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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad se asocia a un alto riesgo de desarrollar alteraciones
cardiometabdlicas, sin embargo la literatura médica ha descrito un subgrupo de obesos que
parece estar protegido del desarrollo de estas alteraciones, siendo denominados obesos
metabolicamente sanos o con obesidad metabdlicamente benigna (OMB). Aln no hay una
definicion estandarizada para este fenotipo de obesos y los mecanismos que dan cuenta de su
existencia son aun especulativos. Sin embargo, se ha observado que varias de las alteraciones
que asociarian la obesidad y disfuncion del tejido adiposo con enfermedad cardiovascular y
diabetes tipo 2, no estan presentes en estos sujetos.

Obijetivos: Investigar en sujetos con obesidad metabolicamente benigna sometidos a cirugia
bariatrica la expresion de ciertos genes funcionales del tejido adiposo subcutaneo y visceral y
compararla con las de obesos con alteraciones metabolicas, asi como caracterizar y comparar el
estado de inflamacion sistémica, patron de secrecion de adipoquinas y sensibilidad a la insulina
entre ambos grupos de obesos.

Metodologia: Los sujetos fueron reclutados del Departamento de Nutricidén y Centro de Cirugia
de la Obesidad de Clinica Las Condes. Se incluyeron 40 pacientes obesos (indice de masa
corporal >30 y < 45 kg./m?), con circunferencia de cintura alterada, entre 18 y 65 afios, y que
fueron sometidos a cirugia bariatrica. La muestra fue dividida en 20 sujetos con OMB si
presentaron a lo mas un criterio del sindrome metabdlico y los 20 restantes que no cumplieron
la definicion propuesta fueron calificados con obesidad metabolicamente maligna (OMM). En
ambos grupos se tomaron muestras de tejido adiposo visceral y subcutaneo para el estudio de

expresion de genes asociados a inflamacion, capacidad de diferenciacion del adipocito,



capacidad de acumulacién de lipidos y de adiponectina, asi como muestras sanguineas para
cuantificacion de leptina, adiponectina, IL-6, TNF-a y medicion de resistencia a la insulina.
Resultados: sujetos con OMB comparados con aquellos con OMM presentan
significativamente mayores niveles de colesterol HDL (53,4+11,9 vs. 43,7+8,6 mg/dl, p < 0,05)
y menores de triglicéridos plasmaticos (103,5 (79,3-125,8) vs. 175 (119,8-263,3) mg/dl,
p<0,05,), sin evidenciarse otra diferencia significativa en las caracteristicas clinicas y
metabolicas de la muestra. No se observaron diferencias significativas en el patron de expresion
de genes funcionales del tejido adiposo subcutaneo y visceral abdominal entre ambos grupos de
sujetos obesos, ni en los parametros de inflamacion sistémica, patron de secrecion de
adipoquinas y resistencia a la insulina. Hubo una significativa menor expresién de genes
asociados a inflamacion del tejido adiposo subcutaneo en los sujetos con OMB al re-definir la
condicion de benignidad metabdlica, es decir, cuando el grupo de obesos benignos cuenta con
solo la CC alterada y el grupo malignos con a lo menos 4 criterios positivos.

Discusion: los criterios tradicionalmente usados para definir la OMB y OMM no logran
distinguir diferencias significativas en la funcion del tejido adiposo de la muestra estudiada.
Solo se aprecian diferencias significativas al extremar la definicién, lo que podria sugerir que la
disfuncion del tejido adiposo asociada a obesidad representa un continuo donde existen sujetos
obesos menos y mas afectados y que la evidencia existente sobre la presencia de sujetos obesos

sanos, se origina solo por la deteccion en una etapa temprana de este proceso.



ABSTRACT

Background: Obesity is associated with a high risk of developing cardiometabolic disorders,
but the literature has described a subgroup of obese patients who seems to be protected from the
development of these alterations, named metabolically healthy obese or with metabolically
benign obesity (MBO). There is still no standardized definition for this phenotype of obesity
and the mechanisms that account for its existence are still speculative. However, it has been
observed that various alterations that associate obesity and adipose tissue dysfunction with

cardiovascular disease and type 2 diabetes, are not present in these individuals.

Objectives: To investigate in patients with metabolically benign obesity the expression of
certain genes in visceral and subcutaneous adipose tissue, and compare with expression in
obese patients with metabolic disorders, as well as to characterize and compare the state of
systemic inflammation, secretion pattern of adipokines and insulin sensitivity between the two

groups of obese subjects.

Methods: Subjects were recruited from the Department of Nutrition and Center for Obesity
Surgery of Clinica Las Condes. 40 obese patients (BMI >30 and < 45 kg/ m?) with altered waist
circumference, between 18 and 65 years, who underwent bariatric surgery were included. The
sample was divided into 20 subjects with MBO if they had until 1 criterion of metabolic
syndrome, and 20 patients who did not meet the proposed definition called metabolically
malignant obesity (MMO). Visceral and subcutaneous adipose tissue samples from both groups
were taken for the study of gene expression associated with inflammation, adipocyte
differentiation capacity, lipid storage capacity and adiponectin, as well as blood samples for

quantification of leptin, adiponectin, IL-6, TNF-a and insulin concentrations.



Results: Subjects with MBO compared to those with MMO presented significantly higher
levels of HDL cholesterol (53,4 + 11,9 vs. 43,7 + 8,6 mg/dl, p <0,05) and lower plasma
triglycerides (103,5 (79,3-125,8) vs. 175 (119,8-263,3) mg/dl, p <0,05), with no evidence of
other significant difference in clinical and metabolic characteristics of the sample. No
significant difference in the expression pattern of functional genes from abdominal
subcutaneous and visceral adipose tissue between the two groups of obese subjects or systemic
inflammation parameters, adipokine secretion pattern and insulin resistance were observed.
There was a significant lower expression of genes associated with inflammation of the
subcutaneous adipose tissue in patients with MBO by redefining benign metabolic condition:
when the group of benign obese has only the altered CC and the malignant group presented at

least 4 positive criteria.

Discussion: the criteria traditionally used to define the MBO and MMO fail to distinguish
significant differences in the function of adipose tissue sample studied. Significant differences
were observed only at extreme definition, which could suggest that adipose tissue dysfunction
associated with obesity represents a continuum where there are less affected obese subjects and
while others are more affected, and that the evidence on the presence of obese healthy subjects

is just a picture in a favorable stage of this process.



1. INTRODUCCION

La obesidad se asocia frecuentemente a numerosas complicaciones metabdlicas, tales
como diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), dislipidemia e hipertension arterial (HTA), condiciones
de reconocido riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) (1). Sin embargo,
la literatura médica ha descrito un subgrupo de obesos que parece estar protegido o ser mas
resistente al desarrollo de estas alteraciones. Estos individuos, denominados obesos
metabolicamente sanos o con obesidad metabolicamente benigna (OMB) (2), pese a su
aumentada grasa corporal, presentan un perfil metabolico favorable caracterizado por una alta
sensibilidad a la insulina, ausencia de HTA, menor concentracion de triglicéridos plasmaticos,
mayor colesterol de lipoproteinas de alta densidad (col- HDL), mejor perfil inflamatorio con
menor infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo (TA), menor concentracidn de proteina
C-reactiva (PCR) y de diversas proteinas inflamatorias séricas. Ademas estos pacientes
muestran un mejor perfil secretor de adipoquinas, con mayor concentracion sérica de
adiponectina y mejor funcion inmune, caracterizada por mayores niveles de células naturales
asesinas (NK: natural killer) y de linfocitos T citotoxicos, comparado con sujetos con obesidad
metabolicamente maligna (OMM) (3-9). Ademas, se ha demostrado que el subgrupo de sujetos
con OMB presenta menor acumulacion de grasa ectépica en higado y en masculo esquelético,
asi como también un menor engrosamiento de la intima carotidea (3,10,11). Estudios han
mostrado que la ausencia de estos factores de riesgo metabolicos en este fenotipo de obesos
también se asocia a menor desarrollo de DM-2 y ECV (12), junto con menor riesgo de muerte
por todas las causas y por ECV (13), en comparacion con pacientes con OMM. Sujetos con
OMB también presentarian menor riesgo cardiovascular y de falla cardiaca en comparacion a

sujetos con indice de masa corporal (IMC) normal, pero con sindrome metabolico (SM) (14-
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15), sugiriendo que la presencia de SM y no la obesidad per se predice un mayor riesgo
cardiovascular en el individuo (14,16,17).

Algunas revisiones sistematicas recientes, sin embargo, sefialan que sujetos con OMB
tienden a incrementar el riesgo de ECV, mortalidad (18,19) y de desarrollar DM-2 en
comparacion a sujetos sanos delgados (20). Estudios longitudinales demuestran que mas del
30% de sujetos con OMB presentan complicaciones cardio-metabdlicas durante un periodo de 5
a 10 afios de seguimiento (21-23), mientras que en una cohorte espafiola de sujetos con OMB,
el 50% se convirtié al fenotipo maligno a los 10 afios de seguimiento (24), por lo que el tiempo
de permanencia de un sujeto obeso en un estado metabolico favorable ain es desconocido. Se
han sugerido dos importantes factores de riesgo para esta conversion al fenotipo metabdlico
maligno: envejecimiento y ganancia de peso adicional. A la inversa, la practica de actividad
fisica, una dieta sana, el cese del habito tabaquico y la pérdida de peso fueron asociados con
mayor probabilidad de preservar el estado metabolico benigno (22,25). Esto sugiere que sujetos
con OMB no estan completamente protegidos de enfermedades metabdlicas y que el fenotipo
de obesos metabdlicamente sanos no se traduce en menor riesgo de mortalidad, aunque el

riesgo de sujetos con OMM es significativamente mayor (19).

1.1 Prevalenciay criterios de definicion.

La evidencia epidemiologica sugiere que la prevalencia de sujetos con OMB seria
cercana al 30% de la poblacion obesa (2), pero la falta de una definicion estandarizada para
identificarlos puede hacer variar este porcentaje desde 7 a 40%, segun el criterio utilizado

(2,26). EI principal criterio comun para definir la OMB ha sido la preservacion de la
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sensibilidad a la insulina, pese al exceso de grasa corporal, y/o la ausencia de complicaciones
metabolicas (HTA, dislipidemia, alteracion de la glicemia de ayuno, hiperuricemia,
inflamacién, entre otros) (2). Para la determinacion de la sensibilidad a la insulina varios
estudios utilizan la técnica de clampeo euglicémico hiperinsulinémico (4-6,17,27), que pese a
ser el estandar de oro, es una técnica invasiva, costosa, demorosa y poco aplicable en ensayos
de gran escala. Por lo anterior, otros estudios han usado métodos alternativos basados en el test
de tolerancia a la glucosa, como el indice de Matsuda (3,28) o una relacion entre la glucosa e
insulinemia de ayuno, como el Modelo de Evaluacion Homeostatica (HOMA: Homeostatic
Model Assessment), en combinacién con diversos factores de riesgo metabdlico con puntos de
corte especificos (2,7,14-15), preferentemente los componentes del sindrome metabdlico (SM)
(29-32).

En la literatura cientifica, son pocos los estudios que han comparado las prevalencias,
caracteristicas clinicas y metabdlicas entre sujetos con OMB segun diferentes criterios de
definicion. Messier y cols. (33) desarrollaron un estudio de comparacion de diferentes métodos
de identificacion de individuos con OMB en una cohorte de mujeres obesas postmenopausicas,
encontrando prevalencias cercanas al 23% con métodos de combinacion de diferentes factores
de riesgo metabolicos (15,34) y de 25% usando métodos basados en la sensibilidad a la insulina
(clampeo euglicémico hiperinsulinémico (5), indice de Matsuda (3) o indice de HOMA (10)).
Pese a que se observaron ciertas diferencias significativas entre el grupo de obesas
metabolicamente sanas, definidas por los diversos criterios empleados en este estudio,
existieron varias caracteristicas comunes entre ellas, tales como bajos niveles plasmaticos de
triglicéridos (TG), apoproteina B, insulina de ayuno, ferritina, asi como bajo indice TG/col-
HDL e indice HOMA, sugiriendo que estos criterios pudieran representar la base del consenso

para la definicion de OMB. Sin embargo, no todos estos criterios cuentan con puntos de corte
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claramente establecidos. Por otra parte, la similitud en las prevalencias de mujeres con OMB
obtenidas por criterios de combinacion de diferentes factores de riesgo metabolico y aquellos
basados sélo en la sensibilidad a la insulina sugiere que ambos criterios pueden ser usados para
identificar a este subgrupo de sujetos obesos y que, por ende, el riesgo de desarrollar ECV es
comparable entre ambas definiciones de benignidad metabdlica.

Pese a la falta de un método estandarizado para identificar sujetos con OMB, existe un
consenso en definir la obesidad de este fenotipo por un IMC >30 kg/mz2. El estudio de Velho y
cols. (26) compara las prevalencias y caracteristicas clinicas de individuos con OMB definidos
segun seis diferentes criterios, resultantes de variadas combinaciones de factores de riesgo
metabolicos (8-10,26,35). Ademads, estas caracteristicas fueron evaluadas para diferentes
definiciones de obesidad segun los marcadores antropométricos: IMC 2>30 kg/m?
circunferencia de cintura (CC) >102 y >88 cm, para hombres y mujeres, respectivamente, y
porcentaje de masa grasa corporal >40% y >28%, para mujeres y hombres, respectivamente. A
diferencia del trabajo de Messier y cols. (33) se encontré una diferencia considerable entre las
prevalencias de OMB segun los diferentes criterios usados, independiente del marcador
antropomeétrico que definia la obesidad. Ademas, la prevalencia méas alta de OMB se obtuvo
cuando la obesidad fue definida por el porcentaje de grasa corporal, aunque los autores no
recomiendan su uso, dada la ausencia de un acuerdo internacional sobre los puntos de corte. En
comparacion con los sujetos obesos definidos por IMC, aquellos con CC alterada presentaron
mayor prevalencia de OMB, esto dado por la mayor prevalencia de obesidad abdominal que
obesidad definida por IMC en la poblacion de estudio. Pese a que los autores demostraron que
la obesidad abdominal se asocia a menor probabilidad de presentar benignidad metabolica,
varios autores desestiman el uso de la CC para definir OMB dado que, como lo demostraran

Meigs y cols. (12) un alto porcentaje de obesos tienen CC alterada, pero carecen de riesgo de
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desarrollar DM-2 o ECV, convirtiéndose en un criterio no discriminador en la identificacion del
obeso metabdlicamente sano.

El trabajo de Meigs y cols. (12) resulta interesante, ademas, porque es una de las pocas
investigaciones que ha evaluado el riesgo de desarrollar DM-2 y ECV en sujetos estratificados
por IMC con y sin SM (29) y, con y sin resistencia a la insulina (RI) por el indice de HOMA, a
lo largo de un periodo de 11 afios de seguimiento, encontrando que los sujetos obesos con Rl o
SM presentaron el mas alto riesgo de desarrollar DM-2 o ECV. Ademas, demostrdé que
individuos con OMB identificados por la ausencia de SM o RI por el indice de HOMA
muestran un riesgo comparable de desarrollar DM-2 y ECV, sugiriendo que ambos criterios

indistintamente podrian ser usados para definir a los sujetos con OMB.

1.2 Obesidad metabolicamente benigna, ¢un revés para los mecanismos patogénicos de la

obesidad?

Los mecanismos que dan cuenta de la existencia del fenotipo metabdlicamente benigno
de obesidad son aln especulativos, sin embargo se ha observado que varias de las alteraciones
que asociarian a la obesidad y disfuncién del TA con ECV y DM-2, no estan presentes en estos

sujetos.

Composicion corporal vy distribucion del tejido adiposo

Se ha demostrado que la distribucion anatomica del TA es un fuerte predictor de
consecuencias adversas en la salud de un sujeto obeso (6). Existe numerosa evidencia que
sugiere que el exceso de tejido adiposo visceral (TAV) confiere un incrementado riesgo de

desarrollar alteraciones cardiovasculares y metabdlicas, independiente del nivel de Rl e IMC
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que presente el sujeto (36-40). En relacion al tejido adiposo subcutaneo (TAS), la evidencia no
es tan clara. En humanos, el incremento del TAS en caderas y muslos se ha asociado a
disminucion del riesgo de disglicemia y dislipidemia, independiente de la grasa abdominal (41).
En aquellos sujetos que presentan mayor cantidad de TAV, el aumento del TAS abdominal no
empeora el riesgo cardiovascular y metabdlico, incluso se ha asociado a efectos beneficiosos
sobre el nivel de triglicéridos plasmaticos (36). Sin embargo, hay estudios que han demostrado
que el incremento de ambos depdsitos grasos se asocia a mayor prevalencia de varios factores
de riesgo metabolicos, incluidos la HTA y el SM, siendo esta correlacion mas fuerte con el
TAV que con el TAS (36-39).

El TAV y TAS difieren no so6lo en su localizacion anatomica. En el TAV, la actividad
de la enzima lipasa lipoproteica es significativamente mayor, presenta menor sensibilidad al
efecto antilipolitico de la insulina y mayor sensibilidad al efecto lipolitico de las catecolaminas
(43). Ambos tejidos presentan un diferente perfil inflamatorio y secretor de adipoquinas; se ha
demostrado una fuerte correlacion negativa entre niveles de adiponectina y TAV, siendo ésta
mas debil para TAS (39).

Diversos estudios han demostrado que sujetos obesos con insulino-sensibilidad (IS) o
catalogados como metabolicamente sanos, pese a un nivel similar de tejido adiposo corporal,
presentarian significativamente menos grasa visceral y ectopica en comparacion con obesos con
RI o con alteraciones metabdlicas, no existiendo diferencias en la cantidad de grasa subcutanea

abdominal entre ambos (3,4,6,7,11,40,44).

Expansibilidad del tejido adiposo

Algunos estudios sugieren que el riesgo de desarrollar trastornos metabolicos no esta

relacionado con la cantidad de grasa que tiene un individuo, sino con la capacidad de la grasa
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subcutanea de expandirse para acumular mayor cantidad de triglicéridos (43, 45). Cuando el
TAS no es capaz de almacenar mas lipidos, estos fluyen hacia 6rganos no adiposos,
comenzando a depositarse ectopicamente en células como miocitos, hepatocitos y células beta
del pancreas, causando efectos tdxicos como RI, inflamacion y apoptosis. (46). Frente a la
necesidad de incrementar los depdsitos energéticos, las células precursoras se multiplicarian por
mitosis y luego se diferenciarian a adipocitos maduros, permitiendo una expansion hiperplasica
del TA (47). Ademas, en condiciones de sobrenutricion estos adipocitos maduros pueden
expandirse en tamafio por mayor acumulacion de lipidos intracelulares (45), siendo esta
hipertrofia asociada a consecuencias metabolicas adversas (6, 43,45,46).

La acumulacién de lipidos en el adipocito involucra la accién de varias enzimas, dentro
de ellas la acil-CoA: diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGATL1: acyl-Coa: diacylglycerol
acyltransferases), enzima microsomal altamente expresada en el TA blanco, musculo
esquelético e intestino, que es responsable de la reaccion final en la biosintesis de triglicéridos
al esterificar los diacilglicéridos (48). Existe evidencia de que la expresion de DGATL tiene una
correlacion positiva con la sensibilidad a la insulina; sujetos con tolerancia normal a la glucosa
tienen significativamente mayor expresiéon de DGAT1 en TAS en comparacion a sujetos con
intolerancia a la glucosa, a igual IMC (49). De esta forma, el deposito de triglicéridos en el
TAS puede prevenir la lipotoxicidad de 6rganos no adiposos como musculo esquelético e
higado.

Se ha observado diferencias en la capacidad adipogénica de las células progenitoras de
diferentes depdsitos. Las células precursoras de adipocitos del TAS de sujetos obesos proliferan
mas rapido que aquellas del tejido adiposo omental (50) o preperitoneal (47). Sin embargo,
para el proceso de diferenciacion algunos autores no reportan diferencias entre el TAS y

omental (50), mientras que otros sefialan una mayor capacidad de diferenciacion del TA
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intraperitoneal (51). Estas discrepancias pueden deberse a diferencias metodologicas o a la
diversidad en células precursoras de los diferentes TA evaluados (50). En cuanto al TA
preperitoneal, se demostré una diferenciacion mas precoz en comparacion al TAS, tanto en
sujetos eutréficos como obesos, sugiriendo con esto una semejanza en el comportamiento
patogénico y de crecimiento con TAV intraperitoneal (47).

La diferenciacion de una célula precursora adipocitaria a un adipocito maduro es un
fendmeno complejo, caracterizado por la expresion ordenada de genes especificos gatillados
por un set de factores de transcripcion nucleares. El receptor activado de proliferacion de
peroxisomas y2 (PPARy2: peroxisome-proliferator-activated receptor y2), es el factor de
transcripcion nuclear crucial en la diferenciacion de células precursoras a adipocitos maduros y
se expresa casi exclusivamente en el TA (52).

Se ha sefialado que la capacidad de diferenciacion de preadipocitos en el TA abdominal
estd reducido en obesos y se correlaciona negativamente con el tamafio del adipocito (53). En
modelos animales, la alteracion genética de PPARY2 conduce bajo condiciones de balance
energético positivo, a mayor hipertrofia adipocitaria, IR y diabetes franca (54). Esta hipertrofia
ademas generaria un desequilibrio en el adipocito con reducciédn de la expresion de varios genes
regulados por PPARY2, incluidos la adiponectina y el receptor GLUT4, con alteracion en su
traslocacion a nivel de la membrana celular para el transporte de glucosa (55,56), junto con una
sobreexpresion de genes y citoquinas pro-inflamatorias (53, 57, 58), lo que puede influir en la
aparicion de complicaciones metabdlicas (5,59). McLaughlin y cols. hallaron que el TAS de
sujetos obesos insulinosensibles tenia mayor expresion genética de PPARY2 en comparacion a
sujetos obesos con RI (60). Otro factor de transcripcion regulador de la adipogeénesis,

CAAT/proteina ligante promotora o. (C/EBPa: CAAT/enhancer binding protein a), que ha sido
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involucrado en la regulacion de genes metabolicos y en la homeostasis glucidica y lipidica,
manifiesta una menor expresion en sujetos obesos con SM (61).

De esta forma, la alteracion en la diferenciacion de preadipocitos, particularmente en el
tejido adiposo hipertréfico, puede ser un factor patogénico adicional en el desarrollo de la
OMM.

Por otra parte, se ha sefialado, que la hipertrofia alcanzada por el adipocito y la
consecuente presion generada sobre la matriz extracelular, contribuye a la produccion de
qguimioquinas que atraen macréfagos, y a la ruptura del adipocito, liberando acidos grasos a la
circulacion, lo que a su vez activa a los macrofagos (46), contribuyendo a la RI (6).

La capacidad de expansibilidad del TA también estaria limitada por la angiogénesis. Se
ha sugerido que la disfuncion del TA estaria explicada por la hipoxia relativa que sufren los
adipocitos alejados de la vasculatura como consecuencia de la expansién del tejido sin una
adecuada densidad capilar (62). A su vez, los adipocitos hipertroficos serian demasiado
extensos para la distancia de difusion de oxigeno normal en los tejidos (62). Esta hipoxia se

asociaria, ademas, a infiltracion de macréfagos y expresion de genes de inflamacion (63).

Estado de inflamacion cronica asociada a obesidad

Varios de los mecanismos recién mencionados conducen a la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias y a la infiltracion de macrofagos en el TA gue condicionan la instauracion de
un estado inflamatorio cronico de bajo grado. La explicacion a la presencia y activacion de
macrofagos en el tejido adiposo adn no esta clara. Se cree que los adipocitos hipertréficos e
hipoxicos, aumentan su estrés metabolico y alteran su sefializacion intracelular incrementando
las vias pro-inflamatorias, especialmente la actividad del factor nuclear kB (NF- kB). Esto

resulta en la sobreproduccion de adipoquinas pro-inflamatorias (64), dentro de ellas, la proteina
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quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1) una
guemoquina que atrae macréfagos como una forma de despejar los restos celulares después de
la apoptosis/necrosis del adipocito (46). Sin embargo, estos macrofagos presentarian un
fenotipo mas pro-inflamatorio (fenotipo M1), mientras que el tipo de macrdéfagos presentes en
un animal delgado es anti-inflamatorio (fenotipo M2) (65). A su vez, existe evidencia de que
los macrofagos secretan citoquinas anti- adipogénicas, como el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a) que también pueden afectar la sensibilidad sistémica a la insulina (66). De esta forma
se genera un circulo vicioso, las citoquinas (TNF-a) secretadas por macrofagos disminuyen la
formacion de nuevos adipocitos, conduciendo a mayor hipertrofia de los preexistentes, e
inducen la liberacion de acidos grasos saturados via lipdlisis. Se produce un aumento de la
actividad del NF- kB en el adipocito, produciendo quimioquinas, las que atraen y activan mas
macrofagos. A su vez, los &cidos grasos saturados activan, tanto en macr6fagos como en
adipocitos, el receptor 4 toll-like (TLR4), receptor de superficie capaz de generar respuestas de
inmunidad innata (67), incrementando con ello la produccion de TNF-a, IL-6 y otras
adipoquinas proinflamatorias, que persistiran con la disfuncién del adipocito y alteracién de la
diferenciacion de preadipocitos (46). De esta forma, la inflamacion local empeora y se propaga
sistémicamente via adipoquinas (64).

Se ha sefialado ademas que la activacion del TLR4 altera la sensibilidad a la insulina a
través de la activacion de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno que
inhiben componentes de la sefializacion interna de insulina, primariamente a través de la
fosforilacion en serina del substrato de receptor de insulina 1 (67). Se ha demostrado que la
expresion de TLR4 y del gen de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyDa88:
Myeloid differentiation primary response gene 88), mediador post-receptor de TLR4 que

conduce a la induccion de genes proinflamatorios, es significativamente mayor en sujetos
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obesos en comparacion con sujetos delgados (68,69) y que la expresion de MyD88 se encuentra
incrementada en el TAS abdominal de sujetos diabéticos en comparacion a sujetos controles no
diabéticos (68). La asociacion entre obesidad, diabetes mellitus e inflamacion sistémica
subclinica también se ve reflejada en el hallazgo de una alta produccion de IL-6 en el tejido
adiposo de sujetos obesos, particularmente en el TAV (70,71), y en sujetos diabéticos,
principalmente aquellos con SM (72). Ademas, se ha observado que el riesgo de desarrollar
diabetes es mayor a mayores niveles seéricos de IL-6, pero principalmente del marcador
inflamatorio proteina C reactiva (PCR), proteina derivada principalmente de la biosintesis
hepatica dependiente de IL-6 (73).

Hay estudios que han demostrado que sujetos obesos definidos como metabolicamente
sanos o IS presentan un perfil inflamatorio favorable, avalado por menores niveles plasmaticos
de PCR e IL-6 en comparaciéon con sujetos con OMM o con RI (5-7). Esto sugiere que un
menor estado inflamatorio puede jugar un rol protector en sujetos con OMB Yy asociarse a

menor riesgo de ECV.

Desrequlacién de adipoquinas

La desregulacion en la produccion de adipoquinas, inducida por inflamacién del tejido
adiposo, juega un rol critico en la fisiopatologia del SM vy aterosclerosis (66). Probablemente
las dos adipoquinas mas estudiadas en términos de sus efectos metabolicos sean la leptina y
adiponectina. La leptina funciona como un “adipostato” que informa al cuerpo cuando Sus
concentraciones plasmaticas estan reducidas, que hay insuficiente depositos grasos y regula la
energia dependiente de los procesos de ingesta, tasa metabdlica y fertilidad (46). Asi, esta
hormona disminuye sus niveles cuando los depdsitos grasos son bajos y en los periodos de

ayuno, favoreciendo la alimentacion y disminucion del gasto energético (66). La secrecion de
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leptina se diferencia segun el tejido graso, siendo mayor en el TAS y menor en el TAV (66).
Esto podria guardar relacién con el tamarfio adipocitario. Se ha observado que los adipocitos de
mayor tamafio se encuentran en el TAS y que la expresion y secrecion de leptina presenta una
correlacion positiva con el tamafio del adipocito (56,57).

En el caso de sujetos obesos, se observa una hiperleptinemia asociada a resistencia a su
accion, lo cual podria promover un deposito ectépico de lipidos y mayor Rl (66). Ademas, se ha
considerado que la leptina contribuye al ambiente inflamatorio sistémico al favorecer la
expresion de PCR, la produccion de linfocitos T helper 1, la proliferacion y activacion de
monocitos y células NK, y al inducir la secrecion de citoquinas aterogénicas y proinflamatorias
(74).

Asimismo, se ha demostrado que los adipocitos de obesos con RI presentan una
desregulacion de la secrecion de adiponectina. Estudios han sugerido que la adiponectina se
asocia a un mejor perfil lipidico y promueve la hiperplasia del TAS, resultando en una mejor
sensibilidad a la insulina (45,66,75). Esta accion sensibilizadora a la insulina resultaria, en
parte, de la reduccién mediada por una quinasa activada por monofosfato de adenina (AMPK:
AMP-activated protein kinase) de la gluconeogénesis hepatica y del incremento del transporte
de glucosa a nivel muscular. La adiponectina ademéas aumenta el consumo de energia y la
oxidacion de lipidos en higado y mdasculo, reduciendo su contenido de triglicéridos,
favoreciendo con esto la IS (76). Junto con estas acciones, la adiponectina tendria propiedades
cardioprotectoras, anti-inflamatorias y anti-oxidantes, teniendo una importante relevancia
clinica en la prevencion del SM y arteriosclerosis (66). Sin embargo, y en contraste a la
mayoria de adipoquinas, la adiponectina disminuye sus niveles circulantes en los sujetos
obesos, con DM-2 y ECV, como consecuencia del aumento del estres oxidativo y del estado

pro-inflamatorio (77). Se ha visto ademas que la expresion de adiponectina varia segun el
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depdsito graso, siendo significativamente menor en el TAV en comparacion al TAS abdominal,
independiente del IMC (78). Citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6 liberadas
particularmente de preadipocitos y macrofagos vecinos, pudieran disminuir localmente la
expresion de adiponectina en los adipocitos hipertréficos (57, 78).

Sin embargo, se ha encontrado que cierto grupo de obesos presentan altas
concentraciones de adiponectina sérica, siendo similares a sujetos delgados; esto ademas estaria
asociado independientemente al fenotipo de OMB (8) Resultados similares se observan en el
estudio de Kloting y cols. (6), donde el grupo de obesos con IS presenta una significativa mayor
concentracion de adiponectina plasmatica. Aun es desconocido si los niveles de adiponectina
pueden influir en la presencia de estos fenotipos de obesos (2), aunque en este dltimo estudio
(6) se evidencia que tanto la adiponectina plasmatica como la infiltracion de macréfagos en la
grasa visceral son los principales predictores de la sensibilidad a la insulina entre ambos grupos

de obesos. En el mismo estudio, los niveles de leptina no difirieron entre obesos con IS v/s IR.

En resumen, los mecanismos asociados a las consecuencias patologicas de la obesidad
se encuentran estrechamente interrelacionados entre si, y sus causas aun no estan bien
establecidas. El entendimiento de la obesidad y sus consecuencias metabolicas se torna aun mas
complejo si se considera que existe un subgrupo de obesos que pareciera no estar afecto a las
alteraciones comunmente observadas en la obesidad. Sin embargo, son escasos los trabajos que
han estudiado un grupo de variables significativas que permitan caracterizar al tejido adiposo de
ambos fenotipos de obesos.

Por lo anterior, en la presente investigacion fueron estudiadas variables relacionadas con
la expresion génica de proteinas funcionales del tejido adiposo en una muestra seleccionada de

sujetos adultos obesos chilenos. Se utilizé como criterio de definicion de la poblacion de obesos
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metabolicamente benignos a aquellos sujetos con IMC > 30, pero < 45 kg/m? que, presentando
una CC > 88 cm para las mujeres y > 102 para los hombres, tuvieran como maximo 1 criterio
de los 4 restantes del SM (19,20,22), por ser estos criterios universales que han demostrado su
asociacion a mayor riesgo de desarrollo de ECV y DM-2 (12). El indice de HOMA fue
utilizado solo para analisis posteriores, dada la falta de estandarizacién en las técnicas de
medicion de los niveles de insulina en plasma entre los diferentes laboratorios, lo que no
permite proponer una definicion universal de RI diagnosticada con esta herramienta (81).
Conocer los factores determinantes de la OMB permitiria comprender ain mejor la patogenia

de la obesidad y contribuir a minimizar los efectos adversos que esta enfermedad trae consigo.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

De un grupo seleccionado de individuos adultos obesos chilenos, aquellos portadores de
una obesidad metabolicamente benigna (que cuentan a lo mas con un criterio del sindrome
metabolico, ademas del criterio de circunferencia de cintura alterada) presentan un patron de
expresion de ARNm de proteinas funcionales del tejido adiposo subcutaneo y visceral
abdominal metabdlicamente favorable en comparacion a aquellos portadores de obesidad

metabdlicamente maligna.

Este patron metabolicamente favorable fue definido por la significativa menor expresion
de genes asociados a inflamacion del tejido adiposo abdominal y al menos una de las siguientes
caracteristicas: mayor expresion de genes asociados a la capacidad de diferenciacién del
adipocito subcutaneo y visceral, a la capacidad de acumulacion de lipidos en el tejido adiposo

subcutaneo y a la produccion de adiponectina en el tejido adiposo visceral.
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3. OBJETIVO GENERAL

Comparar la expresion de ciertos genes funcionales del tejido adiposo subcutaneo y
visceral abdominal entre un grupo de sujetos adultos obesos metabolicamente sanos y

un grupo de sujetos adultos obesos con alteraciones metabdlicas.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar y clasificar a 40 individuos adultos obesos sometidos a cirugia bariatrica

segun aspectos clinicos y de laboratorio.

2. Comparar muestras de tejido adiposo abdominal, visceral y subcutaneo, de 20
individuos con obesidad metabdlicamente benigna y 20 con obesidad metabdlicamente

maligna, pareados por genero, edad e IMC en relacion a los siguientes pardmetros:

- Expresién de ARNm para proteinas asociadas a inflamacion: TLR4, MyD88, IL-6.

- Expresion de ARNm para proteinas asociadas a la capacidad de diferenciacion del
adipocito: PPARy2, C/EBPa

- Expresion de ARNm para proteina involucrada en la capacidad de acumulacion de
lipidos en el adipocito: DGAT1

- Expresion de ARNm para la proteina antiinflamatoria e insulinosensibilizante
adiponectina
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. OBJETIVOS SECUNDARIOS

. Comparar muestras de tejido adiposo abdominal, visceral y subcutaneo, de 20
individuos con OMB y 20 con OMM, pareados por género, edad e IMC en relacion a la

expresion de ARNm para ciertas proteinas funcionales, segn deposito graso de origen.

. Comparar muestras sanguineas de 20 individuos con OMB y 20 con OMM, pareados

por género, edad e IMC en relacion a los siguientes parametros:

- Niveles plasmaticos y séricos de TNF-a, IL-6, leptina y adiponectina

- Resistencia a la insulina, medida por el indice de HOMA-IR.
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6. METODOLOGIA

Esta tesis formd parte del proyecto de investigacion “Evaluacion de los factores que
modulan el desarrollo de obesidad metablOlicamente benigna en individuos chilenos”,
concursado y aprobado para financiamiento por la Direccién Académica de Clinica Las Condes

(DA-CLC 2011).

6.1. Disefio del estudio

Estudio descriptivo de corte transversal con una muestra por conveniencia.

6.2. Sujetos

Los sujetos fueron reclutados del Departamento de Nutricién y Obesidad de Clinica Las
Condes. Se incluyeron pacientes obesos (IMC >30 y < 45 kg./m?), con edad entre 18 y 65 afios,
programados para realizarse una cirugia bariatrica (gastrectomia subtotal o bypass gastrico
laparoscépico). Se excluyeron aquellos que, por historia clinica o alteraciones de laboratorio,
presentaban enfermedades sistémicas (mesenquimopatias, autoinmunes, VIH, entre otras),
renales, hepaticas, cardiopatia coronaria, enfermedad cardiovascular o cerebrovascular, cancer
en fase de terapia activa, endocrinopatias como sindrome de Cushing, sindrome de ovario
poliquistico, enfermedad tiroidea no controlada entre otras, alcoholismo y/o drogadiccion,
cambio de peso significativo (mas de un 5% del peso corporal total) en los 6 meses previos,
consumo de farmacos que pudiesen alterar el metabolismo hepético o la absorcion intestinal de

lipidos, y aquellos con antecedente de cirugia bariatrica con componente malabsortivo.
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Se defini6 como obesos metabdlicamente sanos a aquellos individuos que presentaron
no mas de uno de los cuatro siguientes criterios del SM (12), no incluida la circunferencia de
cintura (33): 1) presion arterial > 130/85 mmHg o en tratamiento farmacologico para la
condicion, 2) triglicéridos (TG) > 150 mg/dl o en tratamiento farmacoldgico para la condicion
3) col- HDL < de 40 y 50 mg/dl, para hombres y mujeres, respectivamente o en tratamiento
farmacoldgico para la condicion, 4) glicemia de ayuno > 100 mg/dl o en tratamiento
farmacoldgico para la condicion. Los obesos metabolicamente malignos fueron aquellos que
presentaron dos o mas criterios del SM recién expuestos.

Dentro del mes previo a la cirugia, los pacientes fueron evaluados por uno de los siete
profesionales médicos nutridlogos participantes del estudio, quienes realizaron las mediciones
antropomeétricas, toma de presion arterial y solicitaron las pruebas de laboratorio. Ademas,
consignaron la historia clinica y en las mujeres el estado de menopausia, uso de terapia
hormonal de reemplazo y anticonceptivos orales. Los sujetos hipertensos, diabéticos y
dislipidémicos fueron asi registrados por sus antecedentes clinicos y los resistentes a la insulina
por historia clinica y por presentar uyn HOMA-IR > 2,6 (82) en los examenes preoperatorios. Se
seleccionaron 40 sujetos obesos que cumplian con los criterios de inclusion y exclusion para
este estudio y de acuerdo a la cantidad de alteraciones del SM se dividieron en metabolicamente
sanos y metabdlicamente malignos, segun se expuso con anterioridad. Ambos grupos fueron
pareados por edad, género e IMC. Tras la confirmacion de la agenda quirdrgica se informo e
invitd via telefonica a participar en el estudio a los pacientes seleccionados; en caso de aceptar,
se les solicito firmar el consentimiento informado (Anexo 1), el cual quedo disponible en la
ficha clinica del paciente y que permitio la toma de muestras en pabellon. El estudio se rigio

estrictamente por las normas eéticas exigidas internacionalmente para investigaciones en

humanos y contd con la aprobacion del Comité de Etica de Clinica Las Condes (Anexo 2).
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6.3.  Antropometria y composicién corporal

Se midi6 el peso corporal y la talla en una balanza digital con estadiometro Seca®
(Vogel & Halke GMBH & Co, Alemania), disponibles en cada box de atencion médica, con
una precision de £ 100 g para el peso y £ 0,5 cm para la talla. Las balanzas se encontraban
uniformemente calibradas con revision trimestral. Los sujetos fueron evaluados descalzos y con
ropa ligera. Con los datos obtenidos se calculd el IMC (= peso [kg.] /talla [m]?). La presién
arterial fue medida con un esfigmomandmetro de mercurio, utilizando un manguito de presién
inflable, adecuado al perimetro braquial del individuo. Previo descanso en posicion sentada por
5 minutos, se obtuvieron 3 mediciones, a intervalos de 30 segundos, calculandose el valor
promedio.

Se midio la circunferencia de cintura con una cinta flexible inextensible a la altura de
una linea horizontal imaginaria ubicada entre la Gltima costilla y la cresta iliaca, con una
precision de 0,5 cm. El porcentaje de masa grasa y masa libre de grasa corporal se determino
con un bioimpedanciometro tetrapolar de multifrecuencia (5-200 Khz.), Bodystat® modelo
QuadScan 4000 (Bodystat Ltda., Douglas, Isle of Man, UK) realizada en horas previas a la

cirugia.

6.4. Parametros de laboratorio

Los sujetos fueron citados con al menos 8 horas de ayuno y se registré la hora de la
ultima comida realizada por cada uno. Las muestras fueron enviadas al laboratorio central de
Clinica Las Condes para la determinacion de los siguientes parametros: glicemia, triglicéridos y

col-HDL, mediante métodos colorimétricos (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Nueva York,
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EEUU), junto a los exadmenes preoperatorios de rutina. La resistencia a la insulina fue
determinada por el método de HOMA-IR (glicemia de ayuno [mg/dl] x insulinemia de ayuno
[uU/ml]/ 405).

Dentro del pabellon quirdrgico y previo al inicio de la cirugia, se extrajo una muestra
sanguinea la que fue trasladada inmediatamente a laboratorio para su centrifugacion y
posteriormente fue alicuotada en criotubos y congelada a "70° - "80°C. Las muestras fueron
enviadas a la Escuela de Medicina de Johns Hopkins, Baltimore EEUU para la cuantificacién
de insulina sérica (Phoenix®, California, EEUU), leptina, adiponectina y TNF-a en plasma e

IL-6 en suero por el método ELISA (Invitrogen®, Grand Island, NY).

6.5. Muestras de tejido adiposo

Durante la cirugia bariatrica, se extrajo una muestra de 20 g de tejido adiposo visceral
omental y 3 g de tejido adiposo subcutaneo del sitio de la incision quirdrgica. Tras su
extraccion, ambas muestras fueron manipuladas inmediatamente en pabellon, lavadas en suero
fisiolégico, congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a "70° - "80°C. Las muestras de
tejido adiposo, etiquetadas con los datos del paciente, fueron enviadas a la Escuela de Medicina
de Johns Hopkins, Baltimore USA, para analisis de expresion de ARNm para TLR4, MyD88,

IL-6, PPARY2, C/EBPa, DGAT1 y adiponectina.
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6.6. Aislamiento y cuantificacion del acido ribonucleico

El tejido adiposo subcutaneo y visceral abdominal fue homogenizado en 1ml de Trizol
(Invitrogen, Grand Island, NY) y el total del acido ribonucleico (ARN) fue extraido de acuerdo
al protocolo del fabricante. El acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) fue
sintetizado utilizando el Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Basilea, Suiza).
Los niveles de ARN mensajero (ARNmM) en estado estacionario se determinaron mediante dos
pasos de reaccidn en cadena de polimerasa en tiempo real cuantitativo (QRT-PCR: quantitative
real-time PCR) utilizando el LightCycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). De cada muestra
analizada se obtuvo tres valores del punto de cruce (CP: crossing point) y a partir de su media
se obtuvieron las concentraciones de acidos nucleicos mediante la generacion de una curva de
calibracion. La expresion de ARNm para los genes C/EBPa, PPARy2, DGATI1, MyD88, TLR4,
IL-6 y adiponectina fue estimada en base a la concentracién (ng/uL) de acidos nucleicos en
cada muestra y como proporcion de la concentracion de ciclofilina, gen estandar usado para

normalizar las mediciones. Los datos fueron expresados como unidades arbitrarias (UA).

6.7. Andlisis Estadistico

Para el célculo del tamafio muestral se utilizd6 como referencia un estudio previo en
sujetos obesos morbidos con y sin resistencia insulinica, en los cuales se determinaron variables
que perseguian objetivos semejantes a los propuestos en este estudio (6). La determinacion
plasmatica de adiponectina, parametro critico del estudio, evidencié una diferencia minima en
el promedio de 2,29 ng/mL (6). Para encontrar una diferencia significativa entre el grupo de

obesos insulino-sensibles e insulino-resistentes, con una diferencia esperada de al menos 2,29
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ng/mL y una desviacion estandar maxima de 2,9 ng/mL, con un error o de 0,05 y un poder
estadistico de 80% se requirié un tamafio muestral minimo de 19 pacientes por grupo. Por lo
anterior se determin6 una muestra total de 40 pacientes, 20 de ellos metabolicamente sanos y 20
pacientes con alteraciones metabdlicas. Ambos grupos fueron pareados de modo de no generar
diferencias estadisticamente significativas en los promedios de edad, género e IMC entre ambos
grupos.
Se realizé el test de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de las variables.
Los datos se expresan como promedios + desviacion estandar (DE) para variables continuas y
con distribucion normal, como medianas y percentiles (25-75) para variables continuas, sin
distribucion normal, y como nimeros (porcentajes) para variables cualitativas. Las expresion de
ARNmM para diversas proteinas funcionales del tejido adiposo abdominal, tanto visceral como
subcutaneo, del grupo de sujetos con OMB fueron comparados con aquellas de sujetos con
OMM mediante la prueba T de Student (variables continuas y distribucién normal), prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney (variables continuas, sin distribucién normal) o prueba chi-
cuadrado (variables cualitativas).
Se consider¢ estadisticamente significativo un p < 0,05. Se utilizo el software estadistico

Statistical Package for Social Science (SPSS) version 17.0 para el anélisis de los datos.

29



7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de la muestra segun aspectos clinicos y de laboratorio.

La muestra consistio en 40 sujetos, 24 mujeres y 16 hombres, con un promedio de edad de
36,8+ 6,8 afos, (24-53), e IMC promedio de 35,1+3,3 kg/m?, (30,1-43,4). Todos los pacientes
fueron sometidos a cirugia bariatrica (92,5% gastrectomia vertical laparoscopica y 7,5% a
bypass gastrico laparoscépico).

En el grupo de mujeres, todas fueron premenopausicas, 14 usaban regularmente
anticonceptivos hormonales, 12 de ellas terapia combinada y 2 s6lo progestageno. El porcentaje
de masa grasa corporal fue en promedio de 44,3+4,9% en las mujeres (34,3-53,3%), y de
32,9+4,8% en los hombres (26,5-43,2%) (p< 0,0001).

De los criterios del sindrome metabdlico (SM), un 100% de los sujetos presentd
circunferencia de cintura (CC) alterada. Para el resto de los 4 criterios de SM, un 50% presento
menos de 2 criterios y un 50% de los sujetos cumplié 2 0 mas criterios.

Con respecto al uso de farmacos, 11 pacientes eran usuarios de metformina, 10 de ellos
indicada por resistencia a la insulina (RI) y 1 paciente por diabetes tipo 2 (DM-2) en que se
asoci6 a vildagliptina (inhibidor de la enzima DPP-4). Los 2 sujetos usuarios de
hipolipemiantes empleaban estatinas.

La muestra fue dividida en los grupos de sujetos con obesidad metabdlicamente benigna
(OMB) (n=20) si cumplieron con a lo mas 1 criterio del SM (ademés del criterio de CC
alterada) y en sujetos con obesidad metabdlicamente maligna (OMM) (n=20) si presentaron 2 0
mas criterios positivos (ademas de la CC alterada). En el grupo de sujetos con OMB un 45%

presento sélo la CC alterada, mientras que en el grupo de sujetos con OMM, un 60%, 40% y
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0% presentd 2, 3 y 4 criterios positivos respectivamente, ademas del criterio de CC alterada. El

porcentaje de sujetos por grupo de obesos que presento6 positividad para cada criterio del SM se

muestra en la tabla 1. Las caracteristicas clinicas y metabodlicas de ambos grupos se muestran

en la tabla 2.

Tabla 1. Porcentaje de individuos con OMB y OMM que presentan positividad para cada

criterio del Sindrome Metabdlico.

Criterio del SM alterado % individuos % individuos p
con OMB (n=20) | con OMM (n=20)

Circunferencia de cintura 100 100 1
(> 88 cm para mujeres y > 102 cm para hombres)
Presion arterial 15 55 0,008
(= 130/85 mmHg o en tratamiento farmacoldgico para la condicion)
Glicemia de ayuno 15 50 0,018
(> 100 mg/dl o en tratamiento farmacologico para la condicion)
Triglicéridos 10 55 0,002
(> 150 mg/dl o en tratamiento farmacologico para la condicion)
Colesterol- HDL 15 75 <0,001

(< de 40 y 50 mg/dI, para hombres y mujeres, respectivamente o en

tratamiento farmacologico para la condicion)

Valores expresados en porcentajes en relacion al grupo de sujetos obesos de origen. Se aplicé prueba chi-cuadrado para calculo

de significacion estadistica.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y metabdlicas de la muestra dividida en sujetos obesos

metabdlicamente benignos y malignos.

Variable Individuos con OMB | Individuos con OMM P
(n=20) (n=20)

Género (mujer/hombre), n 12/8 12/8 1

Usuarias de ACO hormonales, n 7 7 1

Edad, afios 37,4+7,8 (24-53) 36,1+5,8 (27-49) 0,551
IMC, kg/m2 34,8+3,5 (30,1-42,8) 35,5+3,2 (30,9-43,4) | 0,562
Circunferencia de cintura, cm 105,8+10,8 (88-123) 111,648,2 (93-126) 0,086
Masa grasa corporal, % 41,8+7,4 (26,5-53,3) 40,1+7,2 (27,8-51,3) 0,541
Presion arterial sistélica, mmHg* 120 (117,5-120) 120 (110-140) 0,284
Presion arterial diastdlica, mmHg* 80 (70-80) 80 (70-80) 0,896
Usuarios de farmacos hipotensores, n 1 6 0,091
Colesterol — HDL, mg/dL 53,4+11,9 (34-76) 43,7+8,6 (33-69) 0,006
Triglicéridos, mg/dL* 103,5 (79,3-125,8) 175,0 (119,8-263,3) | 0,002
Usuarios de farmacos hipolipemiantes, n 1 1 1

Glicemia, mg/DI 91,6+9,6 (75-115) 91,759,4 (74-107) 0,947
Usuarios de hipoglicemiantes orales, n 3 8 0,077
Insulina plasmatica, pU/mL 10,0+5,7 (1,0-23,7) 8,8+4,9 (2,2-17,7) 0,483
HOMA-IR 2,2+1,2 (0,2-4,6) 2,0+1,1 (0,5-4,5) 0,545
Resistentes a la insulina, n 13 17 0,144
Diabéticos tipo 2, n 1 0 0,311

Valores expresados en promedios + desviacion estdndar (rango). *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75).
Se aplico prueba de T de Student para variables continuas y distribucién normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para variables continuas y distribucién asimétrica y prueba chi-cuadrado para variables cualitativas.

32



7.2 Diferencias en la expresion de ARNm para proteinas funcionales del tejido adiposo

subcutaneo y visceral abdominal, segun fenotipo de sujetos obesos.

Las muestras de tejido adiposo subcutaneo y visceral abdominal de ambos grupos de

sujetos obesos fueron sometidas a analisis de expresion de ARNm de ciertos genes asociados a

funciones importantes del tejido adiposo, que incluyeron: C/EBPa, PPARY2, DGATI1, MyDS8,

adiponectina, TLR4 e IL-6. Como muestra la tabla 3, no se encontraron diferencias

significativas en la expresion de ARNm para estos mediadores entre los sujetos con OMB y con

OMM; s6lo hubo una tendencia a una mayor expresion de ARNm para MyD88 en el TAS y una

menor expresion de ARNm para adiponectina en el TAV de sujetos con OMM.

Tabla 3. Expresion de ARNm para proteinas funcionales del TAS y TAV abdominal en

sujetos con OMB y OMM.

TAS TAV
Expresién de OMB OMM P OMB OMM P
ARNmM, UA**

C/EBPa 0,17 (0,14-0,32)* | 0,21 (0,16-0,23)* | 0,756 0,12+0,07 0,13+0,1 0,956
PPARy2 0,81+ 0,37 1+0,49 0,177 0,8+0,34 0,89+0,58 0,554
DGAT1 0,96 + 0,36 0,91+0,43 0,697 0,54+0,24 0,48+0,16 0,316
MyD88 0,25+0,09 0,32+0,13 0,059 0,36+0,1 0,39+0,15 0,506
Adiponectina 1,87+1,26 1,98+0,89 0,756 1,88+0,91] 1,37+0,73 0,058
TLR4 0,40 (0,35-0,47)* | 0,39 (0,35-0,44)* | 0,695 0,45+0,1 0,43+0,1 0,567
IL-6 0,24 (0,07-0,54)* | 0, 39 (0,13-0,60)* | 0,291 | 0,04 (0,02-0,13)* | 0,03 (0,02-0,13)* | 0,725

Valores expresados en promedios + desviacion estandar. *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75). Se aplico
prueba de T de Student para variables continuas y distribucién normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
variables continuas y distribucion asimétrica ~ UA: unidades arbitrarias: expresion de ARNm respecto de expresion de ARNm

de ciclofilina
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Dado que la definicion de benignidad metabdlica propuesta permitia incluir a sujetos
obesos con hasta un criterio positivo del SM (excluida la CC alterada), la muestra de obesos
metabolicamente benignos incluyd a tres pacientes con morbilidades diagnosticadas
(hipertension, dislipidemia y DM-2), cuyo Unico criterio alterado fue ser usuarios de farmacos
para la condicion. Con el fin de depurar la muestra de sujetos con OMB se realizé un analisis
comparativo de las caracteristicas clinicas, metabdlicas y de expresion de ARN de los genes
seleccionados para definir la funcion del TA considerando a esos tres sujetos como obesos
metabolicamente malignos. Como se puede apreciar en la tabla 4, no se aprecian cambios
significativos en las caracteristicas clinicas y metabdlicas entre ambos grupos con la nueva
clasificacion de fenotipos de sujetos obesos. Para el analisis de expresion de ARNm de los
marcadores propuestos en TAS y TAV abdominal, se observa que la expresion de ARNm para
adiponectina es significativamente menor en el TAV de sujetos con OMM versus sujetos con

OMB. No hay diferencias significativas para el resto de los marcadores (Tabla 5).
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y metabdlicas de la muestra re-clasificada, incluyendo los

pacientes con diagndstico de hipertension, dislipidemia 'y DM-2 en el grupo de sujetos con

OMM.

Variable Individuos con OMB | Individuos con OMM p
(n=17) (n=23)
Género (mujer/hombre) 11/6 13/10 0,601
Usuarias de ACO hormonales 6 8 0,729
Edad, afios 3675 37,3+6,3 0,555
IMC, kg/m? 35,2+ 3,6 351+31 0,924
Circunferencia de cintura, cm 106,1+11,4 110,8+8,3 0,174
Masa grasa corporal, % 41,6 +8,2 40,3+6,9 0,659
Presion arterial sistélica, mmHg* 120 (115-120) 120 (110-140) 0,488
Presion arterial diast6lica, mmHg* 80 (70-80) 80 (70-80) 0,628
Usuarios de hipotensores, n 0 7 0,012
Colesterol — HDL, mg/dL 53,6 +11,8 448+9,6 0,013
Triglicéridos, mg/dL 99 (72,5-121,5) 174 (117-275) 0,001
Usuarios de hipolipemiantes, n 0 2 0,499
Glicemia, mg/dL 90,4+8,6 92,6 £10 0,460
Usuarios de hipoglicemiantes, n 2 9 0,055
Insulina plasmética, pU/mL 11+5,6 8,2+49 0,108
HOMA-IR 24+11 19+1,13 0,133
Resistentes a la insulina 11 19 0,196
Diabéticos tipo 2, n 0 1 0,575

Valores expresados en promedios + desviacidn estandar (rango). *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75).
Se aplico prueba de T de Student para variables continuas y distribucion normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para variables continuas y distribucion asimétrica y prueba chi-cuadrado y prueba exacta de Fisher para variables cualitativas.
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Tabla 5. Expresion de ARNm para proteinas funcionales del TAS y TAV abdominal en

sujetos con OMB y OMM, re-clasificando los pacientes con diagnéstico de hipertension,

dislipidemia y DM-2 como sujetos con OMM.

TAS TAV
Expresion de OMB OMM P OoMB OMM P
ARNmM, UA**

C/EBPa 0,18 (0,15-0,38)* | 0,21 (0,13-0,22)* | 0,352 0,13+0,08 0,12+0,09 0,728
PPARy2 0,82+0,38 0,96+0,49 0,355 0,81+0,35 0,87+0,55 0,728
DGAT1 0,98+ 0,39 0,9040,41 0,574 0,55+0,24 0,48+0,17 0,255
MyD88 0,24+0,1 0,31+0,13 0,096 0,36+0,11 0,38+0,14 0,642
Adiponectina 2,01+1,32 1,87+0,88 0,688 1,95+0,9 1,38+0,75 0,034
TLR4 0.41 (0,34-0,47)* | 0,4 (0,33-0,47)* | 0,662 0,46+0,09 0,4340,19 0,415
IL-6 0,15 (0,05-0,54)* | 0,36 (0,14-0,65)* | 0,213 | 0,04 (0,02-0,16)* | 0,03 (0,01-0,13)* | 0,352

Valores expresados en promedios + desviacion estandar. *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75). Se aplico
prueba de T de Student para variables continuas y distribucién normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
variables continuas y distribucién asimétrica “ " UA: unidades arbitrarias: expresién de ARNm respecto de expresién de ARNm
de ciclofilina.

Con el objetivo de evaluar las diferencias en la expresion de ARNm de marcadores de

funcion del tejido adiposo considerando modificaciones a la definicion de
benignidad/malignidad metabdlica propuesta, se analizo la expresion de ARNm para MyD88 en
TAS dado su tendencia a ser mayor en el grupo de sujetos con OMM, adiponectina en TAV,
que mostrd ser significativamente menor en este grupo al re-clasificar la muestra (tabla 5), e
IL-6 en TAS como parametro inflamatorio con significativa expresion en este deposito graso,
separando la muestra total en tres grupos, segun el nimero de criterios positivos del SM
(incluida la CC alterada): Grupo 0: cumplen con a lo més 1 criterio positivo, Grupo 1: presentan
2 0 3 criterios positivos y Grupo 2: cumplen con 4 o 5 criterios positivos. En la tabla 6 se
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pueden observar las caracteristicas clinicas y metabdlicas de la muestra segin la nueva

distribucion propuesta.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y metabolicas de la muestra, categorizada segun namero

de criterios positivos del Sindrome Metabdlico.

Variable Individuos con 1 Individuos con 2-3 | Individuos con 4-5 p
criterio del SM criterios del SM criterios del SM
(n=11) (n=21) (n=8)
Geénero (mujer/hombre), n 8/3 8/13 5/3 0,292
Usuarias de ACO hormonales, n 5 6 3 0,224
Edad, afios 38 (27-38) 35 (31,5-43,5) 37,5 (33,25-41,75) | 0,645
IMC, kg/m? 35 (32,9-38,6) 35 (32,3-37,5) 33,6 (32,1-36,4) | 0,716
Circunferencia de cintura, cm 103 (95,5-109,5) 111 (103-117) 117 (112-120) 0,109
Masa grasa corporal, % 41,8 (41,1-48,9) 41,8 (34,5-37,5) 37,7 (32,6-44,3) 0,344
Presion arterial sistolica, mmHg 120 (110-120) 120 (110-127) 117 (120-147,5) 0,065
Presion arterial diast6lica, mmHg 80 (70-80) 80 (70-82) 80 (73,3-83,8) 0,486
Usuarios de farmacos hipotensores,n 0 4 3 0,101
Colesterol — HDL, mg/dL 56 (50-72) 45 (39,5-51,1) 39,8 (36,3-42,5) 0,001
Triglicéridos, mg/dL 97 (74-125) 128 (102,5-178,5) 202,5(131,8-320,5) | 0,012
Usuarios de farmacos hipolipemiantes, n 0 1 1 0.466
Glicemia, mg/dL 88 (79-96) 92 (86,5-99,5) 96,5 (84,5-102,5) | 0,342
Usuarios de hipoglicemiantes orales, n 0 7 4 0,038
Insulina plasmaética, pU/mL 12,5 (8,1-16,9) 8,4 (4,3-12) 5,5 (4,1-10,7) 0,070
HOMA-IR 2,8 (1,9-3,3) 1,8 (9-2,8) 1,2 (0,9-3,7) 0,110
Resistentes a la insulina, n 7 17 6 0,561
Diabéticos tipo 2, n 0 1 0 0,629

Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75). Se aplicé prueba no paramétrica Kruskal- Wallis para variables
cuantitativas y prueba chi-cuadrado y prueba exacta de Fisher para variables cualitativas.
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Como se muestra en la Figura 1, se observé una diferencia significativa en la expresion
de ARNm para MyD88 en TAS e IL-6 en TAS entre las categorias extremas propuestas. Solo
para la expresion de MyD88 en TAS hubo una diferencia significativa entre los tres grupos (p

0,049), mientras que para IL-6 en TAS s6lo hubo una tendencia (p 0,053).

Figura 1. Expresion ARNm para MyD88 en TAS, Adiponectina en TAV e IL-6 en TAS

segun categorias derivadas del nimero de criterios positivos del Sindrome Metabolico
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Valores expresados en medianas (rango intercuartilico) Se aplico prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

*Diferencia de MyD88 en TAS entre categoria 0 y 2: p 0,032. *Diferencia de IL-6en TAS entre categorias 0 y 2:
p 0,032 .Categoria O: individuos con 1 criterio del SM, Categoria 1: individuos con 2-3 criterios del SM, Categoria
2: individuos con 3-4 criterios del SM.
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7.3. Diferencias en la expresion de ARNm para proteinas funcionales del tejido adiposo

subcutaneo y visceral abdominal, segun deposito graso de origen.

Para la mayoria de los marcadores evaluados se observaron diferencias significativas en
su expresion segun el depoésito graso de origen. En ambos grupos de sujetos obesos se
evidencid una significativa mayor expresion de ARNm para C/EBPa, DGAT1 e IL-6 en el
TAS, mientras que la expresion de ARNm para MyD88 fue significativamente mayor en ambos
grupos en el TAV. La expresion de ARNm para adiponectina fue significativamente mayor en

el TAS que en el TAV, solo en sujetos con OMM (Tabla 7).

Tabla 7. Expresion de ARNmM para ciertas proteinas funcionales del TAS y TAV

abdominal en sujetos con OMB y OMM, segun deposito graso de origen.

OoMB OMM
Expresion de TAS TAV p TAS TAV P
ARNmM, UA**

C/EBPa 0,17 (0,14-0,32)* 0,12+0,07 0,001 | 0,21 (0,16-0,23)* 0,13+0,1 0,014
PPARy2 0,81 +0,37 0,8+0,34 0,944 1+0,49 0,89+0,58 0,499
DGAT1 0,96 + 0,36 0,54+0,24 0,000 0,91+0,43 0,48+0,16 0,000
MyD88 0,25+0,09 0,36+0,1 0,000 0,32+0,13 0,39+0,15 0,038
Adiponectina 1,87+1,26 1,88+0,91| 0,988 1,98+0,89 1,37+0,73 0,035
TLR4 0,40 (0,35-0,47)* 0,45+0,1 0,100 | 0,39 (0,35-0,44)* 0,43+0,1 0,765
IL-6 0,24 (0,07-0,54)* | 0,04 (0,02-0,13)* | 0,009 | 0, 39 (0,13-0,60)* | 0,03 (0,02-0,13)* | 0,000

Valores expresados en promedios + desviacion estandar. *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75). Se aplico
prueba de T de Student para variables continuas y distribucién normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
variables continuas y distribucion asimétrica ~~ UA: Unidades arbitrarias: expresion de ARNm respecto de expresion de ARNm
de ciclofilina.
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7.4. Caracterizacion y comparacion de parametros sistémicos entre sujetos con OMB y
OMM.

La inflamacién sistémica y el patrén de secrecion de adipoquinas fueron caracterizados
en ambos grupos de sujetos obesos mediante la medicion de TNFa e IL-6, y de adiponectina y

leptina, respectivamente. Como se aprecia en la Tabla 8, no hubo diferencias significativas en

las mediciones entre sujetos con OMB y OMM.

Tabla 8. Resultados de mediciones en suero y plasma de parametros sistémicos en sujetos

con OMB y OMM.

Variable Individuos con OMB Individuos con OMM P
(n=20) (n=20)
IL-6, pg/mL (suero)* 1,44 (0,52-1,40) 1,43 (0,63-1,54) 0,558
TNF-a, pg/mL (plasma) 11,41 +£2,17(7,37-15,38) 11,79 £ 3,63(7,04-23,46) | 0,696
Adiponectina, pg/mL (plasma) 13,97 £ 5,39(7,04-24,88) 14,89 + 6,12(10,40-38,82) | 0,617
Leptina, pg/L (plasma) 29,21 + 16,65(9,36-58,93) | 33,99 + 21,35(8,76-93,09) | 0,434

Valores expresados en promedios + desviacion estandar (rango). *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75).
Se aplico prueba de T de Student para variables continuas y distribucion normal, prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para variables continuas y distribucién asimétrica

Tampoco se aprecian diferencias significativas en las mediciones entre sujetos con OMB

y OMM al re-clasificar a aquellos pacientes con diabetes tipo 2, hipertension arterial o

dislipidemia como OMM (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados de mediciones en suero y plasma de parametros sistémicos, re-

clasificando los pacientes con hipertension, dislipidemia y DM-2 como sujetos con OMM.

Variable Individuos con OMB Individuos con OMM P
(n=17) (n=23)
IL-6, pg/mL (suero) 0,98 (0,55-1,51)* 1,04 (0,51-1,7)* 0,882
TNF-a, pg/mL (plasma) 11,39+ 2,3 11,76 £ 3,41 0,705
Adiponectina, pg/mL (plasma) 13,84 + 5,52 14,87 + 5,94 0,580
Leptina, pg/L (plasma) 29,67 +17,8 33,02 £ 20,2 0,589

Valores expresados en promedios + desviacion estdndar. *Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75).
Se aplic6 prueba de T de Student para variables continuas y distribucién normal, prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney para variables continuas y distribucién asimétrica

Tampoco se observo diferencias significativas en la cuantificacién de estos parametros

sistémicos al comparar los grupos extremos con la re-definicion de benignidad metabdlica

(Tabla 10).

Tabla 10.

categorizada segiin numero de criterios del SM.

Resultados de mediciones en suero y plasma de parametros sistémicos

Variable Individuos con 0-1 criterios Individuos con 4-5 criterios p
del SM (n=11) del SM (n=8)
IL-6, pg/mL (suero) 1,07 (0,55-3,2) 1,03 (0,45-1,54) 0,817
TNF-0, pg/mL (plasma) 11,32 (9,46-12,77) 10,6 (8-13,2) 0,741
Adiponectina, pg/mL (plasma) 12,24 (7,86-18,5) 15,36 (12,66-17,03) 0,248
Leptina, pg/L (plasma) 32,7 (12,13-43,9) 40,3 (16,3-55,4) 0,364

Valores expresados en medianas (rango percentilar 25-75). Se aplico prueba no paramétrica U de Mann-Whitney

41




8. DISCUSION

La obesidad se asocia frecuentemente a numerosas complicaciones metabdlicas de
reconocido riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV). Sin embargo, la
literatura médica ha descrito un subgrupo de obesos que parece estar protegido 0 ser mas
resistente al desarrollo de estas alteraciones. Estos individuos, denominados obesos
metabdlicamente sanos o con obesidad metabdlicamente benigna (OMB), pese a su aumentada
grasa corporal, presentan un mejor perfil metabolico, inflamatorio y secretor de adipoquinas, en
comparacion a sujetos con obesidad metabdlicamente maligna (OMM).

En la presente investigacion se pretendié demostrar que de un grupo seleccionado de
individuos adultos obesos chilenos, aquellos portadores de una obesidad metabdlicamente
benigna presentan un patron de expresion de ARNm de proteinas funcionales del tejido adiposo
abdominal metabdlicamente favorable, definida por una menor expresion de genes asociados a
inflamacién, y a mayor expresion de genes asociados a diferenciacion, adipogénesis y
produccion de adiponectina, en comparacion a aquellos portadores de obesidad
metabdlicamente maligna, mediante el estudio sistematico de la expresion génica de ciertos
marcadores de la funcion del tejido adiposo visceral Yy subcutaneo abdominal, asi como
caracteristicas de inflamacion sistémica y sensibilidad a la insulina. Sin embargo, los resultados

obtenidos en la presente investigacion no comprueban la hip6tesis propuesta.

8.1. Caracterizacion de la muestra segun aspectos clinicos y de laboratorio

Al comparar ambos fenotipos de obesos, estos presentan una relativa homogeneidad en

sus caracteristicas clinicas y metabodlicas. El grupo de mujeres no presentd diferencias en su
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estado de menopausia ni en el uso de hormonas sexuales. Tampoco se aprecian diferencias
significativas en la composicién corporal y sélo una tendencia a una mayor circunferencia de
cintura en el grupo de sujetos con OMM, pese a ser éste Ultimo un indicador de obesidad
central y de grasa visceral, y por ende, de mayor riesgo metabolico. Por otra parte, y pese a los
criterios de definicion de cada fenotipo de obesos, tampoco se observaron grandes diferencias
en los pardmetros metabdlicos. La presion arterial sistdlica y diastolica presentd iguales
medianas entre ambos grupos de obesos, aunque este resultado esta influenciado por el uso de
farmacos hipotensores. El bajo uso de hipolipemiantes en la muestra permitié evidenciar
mayores concentraciones de triglicéridos y menores concentraciones de colesterol HDL en el
grupo de sujetos con OMM.

El tratamiento farmacologico con metformina en la muestra, ya sea por la condicion de
diabético o de resistencia a la insulina, homogeniza los valores de glicemia hacia rangos
normales en ambos grupos, y podria enmascarar una mayor concentracion de insulina
plasmatica e indice HOMA-IR en el grupo de sujetos con OMM. Aun asi, la resistencia a la
insulina es una caracteristica comun de ambos grupos y dado que no constituyo un criterio de
definicion de los fenotipos, podria sugerir un alto riesgo metabolico de la muestra en estudio,

que no se logra pesquisar con los criterios clasicos del sindrome metabdlico.
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8.2. Diferencias en la expresion de ARNm para ciertas proteinas funcionales del tejido
adiposo subcutaneo y visceral abdominal segun fenotipo de sujetos obesos y depdsito

graso de origen.

La inflamacion cronica asociada a la obesidad se explica en gran parte por la activacion
en el tejido adiposo de los receptores toll- like (TLRS), especificamente TLR2 y TLR4, los que
juegan ademas un papel importante en la inmunidad innata. La sefializacion de TLR4 tiene dos
vias intracelulares, una dependiente de MyD88, que resulta en la liberacion de citoguinas
proinflamatorias, y otra independiente de MyD88 que conduce a la liberacion de interferén 1.
TLR2, al contrario, solo presenta la via dependiente de MyD88 (67, 83, 84).

No se evidencié una diferencia en la expresion génica de TLR4 en esta investigacion
(TLR2 no fue evaluado) y s6lo se observd una tendencia a mayor expresion de ARNm para
MyD88 del TAS en el grupo de sujetos con OMM. Es importante destacar que esta diferencia
se aprecia solo en el TAS, sugiriendo que el TAV, en donde la expresion de MyD88 es
significativamente mayor en ambos grupos de sujetos obesos, tendria las mismas condiciones
de inflamacién. La mayor expresion génica de MyD88 en el TAS también se observo en otros
estudios realizados en sujetos obesos y diabéticos, en comparacion a sujetos delgados y no
diabéticos (68, 69).

Asi como se ha demostrado que la liberacion de IL-6 es mayor en el TAV en
comparacion al TAS (70, 71), en la presente investigacion se encontré que la expresion génica
de IL-6 es significativamente mayor en el TAS en comparacion al TAV de ambos grupos de
obesos. Independiente de si la produccion de IL-6 es mayor en adipocitos o células del estroma

vascular, lo cierto es que el TAS tendria una mayor participacion en la cuantificacion de 1L-6
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circulante en la muestra estudiada, lo que apoya la idea de la importancia de la inflamacion del
TAS.

Las diferencias de expresion de ARNm para adiponectina entre el tejido graso omental y
subcutaneo abdominal no tiene en la literatura una version Unica. Hay estudios que no reportan
diferencias (85) y otros muestran menor expresion de adiponectina en el TA omental en
comparacion al TAS abdominal (78, 86). En esta investigacién no hubo diferencias en la
expresion genica de adiponectina entre el TAS y TAV en el grupo de sujetos con OMB, aunque
se observo una tendencia a que el grupo de sujetos con OMM presentara menor expresion de
ARNmM para adiponectina en el TAV en comparacién al TAS. Esta tendencia adquiere
significancia estadistica al excluir del grupo de sujetos con OMB a los pacientes con
diagnostico de DM-2, HTA 'y dislipidemia. Este Gltimo hallazgo seria compatible con un nivel
de inflamacion mas elevado en el TAV del sujeto con OMM. Son varios los estudios que han
demostrado que citoquinas del propio TA, tales como interleuquina 1B, TNFa e IL-6, actdan
como fuertes inhibidores de la expresion génica de adiponectina (78, 87, 88), sugiriendo que la
inflamacién modula negativamente los niveles de esta adipoquina.

Hasta ahora, los resultados obtenidos sugeririan que el TAS también tendria un rol en la
disfuncion del TA asociada a obesidad. Varios investigadores han propuesto al TAV como el
principal responsable del riesgo metabolico (36-40), dado principalmente por su mayor
actividad lipolitica que determina un aumento en la liberacion de acidos grasos libres (AGL) a
la circulacion. Estos AGL pueden directamente entrar a la circulacion portal hepética y
conducir a un incremento en la sintesis de lipidos, gluconeogénesis y RI hepatica (89). Sin
embargo, la contribucion de la lipolisis visceral a la disponibilidad sistémica de AGL es
reducida, cercana al 5% (90). La RI sistémica no solo es el resultado de la RI hepéatica mediada

por AGL, si no que considera también el importante aporte de lo que ocurre en Organos

45



periféricos expuestos también a lipotoxicidad, como el musculo esquelético. En este sentido, se
ha demostrado que la gran mayoria de los AGL sistemicos provienen del TA no esplacnico,
dado su mayor volumen (91), lo que sugiere que el TAS troncal pudiera tener un rol
preponderante en el desarrollo de RI asociada a obesidad, como lo han mostrado algunos
estudios (92, 93).

La inflamacion del TA ha sido identificada como otro mediador de la RI sistémica. Se ha
reportado una asociacion significativa entre la infiltracion de macréfagos del TAS con Rl e
inflamacidn sistémica subclinica, junto con una sobrerregulacion de mediadores de inflamacion
en el TAS (94). En asociacion a un aumento de citoquinas inflamatorias en el TAS, se ha
demostrado que los genes de diferenciacion de adipocitos estan subregulados (95), sugiriendo
que el TAS también esta afecto a una disminucion de la adipogénesis.

La contribucion del TAS a la patogénesis de algunas enfermedades metabolicas
relacionadas con la obesidad estaria en directa relacién a su capacidad de expansibilidad. El
incremento en la ingesta caldrica resulta en un incremento en la acumulacion de grasa en los
adipocitos del TAS. Esto puede continuar hasta que se alcanza un “punto de inflexion” y la
capacidad de expansibilidad del TAS no es capaz de satisfacer la demanda de depoésito de
triglicéridos. Esto ocurriria en conjunto con una hipertrofia adipocitaria que establece una
reacciéon inflamatoria y alteracion de la diferenciacion de nuevos adipocitos del TAS. La
persistencia del exceso de ingesta calorica determinaria un “derrame” de acidos grasos y
depdsito de triglicéridos en tejidos ectdpicos, incluidos el TAV e higado (96). Es posible que,
dependiendo de factores ambientales y genéticos, este “punto de inflexién™ sea alcanzado a
diferentes niveles de adiposidad, incluso en sujetos no obesos y que mientras no sea
sobrepasado, no se manifiesten las alteraciones tipicamente asociadas a la obesidad, tales como

laRI.
46



Se ha sefialado que en condiciones de un balance energético positivo, la isoforma
PPARy2 juega un rol importante en mediar la expansion de la masa adiposa y disminuir la
lipotoxicidad (54). La alteracion genética de PPARYy2 no sélo perjudica la expansibilidad del
TA comprometiendo el crecimiento hiperplasico, sino que también, como lo demostrara
Medina-Gomez y cols., conduce a una RI severa e hiperglicemia posterior, por alteracion del
trasportador GLUT4 y falla en la expansion de la masa de células B-pancreaticas sensible a
insulina (54, 97). Estos autores ademas plantean que la disminucion de triglicéridos y el
aumento de DAG, ceramidas y de otras especies lipidicas reactivas asociadas con resistencia a
la insulina en el TA, higado, musculo esquelético e islotes pancreaticos de modelos animales
con falla en la expresion de PPARy2, se explicaria por el rol protector que desempefia en estos
tejidos al incrementar la capacidad de tamponar especies lipidicas tdxicas, permitiendo la
acumulacién mas inocua de triglicéridos (54).

En la presente investigacion, no se evidencid una diferencia significativa en la expresion
de ARNm para la proteina adipogénica PPAR y2 entre ambos grupos de sujetos obesos, y
tampoco entre el TAS y TAV. De acuerdo a la evidencia recién presentada, esto podria
significar que la falta de diferencia se extiende también a condiciones similares de hipertrofia
adipocitaria y capacidad de diferenciacién, estado de sensibilidad a la insulina y lipotoxicidad
entre ambos grupos de sujetos obesos. La RI es una caracteristica comdn en la muestra
estudiada y dado que la benignidad metabdlica no estuvo definida por su ausencia, es esperable
no encontrar diferencias en la capacidad de expresion de PPARy2, como si de detectd en
estudios anteriores (60). También es posible que la similitud de los resultados se explique por el
numero reducido de sujetos estudiados.

Tampoco se encontrd diferencias en la expresion génica de C/EBPa entre ambos

fenotipos de obesos. Hay estudios que han demostrado que C/EBPa no sélo es necesario sino
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que es suficiente para iniciar el programa de diferenciacion adipocitaria (98). De acuerdo a esto,
los resultados obtenidos en esta investigacion avalan la sugerencia de que ambos grupos de
sujetos obesos presentan similares capacidades de diferenciacion. Al igual que en trabajos
anteriores (99), se encontr6 que la expresion de C/EBPa es significativamente mayor en el TAS
que en el TAV. Esto pudiera sugerir que dada la capacidad limitada de almacenamiento de
lipidos del TAV, se encuentra incrementada la expresion de C/EBPa en el TAS con el fin de
aumentar la capacidad total. De esto también daria cuenta el hallazgo de una significativa
mayor expresion de DGATL en el TAS en comparacion al TAV en ambos fenotipos de obesos,
como una forma de aumentar la capacidad de almacenamiento de lipidos para prevenir la
lipotoxicidad periférica.

Al excluir del grupo de sujetos con OMB a los portadores de enfermedades asociadas a la
obesidad (hipertension, dislipidemia y DM-2), pese a ser éste su Unico criterio positivo del SM,
se observa que soOlo la expresion de ARNmM para adiponectina del TAV se torna
significativamente menor en el grupo de sujetos con OMM en comparacién al grupo de obesos
benignos. Del mismo modo, se observa que las diferencias de expresion génica de los
marcadores de funcién del tejido adiposo, MyD88 en TAS e IL-6 en TAS, se tornan
significativas al extremar la definicion del grupo de sujetos con OMB y OMM. En general, las
diferencias de estos marcadores se aprecian en la muestra estudiada cuando el grupo de sujetos
con OMB no cuenta con criterios positivos del SM, salvo la CC alterada, y el grupo de sujetos
con OMM relne a lo menos 4 criterios positivos del SM. Esto podria significar que en la
muestra de sujetos obesos adultos chilenos para lograr distinguir a un grupo de obesos con
significativa mayor malignidad metabolica, en términos de funcion del tejido adiposo, se
deberia considerar en el grupo sujetos con OMM a aquellos con morbilidades importantes,

mientras que el grupo con OMB pudieran representar sélo el inicio de un proceso en curso.
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Dado que no existio un grupo control no obeso, no se puede establecer la magnitud de las
alteraciones en la expresion génica de los marcadores de funcidén del TA estudiados en la
muestra seleccionada. Debido a esto, la relativa homogeneidad en los resultados del analisis de
expresion génica entre ambos grupos de sujetos obesos, podria indicar que pese a existir
diferencias clinicas metabdlicas, existe un semejante patron de expresion génica de proteinas
funcionales del TA en ambos fenotipo de obesos y que los criterios tradicionalmente usados
para definir la OMB y OMM no logran distinguir diferencias significativas en la funcion del

TA de la muestra estudiada.

8.3. Caracterizacion y comparacion de parametros sistémicos entre sujetos con OMB y

OMM.

Son varios los estudios que han demostrado altos niveles de IL-6 y TNF-a en sujetos
obesos, sobre todo aquellos con SM o DM-2 (70-72). Sin embargo hay otros trabajos que han
indicado resultados contradictorios. Pese al hallazgo que TNF-a esta sobre-expresado en el
TAV de sujetos obesos e insulinoresistentes (66, 100), existen estudios que no han encontrado
un incremento en la circulacion de TNF-a en obesidad (100, 101). Se ha observado, que la
concentracion plasmatica de TNF-a es alrededor de 100 veces inferior a la liberada por el TA
(70), lo que pudiera indicar que esta citoquina ejerce principalmente una accion local a nivel del
adipocito, de una forma paracrina/autocrina. El hallazgo de que TNF-a estimula la lip6lisis en
el adipocito (102) sugiere que el aumento consecuente de &cidos grasos no esterificados
localmente, seria uno de los mecanismos a través de los cuales TNF-a contribuye a la insulino-
resistencia. Ademas, se demostro una fuerte correlacion entre la secrecion de IL-6 y TNF-a en

el TA (100), lo que estaria en concordancia con una accion local de esta citoquina.
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La falta de diferenciacion significativa entre los niveles plasmaticos de TNF-a del grupo
de sujetos con OMB y OMM en la presente investigacion, pudiera indicar lo recientemente
expuesto; si se piensa que la accion deletérea que ejerce TNF-a sobre la sensibilidad a la
insulina es un efecto mas bien local sobre el TA, seria méas probable encontrar diferencias entre
los grupos estudiados a este nivel, y no a nivel sistémico.

En el caso de IL-6, también existen en la literatura cientifica algunas controversias. En
las Gltimas décadas IL-6 también ha sido reconocida como una mioquina, tras comprobarse su
produccidn y liberacion desde el musculo esquelético en contraccion durante el ejercicio fisico
(103). Los niveles plasmaticos de IL-6 aumentan en forma casi exponencial (hasta 100 veces)
durante el ejercicio seguido de un rapido descenso hacia niveles basales (104). Se ha sugerido
que el ejercicio fisico induce un fuerte efecto antiinflamatorio y que la IL-6 estaria implicada en
la reduccién de los niveles plasmaticos de TNF-o. mediante la induccion de citoquinas anti-
inflamatorias, como IL-10 y el antagonista del receptor de IL-1 (105-106). En modelos
animales bloqueados para la produccién de IL-6, se demostré la aparicion de obesidad y
resistencia a la insulina, los que fueron revertidos tras la administracion de IL-6 (106). Dado
que TNF-a puede inducir resistencia a la insulina (107), se sugiere que el ejercicio fisico
contribuye a la insulino-sensibilidad a través de la supresion de TNF-a, mediada por el aumento
plasmatico de IL-6. Ademas, estudios han demostrado que IL-6 incrementa in vitro la captacién
basal de glucosa y la translocacion del transportador de glucosa, GLUT4, hacia la membrana
plasmatica, junto con un aumento de la oxidacion de lipidos (108). Estos hallazgos estarian en
concordancia con un efecto beneficioso de IL-6 sobre el metabolismo, lo que se contrapone con
numerosos estudios en donde niveles plasmaticos elevados de IL-6 se asocian con SM y RI (70-
72). Una potencial explicacion a estos efectos divergentes pudiera ser que la elevacion cronica

de IL-6 y no la aguda durante el ejercicio, tenga un débil o ningun efecto sobre el musculo,
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contribuyendo de esta forma a la RI sistémica, particularmente en higado y TA (109). Por otra
parte, hay estudios que han sefialado que el entrenamiento fisico se asocia a menores niveles
basales de IL-6 y a una sobreexpresion de su receptor muscular, aludiendo a un incremento en
la sensibilidad muscular a esta citoquina (110). La falta de diferencia en los niveles séricos de
IL- 6 entre ambos grupos de sujetos obesos estudiados pudiera expresar, en este sentido, la falta
de accion de IL-6 sobre un musculo esquelético poco entrenado, en una muestra de sujetos
probablemente sedentaria, junto con similares niveles de inflamacion del TAV, como se ha
comentado anteriormente. Por otra parte, varios estudios han demostrado que IL-6 tiene un
ritmo circadiano de secrecion, con niveles maximos durante el suefio y un patron bifésico de
secrecion durante el dia (111). En esta investigacion, las muestras sanguineas no fueron
tomadas a todos los pacientes a la misma hora, lo que segun la evidencia recién mencionada,
podria influir en la falta de diferencias significativas entre los grupos de sujetos obesos.
Tampoco se encontrd diferencias significativas en la concentracion plasmatica de leptina
y adiponectina, lo que indica que no hay diferencias en el patron de secrecion de estas
adipoquinas entre ambos grupos de sujetos obesos. Este hallazgo concuerda con otros estudios
(6) en donde, para el caso de leptina, no se encontraron diferencias entre obesos con IS vs. IR,
sin embargo, si se ha reportado un significativo mayor nivel de adiponectina en sujetos obesos
con fenotipo metabdlico sano (6, 8), siendo incluso este parametro uno de los principales
predictores de benignidad (6). En ambos casos, no se encontré un patrén de concentracion
plasmatica asociada al genero (datos no mostrados). Dado que adiponectina presenta
propiedades antiinflamatorias e insulinosensibilizantes (66), la similitud de sus niveles entre
ambos fenotipos de obesos en la presente investigacion estaria en concordancia con la falta de
diferencia entre los parametros de inflamacion y de resistencia a la insulina encontrados hasta

ahora. Ademas, este hallazgo podria explicarse por una similitud en la magnitud de TAV entre
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los sujetos con OMB y OMM dada la estrecha correlacion negativa demostrada entre
adiponectina y este depdsito graso.

Al extremar las definiciones de obesidad metabdlicamente benigna y maligna, tampoco se
aprecian diferencias significativas en los parametros sistémicos evaluados; por las
consideraciones realizadas anteriormente, se esperaria al menos encontrar mayores niveles
circulantes de adiponectina en el grupo de obesos metabdlicamente benigno. Sin embargo, y
como se ha dicho anteriormente, el tamafio muestral puede no haber sido suficiente para
evidenciar diferencias significativas, o bien los criterios de definicion de beningnidad —

malignidad metabolica empleados no logran dar cuenta de estas diferencias.
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8.4. Limitaciones del estudio

Como ya se ha mencionado, una de las limitaciones de la presente investigacion fue el uso
de metformina en la muestra en estudio. La resistencia a la insulina, caracteristica comun en
ambos grupos de sujetos obesos, es motivo para que muchos clinicos inicien tratamiento con
este farmaco, lo que claramente dificulta el diagnostico de prediabetes o diabetes franca y
enmascara la real situacion de disfuncion del TA. El panorama se torna ain mas complejo si se
considera las limitaciones que ofrece el indice de HOMA para diagnosticar en forma universal
la RI, dada la falta de estandarizacion en las técnicas de medicion de los niveles de insulina en
plasma entre los diferentes laboratorios (81). Tampoco se contd en esta investigacién con
alguna medida equivalente a Rl como la presencia de higado graso. Dado que la ausencia de RI
no constituyd un criterio de definicion del grupo de obesos metabolicamente benigno, el uso de
hipoglicemiantes orales como metformina como Unico criterio positivo del SM categorizaba a
los individuos como obesos metabdlicamente sanos. Para descartar este potencial efecto de la
metformina, se excluyeron los pacientes usuarios de este farmaco y se realizé un analisis de las
caracteristicas clinicas y metabdlicas, asi como de la expresiébn de ARNm para proteinas
funcionales del TAS y TAV en ambos fenotipos de sujetos obesos (datos no mostrados), no
encontrandose resultados diferentes a los mostrados en la muestra completa de las tablas 4 y 5.

Por otra parte, el no haber contado con un grupo control no obeso, dificulta el conocer la
magnitud de la alteracion de los parametros en estudio y el grado de funcionalidad que presenta
el TA abdominal de ambos fenotipos de obesos.

Importante es ademas, considerar las limitaciones que ofrece un analisis de expresion
génica en comparacion con la cuantificacion del producto del gen, en este caso, de la proteina

funcional. La mayor expresion de ARNm para una proteina en particular pudiese reflejar la
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mayor sintesis de esta proteina como una respuesta homeostatica al cambio de ambiente interno
0 a una condicién que requiera incrementar su funcion. Sin embargo, la expresion de ARNm
implica que para llegar a sintetizar esa proteina se debe pasar por un proceso de traduccién y
modificaciones post-traduccién hasta alcanzar su estado funcional. Esto dependera de varios
factores, entre ellos su medio ambiente local y las sefiales quimicas procedentes de otras
células, que en definitiva determinaran la real presencia de la proteina en cuestion. En este
sentido, tendria mayor validez para la interpretacion de los resultados la medicion directa de las
proteinas relacionadas con el ARNm. Ademas, como se mencioné en las limitaciones de esta
investigacion, el no haber contado con un grupo control de sujetos no obesos sanos, impide
saber si la expresion de ARNm para las proteinas funcionales evaluadas representa una
necesidad de cambio para la proteina codificada por alguna condicion patoldgica o respuesta
compensatoria.

Dado gue en esta investigacion se esperaba encontrar una menor expresion de genes de
inflamacién en el TA abdominal y teniendo en consideracion la evidencia de que la baja
infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo omental es uno de los mayores predictores del
fenotipo de obeso benigno (6), el no haber contado con medicion de la infiltracion de
macrofagos en ambos depdsitos grasos del abdomen, ya sea por cuantificacion o andlisis de la
expresion génica de sus marcadores, dificulta la interpretacion de los datos y el poder establecer
conclusiones més certeras.

Tambiéen se considera una limitacion importante de esta investigacion la falta de
medicion de PCR, como pardmetro de inflamacion sistémica. PCR se ha considerado un
predictor independiente del riesgo de futuros eventos cardiovasculares y un factor de riesgo de

desarrollar SM y DM-2 (73, 112). Los niveles de PCR también se han asociado positivamente
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con el IMC (77) y con la cantidad de TAV (5) lo que sugiere que la PCR es un marcador

bioldgico util para el estado inflamatorio crénico asociado a la obesidad.

Dado que el TAS y TAV presentan diferencias funcionales, inflamatorias y secretoras, la
cuantificacion de ambos depdsitos grasos en el abdomen, hubiera favorecido la interpretacion
de los resultados de esta investigacion, permitiendo trasladar las diferencias de expresion de
ARNmM de mediadores de funcion del TA para ambos depdsitos grasos abdominales hacia una

posible repercusion sistémica.
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9. CONCLUSIONES

Pese a existir diferencias clinicas- metabdlicas entre el grupo de sujetos definidos como
OMB y OMM, se evidencid un semejante patron de expresion génica de marcadores
funcionales del TA en ambos fenotipos de obesos, y por tanto, que los criterios
tradicionalmente usados para definir la OMB y OMM, en un modelo dicotémico, no lograrian
distinguir diferencias significativas en la funcion del TA de la muestra estudiada. Sin embargo,
se aprecian diferencias significativas sélo al extremar las definiciones, es decir, cuando el grupo
de obesos benignos se define con solo la CC alterada y el grupo maligno con al menos 4
criterios positivos. Esto podria sugerir que las alteraciones del TA asociadas a obesidad
representan un continuo donde existen sujetos obesos menos afectados y otros més afectados, y
que la evidencia existente sobre la presencia de sujetos obesos sanos, sea sélo una fotografia en

un momento favorable de este proceso.
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10. CONSIDERACIONES PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

Existe abundante evidencia en la literatura para la asociacion entre obesidad vy
alteraciones cardio-metabdlicas. Varios investigadores han propuesto al TAV como el principal
contribuyente a estas alteraciones. La presente investigacion, en concordancia con estudios
previos, sugiere que el TAS abdominal podria tener participacion importante en la disfuncién
del TA asociada a obesidad. Cambiando el foco desde el TAV como Unico responsable hacia la
heterogeneidad funcional de los diferentes depdsitos grasos, se podria comprender mejor la
relacion entre adiposidad y alteracién cardio-metabdlicas secundarias. De esta forma se lograria
identificar mejores modalidades terapéuticas para las alteraciones del TA y mantener
adecuadamente el balance del metabolismo lipidico y glucidico, con el fin de reducir la

morbilidad y mortalidad asociada a la obesidad.
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12. ANEXOS

12.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO CLINICO

“EVALUACION DE LOS FACTORES QUE MODULAN EL DESARROLLO DE
OBESIDAD METABOLICAMENTE BENIGNA EN INDIVIDUOS CHILENOS”

Descripcion del proyecto:

La obesidad se asocia con frecuencia a otros problemas de salud, tales como presion
arterial elevada, diabetes y colesterol o triglicéridos elevados. No obstante existe alrededor de
un 30% de las personas obesas que no presentan este tipo de enfermedades asociadas, por lo
cual se les ha llamado “obesos saludables”

Los factores que determinan que una persona presente o no este tipo de complicaciones
no son completamente conocidos, por lo cual el objetivo de este estudio es evaluar los factores
dietarios, de actividad fisica, metabdlicos y las caracteristicas de las células del higado y del
tejido adiposo que pueden influir en que se desarrollen las complicaciones asociadas a la
obesidad.

El estudio completo tiene una duracidn aproximada de 15 meses, pero su participacion
incluye una cita médica, toma de muestra de sangre, la cual serd realizada en el mismo
momento en que usted se realice los exadmenes pasa su intervencion quirdrgica, Yy
eventualmente una biopsia de higado la cual se tomara durante su cirugia.

Por lo tanto el tiempo en total que le implicara el estudio en tiempo es de 1 a 2 dias
como maximo.

Si usted acepta participar en este estudio, ademas de los exdmenes requeridos para su cirugia, se
le realizardn examenes de sangre que miden si existe inflamacion en el organismo y hormonas
producidas por la grasa del cuerpo.

Ademas el dia de su cirugia y durante el mismo procedimiento se tomara una pequefia muestra
de higado, sefialado anteriormente, y de tejido graso, para estudiar las caracteristicas de las
células del higado y de la grasa de su cuerpo. Estos ultimos anélisis seran realizados en Estados
Unidos, en el prestigioso Hospital de Johns Hopkins.

Estos examenes que son adicionales a los necesarios para la cirugia bariatrica no tendran costo
para usted.

) El estudio estd a cargo de los médicos nutridlogos: Ada Cuevas Marin, Verdnica
Alvarez Vliegenthart. y Fernando Carrasco, siendo patrocinado por Clinica Las Condes.

Su participacion es voluntaria, por lo cual se puede retirar del proyecto cuando Ud. desee.

El total de participantes sera de 40 personas en total, y seran citados en horarios diferidos para
su mayor comodidad.
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Riesgos 0 _molestias: Estan dadas unicamente en los exdmenes de laboratorio, donde debe
presentarse en ayuno y se obtendra una muestra de sangre de volumen habitual en este tipo de
estudios lo que no representa riesgos importantes para su salud. En raras ocasiones pueden
producirse molestias como dolor o pequefios hematomas en el &rea de puncion.

Muy raramente se podria producir un sangramiento para la toma de muestras de tejido graso y
del higado.

Posibles beneficios: Se realizara estudio completo metabdlico sin costo para usted recibiendo
usted un informe completo de estos resultados

Retiro del estudio: usted puede no aceptar participar en el estudio, es de caracter voluntario o
bien puede aceptar y luego decidir retirase en cualquier momento por las razones que usted
tenga. En cualquier caso no significard ninguna modificacion en la atencion que se le entrega
por su tratamiento ni causara problema en su relacion con el equipo tratante y/o investigador.
Asimismo, durante el desarrollo del estudio el investigador podra solicitar su retiro del estudio
o la finalizacion del mismo en el momento que lo estime necesario.

Sequridad de la informacién: Toda la informacidn que usted aporte, sera tratada de manera
confidencial de acuerdo a la ley 19.628 de 1999, sobre proteccion de la vida privada o
proteccion de datos de caracter personal. No se dara a conocer su fuente, salvo que sea exigido
por la justicia. Sélo tendra acceso a ella el equipo de investigacion.

Los datos e informacion obtenidos desde este estudio tales como resultados de laboratorio, baja
de peso, examen fisico y todos los procedimientos efectuados se mantendran bajo estricta
confidencialidad y sélo serdn utilizados con fines académicos como publicaciones y/o
actividades cientificas, en las cuales bajo ninguna circunstancia de revelara los datos personales
de los participantes. La aceptacion de participacion en este estudio faculta a los investigadores a
utilizar los datos de resultados en la forma sefialada. Para el caso de las muestras bioldgicas
(sangre, orina, fluidos) solo se utilizaran para este estudio posterior al cual se desecharan, en el
caso de que se planifique almacenaje de parte de ella para estudios futuros debera ser
especificamente autorizado por usted por escrito.

Toda la informacién obtenida se mantendra archivada y almacenada en el Departamento de
Nutricién de Clinica Las Condes, con el resguardo del equipo investigador, por un periodo de 2
afios, y no seran ocupadas en objetivos ajenos a este estudio

Compensacién _frente _a eventuales riesgos: los riesgos serdn minimizados al méaximo
manteniendo una estricta monitorizacion, pero no esta contemplado ningdn tipo de
compensacion economica

Forma de comunicacién_y contactos: Durante su participacion en el estudio y frente a
cualquier duda, complicacion o evento que usted tenga o sufra podrd contactarse con los
investigadores del protocolo de forma fluida y rapida en cualquier momento y horario a través
de teléfono de la unidad de nutricion, celulares y/o via email.

Los contactos son los siguientes: Fono Departamento de Nutricion Clinica Las Condes
6108650, Fax 6108565. Dra. Ada Cuevas, correo: acuevas@clc.cl, Verénica Alvarez celular N°
87298239; email: valvarez@clc.cl, Dr. Fernando Carrasco, correo: fcarrasco@clc.cl

La persona a la que puede contactar en relacion a los derechos del sujeto de investigacion:
Sonia Salas Lira, Secretaria Comité de Etica, Clinica Las Condes. Fono: 0562- 6103255.
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CONSENTIMIENTO

He recibido informacion clara, sencilla, oral y por escrito, acerca de mi participacion en
el estudio: “EVALUACION DE LOS FACTORES QUE MODULAN EL DESARROLLO
DE OBESIDAD METABOLICAMENTE BENIGNA EN INDIVIDUOS CHILENOS” y los
procedimientos que implica. EI médico que me atiende me ha explicado de forma satisfactoria
que es, como se realiza y para qué sirve. También me ha explicado los riesgos posibles y
remotos, asi como los riesgos en relacion con mis circunstancias personales. Me ha informado
de otras alternativas posibles.

He recibido respuestas a todas mis preguntas. He comprendido todo lo anterior
perfectamente.
Comprendo que la decisién que tomo es libre y voluntaria.

Doy mi consentimiento para participar en el estudio mencionado:
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12.2. CERTIFICADO DE APROBACION DE COMITE DE ETICA
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