en modelos
animales experimentales aumentando la acumulacion lipidica en el tejido adiposo
al mismo tiempo que disminuye las concentraciones seéricas de glucosa, CT, y TG.
La seroprevalencia para HAdV-36 también ha sido reportada en muchos paises
del mundo y se ha asociado con un incremento en el IMC de las personas, riesgo
de obesidad y sobrepeso. En humanos la seropositividad para HAdV-36 no
siempre se asocia con marcadores bioquimicos saludables y la busqueda de DNA
de HAdV-36 dentro del tejido adiposo se ha reportado en pocos estudios. Es por
ello que en este proyecto se decidio determinar la presencia del DNA de HAdV-36
y su correlacion con las citocinas proinflamatorias presentes en el tejido adiposo
humano de pacientes que fueran elegibles de acuerdo a los criterios de inclusion y
exclusiéon mencionados en el apartado 5.2 universo de trabajo y muestra de este
escrito, y que ademas otorgaran su consentimiento informado por escrito dentro
de la clinica de cirugia estética RENOVANCE de la ciudad de Cuernavaca,
Morelos. Se tomdé un total de 21 pacientes femeninas las cuales fueron

clasificadas con un niumero de muestra y una clave, ademas se obtuvieron sus
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datos de edad, IMC y pardmetros bioquimicos (CT, TG y glucosa en ayunas). Los

datos se reportan en la tabla 5.

Caracteristicas del grupo de estudio

Namero de Clave EDAD TG glucosa colesterol IMC
muestra: de la paciente: afos mg/dL mg/dL mg/dL Kg/m2
1 AVV 37 153 97,89 210,8 252
2 DRA 29 448 98.5 236.0 26.0
3 MAS 3 129,76 933 2578 26.1
4 ARN K| 53,09 82,6 164,9 247
5 MAMA 29 1393 1105 1920 2253
6 DFS 37 76.02 181.1 3391 288
7 MDLAS 37 120.3 77.06 187.0 28.35
8 MBM 30 351.0 151.0 181.1 271
9 GGR 39 112,84 151.4 181,1 284
10 MFSM 25 134,25 91.5 159,9 19.4
11 TIEC 41 1317 89.9 2451 258
12 CEPG 35 134,23 106,6 198,9 255
13 CECR 37 113.9 115.3 212.0 2512
14 AEG 32 2277 103,6 166,8 248
15 RSGB 28 113.9 106.6 480.0 23.36
16 EERO 32 99.1 87.0 176.1 219
17 WBA 40 56 4 1201 1411 262
18 RMG 28 849 102.0 1871 234
19 PAJ 28 572 158.1 297.0 245
20 APF 41 70.41 98.0 265.0 247
21 MJCL 37 113 97.8 204 255

Tabla 5. Caracteristicas generales del grupo de estudio de acuerdo con nimero y clave de muestra

asignados. Triglicéridos (TG), indice de masa corporal (IMC).
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6.1 Caracteristicas del grupo de estudio.

En la tabla 6 se muestran las variables predictoras de estudio de las 21 pacientes

como media, mediana y desviacion estandar. También se observan los valores

minimos y maximos de cada la variable.

Variables predictoras del grupo de estudio

Variable Promedio + DE Mediana Minimo Méaximo
Edad (afios) 339+49 37 25 41
IMC (kg/m?) 25122 252 194 284
Glucosa (mg/dL) 110.5+272 102 77.06 181.1
TG (mg/dL) 1447 + 118 1 1139 448 2277
CT (mg/dL) 227 7+776 1989 141 480

Tabla 6. Variables predictoras del grupo de estudio. Correspondientes a las 21 pacientes
femeninas de las que se obtuvo muestra de tejido adiposo. Las variables continuas edad, indice de

masa corporal (IMC), glucosa, triglicéridos (TG) y colesterol total (CT) se presentan como media y

desviacion estandar.

En la tabla 7 se muestran las variables cuantitativas descritas por categorias con

el nimero de pacientes que corresponde a cada una de ellas.
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Categorizacion de las variables continuas

Variable Valornormal Valor alto Valorbajo
IMC (kg/m?) (n=9) (n=12) -

185-249 250-2989 inferiora18.5
Glucosa (n=10) (n=11) —
{mg/dL) inferiora 100 100a 126
TG (mg/dL) (n=17) (n=4) _

= 150 hasta 199 (200 a 499)

CT (mg/dL) (n=11) {(n=10) -

125a 200 =200

Tabla 7. Categorizacion de las variables continuas. El nimero de individuos presentes en cada
categoria se encuentra entre parentesis. Debajo de cada nimero de pacientes se presenta el
rango de valores limite para cada categoria con unidades arbitrarias. indice de masa corporal
(IMC), glucosa, triglicéridos (TG) y colesterol total (CT) se presentan como media y desviacién

estandar.

6.2 Deteccion de DNA de HAdV-36.

La deteccion de DNA de HAdV-36 se realizd por PCR punto final a partir de

muestras de tejido graso de mujeres sometidas a cirugia estética.

Los productos de la PCR fueron identificados mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 2%. Antes de determinar la presencia de DNA de HAdV-36, las
muestras de las extracciones de DNA gendmico se probaron para observar si
amplificaban un gen celular (Ul), y se llevaron a cabo de forma simultanea

reacciones para controles positivo y negativo. En la figura 6 (A y B) se muestran
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un total de 7 resultados positivos después de la amplificacion de una region
variable de la proteina del hexdn especificamente de HAdV-36, y en (C y D) se
muestran la amplificaciones del gen Ul en todas las muestras utilizadas de tejido

adiposo humano.

4m 1384 pb (HAJV-36)

(+) 12 13- 14: 350 36 A2 18 19 20 21 ()

4= 134 pb (HAdV-36)
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C b (+) 1 2 3 4 5 6 7 8 =] 10 11 (1)
pl

700
500

300

200
150
100

= 116pb (U1)

D (+) 12 13 14 15 16 17 18 i3 20 21 ()

= 116pb (U1)

Figura 6. Amplificacion de los genes de HAdV-36 y U1 en DNA gendmico de tejido graso humano.
(AyB)lineas 1 a1ly 12 a 21 productos de PCR que corresponden a muestras de pacientes; (+)
control positivo de DNA de células A549 de epitelio pulmonar infectadas con el virus HAdV-36; (-)
control negativo; (pb) pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler Low
Range DNA ladder de 25 a 700 pb) Thermo Scientific™. Las bandas que corresponden a 184 pb
pertenece a una region variable de la proteina del hexén especificamente de HAdV-36, indicando
muestra positiva para presencia de DNA de HAdV-36, se observé amplificacion para las muestras
1,7,9,12,13,15y 18. (Cy D) las lineas 1 a 11 y 12 a 21 corresponden a muestras de pacientes;
(+) control positivo de DNA gendmico obtenido de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC); (-) control negativo; (pb) pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler
Low Range DNA Ladder de 25 a 700 pb) Thermo Scientific™. Las bandas que corresponden a 116
pb pertenecen al gen de la proteina U1, indicando muestra positiva para gen celular. Se observo

amplificacion en todas las muestras.

De 21 pacientes analizadas 12 de ellas se clasificaron con sobrepeso (IMC entre
25.0-29.9 Kg/m?) y 9 se clasificaron como normopeso (IMC entre 18.5-24.9
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Kg/m?), ver tabla 7. Se observd presencia de DNA de HAdV-36 en 41.6% de las
12 pacientes con sobrepeso y en 20% de las 9 pacientes con normopeso (Figura
6). La asociacion entre variables mostré que los odds ratio (OR) calculados
mediante la prueba exacta de Fisher determinaron que la presencia de DNA de
HAdV-36 se comporta como factor de riesgo para padecer sobrepeso (IMC entre
25.0 y 29.9 kg/m?) OR= 2.5. Mientras que la presencia de DNA de HAdV-36 se
comporta como factor protector para tener parametros bioquimicos saludables en
sangre como son CT, TG y glucosa (OR= 0.7, 0.6 y 0.4 respectivamente) ver tabla

8.

Frecuencia de pacientes con valores elevados en los parametros clinicos (casos)y pacientes con valores
normales de parametros clinicos (controles) y su asociacioncon la presenciade DNA de HAdV-36.

Variable Presencia/ausencia Casos Controles OR I.C. (95%) p valor
(DNA HAdV-36)
n (%) n (%)
Sobrepeso Normopeso
IMC (kg/im?) DNAHAV-36 (-) 7(33.33) 7(33.33) 12
DNAHAV-36 (+) 5(23.8) 2(9.9) 2.5 0.43336-15.24 0.6
Glucosa (=110) Glucosa (=110)
Glucosa (mg/dL) DNAHAGV-36 (-) 4(19.04) 10 (47.61) 1e
DNAHAdV-36 (+) 2(47) 5(28.5) 04 0.02969-4.274 0.6
TG (=150) TG (=150)
TG (mg/dL) DNAHAV-36 (-) 3(14.28) 11(52.3) 12
DMAHAAV-36 (+) 1(4.7) 6 (28.5) 06 0.04097-5.054 09
CT (=200) CT (125-200)
CT (mg/dL) DNAHAGV-36 (-) 7(33.33) 7(33.33) 1e
DNAHAdV-36 (+) 3(14.28) 4(19.04) 0.7 0.1470-4.262 09

Tabla 8. Frecuencias de las pacientes (n=21) y el OR para cada pardmetro clinico y su asociacion
con la presencia de DNA de HAdV-36. indice de masa corporal (IMC); casos: IMC= 25 kg/m?,

controles: IMC< 25 Kg/m2. Glucosa en ayunas; casos: glucosa= 120 mg/dL, controles: glucosas
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120 mg/dL. Triglicéridos (TG); casos: TG= 150 mg/dL, controles: TG=< 150 mg/dL. Colesterol total
(CT); casos: CT= 200 mg/dL, controles CT< 200 mg/dL. @valor de referencia; odds ratio (OR);
intervalo de confianza (IC); miligramos por decilitro de sangre (mg/dL). Prueba estadistica aplicada:

exacta de Fisher.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
pacientes positivas y negativas para DNA de HAdV-36 mediante la prueba
estadistica no parametrica Kolmogorov-Smirnov. Lo cual indica que se tuvo un
grupo de pacientes heterogenéo en cuanto a sus caracteristicas clinicas como
son: edad, IMC, CT, TG y glucosa en ayunas (Figura 7). Sin embargo, se observa
gue, dentro del grupo de pacientes positivas para HAdV-36 mas de la mayoria de
ellas tenia sobrepeso, a diferencia del grupo de pacientes negativas para DNA de
HAdV-36, donde predominé un IMC de normopeso. En las pacientes positivas
para DNA de HAdV-36 los niveles séricos de CT, TG y glucosa en ayunas, se
observan con tendencia hacia valores dentro de lo normal segun lo establecido por
las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) (Figura 7); la NOM-015-SSA2-2010 (69)
establece que los valores de glucosa en ayunas no deben exceder los 100 mg/dL;
y la mayoria de pacientes positivas se encuentran en valores muy cercanos a 100
mg/dL; sin diferencias estadisticamente significativas entre grupos p >0.05 (Figura
7, tabla 9). En cuanto a TG y CT segun la NOM-037-SSA2-2012 (70) los
resultados muestran que hubo menos pacientes con TG y CT elevado en el grupo
de HAdV-36 positivas con respecto al grupo HAdV-36 negativas; aunque tampoco
hubo diferencias significativas entre grupos p> 0.05 (Figura 7, tabla 10). En la

tabla 9, se aprecia que en el caso de CT las pacientes nimero 1 y 13 positivas
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para DNA de HAdV-36 sobrepasan por poco el limite establecido por la NOM-037-
SSA2-2012, (70) a exepcion de la paciente numero 15, la cual sobrepasa por mas
del doble el limite que marca la norma con un valor de 480 mg/dL en sangre para

esta Ultima paciente.
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Diferencias entre las caracteristicas clinicas de las pacientes
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Figura 7. Caracteristicas clinicas de las pacientes DNA de HAdV-36 positivas y DNA de HAdV-36
negativas. Diferencias de la distribucion de frecuencias observadas entre los parametros
bioquimicos determinados en las pacientes y su asociacién con la presencia de DNA de HAdV-36

mediante la prueba estadistica no paramétrica Kolmogorov-Smirnov. A) diferencia de frecuencias
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para la edad entre pacientes DNA de HAdV-36 positivas vs DNA de HAdV-36 negativas. B)
diferencia de frecuencias para triglicéridos entre pacientes DNA de HAdV-36 positivas vs DNA de
HAdV-36 negativas. C) diferencia de frecuencias para glucosa en ayunas entre pacientes DNA de
HAdV-36 positivas vs DNA de HAdV-36 negativas. D) diferencia de frecuencias para el colesterol
total entre pacientes DNA de HAdV-36 positivas vs DNA de HAdV-36 negativas. E) diferencia de
frecuencias para el indice de masa corporal (IMC) entre pacientes DNA de HAdV-36 positivas vs

DNA de HAdV-36 negativas.

Caracteristicas clinicas y parametros bioquimicos
de las pacientes DNA de HAdV-36 positivas

NOmero de muestra 1 7 9 12 13 15 18
Edad (afios) 37 37 39 35 37 28 28
IMC (Kg/m2) 252 28 33 284 255 251 233 234

Glucosa (mg/dL) 97 9 7706 1514 1066 1153 1066 102.0
TG {mg/dL) 153 1293 11284 13423 1139 1139 849
CT (mg/dL) 210.8 187.0 181.1 198.9 212.0 460.0 187.0

Tabla 9. Caracteristicas clinicas y parametros bioquimicos en las pacientes positivas para el DNA

de HAdV-36.

En la tabla 10 se observan los promedios de la edad, el IMC y los parametros
bioquimicos tanto de las pacientes DNA de HAdV-36 positivas como aquellas que
fueron DNA de HAdV-36 negativas. Se puede apreciar que la edad muestra un
promedio similar entre ambos grupos. El promedio del IMC de las pacientes
positivas es mas alto que el de las paccientes negativas encontrandose que las

pacientes positivas pertenecen a la categoria de sobrepeso (IMC entre 25.0 y 29.9
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kg/m?), mientras que aquellas que fueron DNA de HAdV-36 negativas en promedio
pertenecen a la categoria de normopeso (IMC entre 18.5-24.9Kg/m?). Respecto a
los parametros bioquimicos TG y glucosa las pacientes positivas muestran
promedios menores dentro de los limites establecidos por las normas mexicanas;
contrario a los promedios de las pacientes negativas cuyos valores sobrepasan lo
determinado por dichas normas, a pesar de no ser estadisticamente significativo
(p> 0.05). En cuanto a CT el grupo positivo mostré6 una tendencia a ser mas
elevado (sin diferencia estadisticamente significativa). Sin embargo, recordemos
gue uno de los valores de las pacientes positivas (no. 15) se encuentra muy por
encima de lo establecido por la NOM-037-SSA2-2012 (70). En ambos grupos se
aprecia que los niveles de CT se encuentran por encima de los limites para este

parametro.

Comparacion entre las caracteristicas clinicas y los
parametros bioquimicos de las pacientes
DNA de HAdV-36 positivas y DNA de HAdV-36 negativas

DNA de HAdV-36 (+)  DNA de HAAV-36 (-)

Parametro Promedio £ DE Promedio £ DE p valor
Edad J44+45 33753 0.8
(afios)

IMC 25620 248+23 09
(Kgim?)
Glucosa 1081224 1M16+£302 0.8
(ma/dL)

TG 1202+213 1570+ 1440 08
{mg/dL)

CT 236.7+£1079 2225+£618 0.5
{ma/dL)

Tabla 10. Comparacién entre las caracteristicas clinicas y los pardmetros bioquimcios de las

pacientes DNA de HAdV-36 positvas y DNA de HAdV-36 negativas. Promedio y DE. La
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comparacion de diferencias de rangos entre grupos se realizé6 mediante la prueba no paramétrica

Kolmogorov-Smirnov.

6.3 Citocinas IL-6, TNF e INF gamma

6.3.1 Amplificacién de B-actina.

A partir de las extracciones de RNA total del tejido graso subcutaneo de las 21
muestras de liposuccion, se realizo la sintesis del cDNA para cada una de ellas.
La presencia del cDNA se comprobé realizando un PCR punto final empleando
oligonucledtidos para B-actina. Posteriormente, el bandeo de los amplicones se

observo en un gel de agarosa al 2% (Figura 8).
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Figura 8. Amplificacién del gen B-actina humana a partir de muestras de RNA total de tejido
adiposo. (A) (pb) pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus DNA
Ladder de 100 a 3,000 pb) Thermo Scientific™, (+) control positivo de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), estimuladas con LPS; carriles 1 a 11 muestras de cDNA mostrando
productos de PCR para B-actina, con una banda amplificada para cDNA de 541 pb. (B) (pb) pares
de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb DNA ladder de 250 a 10,000 pb)
Thermo Scientific™, (+) control positivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
estimuladas con LPS; carriles 12 a 21 muestras de cDNA mostrando productos de PCR para [3-

actina, con una banda amplificada para cDNA de 541 pb.

6.3.2 Amplificacion de citocinas IL-6, TNF e INF gamma.

A partir de los cDNA sintetizados con las muestras de RNA obtenidas del tejido
adiposo subcutaneo de las 21 pacientes se realizo la amplificacion de los genes
para citocinas proinflamatorias IL-6, TNF e INF gamma, mediante PCR punto final

con oligos especificos en cada caso.

Unicamente se observd amplificacion en todas las muestras para la citocina IL-6
con la aparente presencia de una variante al gen (Figura 9), la amplificacién de
esta citocina en cierta medida es de esperarse puesto que se trata de una citocina
gue se expresa tanto en la fase aguda como en la fase cronica de los
padecimientos ademas se ha descrito que las variantes participan en el desarrollo
0 agravamiento de algunas enfermedades. No hubo amplificacion de los genes de

las citocinas TNF e INF gamma, ver (Figura 10).
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Figura 9. Amplificacién del gen IL-6 humana en muestras de RNA total de tejido adiposo. (A) (pb)
pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder de 100 a
3,000 pb) Thermo Scientific™, (+) control positivo de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), estimuladas con LPS; carriles 1 a 11 muestras de cDNA mostrando productos de PCR
para IL-6, con una banda amplificada para cDNA de 159 pb. (B) (pb) pares de bases del marcador
de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder de 100 a 3,000 pb) Thermo Scientific™,
(+) control positivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC), estimuladas con LPS;
carriles 12 a 21 muestras de cDNA mostrando productos de PCR para IL-6, con una banda

amplificada para cDNA de 159 pb.
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Figura 10. Amplificacién de los genes TNF e INF gamma humanos en muestras de RNA total de
tejido adiposo. (A) (pb) pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus
DNA Ladder de 100 a 1,000 pb) Thermo Scientific™ y (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder de
100 a 3,000 pb) Thermo Scientific™, (+) control positivo de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), estimuladas con LPS, con una banda amplificada para cDNA de 182 pb.;
carriles con numeros 1 a 21 muestras de cDNA sin productos de PCR para INF gamma. (B) (pb)
pares de bases del marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder de 100 a
1,000 pb) Thermo Scientific™ y (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder de 100 a 3,000 pb) Thermo
Scientific™), (+) control positivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
estimuladas con LPS, con una banda amplificada para cDNA de 139 pb; carriles con nimeros 1 a

21 muestras de cDNA sin productos de PCR para TNF.

6.4Expresion de citocinas IL-6, TNF e INF gamma.

Anteriormente el tejido adiposo era considerado solo como un reservorio
energético del exceso de calorias en forma de TG que en momentos de escasez
podia movilizar esa energia en forma de acidos grasos libres para cubrir las

necesidades del organismo. Asi mismo se pensaba que dichos acidos grasos eran

66



los Unicos causantes de la resistencia a la insulina o DM tipo Il. Sin embargo, hoy
se sabe que el tejido adiposo es capaz de expresar diferentes citocinas en
respuesta a diversos estimulos como son algunos PAMPs incluyendo entre otros
el LPS, y que también la propia expansion del tejido puede desencadenar la
expresion de citocinas tanto por el adipocito como por células inmunes
especialmente macréfagos residentes del tejido adiposo. Es sabido que en el
estado de obesidad la expresion de citocinas se ve aumentada, y en presencia de
patdgenos esta condicion podria verse agravada. La expresion de citocinas
proinflamatorias dentro del tejido adiposo humano no ha sido medida como tal y
no se cuenta con valores de referencia que indiquen que cantidad de citocinas es
la adecuada para cada IMC por ejemplo. En este estudio, se pretendia medir la
expresion de los mRNA de las citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo de
las 21 muestras de pacientes, mediante PCR tiempo real (QPCR), lo cual fue
descartado debido a que no se observdé amplificacion en dos de la citocinas
probadas (TNF e INF gamma) y solo hubo amplificacion para el gen del IL-6 ver

figura 11.
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Figura 11. Expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF e INF gamma por parte del tejido

adiposo de las pacientes (n= 21). Prueba utilizada: promedio y desviacién estandar.

En la figura 12 se observan las diferencias en la expresion de la citocina IL-6 entre
grupos, aquellas DNA de HAdV-36 positivas comparadas con las DNA de HAdV-36
negativas; donde el grupo de positivas muestra una ligera tendencia a producir
mayor cantidad de IL-6 que el grupo de las negativas. Aunque no se encontro una

diferencia estadisticamente significativa entre grupos (p> 0.05).
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Expresion de IL-6 en el tejido adiposo de pacientes
DNA de HAdV-36 positivas y DNA de HAdV-36 negativas
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Figura 12. Comparacion de la expresion de IL-6 en las pacientes DNA de HAdV-36 positivas contra

DNA de HAdV-36 negativas, mediante la prueba estadistica t de Student no pareada.

En la tabla 11 se observan los resultados para las correlaciones encontradas entre
la citocina IL-6 y las diferentes variables predictoras del grupo de estudio DNA de
HAdV-36 tanto positivo como negativo. En el grupo DNA de HAdV-36 positivo el
coeficiente de correlacion rho de Spearman muestra una correlacion negativa pero
débil y sin significancia estadistica (p> 0.05) entre IL-6 con la edad y el IMC, lo que
significa que a mayor edad y a mayor IMC se espera menor expresion de la
citocina proinflamatoria IL-6 en presencia del DNA de HAdV-36. Mientras que en la
poblacién que no presente el DNA de HAdV-36 se espera lo que en teoria ya se
conoce que es que a mayor edad y a mayor IMC la expresion de IL-6 aumente en
las personas. La correlacion entre IL-6 y los parametros bioquimicos de glucosa,

TG y CT mostraron que en el grupo DNA de HAdV-36 positivo se encontré una
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correlacion positiva, lo que significa que, a mayor concentracion de glucosa, TG y

CT habria una mayor expresién de IL-6 en los individuos de este estudio siendo el

parametro con mayor importancia el de CT, el cual presentd una correlacion

positiva alta con significancia estadistica (p< 0.05). Resultados similares se

encontraron en el grupo DNA de HAdV-36 negativo excepto para los TG donde se

dio una correlacion negativa baja. En ningin caso se encontré significancia

estadistica. Es importante mencionar que al tener un grupo de estudio pequefio

(n= 21) es dificil saber si el andlisis estadistico es concluyente debido a que se

necesitaria un nimero mayor de pacientes para poder tener la certeza de que

estos resultados tendrian un comportamiento homogéneo en la poblacion.

Interpretacion del coeficiente de correlacion de
Spearman para pacientes DNA de HAdV-36 positivas

IL-6 (UA)
Vs
edad (afios)

IL6 (UA)
Vs
IMC (Kg/m?)

IL6 (UA.)
Vs
glucosa
(mg/dL)

IL6 (UA)
Vs
TG (mgidL)

IL6 (UA)
Vs
CT (mgidL)

Valor de rho

Significado p valor
Carrelacion

negativa muy baja 0.7
Carrelacion

negativa moderada 0.2

Carrelacion
positiva muy baja 0.8
Carrelacion
positiva moderada 0.3
Correlacion
positiva alta 0.03

Interpretacion del coeficiente de correlacion de
Spearman para pacientes DNA de HAdV-36 negativas

Valorde rho  Significado p valor
IL-6 (UA) Correlacion
VS 0.51 positiva moderada 0.06
edad (afios)
L6 (UA) Correlacion
VS 0.27 positiva baja 0.3
IMC (Kg/m?)
IL-6 (UA) Correlacion
Vs 013 positiva muy baja 06
glucosa
(mg/dL)
IL-6 (UA) Correlacion
Vs -0.20 negativa baja 04
TG (mg/dL)
IL-6 (UA) Correlacion
Vs 0.27 positiva baja 0.3
CT (mg/dL)

Tabla 11. Correlacién entre IL-6 y las variables predictoras del grupo DNA de HAdV-36 positivo

(izquierda) y el grupo DNA de HAdV-36 negativo (derecha), mediante la prueba estadistica no

paramétrica del coeficiente de correlacion rho de Spearman. Interleucina 6 (IL-6), indice de masa
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corporal (IMC) en kilogramos por metro cuadrado (Kg/m?), glucosa en ayunas, triglicéridos (TG) y

colesterol total (CT) en miligramos por decilitro de sangre (mg/dL).

7. DISCUSION.

Durante el desarrollo del presente proyecto, se trabajé con muestras de pacientes
femeninas mayores de edad con diferentes IMC y con consentimiento informado
firmado sometidas a liposuccion y lipectomia por eleccion en la clinica
RENOVANCE de la ciudad de Cuernavaca, Morelos. Dichas muestras fueron
obtenidas en condiciones de esterilidad por parte del personal médico de la
clinica. Cabe mencionar que todas las muestras son obtenidas de los desechos de
las cirugias y no se requiere de ningun procedimiento extra. Por lo cual, a partir de
estas muestras fue posible realizar el analisis tanto de la presencia de DNA de
HAdV-36 como la presencia de mRNA para citocinas proinflamatorias IL-6, TNF e

INF gamma.

En los ultimos afos, se han realizado diversos estudios en donde se observa una
alta prevalencia de anticuerpos neutralizantes para HAdV-36 detectados por
ensayos de neutralizacibn o inmunoensayos en pacientes con obesidad con
sobrepeso y normopeso. El primer reporte de busqueda de anticuerpos
neutralizantes contra HAdV-36 en humanos ocurrié en Estados Unidos mostrando
una prevalencia significativamente mayor de anticuerpos contra HAdV-36 en

personas obesas con un 30% sobre un 11% en personas no obesas de un total de
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502 participantes; lo que ha llevado a asociar la presencia de anticuerpos contra
HAdV-36 con la obesidad y el aumento del IMC de los individuos seropositivos

respecto de sus controles magros (11,29,31,32).

Sin embargo, la deteccién del DNA de HAdV-36 directamente en el tejido adiposo
de humanos es considerada una pieza clave para determinar la evidencia de la
asociacion de la infeccion por HAdV-36 con el aumento de peso en humanos (37).
El primer reporte de deteccion de DNA de HAdV-36 fue en 2010 en una muestra
de tejido adiposo subcutaneo de un paciente con un IMC= 34 Kg/m? con depdsitos
masivos de grasa en torax y abdomen, y con parametros bioquimicos normales

(71).

En nuestro estudio reportamos los resultados sobre la deteccion de DNA de HAdV-
36 en tejido adiposo humano de pacientes mexicanas de lo cual existe muy poca
informacion ya que las bajas concentraciones viricas limitan su hallazgo ademas

de que el acceso a las muestras de tejido graso humano suele ser complicado.

Durante el desarrollo del presente estudio se logré colectar un total de 26
muestras de tejido graso, sin embargo, trabajamos solo con 21 de ellas, de las
cuales se contaban con los datos antropométricos completos, encontrando la
presencia de DNA de HAdV-36 en 33% de un total de 21 muestras, algo
sorprendente, puesto que en nuestro estudio no se reclutaron muestras de
pacientes con obesidad (IMC= 30.0 Kg/m?). Dentro de las muestras solo contamos
con tejido adiposo de pacientes con normopeso y con sobrepeso. Sin embargo, se

encontr6 DNA de HAdV-36 en ambos grupos donde 5 muestras fueron positivas
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para sobrepeso (IMC 25-28 Kg/m?) y 2 para normopeso (IMC 22 y 23 Kg/m?); tal
como lo reportado por Ponteiro, et al., 2015 (37) donde se determiné presencia de
DNA de HAdV-36 en 19% de un total de 21 muestras de tejido adiposos visceral
de las cuales dos correspondian a obesidad (IMC 44 y 41 Kg/m?) y dos a
sobrepeso (IMC 26 y 28 Kg/m?). El hallazgo de la presencia de DNA de HAdV-36
en nuestras muestras, mostré6 una tendencia de positividad en las pacientes con
sobrepeso, lo cual resulta como lo esperado, aunque no se pudo establecer una
asociacion entre la presencia de DNA de HAdV-36 y el IMC de cada paciente
debido a la limitada cantidad de muestras. En un estudio reciente realizado en
México por Barrera-Alcocer, et al., 2021 (72) la deteccion del DNA de HAdV-36 fue
positiva para 31% de 52 muestras (7 normopeso, 4 sobrepeso y 5 de obesidad) en
el tejido adiposo. Barrera-Alcocer y colaboradores no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion de caracteristicas clinicas y
metabolicas de los pacientes. De igual manera que en nuestro estudio donde la
diferencia de medias no fue estadisticamente significativa para los parametros
clinicos y metabdlicos medidos entre las pacientes positivas para DNA de HAdV-
36 vs las pacientes negativas. Lo anterior, también ha sido reportado en diversos
estudios epidemioldgicos donde no ha habido diferencias significativas en relaciéon
con el CT (p= 0.83), TG (p= 0.64), HDL (p= 0.69), glucosa en sangre (p= 0.08),
circunferencias de la cintura (p= 0.09) y presion arterial sistélica (p= 0.25) y la
seropositividad para HAdV-36 (31). Solamente en Estados Unidos la
seropositividad de HAdV-36 ha sido asociada con niveles de lipidos (CT y TG)
paraddjicamente saludables en personas obesas (IMC de 230 kg/m?), frente a sus

contrapartes seronegativas p= 0.003 en el estudio de Atkinson, et al., 2005 (29).
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Si bien se pudo detectar el DNA de HAdV-36 en muestras de pacientes
mexicanas, cabe mencionar que esto no ha ocurrido en otros estudios que de
igual manera han analizado muestras de tejido adiposo, tal es el caso de lo
reportado por Goossens, et al., 2011 (36) y Ergin, et al., 2015 (38), donde ninguno
reportd presencia de DNA de HAdV-36 en ninguna de las muestras obtenidas de
tejido adiposo humano. Gossens, trabajé con 31 muestras de biopsia quirtrgica de
pacientes con obesidad mérbida, mientras que Ergin, analizé 49 adultos con un
IMC> 30 kg/m? en muestras de liposuccion (72). Lo anterior podria deberse a la
baja prevalencia de HAdV-36 en otros paises, debido a los diferentes estilos de
vida e higiene. En nuestro caso, encontramos un 33% de positividad en pacientes
tanto con sobrepeso como normopeso, 1o que nos sugiere que HAdV-36 tiene una
mayor prevalencia en la poblacion mexicana, sin embargo, desconocemos cual
sera la prevalencia en grupos con obesidad y con obesidad morbida, por lo que se
requieren estudios con una muestra mayor de pacientes, que permita establecer

los grupos de riesgo para HAdV-36.

Otra condicién que puede influir en la determinacion de DNA de HAdV-36 entre las
distintas poblaciones estudiadas podria ser el tipo de oligos empleados en cada
analisis ya que la especificidad de cada oligo determinara la porcion de material
genético que sea reconocido, la cantidad de tejido analizada, la zona de donde fue
retirada esa porcion de tejido, pues posiblemente exista una diferenciacion

anatémica en donde se encuentra mayor cantidad de DNA (72).
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Como lo habiamos mencionado antes, la obesidad es un problema que crece
rapidamente a nivel mundial trayendo consigo un sin nimero de consecuencias a
la salud de las personas que la padecen. Se sabe que la obesidad es debida a un
aumento de la masa del tejido adiposo y que ello est4 intimamente ligado a un
estado de inflamacion de bajo grado, situacion que compromete a los tejidos ya
gue conduce a un aumento en la produccién de mediadores proinflamatorios
estimulados por sefiales tanto externas como internas dentro de un ambiente
celular, es decir, el sistema inmune se encuentra activado por las diferentes
sefales de peligro de las células de manera constante, por o que no es capaz de
responder ante los retos antigénicos patogénicos de una manera adecuada, lo que
genera complicaciones que pueden llegar a ser graves e incluso fatales. El tejido
adiposo esta compuesto por una variedad de células que van desde fibroblastos,
preadipocitos, adipocitos maduros y diversas células inmunes especialmente
macrofagos. Es conocido, que estos Udltimos tienen una contribucion muy
importante en el proceso inflamatorio y en la produccion de citocinas
proinflamatorias con las cuales logran mantener una estrecha relacion altamente
coordinada con las células adiposas para el mantenimiento del estado de
obesidad. El tejido adiposo inflamado que ha sido invadido por macrofagos
produce IL-6 y TNF contribuyendo asi a procesos como la resistencia a la insulina
y enfermedades cardiovasculares, ademas de que el aumento de la masa grasa
puede provocar hipoxia estimulando la invasion por células T y macrofagos y
aunque no se conoce con certeza el desencadenante de la inflamacion no es
posible descartar que esto sea debido a una infeccion (73). Dilucidar el vinculo

entre la obesidad y la inflamacion es de gran importancia dentro del campo de la
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biologia para lograr un mejor entendimiento de la etiologia y el tratamiento de la

enfermedad.

En la actualidad se sabe que, existen algunos tipos de virus capaces de inducir
adipogénesis, aunque la obesidad cronica inducida por virus aun no esté del todo
clara, lo que se sabe es que la inflamacion induce un estado de obesidad y que la
infeccion por virus como HAdV-36 aumenta la expresion de marcadores
inflamatorios como IL-6, lo cual ha sido demostrado in vitro en adipocitos
contribuyendo a un estado de inflamacién crénico de bajo grado (54). Lo cual
coincide con lo encontrado en nuestro estudio donde se observé que a pesar de
no ser significativo la expresion de IL-6 aumento en el grupo de pacientes DNA de
HAdV-36 positivas en comparacion con el grupo de pacientes DNA de HAdV-36
negativas; y que aun cuando la correlacion de IL-6 con el IMC y la edad de las
pacientes fue negativa, no tuvo significancia estadistica, y o que esto sugiere es
gue, a mayor edad e IMC puede ser probable que la presencia virica se vea
disminuida o resuelta por el propio organismo. Ademas, es importante mencionar
gue el aumento de citocinas en la obesidad no siempre es consistente puesto que
en ocasiones se ha observado que los adipocitos humanos cultivados in vitro e
infectados con HAdV-36 pueden producir cantidades similares de IL-6 y TNF que
los adipocitos en medio de cultivo no infectados. Sin embargo, en estos casos la
produccion de IL-6 puede verse aumentada en cocultivos con adipocitos humanos
no infectados y macrofagos presentes en el medio debido a la interaccion célula-
célula, dependiendo del niumero de células inmunes presentes (73). En nuestro

estudio se desconoce si dentro del tejido adiposo de las pacientes exista

76



presencia de células inmunes, siendo lo mas probable, puesto que se trata de
aspirados y no de biopsias. Sin embargo, dado que no se detecté amplificacion de
TNF e INF gamma suponemos que no debe haber una activacion fuerte de los
linfocitos dentro de este tejido y posiblemente la diferencia que se observa en la
expresion de IL-6 pueda ser debida a la presencia del DNA de HAdV-36 o a la
expresion de IL-6 por parte de macrofagos, células que pueden estar presentes en
este tejido, o bien por parte de los mismos adipocitos como consecuencia del

procedimiento quirdrgico.

En el estudio realizado por Na, et al., 2012, empleando ratones WT y KO (MCP-1 -
/-) infectados con HAdV-36, se encontré que en las almohadillas de grasa de los
WT 1 dia después de la infeccion con HAdV-36, estos tenian niveles de mRNA de
citocinas MCP-1 y TNF 3 y 2 veces mas altos respectivamente, en comparacion
con los controles con una infeccion simulada. Y a los 90 dias de infeccion con
HAdV-36 los ratones WT mostraron niveles de MCP-1 2 veces mas y 6 veces mas
de TNF que en los ratones con infeccion simulada. Mientras que, los ratones KO
siempre mostraron niveles de mMRNA de MCP-1 y TNF menores en comparacion
con sus contrapartes infectadas de manera simulada. Ademas, se mencion6 que
los ratones del grupo WT infectado tuvieron valores bioguimicos mas bajos a
diferencia de los KO quienes presentaron los niveles bioquimicos mas altos de
todos los grupos. Asumiendo asi que MCP-1 regula el metabolismo de lipidos a
través de la inflamacién (54). En nuestro estudio los promedios de los niveles de
los parametros bioquimicos en el grupo DNA de HAdV-36 positivo fueron menores

y mostraron mayor expresion de la citocina IL-6, lo que concuerda con el trabajo in
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vivo realizado por Na, donde pareciera que la inflamacion correlaciona de manera
positiva con los niveles de los parametros bioquimicos, y que, a mayores niveles
de glucosa, TG y CT se requiere de mayor expresion de citocinas proinflamatorias
para mantener un estado saludable, tal como se observéd en el presente trabajo
aunque sin significancia estadistica. Ya que como se pudo observar en el grupo
DNA de HAdV-36 negativo los niveles de expresion de IL-6 fueron menores y los

promedios de los niveles de bioquimicos se encontraron elevados.

En humanos, los estudios que han analizado la seropositividad de HAdV-36 y su
relacion con las algunas citocinas proinflamatorias en suero han revelado que los
resultados no han sido concluyentes ya que en algunas ocasiones las citocinas se
encuentran elevadas en los grupos seropositivos especialmente aquellos con un
IMC elevado (IMC> 25 Kg/m?). Sin embargo, también puede ocurrir que se reporte

lo contrario, por lo que no se ha llegado a un consenso.

En el estudio de Karamese, et al., 2015 en Turquia con adultos e infantes obesos,
observaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de IL-6 y TNF entre el grupo que fue seropositivo para HAdV-36 comparado con el
grupo seronegativo para HAdV-36 ya fuese en nifios o adultos. Sin embargo, se
puede mencionar que todos los grupos (adultos e infantes obesos) presentaron
niveles elevados de estas citocinas con respecto a su valor considerado como
normal en suero. En este estudio tampoco se encontraron diferencias significativas
entre CT, TG y LDL entre los grupos de obesos y no obesos HAdV-36 positivos o
negativos; ademas en ambos grupos los niveles lipidicos eran normales (<200

mg/dL) (74). En los resultados de nuestro estudio tampoco se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas tanto en la expresion de citocinas como
en los niveles de bioquimicos. Sin embargo, si se observo una tendencia a que la
expresion de citocinas fuera mayor en el grupo DNA de HAdV-36 positivo en
comparacién con el grupo DNA de HAdV-36 negativo y también se observéd que
los niveles de bioquimicos en promedio fueron menores para las pacientes DNA
de HAdV-36 positivas que para las pacientes DNA de HAdV-36 negativas.
Ademas, los resultados de ambos estudios no pueden ser del todo comparables
ya que se debe tener en cuenta que las citocinas pueden estar presentes en suero
por diversas razones como son infecciones estacionales, algunas alergias, u otras
variables confusoras que no son tomadas en cuenta y las citocinas presentes en

tejido adiposo estan denotando aspectos particulares de este tejido.

En el trabajo realizado por Karamese, solo se encontraron diferencias en los
niveles de leptina en suero los cuales fueron menores en nifios y adultos obesos
seropositivos para HAdV-36 (74). Este ultimo resultado concuerda con lo
encontrado por Sapunar, et al., 2019, en una poblacién chilena, donde los niveles
de leptina fueron mas bajos en los obesos HAdV-36 seropositivos encontrando
una asociacion entre los niveles de leptina y la presencia de anticuerpos anti
HAdV-36 (p= 0.014), esta asociacion no se encontré0 en los sujetos delgados
HAdV-36 positivos; aunque el grupo de obesos en general presentd niveles de
leptina por encima de los valores normales en sangre. Los seropositivos delgados
se relacionaron con niveles de CT, TG y VLDL mas bajos comparados con sus
contrapartes obesos seropositivos (75), no asi en nuestro estudio donde las

pacientes DNA de HAdV-36 negativas mostraron un IMC predominate de
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normopeso (IMC< 25 Kg/m?) pero con promedios de niveles elevados de

parametros bioguimicos.

Los estudios de Karamese y Sapunar, no concuerdan con lo reportado por Ergin,
et al.,, 2015 donde en una poblacion turca los niveles de leptina se encontraron
aumentados en suero, en las personas obesas que fueron seropositivas para
HAdV-36 con niveles de adiponectina mas bajos que sus contrapartes
seronegativas normopeso (p< 0.05), aunque los niveles de estas adipocinas se
encontraban dentro del rango normal en sangre en ambos grupos (38); este
resultado es una evidencia mas de que las citocinas y adipocinas tienden a

elevarse en las personas seropositivas para HAdV-36.

El trabajo de Kocazeybek, et al., 2017 también de Turquia, pero analizando
Unicamente infantes de 7 a 17 afios de edad, revel6 que en aquellos pacientes
seropositivos obesos los niveles de leptina e IL-6 se encontraban elevados
mostrando niveles bajos de adiponectina. Sin diferencias estadisticamente
significativas entre grupos para parametros bioquimicos como son CT, LDL, y TG,
(p= 0.05) al igual que lo encontrado en nuestro estudio y lo reportado por
Karamese. El analisis multivariado realizado por Kocazeybek, determindé a HAdV-
36 como un factor de riesgo para el desarrollo de la obesidad (p= 0.02, OR=
8.855) (76). Coincidente con lo encontrado en nuestro estudio donde las pacientes
DNA de HAdV-36 positivas mostraron niveles de IL-6 superiores a los de las
pacientes DNA de HAdV-36 negativas, aunque sin significancia estadistica (p>
0.05) y pese a que fue medida en diferente tejido, de igual forma que en el trabajo

de Kocazeybek la presencia del DNA de HAdV-36 en el tejido adiposo en nuestros
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resultados también se comporta como un factor de riesgo para padecer sobrepeso

(OR= 2.5) aunque no fue estadisticamente significativo (p= 0.6).

8. CONCLUSION.

Se encontraron 7 pacientes positivas para el DNA del virus HAdV-36 dentro de
tejido adiposo representando un 33% de un total de 21 pacientes femeninas. La
presencia de DNA de HAdV-36 es un factor de riesgo para padecer sobrepeso
(OR> 1) y un factor protector para tener parametros bioquimicos normales (OR<
1). La presencia del DNA de HAdV-36 se encontr6 mas representada en las

pacientes con sobrepeso que en las pacientes normopeso.

No se observaron diferencias significativas para los niveles de glucosa en ayunas,
CT y TG entre los grupos de pacientes DNA de HAdV-36 positivas y negativas. Y
tampoco se encontr0 una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de DNA de HAdV-36 con parametros bioquimicos anormales o IMC (p>

0.05).

La expresion de la citocina IL-6 mostroé una tendencia a ser mayor en las pacientes
DNA de HAdV-36 positivas que en aquellas DNA de HAdV-36 negativas, aunque
sin significancia estadistica (p> 0.05). La correlacion para las pacientes DNA de
HAdV-36 positivas entre IL-6 y el IMC y la edad de las pacientes fue negativa,

aunque débil y sin significancia estadistica (p> 0.05), mientras que la correlacién
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entre IL-6 y los pardmetros bioquimicos glucosa, TG y CT fue positiva con

significancia estadistica para IL-6 vs CT (p= 0.03).

9. PERSPECTIVAS.

Determinar la presencia de DNA de HAdV-36, en diferentes grupos de células y
tejidos; en grasas de origen visceral, en grupos de personas con diferentes grados
de obesidad y diferentes edades. Comprobar la presencia de diferentes citocinas o
guimiocinas no estudiadas en el presente proyecto. Determinar la presencia de
anticuerpos anti HAdV-36 en suero al igual que los niveles séricos de adipocinas o
citocinas. Realizar cortes histologicos de tejidos para analizar diferencias entre
receptores para insulina, PPARYy, citocinas entre otros. Y notar diferencias
estructurales en los tejidos con presencia de DNA de HAdV-36 vs sin DNA de

HAdV-36.
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