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RESUMEN

La asociacion entre micronutrientes con la inflamacion cronica causada por la
obesidad, se evalué por medio de un estudio transversal, en 280 mujeres de
(36.1£7.5 afios) de siete comunidades rurales en México. A cada participante se le
tomd su peso, altura y circunferencia por personal estandarizado. Asi mismo, se
realizé la determinacion de composicion corporal por medio de DEXA. Las
concentraciones de las citocinas IL-1, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12, y de los
micronutrientes zinc y las vitaminas A C y E se determinaron en una muestra de
sangre en ayunas. La asociacidn entre niveles de citocinas (categorizadas) y
micronutrientes se analizé utilizando modelos de regresion logistica ordenada. La
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en esta poblacién fue cerca del
ochenta por ciento. El riesgo de tener niveles elevados de TNF-aq, IL-6, IL-10 e IL-
12 en sangre se reduce significativamente en mujeres con concentraciones
elevadas de zinc en sangre (RM=0.63, 95%CI 0.42-0.96, p=0.03; RM=0.57, 95%CI
0.39-0.86, p=0.025; RM=0.63 95%CI 0.41-0.96, p=0.04; RM=0.62 95%CI 0.41-
0.95, p=0.03, respectivamente). Concentraciones elevadas de vitamina A se
asociaron con un menor riesgo de concentraciones elevadas de IL-1 e IL-12 en
sangre (RM=0.97, 95%ClI 0.95-0.99, p=0.03; RM=0.97, 95%CI 0.94-0.99, p=0.03,
respectivamente). Las mujeres con concentraciones elevadas de vitamina E se
relacionaron con un riesgo mas elevado de tener altos niveles de IL-6 (RM=1-13,
95%Cl 1.01-1.27, p=0.005). No se encontraron asociaciones entre las
concentraciones de vitamina C y marcadores de inflamacion en sangre. En
conclusién, concentraciones elevadas de zinc y vitamina A estan asociadas con
una reduccion en el riesgo de tener una alta concentracion de marcadores de
inflamacion en sangre, mientras altas concentraciones de vitamina E estan
asociadas con un mayor riesgo de tener altas concentraciones de IL-6.

(Palabras clave: Obesidad, Inflamacién, micronutrientes)



Abstract

A cross-sectional study was carried out to evaluate the association of
micronutrients with chronic inflammation caused by obesity, in 280 women
(36.1£7.5 y) from seven rural communities in Mexico. Measurements of weight,
height, and waist circumference were made on all women and body composition
was determined by DEXA. Concentrations of the cytokines IL-1, TNF-a, IL-6, IL-10
and IL-12, and the micronutrients zinc and vitamins A, C, and E were determined in
fasting blood samples. Ordered logistic regression models were used to determine
associations between categorized cytokine levels and micronutrients. Eighty
percent of women were overweight or obese. The risk of higher levels of TNF-a, IL-
6, IL-10 and IL-12 were reduced significantly among women with higher zinc
concentrations (OR=0.63, 95%CI 0.42-0.96, p=0.03; OR=0.57, 95%CI 0.39-0.86,
p=0.025; OR=0.63 95%CI 0.41-0.96, p=0.04; OR=0.62 95%CI 0.41-0.95, p=0.03,
respectively). Higher concentrations of vitamin A were associated with reduced
risks of higher levels of IL-1 and IL-12 (OR=0.97, 95%CI 0.95-0.99, p=0.03;
OR=0.97, 95%CI 0.94-0.99, p=0.03, respectively). Women with higher vitamin E
concentration had increased risks of higher levels of IL-6 (OR=1.13, 95%CI 1.01-
1.27, p=0.005). No associations were found between vitamin C concentrations and
inflammatory cytokines. Higher Zn and vitamin A concentrations are associated
with reduced risks of higher concentration of inflammation markers while higher
concentrations of vitamin E are associated with risk of having higher levels of IL-6.
(Key words: Inflammation, micronutrients, obesity)
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1. INTRODUCCION

La obesidad y las enfermedades crénico-degenerativas que se le asocian son la
mayor causa de muerte a nivel mundial, y se acentua en paises en vias de
desarrollo, como México. La obesidad y sus comorbilidades no solo afectan la
calidad y la expectativa de vida de la poblacion sino ademas representan un
problema para la economia del pais ya que son enfermedades que causan
incapacidad. Actualmente, sector salud invierte cantidades millonarias en el

tratamiento de las enfermedades asociadas a la obesidad.

La obesidad esta caracterizada por un aumento en el tejido adiposo, que no solo
es un tejido de almacenamiento de grasa, sino que tiene la capacidad de segregar
una serie de compuestos llamados adipocitocinas, las cuales tienen un gran
impacto en el metabolismo, inmunidad y respuesta inflamatoria. Diversos
micronutrimentos, como el zinc y las vitamina A E y C, y hormonas como la
leptina, pueden intervenir a través de diferentes mecanismos, en la promocién o
inhibicion de reacciones inflamatorias. Recientemente se ha reportado que los
micronutrientes tienen una accién diferencial en las concentraciones de leptina v,
por lo tanto, la leptina puede estar contribuyendo a la inflamacion asociada a la
obesidad a través de los micronutrientes. Sin embargo, otros autores han
reportado que los micronutrientes pueden tener un efecto en la inflamacién por
diferentes mecanismos desde su interaccion directa con linfocitos y otras células
del sistema inmune, hasta la regulacién de ciertas enzimas que se encuentran en

las rutas de transduccion de sefales y trascripcion de genes.

Este estudio transversal en poblacion de mujeres mexicanas pretende dar
evidencia de que como pueden estar actuando los micronutrientes para promover
o inhibir reacciones inflamatorias, asi como evaluar multiples nutrientes en una
misma poblacién, y evaluar el efecto simultaneo que estos tienen en la inflamacion

sistémica de bajo grado.



2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad; Problema de Salud Publica

La obesidad es una enfermedad caracterizada por el aumento en el tamafo y
cantidad de adipocitos que producen un exceso de tejido adiposo y porcentaje de

grasa corporal.

La obesidad y sus enfermedades asociadas son la mayor causa de muerte a nivel
mundial; de éstas, el 80% ocurre en paises subdesarrollados o en vias de

desarrollo (Finegood 2009).

México ya se encuentra en los primeros lugares de sobrepeso y obesidad. Segun
datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2006), la
prevalencia de sobrepeso en hombres fue de 42.5% y 37.4% en mujeres en el
2006. En cuanto a obesidad, la prevalencia en hombres fue de 24.2% y 34.5%
en mujeres. La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad es de 71.9% en
mujeres Yy 66.7% en hombres mayores de 20 afios de edad (Olaiz-Fernandez et
al., 2006).

Mas de 1 billén de adultos en el mundo tienen sobrepeso, y al menos 300 millones
son clinicamente obesos. Del 2 al 6% de los gastos totales en salud en el mundo
son producto de la obesidad, y esta cifras pueden ser mucho mayores ya que no

todas las condiciones relacionadas con la obesidad estan incluidas (OMS 2010).

En México esta situacion es mas critica ya que se estima se gastan mas de 42 mil
millones de pesos anuales en la obesidad y sus complicaciones, que corresponde
a mas del 30% de los gastos totales en el sector salud, superando asi a los gastos
del tratamiento del VIH y cancer (Cordova 2010).



2.2 indices Antropométricos y Diagndstico

El indice de Masa Corporal (IMC) es el indicador antropométrico elegido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para clasificar la obesidad y el
sobrepeso, ya que las mediciones que utiliza de peso y estatura son faciles de
tomar y no son invasivas lo que lo hace muy practico para estudios
epidemiologicos. ElI IMC es el resultado de dividir el peso entre el cuadrado de la

altura y es una herramienta simple para clasificar a la poblacién.

El sobrepeso es definido por la OMS como cualquier persona mayor a 20 afos
que presenta un IMC igual o mayor a 25 y obesidad cuando este es igual o mayor
a 30 (Tabla 1). Sin embargo, hay datos que indican que el riesgo de enfermedad

cronico degenerativa va en aumento desde un IMC de 21 (OMS 2010).

Tabla 1 Clasificacion de Sobrepeso y Obesidad de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud

Normal Sobrepeso Obesidad
IMC 20-25 25-30 Mayor a 30
Modificado (WHO 2010)

Es necesario tener en cuenta el tipo y el niumero de personas que se pretende
evaluar, ya que el IMC define a la poblacion en general, mas no describe casos
especificos en los que el peso elevado se deba a una mayor masa muscular, una
densidad 6sea elevada o alguna patologia. Adicionalmente, el IMC no define la
distribucion del tejido adiposo en el cuerpo. Es por eso que se han desarrollado y
aplicado nuevos indicadores antropométricos que pueden ayudar a describir mas
adecuadamente el parametro deseado, por ejemplo la proporcion de obesidad
abdominal en una persona (Velazquez et al., 1999).

Diversos estudios han demostrado que el indice C y el indice Cintura-Estatura
(ICE) son los indices antropométricos mas adecuados para diagnosticar obesidad
abdominal ya que toman en cuenta la circunferencia de cintura (Oviedo et al.,
2006; Tosta de Almeida et al., 2008). El indice C se define como:



El ICE es un método antropométrico que se determina dividiendo la circunferencia
de la cintura por la altura en centimetros. Esta determinacion antropométrica
presenta grandes ventajas sobre la circunferencia de cintura por si sola. En
poblacién coreana, se demostré que ICE describe mejor a la poblacion ya que en
individuos de baja talla la circunferencia de cintura puede estar subestimando la

proporcion de tejido adiposo abdominal (Sung-Hee et al., 2009).

Otro método utilizado para el diagnoéstico de obesidad se basa en cuantificar la
cantidad de grasa abdominal o corporal (Tabla 2). Los métodos mas efectivos para
este propdsito son densitometria 6sea o (DXA) por sus siglas en inglés vy
resonancia magnética de imagen. Estos métodos son los mas exactos, sin
embargo requieren de equipos grandes, costosos y personal altamente capacitado
para operarlos. Esto dificulta el uso en los estudios epidemioldgicos, por lo que el
mas utilizado en encuestas, y estudios poblacionales a gran escala es el IMC
(Gallagher et al., 2000; Seppanen et al., 2009).

Tabla 2 Diagnostico de sobrepeso y obesidad segun el porcentaje de grasa corporal para
hombres y mujeres

Sexo Edad Adecuado Sobrepeso Obesidad

. 20-40 21-33% 33-39% Mayor a 39%
-?Ei 41-60 23-35% 35-40% Mayor a 40%
=

61-79 24-36% 36-42% Mayor a 42%
" 20-40 8-19% 19-25% Mayor a 25%
()
'g 41-60 22-27% 22-27% Mayor a 27%
g 61-79 25-30% 25-30% Mayor a 30%

Modificado de (Gallagher et al., 2000)



2.3 Causas y consecuencias de la obesidad.

A lo largo del tiempo diversos estudios han explicado las diferentes causas por las
que la prevalencia de obesidad ha ido en aumento en las ultimas décadas. La gran
mayoria concuerdan en que las principales causas son el cambio tecnoldgico, la
disponibilidad de alimento, la comida procesada a costos relativamente bajos,
trabajos y vida diaria mas sedentarios (Cutles et al., 2003; Amarasinghe et al.,
2009).

Trabajos mas recientes han demostrado que existen otros factores que
contribuyen al aumento en la prevalencia de obesidad como lo son el tipo de
poblacién ya sea rural o urbana, la facilidad para obtener alimento, la inseguridad
alimentaria, el estado socioeconomico y la educacion individual como familiar
(Bennett 1995).

Estudios realizados por Bennett y por Kaises demostraron que existe una relacion
inversa entre el IMC y el estado socioecondmico principalmente en mujeres
(Bennett 1995; Kaises et al., 2004).

El sobrepeso, la obesidad y el exceso de grasa abdominal estan clasificados como
factores de riesgo para una serie de enfermedades como hipertension,
dislipidemia, diabetes mellitus 1l, enfermedad cardiovascular, osteoartritis,
insomnio, algunos tipos de cancer, depresion, y la reduccion de esperanza de
vida. (Cutles et al., 2003; Lenz et al., 2009; Waring et al., 2009).

Un metanalisis realizado por Lenz en el 2009 demostré que las personas que
padecen de obesidad tienen un 20% mas de mortalidad en cualquier enfermedad
y personas con obesidad mérbida hasta un 200% mas lo que la hace un factor de

riesgo para cualquier padecimiento (Lenz et al., 2009).

2.4 Tejido Adiposo.

El tejido adiposo esta conformado por células llamadas adipocitos que cumplen
con la funcion de almacenar lipidos en su citoplasma, por lo que se considera un

organo de almacenamiento. Sin embargo se han identificado sustancias con
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actividad paracrina y autécrina llamadas citocinas segregadas por el tejido adiposo

por lo que también se considera un 6rgano endocrino (Rodriguez et al., 2009).

Cuando el tejido adiposo aumenta, ya sea por falta de actividad fisica o por un
exceso en el consumo caldrico, los adipocitos se vuelven hipertréficos e
hiperplasticos. Como consecuencia, la lipdlisis aumenta y el tejido adiposo
segrega cantidades mucho mas elevadas de leptina y citocinas mayormente pro-
inflamatorias, 1o que crea un ambiente inflamatorio. Existe un incremento en
especial en el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
resistina, activador del inhibidor de la activacion del plasminégeno (PAI-1),
fibrinbgeno y componentes del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(Rodriguez et al., 2009).

Por lo anterior, las teorias mas recientes describen a la obesidad como un estado
de inflamacion sistémica de bajo grado que provee una relacion directa con otros
componentes del sindrome metabdlico. La via final comun es la aterosclerosis,
causante de enfermedad vascular generalizada, conduciendo a hipertensién
arterial, enfermedad coronaria y enfermedad vascular periférica(Maffei et al., 2009;
Rodriguez et al., 2009).

Se sabe que la cantidad de tejido adiposo blanco esta directamente relacionada
con la secrecion de leptina, hormona que participa en rutas que promueven la
sensacion de saciedad, asi como la liberacién y la infiltracién de macréfagos en el
TAB (Figura 1). La acumulacién de monocitos/macrofagos contribuye a la
expresion de genes proinflamatorios despedidos por el tejido adiposo de los
obesos expresando principalmente TNF-a y otras interleucinas, lo que perpetua el
estado de inflamacion (Rodriguez et al., 2009; Stofkova 2009).



Leptina

Tejido Adiposo
Blanco

-

Figura 1. Proceso de inflamacion mediada por leptina en el adipocito,
Los macréfagos se infiltran y el adipocito produce una mayor cantidad de: Interleucina 1(IL-
1), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12(IL-12) y leptina

2.5 Leptina

La leptina es una hormona proteica descubierta en 1994 que consiste de 146
aminoacidos y 16kDa. Estructuralmente se clasifica como un miembro de las
citocinas helicoidales de cadena larga y fue identificada como parte del gen de la
obesidad. Esta hormona es segregada en una relacion proporcional a la cantidad y
al tamano de los adipocitos. Actua por medio de un receptor de membrana en el
hipotalamo. Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que existen
receptores de leptina en casi todos los tejidos y sus efectos han revelado que la
leptina esta también involucrada en la regulacién de una variedad de funciones
biolégicas relacionadas con la respuesta inmune y enfermedades inflamatorias
(Zhang et al., 1997; Berg et al., 2002; Brandon et al., 2009; Vuolteenaho et al.,
2009).

El efecto de la leptina en la inmunidad e inflamacién involucra el aumento en la
proliferacion de macréfagos/monocitos y linfocitos T nativos, la liberacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y de interleucina 2 (IL-2 ) por las células, lo
que promueve la proliferacion y activacién de células natural killers (NK), que



estimulan la sintesis de leucotrienos por macréfagos alveolares, la produccion de
oxido nitrico (NO) y hormona del crecimiento por células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) (Stofkova 2009).

La leptina promueve el cambio de la respuesta inmune de linfocitos T
cooperadores a Th1 mediante la secrecidn de interleucinas pro-inflamatorias como
interferon gamma (IFN-y) y TNF-a. De igual forma, involucra la supresion de
linfocitos T reguladores (Treg) de proliferacion CD4" y CD25" para evitar sefiales
que favorezcan el cambio a respuesta Th2 Figura 2 y Figura 3 (Stofkova 2009).

Figura 2 Respuesta tipo Ty1 mediada por leptina.

La leptina activa a monocitos, linfocitos y células asesinas (NK) generando que estos
produzcan: Interleucina 1(IL-1), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interferon Gamma (IFN-
v), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12(IL-12) y propiciar asi la diferenciacién de las células a
Th1. Modificado de (Fernandez et al., 2010)

Estos efectos inmunomoduladores de la leptina requieren una interaccién directa
con el receptor OB-Rb funcional que esta expresado en monocitos/macroéfagos,
células NK, linfocitos T y B y en precursores CD34" de la médula espinal
hematopoiética. (Stofkova 2009).

El receptor de leptina (OB-R), un producto del gen de diabetes, pertenece a la
familia de receptores citocina clase | que utiliza a gpl30 como un transductor de la
senal (Heldin 1995).



Figura 3 Respuesta tipo Ty2 mediada por adiponectina e IL-10.

La Interleucina 10 (IL-10) inhibe la secrecién de Interleucina 1(IL-1), Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-a), Interferon Gamma (IFN-y), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12(IL-12), por
medio de diferentes mecanismos ko que inhibe también la activacion de Células Asesinas
(NK). Modificado de (Fernandez et al., 2010)

Se han encontrado seis isoformas de OB-R, que contienen el mismo dominio de
acoplamiento extracelular, pero difiere en la longitud de sus dominios citosolicos,
una isoforma larga (OB-Rb), cuatro isoformas cortas (OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd y
OB-Rf) y la isoforma soluble (OB-Re). La isoforma OB-Rb es la causante de la
mayor parte de la sefializacion, ya que tiene un dominio intercelular muy grande
de aproximadamente 300 residuos citoplasmicos para una activacion eficiente de
la ruta de sefalizacion de JAK-STAT (Houseknecht et al., 1998; Brandon et al,,
2009).

Se sabe que ademas del tejido adiposo existen otros factores que estan
involucrados en la secrecion de leptina. Uno de estos factores son los
micronutrimentos, los cuales estan involucrados en enzimas senalizadoras o0 en
factores de transcripcion que promueven la expresion de genes que intervienen en

la respuesta inflamatoria (Peretz et al., 1993).



2.6 Zinc

El zinc es un elemento esencial que se encuentra en granos enteros, leguminosas,
aves, lacteos y productos de soya (Tabla 3 Alimentos con alto contenido de
zincTabla 3). Aunque su concentracién normal en plasma es relativamente baja
(12-16 pg), es cofactor de mas de 300 enzimas, y esta involucrado en una
variedad de funciones celulares, incluyendo transduccion, transcripcion vy
replicacion (Vallee et al., 1993). El sistema inmune esta altamente influenciado por
el zinc ya que es uno de los sistemas mas proliferativos y requiere de todos estos

procesos para lograr que sus células maduren (Hashemipour et al., 2009).

Tabla 3 Alimentos con alto contenido de zinc

Alimento Mg de zinc /100 g de alimento
Ostiones, Almeijas, Ostras 52

Germen de Trigo 12

Higado de Cerdo 7

Yema de huevo (peso en seco) 6.15

Higado de Res 4.8

Leche de Vaca en polvo 4.4

Pan Integral, Carne de Res 3.5

Quesos Frescos (Panela Ranchero Oaxaca) 3

Modificado de (Vazquez et al., 2008)

La determinacién del estado nutricio de zinc puede llevarse a cabo por medio de
indicadores biolégicos como zinc en suero, plasma o en orina, asi como en
cabello, eritrocitos y leucocitos, o la actividad de enzimas dependientes de zinc
(Peretz et al., 1993).

Se ha comprobado que existe una relacion entre zinc y obesidad en modelos
animales y humanos. Diversos estudios epidemiolégicos han corroborado que la
prevalencia de obesidad esta relacionado con un bajo consumo de zinc y con
niveles séricos bajos de este mineral; sin embargo, existe controversia ya que

estudios aislados demuestran lo contrario (Garcia et al., 2009).
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En enfermedades de inflamacién cronica y autoinmunes es comun encontrar bajas
concentraciones de Zn, lo que no necesariamente representa una deficiencia de
Zn sino una redistribucion de Zn en los tejidos como en el higado(Wellinghausen
et al., 1998).

2.7 Vitamina A

La vitamina A es un alcohol polienoico isoprenoide (Figura 4) que solo puede encontrarse
como tal en alimentos de origen animal y vegetal (

Tabla 4). Forma parte de una familia conocida como retinoides que comprenden
al retinol, acido retinoico, y retinaldehido. Los carotenoides y compuestos
relacionados que se encuentran en plantas son llamados provitamina A ya que

facilmente pueden activarse y transformarse a la forma activa de esta vitamina.

Figura 4 Estructura de la vitamina A

Tabla 4 Alimentos con alto contenido de Vitamina A (equivalentes de retinol)

Alimento Mg de Vitamina A por 100 g de alimento
Higado 20,000

Aceite de higado de bacalao 1,800

Zanahoria 1,346

Margarina 900

Huevo 740
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Espinacas 542
Quesos Afejos 230

Jitomate 216

Modificado de (Vazquez et al., 2008)

La vitamina A es una vitamina liposoluble esencial para el funcionamiento de
vertebrados y esta intimamente ligada con el metabolismo de lipidos; el retinol es

un derivado regulador peliotrépico encargado de diversas funciones celulares.

Estudios realizados con ratas demuestran que una dieta deficiente de vitamina A
aumenta la expresion de leptina en tejido adiposo blanco y marrén (Kumar et al.,
1998; Bonet et al., 2000).

2.8 Vitamina C

La vitamina C o acido ascérbico, estd involucrada en una serie de funciones
vitales para el ser humano y otras especies, la dosis recomendada es de 60 mg/
dia para adultos no fumadores, que es suficiente para prevenir escorbuto, sin
embargo la vitamina C en concentraciones mas altas, ha demostrado ser eficiente
tanto preventiva como terapéuticamente en enfermedades como ateroesclerosis,

algunos tipos de cancer ,infecciones virales e inflamacion (Bendich et al., 1995).

2.9 Vitamina E

Vitamina liposoluble que se encuentra en forma de tocoferoles y tocotrienoles, sin
embargo la forma mas comun es el a-tocoferol. Se deposita lentamente en higado,
musculo y principalmente en el tejido adiposo donde puede ser almacenada. Se
encuentra principalmente en la yema de huevo, aceites vegetales y en vegetales

de hojas verdes y en cereales integrales.

Esta se involucra con el sistema inmune y en la inflamacion, principalmente por la
regulacion de especies reactivad de oxigeno ya que se ha observado una
asociacion entre la concentracion de IL-6, IL,I y TNF-a con la concentracion de
radicales libres, y la vitamina E al ser uno de los mejores antioxidantes exégenos

ayuda a controlar este efecto (Huey et al., 2008).
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La intervencidon nutricional es una practica comun para modular la funcion del
sistema inmune, dentro de estos la vitamina C y la vitamina E se han considerado
como las mas efectivas por su efecto en las funciones mediadas por las células T,
ya que ha demostrado aumentar su diferenciacion tanto en animales como en
humanos (Meydani et al., 1986; Meydani et al., 1990).

2.10 Citocinas

Las citocinas son proteinas con actividad paracrina o autocrina, responsables de
la comunicacion intracelular y que generalmente regulan reacciones de
inflamacion y anti-inflamacién. Existen una amplia gama de citocinas con
diferentes actividades (Tabla 5 ) (Skov et al., 2008).

Tabla 5 Principales citocinas, accion y lugar de sintesis

Citocina Accidn Lugar de sintesis
IL-1 Pro-inflamatoria Monocitos
Adipocitos
IL-6 Pro-inflamatoria Linfocitos T
Anti-inflamatoria
IL-8 Pro-inflamatoria Monocitos  Macréfagos
Fibroblastos Células
Endoteriales
IL-10 Anti-inflamatoria Linfocitos B
Macréfagos
Células NK
IL-12 Pro-inflamatoria Fagocitos
TNF-a Pro-inflamatoria Macréfagos
Monocitos
Linfocitos T
Adipocitos

2.10.1 IL-1

La interleucina-1 es una familia de citocinas de origen proteico con diferentes
efectos en la inmunidad e inflamacién. Esta familia contiene 3 miembros, IL-1a, IL-
18 e IL-1ra, y pueden unirse a dos tipos de receptores tipo I, IL-R1 que tiene un
peso de 80-KDa y se encuentra principalmente en linfocitos T y fibroblastos y IL1-
R2 que tiene un peso de 68kDa y se encuentra principalmente en células B y
neutréfilos (Greenfeder et al., 1995; Osborn et al., 2008).
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El receptor IL1-R1 (IL1R1) es un receptor de membrana de gran importancia
especialmente para la produccion de IL-1 mediada por IL-6 e IL-8 (Greenfeder et
al., 1995), que requiere formar un dimero con la proteina de acoplamiento IL-
1RAcp para poder adquirir su conformacion funcional y asi acoplarse a IL-1e
iniciar la sefalizacion. El receptor IL-1-R2 es un receptor soluble. La IL-1 se une a
su receptor de membrana heterodimérico IL.1r1/IL-1R1Acp que inicia la cascada
de sefalizacidon y que termina en la traslocacién del factor de transcripcion nuclear
factor-kappa B (NF-kB) en el nucleo. Ahi induce la transcripcion de genes pro y
anti-inflamatorios incluyendo la sintetasa de éxido nitrico inducible (iNOS), IL-6,
IL1-Ra y cicloxigenasa 2 (COX2)(Mengshol et al., 2000; Osborn et al., 2008).

La regulacion de esta cadena de sefializacidén se lleva a cabo principalmente por
medio de IL-1Ra, que inhibe el acoplamiento de IL-1 con su receptor de

membrana, frenando asi la reaccion inflamatoria (Osborn et al., 2008).

Recientemente se ha demostrado que la IL-1R1 e IL-1R2 son expresadas en
linfocitos T reguladores (Trg), que a su vez tienen la habilidad de suprimir la
respuesta inmune y que receptores de citocinas estan expresados en un amplio
rango de células periféricas en diferentes tejidos, como pancreas, musculo y tejido
adiposo blanco (Bulek et al., 2010).

El tejido adiposo blanco es capaz de producir tanto IL-1 como sus receptores
IL.1R1 IL-1R1AcP, lo que indica que el tejido adiposo tiene la capacidad de
sefnalizacion funcional de IL-1. Se ha demostrado que las personas obesas tienen
sobrexpresados estos genes, lo que aporta evidencia de una de la senalizacion
desregulada de IL-1(Osborn et al., 2008).

2.10.2 IL-6

La familia de IL-6 comprende a IL-6, IL-11, factor inhibidor de leucemia (LIF) entre
otras citocinas. Son miembros de la familia de citocinas helicoidales de cadena
larga. Activan genes involucrados en la diferenciacion y supervivencia, apoptosis y
proliferacion, tienen propiedades inflamatorias principalmente pero también anti-

inflamatorias y son parte importante en la hematopoyesis, asi como en la
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respuesta inmune e inflamatoria del organismo. Esta familia se acopla a su
receptor de membrana gp 130 (glicoproteina 130) y la transduccion de su sefal
involucra a la cinasa de Janus (JAK) y finaliza con la activacién de factores de
transcripcion de los transductores de sefal y activadores de la transcripcidon
(STAT). Sin embargo puede seguir otra ruta de senalizacion por medio de la
protein-cinasa activada por mitégenos (MAPK) como se muestra en la Figura 5
(Zhang et al., 1997; Heinrich et al., 2003).

7 ‘Q.'/'M\W\\M
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Figura 5 Transcripcion de genes mediado por el sistema JAK-cinasa STAT
Ruta alterna mediada por MAP-cinasa .Modificado de (Heinrich et al., 2003)

A pesar de que IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que regula la inmunidad, se
ha observado que durante estimulos inflamatorios agudos puede presentar un

efecto antiinflamatorio (Gabay 2006).
2.10.3 IL-8

IL-8 es un miembro de la familia de citocinas CXC. Es una proteina de defensa
multifuncional que promueve la activacidén de neutrdéfilos (Zinkernagel et al., 2008).
En un inicio fue identificado como un neutrofilo y un factor de activacion; sin
embargo, se le han atribuido nuevas actividades pro-inflamatorias, incluyendo la

activacién de células del sistema inmune y la promocion de angeogénesis. Esta
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citocina es producida por monocitos y células endoteliales, principalmente, y su
activacion ocurre cuando IL-8 se une a sus receptores CXCR1 y CXCR2
expresados principalmente en neutréfilos monocitos y células endoteliales (Li et
al., 2008) .

2.10.4 IL-10

IL-10 es una citocina de tipo Il, y el primer miembro de una familia de citocinas que
incluyen IL-19, IL-20, IL-22, IL24, IL-26, IL28, IL-29 e IL-29. Todas estas citocinas
tienen una organizacion gendmica muy parecida, se acoplan a receptores de
estructuras similares y en muchos casos comparten dominios, y todas activan a
JAK-cinasa que es transductora y activadora de la ruta STAT (Mosser et al.,
2008). .

La interleucina 10 es expresada principalmente por células del sistema inmune
incluyendo Th2, Treg, Tr1, Th3 asi como NK, linfocitos B, macréfagos y células
dendriticas (DCs), y es la citocina con la respuesta anti-inmune y anti-inflamatoria
mas potente y mas activa de todos los miembros de la familia. Es una proteina
clave en la regulacion del sistema inmune, limitando inflamacién, y evitando el
dafio de tejidos y células. Es esencial para la homeostasis del sistema inmune
(Moore et al., 2001).

Multiples estudios han confirmado que la ausencia de este mediador causa dafios
en diferentes tejidos ya que no hay una adecuada regulacién de la inflamacion.
Por otra parte la sobreexpresion de esta citocina se asocia con infecciones
cronicas (Couper et al., 2008; Sanjabi et al., 2009).

La IL-10 se une a su receptor de membrana heterodimérico, compuesto de IL-
10Ra (que es especifico para IL-10) e IL-10RB (que es compartido con IL-22). Al
ligarse con su receptor activa a JAK1 y JAK2 posteriormente STAT3 se fosforila, e
induce la expresion de SOCS 3 que regula diversas cadenas de sefalizacion de
citocinas incluyendo la de IL-6 (O Shea et al., 2008).
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La concentracion de IL-10 regula negativamente la produccion de IL-12 (Moore et
al., 2001).

2.10.51L-12

Es una familia de citocinas proinflamatorias que también incluye a la Interleucina
23 (IL-23) y a la Interleucina-27 (IL-27), es una familia heterodimérica formada por
una cadena ligera de alrededor de 35KDa conocida como p35 o IL-12a y una
cadena de pesada de alrededor de 40-Kda conocida como p40 o IL-12B.
(Trinchieri 2003).

La IL-12 induce la produccién de interferon-y (IFN-y) y favorece la diferenciacion
de células Th1. Los principales productores de IL-12 son las células dendriticas y
los fagocitos. Su produccién depende de diferentes mecanismos de la regulaciéon
de su expresion (Presky et al., 1996).

El receptor de IL-12 es un heterodimero compuesto de IL-12RB1 e IL-
12RB2(Presky et al., 1996), que activa la cinasa JAK-STAT. Esta citocina se
enfoca en la activacion de STAT4 principalmente, y sus receptores son
expresados principalmente por células T y por células NK (Thierfelder et al., 1996;
Trinchieri 2003).

2.10.6 TNF-a

TNF-a es una citocina proinflamatoria, aislada en 1975 por Carswell. La mayor
parte de los 6rganos contienen receptores para TNF-a. Esta citocina induce la
proliferacion de neutréfilos durante el proceso inflamatorio y es producida por

diferentes tipos de células, principalmente por macréfagos (Alicato et al., 2010).

A concentraciones pequefias ayuda a mantener la homeostasis regulando el ritmo
cardiaco, promueve el remplazo de tejido dafiado gracias a la estimulacion del
crecimiento de fibroblastos (Popko et al., 2008).

Se cree que TNF-a produce resistencia a la insulina al inducir un defecto en la

capacidad de fosforilacion de residuos de tirosina en el primer sustrato del
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receptor de insulina (IRS-1), necesaria para la progresion de la sefial intracelular
de la hormona14,15, y al disminuir la expresion génica de los transportadores de
glucosa sensibles a la insulina GLUT-4 (Rodriguez et al., 2009).

2.11 Leptina y la respuesta inflamatoria

El efecto de la leptina en la produccién de citocinas es controversial. Algunos
estudios muestran una relacion de la leptina con citocinas pro-inflamatorias
incluyendo TNF-a, IL-6, IL-8 y IFN en ratones y humanos (Lofreda et al., 1998;
Santos et al., 1999; Zarkesh-Esfahani et al., 2001). En contraste, se ha observado
in vivo que inyectando endotoxina a primates reduce TNF-a e IL-6, después de un
tratamiento con leptina, indicando el efecto anti-inflamatorio para promover la
supervivencia durante sepsis (Vozarova et al.,, 2001). También se ha observado
que la leptina atenua la pancreatitis en ratas aumentando la citocina anti-
inflamatoria IL-4 y disminuyendo la produccion de las pro-inflamatorias TNF-a y
IL-18 cuando el pancreas es estimulado por medio de caerulina (Jaworek et al,,
2002).

Un aumento en la concentracion de leptina promueve la activacion de células T de
ayuda a CD4" y CD8" (Tw1) produciendo citocinas pro-inflamatorias como IL-2 e
IFN-y. Al descender sus niveles disminuye el porcentaje de células T de ayuda 2
(Ty2) produciendo asi IL-4 e IL-10 y promoviendo una reaccion anti-inflamatoria
(Stofkova 2009).

In vitro, la leptina ha demostrado potenciar la produccion de oxido nitrico (NO)
inducido por IL-1 e IFN-y en condrocitos. NO es un mediador pro-inflamatorio y
destructivo en cartilago, ha demostrado el decremento en la proliferacion de
condrocitos y aumentar la produccién de la citocina IL-18 que promueve la

apoptosis y la inflamacion del tejido(Vuolteenaho et al., 2009).

18



3. JUSTIFICACION

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud publica en México. Segun
datos de la ENSANUT 2006, en el ambito nacional, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en mujeres es mayor al 70%. La Secretaria de Salud publicé que en
2009 mas de 42 mil millones de pesos fueron gastados en comorbilidades
asociadas al sobrepeso y obesidad, y esta cifra ird en aumento al menos de que
se implementen estrategias para contener esta epidemia en el pais. Contar con
mas informacion de los factores que intervienen en la obesidad y enfermedades
asociadas es de vital importancia para su tratamiento y prevencion (Olaiz-
Fernandez et al., 2006; Cdrdova 2010).

Hoy dia se sabe que la obesidad es un estado de inflamacién crénica de bajo
grado en el que se ven aumentadas las concentraciones de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1,IL-6, leptina y TNF-a) (Rizzo et al., 2004; Garcia et al., 2006). El
consumo de micronutrimentos como el zinc y las vitaminas A, E y C estan
directamente implicados en la secrecidn de estas proteinas incluyendo a la leptina
(Peretz et al., 1993; Cristos et al., 1998; Garcia et al., 2009).

Altas concentraciones de leptina perpetuan el estado de inflamacion promoviendo
la secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Es de gran interés conocer la relacion
que tienen los niveles sanguineos de zinc, vitaminas A C y E con la leptina y

citocinas pro inflamatorias y si esta relacion es igual en individuos sanos y obesos.

No existen estudios que evaluen el efecto simultaneo de la concentracion
micronutrientes en marcadores inflamatorios y leptina, y se desconoce si este

efecto es diferente en pacientes con obesidad.
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4, HIPOTESIS

Las vitaminas A, E, C y el zinc afectan los niveles séricos de marcadores de

inflamacion y leptina.
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5. OBJETIVO

5.1 General

Evaluar el efecto que tiene la concentracion de las vitaminas A, C, E y zinc en la
respuesta inflamatoria y niveles de leptina en una poblacion abierta de mujeres en

zona rural de México.

5.2 Especificos

« Evaluar la asociacion entre leptina y las diferentes citocinas

« Determinar la asociacion de las citocionas pro y anti inflamatorias con

indices antropométricos y medidas de composicién corporal

« Evaluar la relaciéon del zinc y las vitaminas A, E, y C con citocinas pro y anti-

inflamatorias.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Poblacion

280 mujeres de 25 y 55 afos de edad de comunidades rurales cercanas a la
ciudad de Querétaro, Qro., fueron invitadas a participar en el estudio. Las
comunidades que participaron en el estudio fueron El Blanco, San Idelfonso, San
Vicente, Purisima de Cubos, La Esperanza, La Pefuela y México Lindo. Todas las
mujeres recibieron informacion acerca del estudio tanto oral como escrita y
firmaron una carta de consentimiento informado. El estudio fue previamente
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales (FCN),

de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ).

Para poder participar en el estudio, las mujeres cumplieron con los siguientes
criterios de inclusién.
e Mujeres de 25 a 65 afos

e Que hayan aceptado participar en el estudio y que hayan firmado la carta
de consentimiento.

e Aparentemente sanas

Por otra parte los criterios de exclusion fueron:

e Mujeres embarazadas o lactando

e Personas con alguna patologia asociada con inflamacion o que
comprometa al sistema inmune (artritis, cancer, sida, lupus, etc).

e Mujeres diagnosticadas con diabetes, niveles séricos de glucosa arriba de
110 mg/mL.

¢ Personas que padezcan de sus facultades mentales.

e Personas que estén bajo algun tratamiento o que estén suplementadas con
algun compuesto que pueda interferir en el estudio.

e Personas que estén bajo algun régimen especial de actividad fisica o dieta.
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6.2 Tamano de la Muestra

La muestra de 280 mujeres fue calculada para poder detectar diferencias
significativas en la razon de momios de 0.5 a 1.75 entre dos grupos
independientes con diferentes niveles de citocinas con un error alpha de 5% y un
error beta del 20%, y una orevalencia de deficiencia de micronutrientes de 20%
(Dupont et al., 1997).

6.3 Disefio experimental

A las mujeres que aceptaron participar en el estudio y que cumplieron con los
criterios de inclusion, se les tom6 una muestra de sangre en ayunas (12 horas)
para la determinacion de Leptina, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12.
Posteriormente, se les citdé para ser transportadas a la Unidad Metabdlica de la
FCN de la UAQ, donde se llevo a cabo la evaluacidon antropométrica (talla, peso y
circunferencia de cintura). Ese mismo dia, se les realizé la evaluacion de la

composicion corporal por medio de DEXA.
6.4 Métodos

6.4.1 Evaluacién de Antropometria y Composicion corporal

Se realizaron mediciones antropométricas a la poblacion de estudio, por duplicado
por personal previamente estandarizado y certificado, siguiendo los lineamientos
de la OMS (Ferro et al., 1993).

Talla y peso

La talla se midio con un estadimetro modelo Body Meter 206 (SECA Bradford, MA)
de acuerdo al protocolo emitido por la OMS. Las mujeres fueron medidas
descalzas, con los pies bien apoyados en una superficie plana, con el peso
distribuido parejo en ambos pies, los talones juntos y la cabeza en una posicién tal
que la linea de visién sea perpendicular al cuerpo. Se llevé a cabo la medicidon
verificando que los brazos colgaran libremente a los costados, y la cabeza, gluteos

y talones estuvieran en contacto con la tabla vertical del estadimetro. Se les indico
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que hicieran una respiracion profunda y que mantuviera la posicidon erguida. En
ese momento se deslizé6 la cabeza movil del estadimetro hasta el vértice del

craneo con una presion suficiente para comprimir el cabello (Ferro et al., 1993).

Se peso a las personas con una bascula modelo ROBUSTA 813 (SECA Bradford,
MA) de acuerdo al protocolo de la OMS. Cada participante permanecié de pie
inmovil en el centro de la plataforma, con el peso del cuerpo distribuido de forma

pareja entre ambos pies, sin zapatos (Ferro et al., 1993).
Circunferencia de cintura

El sujeto permanecié de pie comodamente con su peso distribuido sobre ambos
pies, separados por una distancia de 25 a 30 cm. La medicion de la circunferencia
de cintura se realizé a una distancia intermedia entre el borde inferior de la ultima
costilla y la cresta iliaca, en un plano horizontal, se palpé y marcdé cada uno de
estos puntos y se determind el punto medio por medio de una cinta métrica (SECA
Bradford, MA). El observador se sento6 junto al sujeto y colocé la cinta pegada al
cuerpo de este, sin apretar tanto para no comprimir los tejidos blandos.(Ferro et
al., 1993).

6.4.2 Determinaciones bioquimicas:

Citocinas

Las concentraciones séricas de las citocinas inflamatorias TNF-a,IL-1, IL-6, IL-8, e
IL-12 y la interleucina antinflamatoria IL-10 se determinaron en forma
simultaneamente por medio de citometria de flujo utilizando un kit para
evaluacion de inflamacion en humanos (Becton Dickinson, San Jose, CA). Las
muestras se incubaron 1.5 horas en la obscuridad con la dilucion apropiada de
capsulas de captura; estas capsulas posteriormente fueron lavadas por
centrifugacion e incubadas nuevamente 1 hora con 30 minutos. Se lavaron
nuevamente por centrifugacion y fueron cuantificadas por medio de un citometro

de flujo FACSCAN (Becton Dickinson, San José, CA) equipado con un laser a
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488nm. Los datos fueron analizados utilizando el software BD CellQuest utilizando

controles positivos subministrados por el proveedor.
Leptina y proteina C reactiva

La leptina y la proteina C reactiva fueron cuantificadas por duplicado utilizando un
kit comercial de ELISA (Kit ELISA para leptina en humanos,Linco Research, St
Charles, MO; Kit ELISA de alta sensibilidad para proteina-C Reacticva (CRP),
Bioquant, San Diego, CA).

Zinc

Se determind la concentracion sérica de zinc por medio de espectrometria de
absorcion atdomica. Para lo anterior, se prepard una curva de calibracion a partir de
un patrén certificado de Zn (Perkin Elmer, Boston, MA) lote 15-99Zn a
concentraciones de 7 a 23pumol/L, diluyendo con acido clorhidrico 01.molar. La
muestra se prepard por triplicado diluyendo 1 parte de suero con 5 de acido
clorhidrico 0.1molar, y se midi6 la absorbancia por triplicado con un
espectrofotometro AAnalyist 7000 (Perkin Elmer, Boston, MA) utilizando una
lampara de Zn de catodo hueco a 15mA. Se considero como deficiente de zinc a
cualquier individuo con una concentracion en sangre menor a <70ug/dL (Hess et
al., 2007).

Vitaminas A,Cy E

Se determind la concentracion sérica de vitamina A y E simultdneamente por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de fase reversa, con un
cromatégrafo modelo 1525 equipado con una bomba binaria, un detector de
fotodiodo 2996, un automuestrador 717 y una columna C18 (WATERS, New
Braunfels, TX). La fase movil consistié de 100% metanol (J.T. Baker) y el flujo de
medicié fue de 1 mL/min a una temperatura de 40°C, cuantificado a una longitud
de onda de 300 nm.

La vitamina C fue medida por medio de un equipo HPLC modelo 1525 equipado

con una bomba binaria, un detector de fotodiodo 2996 y un automuestrador 717
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(WATERS, New Braunfels, TX) utilizando una columna C18 (WATERS, New
Braunfels, TX) con una fase mévil de NaH,PO4 0.01 My EDTA 0.2 mM, a un flujo
de 0.85 mL/min, y a una longitud de onda de 254 nm.

Los individuos fueron clasificados como deficientes de vitamina A cuando
presentaron concentraciones en sangre abajo de 20ug/dL (Gibson 2005),
deficientes de vitamina E cuando presentaron concentraciones en sangre
inferiores a 5 pg/dL (Gibson 2005)y deficientes de vitamina C con concentraciones
en sangre menores a 2ug/mL (Food and Nutrition Board 2000; Gibson 2005).

Glucosa y Perfil de Lipidos

La concentracion de glucosa en ayunas fue determinada por el método enzimatico
colorimetrico usando un kit comercial Glucose-PAP ( Elitech, Francia) con un
Equipo Clinical Analizer Bayer RA-50 (Bayer Diagnostics, Dublin, Ireland). La
Concentracion de colesterol total y HDL en plasma fue medido con un Kkit
comercial (Cholesterol SL, Triglycerides, Cholesterol HDL SL 2G, Elitech, France)
en un analizador Bayer RA-50, la concentracion de LDL fue calculada a partir de
las mediciones anteriores utilizando el método Friedewald (Friesdwald et al.,
1972).

Analisis estadistico.

Se realizd un analisis descriptivo de las variables que incluye medias y desviacion
estandar y un analisis de varianza con una prueba de Tukey para evaluar si existe
diferencia significativa entre las mujeres con peso normal con sobrepeso y con
obesidad de la poblacion. Se crearon nuevas variables a partir de las ya obtenidas
como lo son el IMC y el indice cintura estatura. Se estratificaron las variables de
IMC (normal, sobrepeso y obesidad) y citocinas (no detectables, niveles bajos y

niveles altos).

Se realizd6 una correlacidon de Pearson y una regresion lineal para evaluar la
relacion entre leptina e indices antropomeétricos y de composicién corporal. Para

evaluar la relacién entre los micronutrientes y citocinas se realizd una regresion
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logistica ordenada y se utilizd la razon de momios para reportar los resultados.

Todos los analisis se realizaron usando el paquete estadistico de STATA 11.
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7. RESULTADOS

Las medidas antropométricas y metabdlicas de la poblacién se resumen en la
Tabla 6, donde se puede observar que la media para la edad es de 36 afios. En
promedio, las mujeres son de de baja talla (151.9 cm. £ 4.9), con un elevado
indice de masa corporal y porcentaje de grasa abdominal. El promedio de la
concentracion de vitaminas A, E y C es adecuado; sin embargo el promedio de la
concentracion en sangre de zinc es bajo (1.3 ug/mL). La concentracion promedio
de proteina C reactiva indica inflamacioén sistémica de bajo grado (5.3 mg/mL).

Tabla 6 Variables Antropométricas y bioquimicas de la poblacién

Variable Media * DS
Edad (Afios) 36.2+7.03
Talla (cm) 151.9+4.9
Peso (Kg) 68.5+12.6
indice de Masa Corporal (Kg/mz) 299+55
Indice Cintura Estatura 0.6+0.1

% Grasa abdominal 43.7+5.8
Vitamina A (ug/dL) 483 +11.3
Vitamina E (pg/mL) 72x20
Vitamina C (ug/mL) 5322
Zinc (ug/mL) 1.3+£0.7
Proteina C Reactiva (mg/mL) 53+3.8
Leptin (ng/mL) 329+ 18.8

Los valores se presentan como medias + desviacion estandar (N=280)

Se observé una alta prevalencia de obesidad y sobrepeso en la poblacién: 43.5%

y 36.4%, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6 prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacién
Las prevalencia de deficiencias de vitamina C fue de 4%, 15% de vitamina E y
18% de zinc. La prevalencia de deficiencia de vitamina A es practicamente nula
(Figura 7).
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Figura 7 Deficiencia de micronutrientes en la poblacién
Se evalud a la poblacion de estudio de acuerdo a su IMC (Tabla 7). Como era de
esperarse, existe una diferencia significativa entre los grupos de peso normal,
sobrepeso y obesidad en las variables de peso, ICE, % grasa abdominal

circunferencia de cintura, leptina y proteina C reactiva. La concentracion de
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vitamina E fue significativamente menor en las mujeres con obesidad comparadas
con las mujeres con peso normal y sobrepeso. Las mujeres con peso normal y
obesidad tuvieron significativamente mas vitamina A que las mujeres con
sobrepeso. No hubo diferencias entre grupos de acuerdo a la concentracion de

zinc y vitamina C.

Tabla 7 Caracteristicas de la poblaciéon de estudio de acuerdo a su indice de Masa Corporal

(N=280)

Parametro Normal Sobrepeso Obesidad Total

Edad (afios) 33.9+6.8° 372+78% 382+75° 37+7.5*
Peso (Kg) 53.9+4.9° 629+51° 78.9:104° 682+127*
IMC (Kg/m?) 229+15° 275+£14° 345+41°  297:55*
indice Cintura Estatura 0.4+0.03° 05+0.03° 06+0.1° 0.5+0.1*
Grasa Abdominal (%) 36.9+5.1° 429+37° 471+41° 43.6+56*
Circunferencia de Cintura 76.5+15.1° 86.3+49° 999+89° 90.3+11.5*
Vitamina A (ug/dL) 462+109°% 501+£7° 481:119® 485:11.4*
Zinc (mg/mL) 1.2+05° 1.2+06° 1.2+0.7° 1.2+0.6
Vitamina E (pg/mL) 76+22° 76+21% 67+£19° 74421
Vitamina C (pg/mL) 51+22° 54+22°% 54+22° 52 +2.2
Leptina (pg/mL) 16.1+9.6° 257 + 111 446+184° 322+185*
CRP (mg/L) 27+33° 43+31° 67£37° 5.1t 3.5

Analisis de varianza entre los grupos (Normal Sobrepeso y Obesidad) *p<0.05 **p<0.01

abe piferencias entre grupos por medio de un prueba de comparacion de medias de Tukey con un

nivel de confianza de 95%

Se realizaron una serie de regresiones para detectar posibles variables
confusoras. Después de estas pruebas, se determiné que las variables CRP y
edad, demostraron tener un efecto directo en los marcadores de inflamacion y por
lo tanto, fueron incluidas en los modelos de regresidon logistica ordenada.. Se
evaluo el riesgo que tienen las mujeres con altos niveles de grasa abdominal, un

alto indice cintura estatura y un alto indice de masa corporal de tener altas

30



concentraciones de marcadores de inflamacion (Tabla 8). Las mujeres que tienen
alto porcentaje de grasa abdominal, un alto IMC y un alto ICE, presentaron un
mayor riesgo de tener altas concentraciones de IL-6. No se encontr6 ninguna
asociacion entre las demas citocinas IL-1, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF- a y las

variables de composicion corporal.

Tabla 8 Relaciéon entre marcadores de inflamacién, e indicadores de composicién corporal

IL-1(pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL8(pg/ml) IL-10(pg/ml) IL-12(pg/ml) TNF-a (pg/mL)
% Grasa 0.99 1.05 1.00 1.01 1.01 0.99
Abdominal (0.95-1.03) (1.01-1.09)* (0.96 - 1.03) (0.96-1.04)  (0.97 - 1.05) (0.95 - 1.03)
indice de Masa 0.99 1.03 1.01 1.00 1.00 0.98
Corporal (0.95-1.03) (1.00-1.07)* (0.96-0.04) (0.96-1.05) (0.95-1.04) (0.94 - 1.03)
Indicie Cintura 0.67 12.89 1.75 1.21 1.01 0.36
Estatura (0.03-11.5) (0.92-179.5)* (0.11-26.5) (0.063-24.3) (.055-18.3) (0.018—7.23)

Los valores estan presentados como razén de momios (95% IC), que representan la probabilidad
de que la concentracién de una citocina (categorizadas en 3 niveles no detectable, <mediana,
>mediana) sea mayor entre mujeres con un elevado indicador de composicién corporal.

Ajustado por proteina C reactiva y edad.

*p<0.05

**p<0.01

Una regresion logistica ordenada se efectud para evaluar la relacion que existe
entre los marcadores de inflamacion y los niveles séricos de leptina en la
poblacion (Tabla 9). En esta poblacion, la concentracion de leptina no incremento

ni disminuyo el riesgo de tener mayores niveles de marcadores de inflamacion.
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Tabla 9 Relacion entre leptina y marcadores de inflamacidén

Citocinas RM (95% IC)* P

IL-1 0.92 (0.80-1.05) 0.255
IL-6 1.01 (0.89-1.15) 0.781
IL-8 0.95 (0.83-1.08) 0.481
IL-10 0.92 (0.79-1.06) 0.272
IL-12 0.96 (0.83-1.11) 0.616
TNF-a 0.91(0.79-1.06) 0.252

Los valores estan presentados como razén de momios(95% IC), que representan la probabilidad
de que la concentracién de una citocina (categorizadas en 3 niveles no detectable, <mediana,
>mediana) sea mayor entre mujeres con un elevado indicador de composicién corporal.

Ajustado por proteina C reactiva y edad

.*p<0.05

**p<0.01

Para evaluar el riesgo que tiene la poblacion de tener altos niveles de marcadores
de inflamacion de acuerdo con diferentes concentraciones de micronutrientes se
realizd una regresion logistica ordenada (Tabla 10). El riesgo de tener altas
concentraciones de los marcadores de inflamacién: IL-6, IL,10, IL-12 y TNF- a se
ven significativamente reducidos en individuos que presentan altas
concentraciones de zinc. El riesgo de presentar altos niveles de interleucina-1 es
menor en las mujeres que presentaron altas concentraciones de vitamina A. Por
el contrario, el riesgo de tener altos niveles de IL-6 es mayor en las participantes
que presentaron altas concentraciones de vitamina E. La vitamina C en este

estudio no se asoci6 con ninguno de los marcadores de inflamacién en sangre.
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Tabla 10 Relacion entre micronutrientes y marcadores de inflamacién

Micronutriente | L-1 pg/mL IL-6 pg/mL

IL-10 pg/mL

IL-12 pg/mL

TNF-a pg/mL

Zinc ug/mL  0.81(0.56-1.18) 0.57 (0.39-0.84)*
Vit. Aug/dL  0.97 (0.95-0.99)*  0.98 (0.96-1.00)
Vit. Cug/mL 1.04 (0.92-1.17)  1.01 (0.90-1.13)

Vit. Eug/mL  1.27 (1.03-1.57) 1.23 (1.00-1.5)

0.63 (0.41-0.96)*
0.98 (0.95-1.01)
1.08 (0.95-1.21)

1.07 (0.85-1.41)

0.63 (0.41-0.95)
0.97 (0.94-0.99)*
1.11 (0.98-1.25)

1.19 (0.96-1.49)

0.63 (0.42-0.96)*
0.98 (0.95-1.01)
1.08 (0.96-1.22)

1.15 (0.92-1.44)

Los valores estan presentados como razon de momios (95% IC), que representan la probabilidad
de que la concentracién de una citocina (categorizadas en 3 niveles no detectable, <mediana,

>mediana) sea mayor entre mujeres con un elevado indicador de composicién corporal.

Se ajusto por proteina C reactiva y edad.
*p<0.05
**p<0.01
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8. DISCUSION

Este estudio es el primero en caracterizar la relacion entre citocinas inflamatorias y
medidas de adiposidad y obesidad central entre mujeres de zona rural en México,
ademas de caracterizar el efecto de las concentraciones sanguineas de diversos

micronutrientes sobre niveles de marcadores de inflamacion.

Se observé una relacion significativa entre interleucina-6 y las medidas de
obesidad y adiposidad central que es consistente con lo que otros autores han
reportado (Mohamed-Ali et al., 1997; Fried et al., 1998). Mohamed et al. (1997),
por ejemplo, reportaron que aproximadamente el 30% de la IL-6 circulante es
secretada por el tejido adiposo, y que este porcentaje se incrementa en personas
obesas. Vozarova et al. (2001) en estudios en una poblacion de indios Pima
encontraron que las concentraciones de IL-6 estan relacionadas positivamente con
el tejido adiposo y negativamente relacionada a la accion de la insulina. Otras
interleucinas, como TNF-a, han sido correlacionadas con obesidad y tejido
adiposo en estudios realizados tanto en roedores como en humanos (Kern et al.,
1995; Kern et al., 2001). Los resultados del presente estudio son similares a los de
le Kern y col (2001). Observaron que las concentraciones de IL-6 fueron mucho
mas elevadas en plasma y en tejido adiposo en sujetos obesos comparado con
sujetos con peso adecuado. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

obesos y no obesos en las concentraciones de TNF- a.

En el presente trabajo, la IL-6 se asocio significativamente con el tejido adiposo.
Estos resultado coinciden con lo reportado en otros estudios (Mohamed-Ali et al.,
1997; Fried et al., 1998). Asi mismo, esta comprobado que las personas obesas
y con diabetes tienen concentraciones altas de IL-6, y existe una correlacion

directa entre ésta y el porcentaje de grasa corporal (Vozarova et al., 2001).

La leptina se ha asociado directamente con la produccion de citocinas
proinflamatorias (Popa et al., 2005). De igual forma, se ha estudiado también el
efecto que tienen los micronutrientes en la produccion de leptina, por lo que la

leptina pudiera ser el mecanismo por el cual los micronutrientes se relacionan con
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los procesos de inflamacion observados en la obesidad. Los resultados muestran
una falta de asociacidén entre la leptina y los marcadores de inflamacion lo que
sugiere que, en esta poblacion, el mecanismo por el cual los micronutrientes
tienen un efecto en la inflamacion sistémica no es por medio de la regulacién de
leptina. Por consiguiente la leptina se dejo fuera del modelo que se utilizé para

evaluar la relacion entre micronutrientes e inflamacion cronica.

Se observaron diferentes asociaciones entre la concentracion de micronutrimentos
y el riesgo de tener concentraciones elevadas de marcadores de inflamacion en
sangre. La reduccion en el riesgo de tener altas concentraciones de los
marcadores de inflacion TNF-a, IL-6 IL-10 e IL-12 entre las mujeres con altas
concentraciones de zinc es similar a lo reportado por (Bao et al., 2010), quienes
observaron que una suplementacion con zinc en personas de la tercera edad

reduce citocinas proinflamatorias en plasma..

Han surgido diferentes hipdtesis y mecanismos de como es que se relaciona el
zinc con la obesidad y por consiguiente con la inflamacién crénica de bajo grado.
Uno de los mas sugeridos es por medio de la regulacion de la leptina ya que es la
hormona encargada de prender rutas de sefalizacion en el hipotalamo, que regula
la sensacion de saciedad. Un estudio realizado por Goémez et al. (2006) demostro
que la administracion de un suplemento de zinc aumenta la concentracion de
leptina sérica en hombres obesos. Sin embargo, en este estudio la leptina no
relacion6 con la inflamacion crénica y por consiguiente la regulacion que pueda

tener el zinc en la secrecién de leptina no fue considerada en el modelo.

Otros mecanismos por medio de los cuales el zinc pudiera afectar la inflamacion
crénica es por medio de enzimas dependientes de zinc que se involucran en la
transcripcion de proteinas inflamatorias. Una de ellas es la glicoproteina-zinc a2
(ZAG) que es una adipocitocina soluble encontrada en plasma. Un analisis de la
estructura de esta citocina demostré que forma parte del complejo mayor de
histoproteinas (MHC por sus siglas en inglés). A diferencia de las otras proteinas
de esta familia, ZAG no es una proteina de membrana y su funcién parece ser

diferente a las otras proteinas. ZAG tiene un rol importante en la transcripcion de
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TNF-a y al parecer reduce la expresion de este marcador de inflamacion(Mracek
et al., 2010). Se ha caracterizado a esta citocina como un factor protector en la
obesidad, ya que reduce algunos marcadores de inflamacion y estimula la lipolisis
(Bao et al., 2005). Se ha comprobado que la expresion de ZAG es menor en
individuos obesos que en personas con peso normal (Marredes et al., 2008).Sin
embargo se requieren mas estudios para poder asegurar que este es uno de los
mecanismos por los que el zinc es un factor de proteccion en la inflamacion

cronica de bajo grado.

Otra de las enzimas en las que el zinc esta involucrado es la a;-macroglobulina, al
modificar su conformacién y asi tener una mayor influencia sobre la funcion
inmune, principalmente promoviendo su interaccion con citocinas y proteasas
(Wellinghausen et al., 1998).

Otro mecanismo independiente de leptina en el que el zinc puede estar
involucrado es por medio de la secrecion de TNF-a IFN-Y, IL-6 e IL-1 que se
promueve por la interaccion directa del zinc con monocitos, y puede ser detectado

en lineas de este tipo de células (Wellinghausen et al., 1998).

Hasta el dia de hoy no existe una teoria que por si sola explique la relacion entre
el zinc y la inflamacion sistémica. Queda mucho por explorar en esta area y se
requieren estudios de cohorte o de intervencion para poder aislar variables
confusoras y encontrar el verdadero efecto del zinc asi como las vias en las que

actua en el proceso de inflamacién crénica de bajo grado.

Al Igual que el zinc, en esta poblacién altas concentraciones de vitamina A estan
asociadas con un riesgo reducido de tener concentraciones elevadas de
marcadores de inflamacién. Esta asociacion solo se encontrd con las citocinas 1L-1
e IL-12 y no fue tan fuerte como en el caso del zinc, probablemente por el hecho
de que no hubo deficiencia de vitamina A en las mujeres del estudio. Por
consiguiente la parte de la regresiéon ordenada con valores bajos de vitamina A no

esta considerada en el modelo.
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La vitamina A se asocia con la respuesta inflamatoria ya que se sabe que retinol
activa los receptores nucleares RA, que regula la transcripcion de genes que
contienen el elemento responsivo RA, que tiene que ver con genes del sistema
inmune y secrecion de interleucinas (Kumar et al, 1999). La vitamina A y sus
compuestos retinoicos activos modifican las respuestas inmunes promoviendo la
respuesta Th2 y al mismo tiempo inhibiendo las respuestas Th1 en roedores y
humanos; sin embargo aun no se ha definido un mecanismo especifico. Una de
las propuestas es que el acido retinoico trans se une al receptor de acido retinoico
alfa (RAR-a), el cual inhibe la produccion de IFN-Y por linfocitos T (Dawson et al.,
2009).

Se puede concluir que la vitamina A y el zinc pueden estar actuando por diferentes
mecanismos en la inflamacion crénica de bajo grado ya que cada uno actua en
diferentes marcadores de inflamacion. (Wellinghausen et al., 1998; Dawson et al.,
2009; Mracek et al., 2010).

En contraste se encontré que concentraciones elevadas de Vitamina E se asocian
con un riesgo elevado de tener mayores concentraciones de citocinas
proinflamatorias (IL-6 e IL-12), y la vitamina C no tuvo ningun efecto. Estos
hallazgos no son consistentes con los que otros autores han encontrado de las
vitaminas antioxidantes, ya que se ha reportado que tienen un efecto
antiinflamatorio. (Wannamethee SG et al., 2006), por ejemplo, reportd que la
vitamina C tiene efectos antiinflamatorios en hombres sin historial de enfermedad
cardiovascular o diabetes. Por otro lado, (Block G et al., 2004) reportaron que la
suplementacién con vitamina C estd asociada a una reduccion del 25% en las

concentraciones de CRP en plasma.

Existieron algunas limitaciones metodoldgicas en el estudio, ya que es un estudio
trasversal y determinar la causalidad entre la composicion corporal, los niveles de
micronutrientes en sangre y marcadores de inflamacion es muy complicado. Es
imposible conocer si los micronutrientes estan afectando los niveles de citocionas
o si las citocinas estan contribuyendo a cambiar los niveles de micronutrientes en

sangre.
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Este estudio proporciona antecedentes para poder realizar nuevos estudios en el
area, ya sea estudios de cohorte o estudios de intervencion, a partir de los cuales
se pueda encontrar los verdaderos efectos de cada micronutriente en la
inflamacion crénica, y conocer la causalidad sobretodo en micronutrientes como el
zinc y las vitaminas A, C y E que estan intimamente ligadas al metabolismo de

personas obesas.
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9. CONCLUSIONES

En esta poblacion, la ruta por medio de la cual las vitaminas evaluadas y el
zinc ejercen su efecto en la inflamacion sistémica es independiente de

leptina.

Un aumento en el tejido adiposo, ya sea medido como % de grasa
abdominal, indice de masa corporal o indice cintura estatura, aumenta el

riesgo de tener una mayor concentracion de IL-6 en sangre.

Altas concentraciones de zinc demostraron ser un factor protector contra la
inflamacion crénica de bajo grado disminuyendo la probabilidad de tener

altos niveles de las citocinas inflamatorias IL-6, IL,10, IL-12 y TNF- a.

La vitamina A demostrd ser un factor protector contra la inflamacién crénica
disminuyendo la probabilidad de tener altos niveles de IL-1; sin embargo el
efecto pudo verse atenuado por la falta de deficiencia de vitamina A en la

poblacion.

Altas concentraciones de vitamina E, demostraron aumentar el riesgo de
tener altas concentraciones de IL-6 en sangre sin embargo esta asociacion
desaparece al ajustar la vitamina E por la concentracién de lipidos en

sangre.
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