SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO I I M

INSTITUTO TECNOLOGICO DE MERIDA

“DETERMINACION DE LA INFECCION PERSISTENTE POR ADENOVI-
RUS 36 EN TEJIDO ADIPOSO HUMANO OBTENIDO POR MEDIO DE
BIOPSIA POR ASPIRACION CON AGUJA FINA.”

TESIS PROFESIONAL

PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:

MC. ENRIQUE EDUARDO PERAZA LOPEZ

DIRECTOR DE LA TESIS:

DRA. ELIZABETH DE LA LUZ ORTIZ VAZQUEZ

CODIRECTOR DE LA TESIS:

DRA. MARIANNE SOLEDAD LUNA RIVERO

MERIDA YUCATAN MEXICO

JUNIO DE 2020






g\\I\'\\DE)S ,[7%

#3 EDUCACION

.{zi SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

3 TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICOs

Instituto Tecnoldgico de Mérida

“2020, Afio de Leona Vicario, Benemérita Madre de la Patria”

DEPENDENCIA: DIV. DE EST. DE POSG. E INV.
No. DE OFICIO: X-281/20
Mérida, Yucatdn, [ TSt ot ii=risea=y aaemie)

ASUNTO: AUTORIZACION DE IMPRESION

. C. ENRIQUE EDUARDO PERAZA LOPEZ

" PASANTE DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS

__ DELOS ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA
" PRESENTE.

Déiacuerdo al fallo emitido por su directora Elizabeth de la Luz Ortiz Vazquez,

'*:“cﬁﬂirigida por Marianne Soledad Luna Rivero y la comisién revisora integrada Sara
~Elena Solis Pereira, y Karen Geneve Castillo Hernéndez, considerando que cubre los
’1equ1=1tos establecidos en el Reglamento de Titulacién de los Institutos

'Tetnologlcos le autorizamos la impresidén de su trabajo profesional con la TESIS:

: ”DETERMINACION DE LA INFECCION PERSISTENTE POR ADENOVIRUS 36 EN TEJIDO ADIPOSO HUMANO OBTENIDO
POR MEDIO DE BIOPSIA POR ASPIRACION CON AGUJA FINA”

.',ATENTAMENTE

" POSGRADO E INVESTIGACION

. piQs DE
C.p. “Archivo ( D!VlS‘ONoD ‘N%L%TlGACIO“

HAUB/EOV/£ja POSGRAD

‘Iﬁsti/tt‘zto Tecnolégico de Mérida, Km.5 Carretera Mérida-Progreso A.P 911
C.P 87118 Mérida Yucatan, México, Tels. 964-50-00, Ext. 12601, 12602
i e-mail: depi merida@tecnm.mx http://www.itmerida.mx

89 Lag,

e

%
°



DEDICATORIA

Dedico el presente trabajo a mi familia la cual me ha brindado su apoyo y ha sabido
guiarme a lo largo de mi vida.

A mi padre, Enrique Eduardo Peraza Gonzales, por sus consejos, apoyo Y solidaridad en
cada uno de los proyectos que he emprendido a lo largo de mi camino académico.

A mi madre, Rosalia Lépez Diaz, por el incondicional apoyo emocional que me ha brin-
dado desde que naci y me ha posibilitado llegar a ser la persona que soy ahora.

A mi hermana, Rosalia Peraza L6pez, quien ha sido una fuente constate de entusiasmo
y motivacién en todo este recorrido académico y de vida.

Asi mismo quisiera dedicar este trabajo a tres profesionistas que considero que me han
demostrado como el quehacer cientifico puede compaginarse con el desarrollo humano:

A la Dra. Elizabeth de la Luz Ortiz Vazquez, por sus consejos y guia en este trayecto
académico, no solamente como asesora de tesis sino como una verdadera mentora en
relacion a los asuntos relacionados a la investigacion cientifica en México.

A la Dra. Sara Solis Pereira, quien me ha acompafiado en este viaje académico, no so-
lamente desde el punto de vista académico sino en mi desarrollo como persona.

A la Dra. Alicia Zapata Peraza, quien para mi representa uno de los profesionistas mas
cercanos al arquetipo del médico completo. Le agradezco la guia y seguimiento que me
ha brindado en forma sostenida desde que nos conocimos en la Facultad de Medicina, le
agradezco por hacerme ver que no importa que tan pequefia sea, siempre podemos ha-
cer una contribucién en beneficio de este mundo y de los demas.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al CONACYT la oportunidad que me ha brindado para la realizacion de mis estudios
de posgrado a través del otorgamiento de la beca de maestria 2018-000012-01NACF-00676.

Agradezco al Tecnologico Nacional De México Campus Mérida y a la Unidad de Posgrado e
investigacion la oportunidad que se me ha brindado para realizar el curso de mis estudios en sus
instalaciones. Asi mismo se agradece al TecNM el apoyo econémico brindado al proyecto 6746-
18P, mismo que financié el costo de los reactivos y materiales empleados en la presente investi-
gacion.

Agradezco a la Universidad Marista Campus Mérida por toda la ayuda brindada en la realizaciéon
del presente proyecto, tanto su apoyo material como humano. Especialmente quisiera agradecer
a los integrantes del Comité de Bioética de dicha institucion por haber tenido a bien aprobar el
presente protocolo de investigacién, sin dicho apoyo esta investigacion no hubiese podido reali-
zarse.

Un agradecimiento especial al Dr. Ramon Gonzales de la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos por habernos proporcionado el control positivo del genoma del Adenovirus 36, su apor-
tacion fue de gran ayuda en el desarrollo y validacion del protocolo de deteccion empleado en
esta investigacion.

A la Dra. Elizabeth de la Luz Ortiz Vazquez, quien su guia y consejos ha posibilitado la realizacién
de este trabajo y muchos mas aprendizajes en el laboratorio.

A la Dra. Sara Solis Pereira, por sus valiosisimos consejos en relacion al contenido del presente
trabajo, asi como a la mejor manera de presentarlos, asi como su apoyo y guia constante en la
realizacién del mismo.

A la Dra. Marianne Soledad Luna Rivero, por hacerme ver el proyecto desde otras perspectivas
en el curso del mismo, asi como por sus valiosas sugerencias en relacion a las pruebas emplea-
das y diversas formas de hacer mas valiosa la presente investigacion.

A la Dra. Karen Castillo Hernandez, por su invaluable apoyo durante la realizacion del presente
proyecto, en especial en la etapa comunitaria, sus aportaciones en el campo de la nutricion hu-
mana han sido sumamente valiosas en la realizacion del presente trabajo.

Al Maestro en Ciencias Jesus Manuel Ramon Sierra, por su permanente apoyo en la realizacion
de este trabajo, su guia en la operacion de equipo de laboratorio y su orientacion en relacion a la
manera practica de abordar situaciones relacionadas con las pruebas de laboratorio.

Al Dr. Alejandro Yam Puc quien nos facilité enormemente el acercamiento a diversas personas
que participaron como voluntarios en el estudio, asi como por sus consejos y recomendaciones
que ayudaron a dar forma final al presente trabajo.

Asi mismo agradezco a todos mis comparfieros de laboratorio por hacer de mi estancia en este
un periodo de tiempo sumamente agradable.



INDICE

N[ g aT=T o] K= LU T - TR 1
RESUMEN ..ottt saaereabeabeare e 2
ABSTRACT et sttt es ereereere e aae e 4
1. INTRODUCCION ....cciiiiriiiiiriiineseeeseesessssessssssssssssssesssnes sosseessssseeee 6
2. MARCO TEORICO
1. Elsobrepeso y la obesidad ..........ccocueiieiiiiiiiiiiiiiiie e e 9
1. La obesidad €N MEXICO........cccuuiieiiiiiieeeeiiiiiee e eiee e eeeeeesnnneeeens 12
2. Laobesidad en YUCAtAN .........ccovviiiiiiiiiie s e 14
2. Etiologia de la obesidad...........cccceeiiiiiiiiiiiiiiee e e 16
G T 1= o PSPPI 21
4. Proteina C Reactiva (PCR) ......oocuiiiiiiiiiiee e eeiiieee e 22
5. El Sindrome MetaboliCO ...........ceeiiiiiiiiiiiiies e ceeniieeeniieens 24
1. DIagNOSHCO....ccceiiiiciiiiieieee e e ————— 26
6. Lainfectobesidad ... 27
1. ELADENOVIIUS 36 ...ooeeiiiiiiieiiiiice et reeee s 28
2. Métodos diagndsticos para el Adenovirus 36 .........cccee eveeeevninnenn. 29

3. Deteccion del genoma del Adenovirus 36

en tejido adipoS0o huMANO .........coociiiiiiiiiiee s e 30
4. Prevalencia de la infeccion por Adenovirus 36 en

PObIaciones NUMAaNAS..........ocieiiiiiiie s e 31
5. Evidencia en contra del rol del Adenovirus 36 en la

fisiopatologia de la obesidad .............ccooviiiiiiiiiiiis e 32
JUSTIFICACION ... essssssesesons 34

4., OBJETIVOS
1. ODJEtiVO GENEIAL.....ceiiiiiiiieeeit et reeee s 36

2. ODbjetivOs SPECITICOS ....uvvviiiiiiiiiee ettt e e 36



5.  MATERIALES Y METODOS

1. Delimitacién del problema de eStudio .........ccveevieeeeeeiiiiiiiiis vviereeeeee, 37
2. TIPO A€ ESTUIO. ... veeee ettt rrree e nnneeens 37
3. Seleccion de participantes
1. Criterios de INCIUSION .......cocviiiiiiiiii e e 38
2. Criterios de eXCIUSION .......ccoiuiiiiiiiiie s e 38
3. Criterios de elimiNacion ..........ccocvveiiiieiiie e e 38
4. Aspectos bioéticos de la investigacion ...........cccceeveceeeeiiiiiies ceviieeee e 38
5. Plan de andlisis eStadiStiCO...........cocveeiiiiiiiii s e 39
1. Calculo del tamafio MuesStral..........ccccoovieriiiiriie e e 39

Protocolo experimental
1. Obtencion de la muestra de tejido adipoS0 .......ccccvveirn eveeeviiineenn.
Extraccion del material genético...........ccccceeevnneee.

2
3. Evaluacion de la integridad del ADN gendmico
4. Deteccion del genoma del Adenovirus 36 mediante

Reaccion en Cadena de la Polimerasa ...........ccccovveeent wevvvveenienns 43
5. Disefio de cebadores especificos para

Adenovirus 36 mediante PCR enclavada............ccccccovs cvvveiiinieenn. 45
6. Obtencion de las muestras de suero sanguingo .......... coceeveveeennee. 46

Determinacion de la concentracion de

Proteina C Reactiva SEriCa ..........cccveeiiiieriiienieie e eeeriieenieens 47
8. Determinacion de las concentraciones de

[EPHINGA SEICA ...t e e e 48

9. Pruebas de Campo .......ceeeeeiiiiiiieiiiiiee e e 50

6. RESULTADOS

1. Extraccion de ADN de muestras obtenidas mediante
Biopsia por Puncion con Aguja Fina (BAAF).......cooveiiiiies veviieeeene 51
2. Evaluacion de la integridad del ADN genimico .......ccccoccvvveee cveveennvennn. 54

3. Andlisis de la presencia del genoma del

Adenovirus 36 empleando los cebadores

descritos en la literatura (Pasarrica 2008).........cccvveeerriiiiieinns ceveeeeniiieennn 56



10.

4. Evaluacion de los cebadores especificos para
Adenovirus 36 mediante PCR enclavada.............cccccoevviiiieinn cveeeeiinieenn. 58
1. Validacion del protocolo mediante la

determinacion de la secuencia de nucleétidos

de los fragmentos amplificados .........cccooocveeeeeiiciiiee it e 60
5. Muestreo poblacional ... e 62
1. Descripcion de la muestra poblacional...........ccccccceeiin veieiiiiienn. 63

2. Determinacion de la presencia del genoma del

Adenovirus 36 en el tejido adiposo de los participantes................. 66

3. Determinacion de Proteina C Reactiva SErica...........c.. coeerveeennnee. 71

4. Determinacion de leptina SErCa .........ccceeveiiiiiiiiiiiiiiiiies eeeeeeeeiiiins 73
DISCUSION .....ccoovviiiiiicieeiesees s oo 75
CONCLUSIONES.......c ottt sresteseesae e 87
1. Perspectivas y limitaciones del eStudio...........ccevvveeeiiiiiiiiiiiins ivveerieeeee, 89
BIBLIOGRAFIA ...t oo 91
ANEXOS ... e et 102



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-1.- Prevalencia del sobrepeso-obesidad en paises de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) entre 1980y 2010 ..........cccc..... 11

Figura 1-2.- Sobrepeso y obesidad en México (IMC) de acuerdo a
los datos de la encuesta nacional de salud y nutricion 2000,2006, 2012.............cccccueernnes 13

Figura 1-3.- Comparacion entre la prevalencia porcentual de
Sobrepeso y Obesidad en adultos de 20 afios y mas
entre 2012 y 2018 en la poblacion MEXICANA ...........eevvuiieiiieiiiiee e 14

Figura 1-4.- Prevalencia porcentual de sobrepeso y obesidad en Yucatéan (IMC),
de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 y 2012 .........cccccecvveerveenne 15

Figura 1-5.- La obesidad es reconocida como una probleméatica biopsicosocial............. 17

Figura 1-6.- Diagrama de las relaciones metabdlicas alteradas
que se observan en el desarrollo de la obesidad. ..o 20

Figura 6-1.- Diagrama esquematico del proceso para la realizacion de
Biopsia Por Aspiracion Con Aguja FiNa (BAAF).......eoi it see e 51

Figura 6-2.- Resultado de la extraccion de material genémico
del tejido adipoS0 (7 PAMICIPANTES) .....ccuveeiiiiieiiieeiiee sttt e ebee et ree e sbee s sbae e s e taeesbeeesneeeens 54

Figura 6-3.- Electroforesis en gel de agarosa, bandas correspondientes
a la amplificacion del gen de B-actina humana ............ccocoeoveiiiiiiiiiieccee e 55

Figura 6-4.- Evaluacion de los productos de amplificacion empleando
los cebadores descritos por Pasarrica 2008. ..........ccveuieieiiieiiieeiiene e 57

Figura 6-5 . Bandas de amplificacién por PCR empleando los cebadores externos
AESCIItOS €N TABLA B-6....ccuviiiiitieiiiiie ettt ettt ettt 59

Figura 6-6 . Bandas de amplificacion por PCR empleando los cebadores internos
AESCIItOS €N TABLA B-6......eiiivieiiiiireiie sttt et 59

Figura 6-7 . Bandas de amplificacion empleando control positivo para Ad36,

preparadas para envid @ SECUENCIACION. ......cuuieiiiieriiieiieeeseieeesieessreeeebeeesaeesneeeeeanieee e 61
Figura 6-8: Ubicacion geogréafica de l0s sitios de MUESIre0..........ccceeveereinieicciiecieee 62
Figura 6-9: Distribucién de los participantes por edad Y SEXO0........cccevvvverieeeiiieeiniineennnnn. 63

Figura 6-10: Distribucién de los participantes por IMC
y porcentaje de grasa COMPOTA.........uuiiiiiiiiiieiiee ittt sttt e e e eanes 64

Figura 6-11: Distribucién de los participantes en funcion de
la presencia de PatOIOGIAS . ......uiiiuieiiiie ettt 65



Figura 6-12: Evaluacion de la presencia del Ad36 participantes de la comunidad de Yaxnik empleando
Cebadores extern0s AD36-1 Al AD36-6........c..eeiruiieriiieiiieeiiiieesieeesieeebeeesieessseeaesiee s e 67

Figura 6-13: Evaluacion de la presencia del Ad36 participantes de la comunidad de Yaxnik empleando
Cebadores internos AD36-1 al AD36-6

Figura 6-14: Evaluacion de la presencia del Ad36 participantes las comunidades de Chapab y Komchem
empleando el cebador Ad36-2 INLEINO .........cccouiiiiiiieieeee e 69

Figura 6-15: Evaluacion de la presencia del Ad36 participantes las comunidades de Chapab y Komchem
empleando el cebador Ad36-6 INTEIMO ...........coooiiiiiiiiie e 69

Figura 6-16: Evaluacion de la presencia del Ad36 participantes las comunidades de Chapab y Komchem
empleando el cebador Ad36-7 INTEIMO .........ceeiuiieiiiee et 70

Figura 6-17: Niveles sericos de Proteina C Reactiva (PCR) de
acuerdo al sexo de los participantes del €StUdIO .........c.coveeriiriiiieniieeeee e 72

Figura 6-18: Niveles sericos de Leptina de
acuerdo al sexo de los participantes del eStudio ..........ccoccueriiiiiiiiieiiie e 74

LISTA DE FIGURAS COMPLEMENTARIAS

ANEXO I: Carta de aprobacion del protocolo por Comité de Bioética............ceeverveenne. 102
Figura 5-1: Grafica complementaria para el calculo del tamafio muestral..................... 103

Figura 6-6.1- Curva de calibracién para la determinacién
de Proteina C Reactiva Sérica mediante ELISA ..........ccccevieiieiienienneeeenee e 103

Figura 6.6.2- Curva de calibracion para la determinacion de
leptina sérica mediante ELISA .........cooiiiiiiiiie et 104



LISTA DE TABLAS

Tabla 1-1: Comparacion de los criterios diagndsticos para el diagnéstico
de sindrome metabdlico segin las guias Adult Treatment Panel Il (ATP 111,

La Asociacion Americana De Cardiologia (AHA), y la

Federacion Internacional De La Diabetes (IDF)

Tabla 2-1.- Comparacioén de los resultados de algunos de los
estudios realizados acerca de la prevalencia del Adenovirus

36 €n poblaciones NUMANEAS ........coccuiiiiiiiiiie it 106
Tabla 5-1. Composicién del buffer de lisis tiSUlar ..........cccccceviveriieniieniieniece e 110

Tabla 5-2 — Reactivos empleados para la realizaciéon de una
Reaccion en Cadena de la Polimerasa empleando como

enzima Tag Polimerasa marca INVItrOGEN ..........cieiveiiiiieiii e 111

Tabla 5-3.- Condiciones del termociclador empleadas para la

amplificacién del gen de B-actina humana por PCR ..........cccooiiiiiiininiiiceeeeeeeee 111

Tabla 5-4 — Reactivos empleados para efectuar una Reaccién en Cadena

de la Polimerasa empleando la enzima Phusion High-Fidelity

Tabla 5-5 .- Condiciones de amplificacion por medio de PCR

gradiente evaluando los cebadores descritos por Pasarica 2008. ...........ccccovvveeiineennns 113

Tabla 5-6 .- Secuencia de los cebadores disefiados para la
determinacion especifica del genoma del Adenovirus 36

por medio de PCR enclavada (disefiados en 1aboratorio) ...........ccccocvviriiniieeciiinennennn 113

Tabla 5-7.- Condiciones de amplificaciéon por medio de PCR enclavada

para los cebadores para Adenovirus 36. Empleando Tag polimerasa. ..........cc.cccceveeee. 114

Tabla 6-1.- Comparacion entre el resultado de las secuencias de
los fragmentos amplificados del ge-noma del Adenovirus 36

empleando los cebadores descritos en TABLA 6-6 y control positivo. ...........cccceeeeunee. 115



Abrevia-
tura
aa
Ad36
ADN
AHA
ATP-III
BAFF
BAV
cCDV
cT
DE
DM2
ELISA
ENSANUT
GPC
HDL
HTA
IDF
IL-6
IMC
Kb
LDL
MCP-1
mmHG
NCEP
NOM
oMs
PA
pb
PCR
PCR
RAV-7
SBP
SNA
TAE

TG
TNF-a
VEGF

NOMENCLATURA

Significado

Aminoacidos
Adenovirus 36
Acido Desoxirribonucleico
Asociacién Americana del Corazén
Guias del Adult Treatment Panel 3a edicién
Biopsia por aspiracién con aguja fina
Virus de la Enfermedad de Borna
Virus del distemper canino
Colesterol total
Desviacion estandar
Diabetes Mellitus 2
Ensayo de Inmunoadsorcién Acoplada a Enzima
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
Guia de Practica Clinica
Lipoproteinas de alta densidad
Hipertensidn Arterial
Federacion Internacional de la Diabetes
Interleucina 6
fndice de Masa Corporal
Kilobase
Lipoproteinas de baja densidad
Proteina quimiotdctica de macroéfagos tipo 1
Milimetro de mercurio
National Cholesterol Education Program
Norma Oficial Mexicana
Organizacion Mundial de la Salud
Perimetro Abdominal
Pares de Bases
Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
Proteina C Reactiva
Virus asociado a Rous tipo 7
Presion Arterial Sistélica
Ensayo por neutralizacidn con suero
Buffer para electroforesis Tris/Acido acético/Acido Etilendiaminotetra-
acético
Triglicéridos
Factor de necrosis tumoral alfa
Factor de crecimiento endotelial vascular



RESUMEN

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) el sobrepeso y la obesidad
se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede repercutir en
forma negativa sobre la salud de un individuo.

México es considerado el 2° pais a nivel mundial en prevalencia de obesidad en poblacion
adulta, solamente superado por Estados Unidos de América. De acuerdo con los datos
de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2018 (ENSANUT 2018) el 76.4% de las
mujeres y el 73% de los varones mexicanos presentan sobrepeso u obesidad definidos
en términos del indice de Masa corporal.

El sobrepeso y la obesidad han sido implicados como causa directa o contribuyente en
las cinco principales causas de mortalidad por enfermedades crénicodegenerativas a ni-
vel nacional.

El sobrepeso y la obesidad acontecen cuando la ingesta energética de un individuo su-
pera la demanda metabdlica, permitiéndose que el excedente se acumule en forma de
grasa. Diversos factores modifican la tendencia de un individuo a la acumulacién excesiva
de grasa, destacandose factores neurologicos, inmunitarios y hormonales.

La infectobesidad representa un campo de estudio novedoso el cual vincula la presencia
de un fenotipo obesogénico con la exposicion a ciertos agentes infecciosos, particular-
mente virales. En seres humanos el Adenovirus 36 (Ad36) es el ejemplo mejor estudiado.

Estudios en mdltiples paises revelan que la prevalencia de anticuerpos neutralizantes
contra el Ad 36 es mayor en pacientes que presentan sobrepeso-obesidad respecto a
controles en normopeso, estableciéndose una correlacion estadistica sélida, mas no pro-
bando causalidad.

Se ha reportado que el Ad36 puede infectar adipocitos y sus precursores, generando una
infeccién persistente y favoreciendo la formacion de un fenotipo obesogénico.

Sin embargo, aun falta que se demuestre en forma causal la relacién de este virus con la
obesidad en seres humanos. Una de las principales dificultades para el establecimiento
de relacion causal es el empleo Unicamente de pruebas seroldgicas para el diagnostico
de infeccion, las cuales se ha demostrado son pronas a falsos positivos.

Existen pocos estudios que investiguen la presencia del genoma viral directamente en el
tejido adiposo, principalmente porque esta aproximacion diagnostica requiere de méto-
dos invasivos.



En México existen pocos estudios que evallen la prevalencia de infeccion por Ad36 en
la poblacién. Debido al costo econémico y de salud que representa el sobrepeso y la
obesidad para el Estado Mexicano se considera necesario el estudio de los diversos fac-
tores que pudiesen estar fomentando la alta prevalencia de esta patologia.

En el presente trabajo describimos la aplicacion de la metodologia de Biopsia por Aspi-
racion con Aguja Fina (BAAF) como un método rapido, econémico y minimamente inva-
sivo que permita obtener muestras de tejido adiposo humano en condiciones de campo.
A la vez se documenta un procedimiento para la determinacion molecular de la presencia
del genoma del Ad36 mediante Reacciéon en Cadena de la Polimerasa Enclavada dise-
flado especificamente para evitar la aparicion de falsos positivos.

El protocolo para la determinacion de la presencia del genoma del Ad36 ha sido validado
a escala laboratorio y corroborado mediante determinacion de la secuencia de nucleoti-
dos de la amplificacion. Previa aprobacion de Comité de Bioética se procedi6 a realizar
un muestreo piloto en poblaciones con elevada prevalencia de obesidad (n=72), sin en-
contrar evidencia de la presencia del genoma del Ad-36 en las poblaciones muestreadas.

La metodologia generada en la presente investigacion permitira realizar muestreos po-
blacionales amplios a bajo costo y riesgo minimo, permitiendo clarificar el rol que desem-
pefia el Ad36 en el desarrollo de la obesidad.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), overweight and obesity are defined
as an abnormal or excessive accumulation of fat that can negatively impact an individual's
health.

Mexico is regarded as the 2nd country worldwide in the prevalence of obesity in the adult
population, second only to the United States of America. According to data from the 2018
National Health and Nutrition Survey (ENSANUT 2018) 76.4% of women and 73% of
Mexican men are overweight or obese, defined in terms of the Body Mass Index.

Overweight and obesity have been implicated as a direct or contributing cause to the top
five causes of death from chronic degenerative diseases nationwide.

Overweight and obesity occur when an individual's energy intake exceeds the metabolic
demand, allowing the excess to accumulate in the form of fat. Various factors modify the
tendency of an individual to accumulate fat excessively, highlighting neurological, immune
and hormonal factors.

Infectobesity represents a novel field of study which links the presence of an obesogenic
phenotype with exposure to certain infectious agents, particularly viral ones. In humans
Adenovirus 36 (Ad36) is the best studied example.

Studies in multiple countries reveal that the prevalence of neutralizing antibodies against
Ad36 is higher in patients who are overweight-obese than in normal controls, establishing
a solid statistical correlation, but not proving causality.

It has been reported that Ad36 can infect adipocytes and their precursors, generating a
persistent infection and favoring the formation of an obesogenic phenotype.

However, the relationship of this virus with obesity in humans remains to be demonstrated
causally. One of the main difficulties in establishing a causal relationship is the use of only
serological tests for the diagnosis of infection, which have been shown to be prone to false
positives.

There are few studies investigating the presence of the viral genome directly in adipose
tissue, mainly because this diagnostic approach requires invasive methods.

In Mexico there are few studies evaluating the prevalence of Ad36 infection in the popu-
lation. Due to the health and economic cost that overweight and obesity represents for the
Mexican State it is considered necessary to study the various factors that could be pro-
moting the spread of this pathology.



In this work we describe the application of the Fine Needle Aspiration Biopsy (FNAB)
technique as a fast, economical and minimally invasive method that allows to obtain sam-
ples of human adipose tissue under field conditions. At the same time, we document a
procedure for the molecular determination of the Ad36 genome by means of the Nested
Polymerase Chain Reaction specifically designed to avoid the appearance of false posi-
tives due to environmental contamination.

The protocol for determining the presence of the Ad36 genome has been validated on a
laboratory scale and corroborated by determining the nucleotide sequence of the amplifi-
cation. With the approval of the Bioethics Committee, a pilot sampling was carried out in
populations with a high prevalence of obesity (n = 72), without finding evidence of the
presence of the Ad-36 genome in the sampled populations.

The methodology generated in the present investigation will allow carrying out wide pop-
ulation samplings at low cost and minimal risk, making it possible to clarify the role that
Ad36 plays in the development of obesity.



CAPITULO 1

INTRODUCCION.

En México las enfermedades crénico-degenerativas son responsables de las 5 principales causas
de morbimortalidad en la poblacion *.

Este fenébmeno se explica debido a la transicion sociodemogréfica y epidemiologica que ha ex-
perimentado México en los Ultimos decenios, con un incremento significativo en la expectativa de
vida al nacimiento, disminucion de la morbimortalidad por enfermedades infecciosas e incremento
en la morbimortalidad por enfermedades crénico-degenerativas 2.

El sindrome metabdlico representa una base fisiopatolégica comun a la mayor parte de las en-
fermedades cronicodegenerativas presentes en la actualidad 3. Este sindrome se define como
un conjunto de alteraciones metabdlicas, clinicas y bioquimicas las cuales son capaces de iniciar
o agravar diversas enfermedades crénico-degenerativas, en particular la Diabetes Mellitus 2 y las
enfermedades cardiovasculares *.

El sindrome metabdlico representa un diagndstico operacional Util en la préactica clinica mas no
una patologia Unica. El mismo se encuentra conformado por diversas variables que predicen el
desarrollo de desenlaces metabdlicos adversos, a saber: alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, dislipidemia aterogénica, hipertension arterial y obesidad °.

La obesidad, particularmente en lo referente a la obesidad visceral, se ha calificado como una
condicion indispensable para el diagndstico del sindrome metabdlico.

En México de acuerdo a los datos de la encuesta nacional de salud y nutricion 2012 el 32.4% de
las personas mayores de 20 afios presentaron obesidad en términos del IMC mientras que el

76.6% de la poblacién presentd obesidad abdominal ©.



Se considera que la existencia de un balance energético positivo sostenido a lo largo del tiempo
es una condicion indispensable para el desarrollo de sobrepeso-obesidad, ya sea a consecuencia
de una ingesta excesiva, una disminucion en el gasto energético o ambas. Sin embargo, eviden-
cia reciente apunta a que la obesidad presenta una fisiopatologia compleja, correspondiendo a
un fendmeno sistémico en el cual intervienen los sistemas endocrinoldgico, inmunoldgico y neu-
rolégico. Cobra particular importancia en la fisiopatologia de la obesidad es el estado proinfla-
matorio crénico que esta genera en el individuo afectado 7.

El estudio de la infectobesidad corresponde a uno de los avances mas recientes en el campo de
estudio del sobrepeso-obesidad. El estudio de la infectobesidad es un campo interdisciplinario el
cual se encarga del estudio de aquellas situaciones obesogénicas que ocurren debido a la exis-
tencia de procesos infecciosos pasados o presentes en el organismo °. Se ha prestado un énfasis
especial al estudio del Adenovirus 36 (Ad36), virus con genoma basado en ADN que se ha de-
mostrado capacidad de infectar maltiples tipos celulares en mamiferos y aves, incluyendo entre
ellos fibroblastos, preadipocitos y adipocitos °.

El Ad36 ocasiona cambios en la expresion genética en las células infectadas. En el tejido adiposo
favorece su hiperplasia e hipertrofia a expensas de la acumulacién de lipidos en los adipocitos
infectados, asi como la diferenciacién de precursores (fibroblastos y preadipocitos) hacia adipo-
citos maduros. De este modo, el Ad36 favorece la aparicion de un fenotipo obesogénico en el
individuo afectado. Sin embargo, otro de los efectos generados por la infeccion por Ad36 es el
incremento en la captacion de glucosa por parte del tejido adiposo ,mejorando de esta manera el
perfil glucémico de la persona afectada 111,

La presencia de anticuerpos neutralizantes (seropositividad) al Ad36 ha sido asociada a la pre-
sencia de obesidad en numerosos estudios, mismos que hacen referencia a la existencia de un
perfil metabdlico favorable en relacion al metabolismo de glicido en aquellos individuos conside-
rados con infeccion persistente 2. Existen pocos estudios que evallien la presencia del Ad36 en

la poblacion mexicana 3.



Debido al elevado costo tanto en términos econémicos como humanos que representan las con-
secuencias de la obesidad para la poblacion del pais y el sector salud, se considera pertinente el
investigar aquellos factores que pudiesen estar involucrados en su génesis o modificar la historia
natural de la enfermedad 4.

Mejorar el conocimiento de los factores implicados en la fisiopatologia de la obesidad en la po-
blacion mexicana permitira el desarrollo de mejores politicas publicas de salud, repercutiendo en

Ultima instancia en una mejor calidad de vida para los individuos afectados *°.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 EL SOBREPESO Y LA OBESIDAD

De acuerdo con la organizacién mundial de la salud (OMS) el sobrepeso y la obesidad se definen
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede repercutir en forma negativa

sobre la salud de un individuo .

En México, las definiciones de sobrepeso y obesidad aceptadas son las descritas en la NOM-
008-SSA3-2017, en donde se define al sobrepeso y la obesidad como “trastornos clinicos carac-

terizados por un incremento en la masa adiposa de los individuos” *’.

La guia de préctica clinica (GPC) para la prevencion y tratamiento del sobrepeso y la obesidad
exbégena abunda mas en su descripcion, caracterizando a la obesidad como “una enfermedad
sistémica, cronica, progresiva y multifactorial que se define como una acumulaciéon anormal o
excesiva de grasa. En su etiologia se involucran alteraciones en el gasto energético, desequilibrio
en el balance entre aporte y utilizacion de las grasas, causas de caracter neuroendocrino, meta-
bélicas, genéticas, factores del medio ambiente y psicégenas. La obesidad se clasifica funda-
mentalmente con base en el indice de masa corporal (IMC) o indice de Quetelet, que se define
como el peso en kg dividido por talla expresada en metros y elevada al cuadrado, en el adulto un

IMC 230 kg/m? determina obesidad” 8.



La obesidad es una de las enfermedades metabdlicas con mayor prevalencia en México. Desde
1980 hasta la fecha el porcentaje de adultos que padecen obesidad en México se ha incremen-
tado hasta alcanzar mas del 30% en la presente década 5.

México es considerado a la fecha como el segundo pais a nivel mundial en relacion a la preva-
lencia de obesidad en su poblacion general, solamente por detras de Estados Unidos de América
1819 (Figura 1-1).

En la Figura1-1 se observa el incremento paulatino que ha presentado la prevalencia de obesidad
en todos los paises occidentales, incluido México. De continuarse esta tendencia se estima que
hacia 2050, la prevalencia mundial de obesidad determinada por IMC sera del 54 % de los hom-
bres y del 57 % de las mujeres 25.

El sobrepeso y la obesidad condicionan miltiples desenlaces metabdlicos adversos, encontran-
dose implicados en forma directa en las cinco principales causas de morbimortalidad en adultos
mexicanos: cardiopatia isquémica, complicaciones de la diabetes mellitus, neoplasias malignas,
enfermedades cerebrovasculares y enfermedades hepaticas .

La obesidad y sus consecuencias representan un costo enorme para el Sistema de Salud Mexi-
cano. En una investigacion dirigida por Rtveladze se determind que la obesidad y sus complica-
ciones supusieron en 2010 un costo para el sistema de salud publica en México de aproximada-
mente 806 millones de délares anuales, mismo que se espera que incremente hasta 1 700 millo-
nes de délares anuales hacia 2050 en caso de mantenerse las tendencias demogréficas actuales
21_

La tendencia ascendente en la prevalencia de obesidad y sobrepeso en México ha sido confir-

mada a través de mdltiples estudios epidemiolégicos %223,
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Figura 1-1.- Prevalencia del sobrepeso-obesidad en paises de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) entre 1980

y 2010, datos en porcentaje de afectados en la poblacion adulta 8.
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2.1.1 LA OBESIDAD EN MEXICO

De acuerdo con los datos proporcionados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSA-
NUT) en 2012, 32.4% de los mexicanos mayores de 20 afios presentaban obesidad definida en
términos del IMCS. Sin embargo, estudiar Unicamente la prevalencia de obesidad conlleva a sub-
estimar la magnitud real del problema.

En 2016 se realizé la encuesta nacional de salud y nutricion de medio camino (ENSANUT 2016)
la cual reporta una prevalencia combinada de sobrepeso/obesidad del 72.5% en la poblacién
mayor de 20 afios %.

La obesidad abdominal representa el mejor correlato antropométrico de la resistencia a la insulina
a nivel corporal, mismo que condiciona la mayor parte de las alteraciones generadas por el sin-
drome metabdlico. La prevalencia global de obesidad abdominal en México en 2016 fue del
76.6%, con una prevalencia del 87.7% y 65.4% en mujeres y hombres respectivamente 22,

De acuerdo con los resultados preliminares de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018 el
76.4% de las mujeres y el 73% de los varones mexicanos presentan sobrepeso u obesidad defi-

nidos en términos del IMC 24 (Figura 1-2 Y 1-3).
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Figura 1-2.- Sobrepeso y obesidad en México (IMC) de acuerdo a los datos de la encuesta nacional de
salud y nutricién 2000,2006, 2012, valores presentados como porcentaje de la poblacién adulta en cada

categoria. Tomado de ENSANUT 2012°

Como se observa en las figuras 1-2 y 1-3, la prevalencia global del sobrepeso y la obesidad en
México ha mantenido una trayectoria ascendente en las Ultimas décadas. Las mujeres en forma
global presentan una mayor prevalencia de sobrepeso-obesidad que los hombres. Sin embargo,
son los hombres el grupo que ha presentado el mayor incremento en la prevalencia del sobre-

peso-obesidad en afios recientes 622,
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Figura 1-3.- Comparacion entre la prevalencia porcentual de Sobrepeso y Obesidad en adultos de 20 afios

y més entre 2012 y 2018 en la poblacién mexicana. Tomado de ENSANUT 20182

2.1.2 LA OBESIDAD EN YUCATAN

Yucatan, de acuerdo con los datos de ENSANUT 2012, posee una prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad en términos del IMC del 82% para mujeres y 78.6% para hombres. Si se
toma Unicamente en cuenta obesidad, en 2012 se reporta una prevalencia del 44.7% en adultos
mayores de 18 afos, cifras por encima media nacional de la media nacional (32.4%) para el
mismo afio ®. De acuerdo a la misma encuesta, la obesidad definida en términos de perimetro
abdominal present6 una prevalencia del 76% en la poblacion yucateca durante 2012 S(Figura 1-

4).
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Figura 1-4.- Prevalencia porcentual de sobrepeso y obesidad en Yucatéan (IMC), de acuerdo a la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién 2006 y 2012. Tomado de ENSANUT 2012, resultados por entidad federativa

6

En Yucatan se observa una tendencia semejante a la nacional, con un incremento paulatino en
la proporcion de la poblacion que padece sobrepeso u obesidad, siendo este incremento obser-
vable en ambos sexos . Debido a los importantes dafios que la obesidad puede ocasionar a la

salud de un individuo esta representa un importante factor de riesgo para la poblacion yucateca

20,25,26
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2.2. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD
La obesidad es considerada como la consecuencia de un balance energético positivo sostenido
a lo largo del tiempo, condicion que permite que el excedente de energia procedente de la dieta

sea acumulado en forma de triglicéridos en el tejido adiposo del individuo ’.

Si bien la existencia de un balance energético positivo resulta una condicion indispensable para
el desarrollo del sobrepeso y la obesidad, la fisiopatologia de este fendmeno involucra interac-
ciones multiples entre el sistema nervioso, el sistema enddcrino y el sistema inmunoldgico con el

tejido adiposo 7 (Figura 1-5).

En relacion a la etiologia de la obesidad, la Sociedad Internacional de Endocrinologia reconoce
como uno de los elementos mas relevantes el consumo de dietas abundantes en alimentos pro-
cesados, las cuales se caracterizan por poseer grandes cantidades de calorias en forma de azi-

cares y grasas de facil asimilacion 8.

Como consecuencia directa de la transicion sociodemografica hacia una sociedad industrializada
basada en una economia de servicios, cada vez resulta mas facil y econémico el acceso a pro-
ductos ultraprocesados abundantes en calorias de facil asimilacion, toda vez que se presenta un
descenso continuado en la produccién y consumo de alimentos agricolas producidos en forma

tradicional 2.

Se ha demostrado que la gente desfavorecida econdmicamente privilegia el consumo de alimen-
tos ultraprocesados debido a su practicidad. Estos alimentos se han disefiado de forma que acti-
ven el sistema de recompensa a nivel cerebral*®. Se ha reportado que el consumo repetido de
azUcares induce las mismas modificaciones en la expresion genética que el consumo de sustan-
cias adictivas tradicionales, favoreciendo de este modo su consumo subsecuente 2.
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Figura 1-5.- La obesidad es reconocida como una problematica biopsicosocial. Tomado de Suéarez-Car-

mona, 201728,

Otro de los elementos clasicos en el estudio del sobrepeso y obesidad es el gasto energético
mediado por la actividad fisica. En una forma analoga a lo que se observa con el consumo de
alimentos procesados, la sociedad posindustrial favorece el desarrollo de habitos de vida seden-
tarios. La disminucién del gasto calérico mediado por ejercicio es considerado uno de los elemen-
tos clave en la génesis de la obesidad, asi como uno de los principales responsables de las

consecuencias metabdlicas adversas de esta .
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Sin embargo, si bien el consumo de alimentos ultraprocesados y la falta de actividad fisica repre-
sentan elementos angulares en el desarrollo del sobrepeso y la obesidad, este resulta un fené-

meno complejo y multifactorial involucrando multitud de sistemas fisioldgicos ’.

Uno de los elementos que més influye en la determinacion del contenido adiposo de un individuo
es el destino final que el cuerpo otorga al excedente energético adquirido desde los alimentos,
particularmente en lo referente a su distribucion entre el tejido adiposo y los demés sistemas
corporales "%, Es en este mecanismo en el que se observan las complejas interacciones que
existen entre los sistemas nervioso, endécrino e inmunolégico con la génesis y mantenimiento de

la obesidad, asi como sus consecuencias metabolicas adversas 0.

Diversos agentes pueden modificar el destino final de los recursos que ingresan a un organismo
en forma de proteinas, carbohidratos y lipidos. Uno de los ejemplos clasicos ha sido el empleo
de agonista adrenérgico clembuterol en nutricion animal. El clembuterol (al margen de sus efectos
nocivos) ha demostrado ser capaz de modificar la composicion final de la carne de los animales
tratados al influir en la forma en la que se distribuyen los recursos alimentarios entre la sintesis
de proteina muscular (inducida, efecto B-3) y la acumulacién de tejido adiposo (reprimida (3-2),

funcionando de este modo como un agente particionante 3032,

Situaciones semejantes demuestran las complejas interacciones que existen en entre los siste-
mas hormonales, nervioso e inmunolégico. Tal es el caso de la obesidad y consumo de masa
muscular en el Sindrome de Cushing (hipercortisolismo), la pérdida tanto de grasa como de tejido
muscular en el hipertiroidismo, la obesidad y letargo en el hipotiroidismo, la caquexia en el caso
de enfermedades autoinmunitarias, etc. 163233,

El tejido adiposo es reconocido actualmente como un importante érgano enddcrino y un regulador
esencial en metabolismo de los lipidos e hidratos de carbono .
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Es capaz de secretar multiples mediadores hormonales y no hormonales, destacandose la lep-
tina. Esta Ultima es una hormona peptidica producida por los adipocitos en respuesta a la acu-
mulacién de triglicéridos, funciona como un marcador de suficiencia energética en un organismo
influyendo a nivel del hipotalamo para la induccion de la saciedad *°.

En condiciones habituales el tejido adiposo actia como un importante regulador en el metabo-
lismo glucido postprandial. Es capaz de responder a la elevacion en niveles séricos de insulina
que ocurren inmediatamente posteriores a una comida captando glucosa y triglicéridos desde la
sangre disminuyendo rapidamente sus niveles séricos 8.

Esta funcién permite minimizar la cantidad de insulina total que el pancreas necesita secretar
para controlar los niveles de glucosa en plasma, contribuyendo de este modo a mantener la sen-
sibilidad a la insulina y previniendo el desarrollo de consecuencias metabdlicas deletéreas 6.
Debido a que la hipertrofia del tejido adiposo disminuye su sensibilidad a la insulina, esta condi-
cién contribuye al establecimiento de un estado hiperglucémico, inicialmente compensado me-
diante una secrecion aumentada de insulina por parte de las células B del pancreas (hiperinsuli-
nismo). El estado hiperglucémico es compensando solamente en forma parcial en la mayor parte
de las ocasiones, esta serie de fendmenos induce la formacion de un sistema de retroalimenta-
cion positiva caracteristico de la resistencia a la insulina 7 (Figura 1-6).

El desarrollo de la resistencia periférica a la insulina es uno de los elementos clave para la génesis
del sindrome metabdlico asi como de diversas enfermedades relacionadas, tales como la Diabe-
tes Mellitus 24.

En términos antropométricos la resistencia periférica a la insulina induce una redistribucion de la
grasa presente en el tejido adiposo subcutaneo hacia los depésitos viscerales de grasa. La pre-
sencia de adiposidad visceral ha sido el criterio antropométrico aislado que ha demostrado mayor
correlacion con el desarrollo de consecuencias metabdlicas adversas y es posible valorarlo me-

diante la determinacion del perimetro abdominal 5.
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Figura 1-6.- Diagrama que ilustra algunas de las relaciones metabdlicas alteradas que se observan en el desarrollo de la obesidad. Nétese el papel

central de la resistencia a la insulina en la fisiopatologia de la obesidad y el sindrome metabdlico. Tomado de Ponteiro 2015 %,
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2.3-|LEPTINA

El tejido adiposo es reconocido en la actualidad como un érgano endocrino, teniendo un papel
central en la regulacién del metabolismo de los lipidos e hidratos de carbono. Entre las hormonas
producidas por el tejido adiposo destaca la leptina .

La leptina es una hormona proteica (167aa) producida por los adipocitos, cuyos niveles de secre-
cién se correlacionan directamente con el grado de acumulacién de triglicéridos en el interior del
adipocito 6,

Debido a que los niveles séricos de leptina presentan una estrecha correlaciéon con la masa adi-
posa del individuo, éstos constituyen uno de los principales indicadores fisiolégicos de las reser-
vas energéticas de un organismo en particular ’.

La leptina es transportada por el torrente sanguineo hasta las células diana. En el caso de la
obesidad las neuronas de los centros orexiégenos del hipotalamo basolateral representan las
dianas mejor estudiadas %7,

En el hipotalamo basolateral (Nucleo Arcuato) existen grupos neuronales encargados de inducir
patrones de comportamiento encaminados a la adquisicion de elementos nutritivos desde el en-
torno (centros orexidgenos) 6.

La leptina es capaz de atenuar la actividad de los centros orexiégenos, vinculando de este modo
el consumo de alimentos con las reservas energéticas del organismo 2°.
Asi mismo el tejido adiposo posee una importante funcién como regulador del metabolismo glu-
cido postprandial ’.

Los adipocitos son capaces de responder a la elevacién en los niveles séricos de insulina me-
diante la captacion de glucosa y triglicéridos desde el torrente sanguineo. Esta accién minimiza

el lapso de tiempo en el que las concentraciones de glucosa e insulina superaran niveles basales

38
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La rapida eliminacion del exceso de glucosa desde la circulacion es una condicién necesaria para
mantener la sensibilidad a la insulina a nivel sistémico. Esto cobra especial relevancia en el caso
de la obesidad, ya que se considera esta el principal correlato anatémico de la resistencia a la
insulina *°,

Existe una amplia variacion en los niveles séricos de leptina determinados en diferentes estudios
(1.01-80.8 ng/mL)*. Estas variaciones han sido correlacionadas con las diferencias individuales
en la acumulacion de grasa corporal, el sexo de los participantes de los estudios, la edad y el
estado metabdlico (DM2, suplementacién hormonal, etc.)*.

Diversos estudios reportan niveles séricos de leptina superiores en el sexo femenino con respecto
a controles masculinos con IMC comparable 3940, Existe una importante discrepancia en los va-
lores de leptina reportados en distintas poblaciones. Gijon-Conde “° (2015) reporta en Espaiia
unos valores medios de leptina sérica de 24.5 ng/mL en mujeres (rango intercuartil 14.1-37.0
ng/mL) y 7.2 ng/mL en hombres (rango intercuartil 3.3-14.3 ng/mL), Considine 3 (1996) reporta
en Reino unido valores de leptina de 31.3 +/- 24.1 ng/mL (rango intercuartil) en participantes

obesos y 7.5 +/- 9.3 ng/mL (rango intercuartil) en participantes no obesos,

2.4 LA PROTEINA C REACTIVA

La Proteina C Reactiva (PCR, 224 aminoacidos) es una proteina generada en el higado de los
mamiferos en respuesta a una amplia gama de elementos estresores 1.

Se ubica en el grupo de sustancias conocidos como reactantes de fase aguda y representa uno
de los elementos mas antiguos del sistema de respuesta al peligro presentes en organismos
superiores 2.

Su funcién fisiolégica radica en su capacidad de vincularse con la fosfatidilcolina que se expone
en la superficie de células dafiadas (propias o ajenas) e iniciar la respuesta inmunitaria innata a

través del sistema del complemento. Representa uno de los elementos mas versatiles del sistema
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inmunitario innato y sus niveles séricos se encuentran estrechamente vinculados al grado de
inflamacion presente en el individuo en un momento dado “.

En el curso de la fisiopatologia de la obesidad el tejido adiposo sufre numerosos cambios meta-
bdlicos, los cuales modifican en gran medida su habilidad para realizar sus funciones reguladoras
42_

En primer lugar los adipocitos hipertréficos entran en un estado permanente de estrés metabdlico,
liberando multiples mediadores tales como la proteina quimiotactica de monocitos (MCP) la cual
contribuye a inducir un estado de inflamacién crénica de bajo grado en el individuo (cuantificable
a través de Proteina C Reactiva de alta sensibilidad)’.

Se ha documentado que los adipocitos presentes en pacientes obesos son propensos a sufrir
una forma particular de muerte celular programada denominada piroptosis. La piroptosis repre-
senta una forma particular de apoptosis inducida por la exposicion a citosinas proinflamatorias 3.
La muerte de los adipocitos hipertréficos puede conllevar al desarrollo de alteraciones sistémicas
en el metabolismo de los glucidos y los lipidos. Los eventos apoptoticos en el tejido adiposo se
han correlacionado con la infiltracion de macréfagos en el mismo, el desarrollo de la resistencia

a lainsulina y al desarrollo de esteatosis hepatica .

Por la relacién que presenta con la inflamacion sistémica, y el vinculo que esta Ultima posee con
el desarrollo de desenlaces cardiovasculares adversos, la Proteina C Reactiva se ha convertido
en uno de los principales marcadores empleados en la evaluacion del riesgo de enfermedad car-
diovascular precoz 2.

De acuerdo con la Asociacion Americana del Corazon (American Heart Asociation, AHA) niveles
séricos de proteina C reactiva inferiores a 1 mg/l predicen un riesgo cardiovascular reducido,
niveles comprendidos entre 1 y 3 mg/l representan un riesgo cardiovascular promedio y niveles

superiores a los 3 mg/l representa un riesgo cardiovascular incrementado 4245,

23



Se ha reportado que la obesidad es una condicion inflamatoria sistémica y como tal es capaz de
incrementar los niveles de proteina C Reactiva®. Se ha corroborado que la obesidad es el com-
ponente del sindrome metabdlico que mas eleva los niveles séricos de Proteina C Reactiva en

los pacientes con esta patologia“®.

2.5. EL SINDROME METABOLICO COMO VINCULO ENTRE LA OBESIDAD Y LA PATOLO-
GIA SISTEMICA

El sindrome metabdlico es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en nuestro
pais 1.

Representa una entidad clinica definida por un agregado de factores metabdlicos, clinicos y bio-
quimicos los cuales tanto en forma aislada como en conjunto participan en forma directa en el
desarrollo de diversas patologias cronico degenerativas, en particular de aquellas que involucran
al sistema cardiovascular 2.

Entre las enfermedades en cuya fisiopatologia se ha demostrado que el sindrome metabdlico
juega un papel determinante se encuentran: diabetes mellitus, hipertension arterial, ateroesclero-

sis, enfermedades coronarias, demencia vascular, diversos tipos de neoplasias, entre otras °.

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) las cinco primeras causas
de muerte en adultos mayores de 20 afios en nuestro pais fueron en 2010, en orden decreciente:
la cardiopatia isquémica, las complicaciones de la diabetes mellitus, neoplasias malignas, enfer-
medades cerebrovasculares y las enfermedades hepaticas. El sindrome metabdlico juega un pa-

trén causal o coadyuvante en la fisiopatologia de todas las anteriores *2.

El sindrome metabdlico, mas que representar una enfermedad per se, se define como el resultado

metabdlico de la interaccién entre diversas condiciones patolégicas para el individuo destacando:
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hipertension arterial, dislipidemia aterogénica, obesidad, hiperuricemia, entre otros 4’ (Tabla 1-1,
disponible en anexos).

La existencia de un estado proinflamatorio crénico en conjunto con la existencia de resistencia a
la insulina representa la condicion fundamental a para el establecimiento de la patologia y el
desarrollo de sus complicaciones 627,

La cuantificacion del grado de inflamacién sistémica en un individuo, asi como la determinacion
cuantitativa de su sensibilidad a la insulina podrian representar marcadores Utiles para el diag-
noéstico oportuno del sindrome metabdlico y el desarrollo de tratamientos individualizados para el
mismo #-%0, Mediante la determinacién cuantitativa de ciertos marcadores tales como la Proteina
C Reactiva sérica existe la posibilidad de realizar una estimacién cuantitativa respecto al estado
inflamatorio sistémico de un individuo en un momento dado °.

Esta clase de determinaciones aporta informacion Util sobre el estado metabdlico del individuo,
su riesgo de complicaciones y la eficacia de las medidas terapéuticas establecidas, sin embargo
su empleo en la préactica clinica no se ha generalizado debido a las limitantes econémicas y téc-
nicas que existen para su determinacion a escala poblacional “°.

Con la finalidad de solventar la limitante antes descrita se emplea para el diagnostico del sin-
drome metabdlico una definicion operacional basada en datos antropométricos y de laboratorio

facilmente disponibles en la practica clinica habitual “.
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2.5.1- DIAGNOSTICO DE SINDROME METABOLICO

Con el objetivo de establecer el diagndstico de sindrome metabdlico en la practica clinica, se
emplean fundamentalmente los criterios sugeridos por 3 organismos internacionales: La Organi-
zacion Mundial De La Salud 2 (OMS), La Federacion Internacional De La Diabetes (IDF)* y las
guias ATP-III-IV publicadas por el National Cholesterol Education Program (NCEP)® (Tabla 1-1,
disponible en anexos).

Las definiciones antes citadas emplean unos criterios antropomeétricos y de laboratorio comunes
para el establecimiento del diagnéstico de sindrome metabdlico: obesidad, alteracion en el meta-
bolismo de la glucosa, dislipidemia aterogénica y alteraciones en la presion arterial. Los puntos
de corte varian de acuerdo a cada una de las definiciones 5.

Los tres criterios citados concuerdan en que la resistencia a la insulina representa el eje central
para el inicio y mantenimiento de la fisiopatologia del sindrome metabdlico. Para su evaluacién
en la clinica se sugieren dos paramentos minimos: la glucosa sérica en ayuno y la evaluacién de
la presencia de obesidad tanto por indice de masa corporal IMC como por perimetro abdominal
3

Las alteraciones en el metabolismo de la glucosa, ya sea por sus niveles séricos en ayuno o
posprandiales (prueba de tolerancia oral a la glucosa) representan un indicador Gtil en la practica
clinica habitual con respecto al funcionamiento del sistema regulador de la insulina. Sin embargo,
a pesar de constituir un indicador altamente especifico, este posee poca sensibilidad en el diag-
ndstico precoz de las alteraciones propias del sindrome metabélico 3. En particular en pacientes
jovenes los cuales poseen una gran capacidad funcional de contrarrestar la resistencia a la insu-

lina mediante un estado de hiperinsulinismo sistémico 5.

La presencia de obesidad, definida tanto en términos de IMC como de por incremento en el peri-
metro abdominal ha sido reconocida a la vez como causa y consecuencia del conjunto de altera-
ciones metabolicas causantes en Ultima instancia del sindrome metabdlico 6.
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De acuerdo con los criterios del ATP-IIl y los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) en el afio 2000 en México 26.6% de la poblacién con edades comprendidas entre
20 y 69 afios cumplian con los criterios para el diagnéstico de sindrome metabdlico, proporcion

que se eleva al 49.8% en 2005%,

2.6- LA INFECTOBESIDAD

Si bien resulta innegable que la existencia de un balance energético positivo es una condicion
indispensable para el desarrollo y mantenimiento de la obesidad, cabe destacar que existen di-
versos elementos que influyen en la manera en la cual se cumple con esta condicién tales como
son los factores ambientales, enddécrinos, idiopaticos, farmacéuticos, nutricionales, genéticos o
patogénicos ’.

La infectobesidad representa un campo novedoso el cual estudia el fenotipo obesogénico en fun-
cion de su asociacion con enfermedades infecciosas, particularmente virales 5253,

El descubrimiento de una relacion causal entre las infecciones y la etiologia de la obesidad es
relativamente nuevo. A la fecha por lo menos 10 diferentes patdégenos se han implicado en esta
patologia tanto en modelos animales como su participacion en la obesidad humana 5253,

Se ha demostrado que ciertos agentes infecciosos pueden influir en la determinacion del patron
de adiposidad de un individuo en la misma forma en la que las alteraciones en la regulacion
endocrinolégica, inmunitaria o neuroldgica °.

Algunos de los patdgenos reportados incluyen a Chlamydia pneumoniae, la microbiota intestinal
y sobre todo se ha observado este fenémeno en infecciones viricas tales como el Paramyxovirus
responsable del distemper canino (cCDV), el virus asociado a Rous tipo 7 (RAV-7) en aves, el
virus de la enfermedad de Borna (BAV) y diversos adenovirus, en particular el Adenovirus 36 en

humanos %2,
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2.6.1 EL ADENOVIRUS 36

Adenoviridae representa una familia de virus ADN bicatenario con mas de 50 miembros. Presen-
tan geometria icosaédrica, un genoma ADN conteniendo entre 25y 45 kb 1,

Los adenovirus son virus poco selectivos con respecto a las especies, encontrandose virus que
pueden infectar indistintamente aves y mamiferos. Aun en un mismo organismo hospedero pre-
sentan poca selectividad, siendo capaces de infectar multiples tipos celulares 1.

Las células epiteliales constituyen su hospedador habitual, en las cuales induce un ciclo litico.
Los adenovirus habitualmente causan patologia en los sistemas respiratorio y digestivo *.
Durante la viremia primaria y secundaria pueden infectar otros tipos celulares tales como adipo-
citos, miocitos, hepatocitos, neuronas, linfocitos, etc. En estas células quiescentes (GO0) el ade-
novirus no es capaz de completar su ciclo litico induciendo una infeccion persistente 54.

La infeccién persistente por el adenovirus produce diferentes resultados dependiendo del tipo de
célula infectada y del serotipo infectante. Por ejemplo el adenovirus 9 ha demostrado poseer
capacidad oncogénica sobre adipocitos humanos .

En el caso particular del Adenovirus 36 (Ad36) se ha reportado una asociacién entre la infeccion
persistente por este virus en tejido adiposo y el desarrollo de obesidad 7.

El Ad[36] es capaz de infectar fibroblastos y preadipocitos humanos induciendo su diferenciacion
hacia adipocitos maduros. En el adipocito maduro incrementa la captacion de glucosa y acidos
grasos desde el medio extracelular, a la vez que favorece la produccion de triglicéridos en el
mismo 12,

Estos cambios conllevan al desarrollo de un fenotipo particular para los casos de obesidad indu-
cida por adenovirus, en los cuales se observa tanto hiperplasia como hipertrofia del tejido adiposo.
Lo anterior contrasta con la obesidad por sobreingesta energética en la cual Unicamente se ob-

serva hipertrofia adipocitaria .
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Los adipocitos infectados por el Ad36 modifican su patrén de expresion genética, disminuyendo
la expresion del gen que codifica leptina, lo cual condiciona un descenso subsecuente en sus
niveles séricos .

Paradgjicamente al incrementar la captacion de glucosa y acidos grasos por parte del adipocito
por medio de mecanismos independientes de insulina (permeasas Glut-1) inducen una mejoria
en el metabolismo de glucidos y lipidos por parte de aquellos pacientes infectados respecto a
controles no infectados (pareados por grado de adiposidad)?°.

El producto de uno de los genes de expresion temprana en el ciclo de vida del AD36 (E4AORF1)
ha demostrado ser capaz de incrementar in vitro la captacion de glucosa por parte de los adipo-
citos en forma independiente de la insulina '°. Se ha propuesto a E4ORF1 como un potencial
blanco con interés biotecnolégico y se ha otorgado al menos una patente para su empleo poten-

cial 5758,

2.6.2. METODOS DE DIAGNOSTICO PARA EL ADENOVIRUS 36

El método diagnéstico a emplear ante la sospecha de exposicion al Ad36 varia dependiendo del
tejido a estudiar y del tiempo de exposicion al patégeno .

En caso de exposicion aguda, el virus tiende a replicarse rapidamente en los epitelios respiratorio
y digestivo pudiendo demostrarse su genoma en diversas secreciones corporales mediante am-
plificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), demostracion de sus proteinas de

capside por ELISA o Western Blot o bien cultivo viral *°.

Posterior a la primera semana de la infeccién la cantidad total de virones en sangre disminuye
hasta ser indetectable debido a la formacion de anticuerpos especificos en contra del virus. A

partir de este momento resulta posible determinar la exposicion al virus mediante la demostracion
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de anticuerpos especificos en el suero sanguineo del paciente °.

El ensayo de neutralizacion viral mediante suero (Serum Neutralization Assay, SNA) es conside-
rado el gold standard para la determinacion de la presencia de inmunidad contra el virus, debido
a que evalla funcionalmente la capacidad de los anticuerpos para inactivar el virus en forma
especifica. Otra opcion para el estudio de anticuerpos especificos en contra del Ad36 consiste en
la determinacion de inmunoglobulina g (IgG) e Inmunoglobulina M (IgM) mediante ELISA y/o
Western Blot %8,

A pesar de que el empleo de ELISA resulta més rapido que el SNA aun existe discrepancia res-
pecto a la sensibilidad y especificidad que se reporta en diversos estudios, debido principalmente
a reactividad cruzada de los anticuerpos contra maltiples serotipos .

Con el objetivo de demostrar la existencia de infeccion latente por Ad36 en el tejido adiposo es
posible la obtener una muestra del mismo mediante biopsia (escisional o por aspiracion) y de-

mostrar subsecuentemente la presencia de genoma virico mediante PCR 162,

2.6.3 DETECCION DEL GENOMA DEL ADENOVIRUS 36 EN TEJIDO ADIPOSO HUMANO.

A pesar de la existencia de multiples reportes en la literatura respecto a la asociacién de la pre-
sencia anticuerpos contra el Ad36 y el desarrollo de sobrepeso-obesidad, la demostracion del
genoma viral en tejido adiposo humano continua siendo una tarea elusiva .

Ponteiro, en 2015, reporta haber amplificado el gen de proteina fibrosa de capside del Ad36 en
muestras de tejido adiposo visceral humano. En su estudio (21 pacientes), Gnicamente 4 (19%)
resultaron positivos para Ad36 en relacion al gen de la proteina fibrosa de la capside. De igual
manera se evaluo el gen E4AORF1 encontrandose Unicamente 1 caso positivo. No se provee una
explicacion respecto al porqué de esta discrepancia 2.

Goossens en 2011 estudiando 509 pacientes en los paises bajos y bélgica determiné una preva-

lencia de anticuerpos contra Ad36 del 5.5%, mucho mas baja que las reportadas cominmente en
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la literatura. Asi mismo la seropositividad no guardé correlacion con la adiposidad del individuo.
En el mismo estudio se intentd determinar la presencia del genoma de Ad36 en el tejido adiposo
visceral de 31 pacientes obesos mediante (Reaccién en cadena de la polimerasa) PCR. Ninguno
de los pacientes evaluados fue positivo para el genoma de Ad36 5.

Estas discrepancias han sido el origen de una importante controversia en la literatura. Si bien es
incuestionable que los adenovirus son capaces de infectar diversos tejidos y que en modelos
animales el Ad36 induce un fenotipo obesogénico, diversos investigadores han cuestionado la
validez de la asociacion entre el Ad36 y el desarrollo de la obesidad en humanos. Esta controver-
sia se sustenta en la discrepancia que existe entre la seroprevalencia de anticuerpos contra el

Ad36 y la posibilidad de detectar su genoma en muestras de tejido humano 5465,

2.6.4 PREVALENCIA DE LA INFECCION POR ADENOVIRUS 36 EN POBLACIONES HUMA-

NAS.

El Adenovirus 36 representa un virus con distribucién cosmopolita en diferentes poblaciones hu-
manas % (Tabla 2-1, disponible en anexos).

La prevalencia de la infeccion por este virus ha sido evaluada por diversos estudios entre los que
destacan las siguientes investigaciones:

Atkinson*? en 2005 encontré en una muestra de adultos obesos en los estados unidos una pre-
valencia de anticuerpos contra el Ad36 del 30% y 11% para obesos y no obesos respectivamente.
Trovato® en 2009 realizd un estudio en adultos italianos encontrando una prevalencia de anti-
cuerpos para Ad36 del 66% en obesos y 33% en controles adultos sin sobrepeso.

En 2010 Atkinson® realizé un estudio en nifios con sobrepeso/obesidad en corea del sur encon-

trando una prevalencia global de anticuerpos contra Ad36 del 30%.
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Gabbert % en 2010 realiz6 un estudio de casos y controles con nifios con sobrepeso/obesidad
en estados unidos, encontrando una prevalencia de anticuerpos del 22% y 7% en obesos y no
obesos respectivamente.

Trovato™ en 2010 en Italia evalud la presencia de anticuerpos contra Ad36 en pacientes obesos
que presentaban higado graso no alcohdlico respecto a controles sanos quienes no presentaban
esta condicion, El 32% de los pacientes que presentaron higado graso poseian anticuerpos con-
tra Ad36 respecto al 46% de aquellos que no presentaban higado graso.

Laing™ en 2013 efectud un estudio en 115 mujeres estadounidenses con edades comprendidas
entre 18 y 19 afios, encontré una prevalencia de anticuerpos contra Ad36 del 52% en las pacien-
tes sin incremento en la adiposidad respecto al 64% de las pacientes con incremento en la adi-
posidad.

Parra-Rojas'® efectu6 en México durante 2013 la determinacion de anticuerpos contra Ad36 me-
diante Elisa en 75 nifios con peso normal y 82 con obesidad, encontrando una presencia de

anticuerpos del 41.4% y 58.6% respectivamente.

2.6.5. EVIDENCIA EN CONTRA DEL ROL DEL ADENOVIRUS 36 EN LA FISIOPATOLOGIA
DE LA OBESIDAD

Los estudios que apoyan el papel de diversos agentes infecciosos en el desarrollo de la obesidad
se sustentan fundamentalmente en estudios de seroprevalencia a nivel comunitario ©°.

El método diagnostico empleado por excelencia para la determinacion de la presencia del Ad36
es el Ensayo Por Neutralizacion En Suero (SNA). Esta técnica permite comprobar en forma fide-
digna la presencia de anticuerpos neutralizantes en contra de un patégeno (virico, sobre todo) en
el suero de un paciente ,

La presencia de titulos elevados de anticuerpos se correlaciona con exposicion ambiental a un

determinado virus, mas no necesariamente infeccion activa por el mismo. Mas aun, a pesar de
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gue existen ciertos epitetos definitorios de las serovariedades viricas, muchas veces las respues-
tas inmunitarias mas vigorosas no se encuentran dirigidas contra estos sino contra componentes
de capside (o envoltura) comunes a una familia virica completa. Esto conlleva a la aparicion de
un importante namero de reacciones inmunoldgicas cruzadas entre virus estrechamente empa-

rentados 60:64.66,

Debido a lo anterior la Sociedad Internacional de Endocrinologia ha puesto en duda el papel que
pudiese jugar el Ad36 en relacion a la epidemia de obesidad que se ha presentado desde finales
del siglo XX8. Se argumenta que si bien “la infeccion por Adenovirus 36 ha reportado inducir la
proliferacién adipocitaria e incrementar el peso corporal en modelos preclinicos e individuos que
presentan sobrepeso tienen titulos mas elevados de anticuerpos contra el virus que los individuos
sin sobrepeso. Sin embargo, sin mayor evidencia causal, resulta improbable que este mecanismo
contribuya en forma significativa a la epidemia actual que representa la obesidad” 8.

Esta afirmacion se ve respaldada por los estudios de Broderick’?, Zohu™, Berger’, Goosens®,
Sabin’, en los cuales no pudo ser demostrada la asociacién entre la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra Ad36 y la masa adiposa presente en un individuo. Incluso los mismos par-
tidarios del Ad36 como causante de la obesidad, han tenido que reconocer que el fundamento

biolégico de esta relacién resulta poco sustentable 6.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La obesidad es una de las enfermedades metabdlicas mas prevalentes en México. Desde 1980
hasta la fecha, el porcentaje de personas obesas se ha incrementado hasta alcanzar mas del
30% en la presente década 2°.

De continuar este incremento se estima que para 2050 la prevalencia de obesidad seréa del 54 %
de los hombres y del 57 % de las mujeres 2°.

Yucatan posee una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del 82% para las mujeres y
del 78.6% para los hombres, lo cual determina una prevalencia por encima de la media nacional
6

Debido a los importantes dafios que la obesidad puede ocasionar a la salud de un individuo esta
representa un importante factor de riesgo para la poblacién yucateca 20252,

La obesidad representa un evento fisiopatolégico complejo en el que interviene un balance ener-
gético positivo sostenido a lo largo del tiempo, asi como un conjunto de alteraciones en los siste-
mas endocrino, nervioso e inmunolégico, lo que conlleva al establecimiento en forma sostenida
de un fenotipo proinflamatorio el cual es responsable de la mayor parte de sus efectos deletéreos
16.

La infectobesidad representa un campo novedoso el cual estudia el fenotipo obesogénico en fun-
cién de su asociacion con enfermedades infecciosas, particularmente virales. EI Adenovirus 36
(Ad36) es un patdgeno ubicuo en la naturaleza el cual ha demostrado capacidad de inducir la
sobreacumulacién de lipidos en tejido adiposo tanto in vivo como in vitro. Diversos grupos de

investigacion han validado este proceso a nivel experimental % .
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Esto es debido a que el virus Ad36 es capaz de establecer una infeccion persistente en tejido
adiposo. Sin embargo, la informacion referente a la prevalencia de infeccion persistente por Ad36
en la poblacion mexicana es escasa .

Actualmente no se cuenta con un método estandarizado que permita detectar en forma rapida y

fiable la presencia del genoma del Adenovirus 36 en condiciones de campo 7.

Yucatéan ocupa uno de los primeros lugares nacionales en relacién a la prevalencia de sobrepeso
y obesidad, sin embargo, ain no se cuentan con estudios que evallen el papel que desempefa
el Adenovirus 36 en el desarrollo de sobrepeso-obesidad en la poblacién del sureste mexicano.

Por ello la presente investigacion tiene como objetivo desarrollar un protocolo que permita detec-
tar mediante técnicas moleculares la presencia de infeccion persistente por Ad36 asi como la
evaluaciéon de marcadores metabdlicos de relevancia para la evaluacion integral del paciente con
sobrepeso/obesidad, en adultos de una poblacién con alta prevalencia de sobrepeso y obesidad

en el estado de Yucatan.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la presencia de genoma del Adenovirus 36 en el tejido adiposo de adultos provenientes

de una poblacién con elevada prevalencia de obesidad en el estado de Yucatan.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Disefiar y optimizar una metodologia para la obtencion de material genémico a partir de
muestras de tejido adiposo humano adquiridas por biopsia por aspiracion con aguja fina
(BAAF).

= Disefiar y optimizar un protocolo para la deteccion del genoma de Adenovirus 36 por me-
dio de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

= Determinar los niveles séricos de leptina y proteina C reactiva en los participantes en el
estudio por medio de ELISA

= Determinar la presencia del genoma del Ad36 en las muestras de tejido adiposo obtenidas

de los participantes.
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

5.1 DELIMITACION DEL PROBLEMA DE ESTUDIO

El presente estudio tiene la finalidad de generar una primera aproximacion al estudio de la infec-
cién persistente por Ad36 en el tejido adiposo de la poblacién yucateca. Se evaluard una muestra
poblacional limitada, seleccionada de acuerdo a criterios antropomeétricos, con el objetivo de ma-
ximizar la posibilidad de deteccién del virus. Esto permitira la planificacién de estudios con mayor
peso en la escala de causalidad. Debido a lo anterior, los resultados del presente estudio no
podran ser empleados en forma directa para predecir el comportamiento de la infeccién a nivel

poblacional.

5.2 TIPO DE ESTUDIO
El estudio propuesto sera de tipo exploratorio: analitico, transversal, observacional, prospectivo.
El disefio ha sido seleccionado con el objeto de proveer una primera aproximacion al estado de

la poblacion yucateca en relacion a la infeccion persistente por Ad36 en el tejido adiposo.
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5.3 SELECCION DE PARTICIPANTES
5.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION:
e Adultos con edad comprendida entre 18 y 80 afios que posean su residencia habitual en
la comunidad seleccionada.
e IMC igual o superior a 30 kg/m? (o igual o superior a 25 kg/m? en mujeres de talla menor
a 150 cm y en hombres de talla menor a 160 cm) y/o perimetro abdominal 280 cm en
mujeres 0 =290 cm en hombres.
5.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:
e Negativa del adulto para participar en el estudio, incapacidad o negativa para otorgar con-
sentimiento informado
e Personas que padezcan de alguna enfermedad cronico-degenerativa no controlada, es-
pecialmente cualquiera de los siguientes: pacientes diabéticos con Hblac >10 o glucosa
en ayuno mayor a 350 mg/dL, paciente hipertenso con cifras de presion arterial igual o
superior a 160/100 mmHg al momento de la medicion, niveles muy elevados de triglicéri-
dos séricos (>400 mg/dL), colesterol de baja densidad muy elevado (LDL > 190 mg/dL).
e Personas con alguna malformacion congénita o alteracion metabdlica conocida.
5.3.3 CRITERIOS DE ELIMINACION
e Informacién incompleta respecto del participante (muestras incompletas/no valorables)

e Retiro del consentimiento informado por parte del paciente

5.4 ASPECTOS BIOETICOS DE LA INVESTIGACION

Debido a que se trata de una investigacién en la cual se emplearon tejidos provenientes de seres
humanos todos los procedimientos han sido sancionados por un comité de bioética. A su vez
todos los procedimientos se realizaron cumpliendo con los Lineamientos de Obligacion Universal

para la Investigacion en Humanos, adoptadas por la Secretaria De Salud e Indicadas En El Titulo
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V, Articulos Del 96 Al 103 De La Ley General De Salud De Los Estados Unidos Mexicanos y en
las normas relativas a la ética de la investigacién biomédica en humanos, en la Declaracion De
Helsinki y modificadas en la Asamblea Médica Mundial De Hong Kong. Cada participante fue
informado de los objetivos del estudio y otorgd su consentimiento por escrito previo a la realiza-
cion de cualquier procedimiento. Los participantes fueron seleccionados con base en los criterios
de inclusion, exclusion y eliminacion del presente estudio.

La carta de aprobacion del presente protocolo por parte del Comité de Bioética (Universidad Ma-

rista Campus Mérida) se encuentra disponible en el Anexo .

5.5 PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Los datos recabados en la presente investigacién fueron procesados mediante el paquete esta-
distico SPSS v23. Se determinaron las medidas de tendencia central y dispersion, asi como la
prevalencia muestral de infeccién persistente por Ad36.

Aun cuando no es un estudio disefiado para determinar correlacion epidemioldgica, se pesquiso
la presencia de asociaciones potenciales entre las variables citadas en el presente estudio con el

objetivo de permitir una mejor planificacién para el disefio de estudios posteriores.

5.5.1 CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL
Dado que el objetivo central del presente estudio consiste en demostrar la presencia o ausencia
del Ad36 en la poblacion yucateca, se emple6 la metodologia para la determinacién de poblacion

libre de enfermedad, tal como propuso Martin et al’®7®,

pl(x=0)HERD—1=("" ) xpix a3 =a¥

Donde
P{(x=0)| herd-} = probabilidad de animales sanos en una poblacién libre de enfermedad

M= media poblacional
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P= prevalencia poblacional estimada (se toma 15%, literatura reporta una prevalencia de anti-
cuerpos entre el 7'y 60%)

Q=1-p

Empleando el programa estadistico EpiTools se ajust6 por sensibilidad de la prueba diagndstica
(90% de acuerdo a los reportes en la literatura), sensibilidad poblacional del 99%, asi como al
nivel de significancia esperado para el estudio (alfa=0.05), requiriéndose evaluar un minimo de
32 participantes, todos con resultados negativos para considerar a la poblacion libre de enfer-

medad (Figura complementaria 5-1) .

5.6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.6.1 OBTENCION DE LA MUESTRA DE TEJIDO ADIPOSO

Se obtuvo una muestra de tejido adiposo de cada participante mediante el protocolo de biopsia
por aspiracion con aguja fina.

El procedimiento consistié en la asepsia del sitio de puncién (paniculo adiposo abdominal, regiéon
inferior- derecha al ombligo) mediante la aplicacion de etanol 70% v/v y povidona yodada, se
aplicé lidocaina 10% spray como anestésico topico.

Posterior a este procedimiento se procedié a puncionar la piel y el tejido adiposo del paciente en
un angulo de 45° respecto a la piel, mediante el empleo de una aguja estéril 21Gx32mm acoplada
a una jeringa de 10cc.

Inmediatamente al ubicarse en tejido adiposo se retrajo el embolo de la jeringa y la aguja fue
desplazada longitudinalmente en el tejido adiposo manteniendo un vacio constante, tras 10 des-
plazamientos longitudinales se permitié que el embolo retornase a su posicioén inicial, extrayendo
la aguja de la piel del paciente, aplicando un apésito en el sitio de puncion para su proteccion.

Una descripcion gréafica del proceso puede observarse en la (Figura 6-1).
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El tejido obtenido mediante la puncién fue colocado en un tubo para microcentrifuga estéril, al-

macenado a 4°C durante el transporte, y posteriormente a -80°C a su llegada al laboratorio.

6.6.2 EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO

El material gendmico fue extraido mediante la metodologia de extraccioén organica por medio de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. El protocolo consta de una etapa de lisis tisular, seguida de
extraccion organica del material genémico .

Para la lisis de los componentes celulares se emple6 el buffer de lisis para cola de raton (MIT,
USA)®, cuyos componentes pueden consultarse en (Tabla complementaria 5-1).

Para la extraccion del material genémico, se ultracongelé cada muestra de tejido adiposo (-80°C),
afadiéndosele en forma inmediata 250 pL del buffer de lisis a temperatura ambiente (25°C) bajo
condiciones de esterilidad, seguido de homogenizacion mediante vortex por 1 minuto.
Posteriormente se afiadieron a la muestra 5 pL de proteinasa k (20mg/mL), seguido de incubacion
a 65°C por 1 hora, con homogenizacion manual por inversién cada 10 minutos. La muestra fue
centrifugada a 2000g por 5 minutos a 25°C.

El sobrenadante fue transferido a un tubo para microcentrifuga estéril afiadiéndosele un volumen
de fenol saturado con buffer (pH 6.8) y 1 volumen de cloroformo-isoamilico (24:1). La muestra fue
homogenizada mediante inversion por 10 minutos, seguido de centrifugacién a 16000g por 5 min
a4°C.

Se recupero la fase superior, misma que fue sometida a un nuevo lavado con un volumen de
cloroformo-isoamilico (24:1). La muestra fue centrifugada nuevamente a 16000 g por 5 minutos
a 4°C. Se recupero la fase superior, misma que se transfirié a un tubo para microcentrifuga estéril.
Se afiadi6 1/50 volimenes de NaCl 5M (cantidad necesaria para una concentracion final de NaCl
100mM) y 2.5 volimenes de etanol absoluto a 4°C. La muestra fue homogenizada por inversion

y sometida a centrifugaciéon a 16000g durante 1 hora a 4°C.
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Se retir6 el sobrenadante y el pellet resultante fue lavado con 1 mL de etanol absoluto. Se repitié
el proceso de centrifugacion a 16000g durante 1 hora a 4°C.

Posteriormente se retiré todo el volumen posible de etanol con ayuda de una micropipeta y se
permitié el secado del pellet en campana de flujo laminar con ayuda de un bloque de calenta-
miento a 50°C. Una vez retirado el etanol, el pellet fue resuspendido en 50 pL de agua libre de
nucleasas.

La integridad del material genémico se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
(TAE 1X, 80v, 50 min) de 2 uL del ADN resuspendido., revelado con bromuro de etidio, posterior-

mente SYBR-Green. Véase (Figura 6-2)

5.6.3 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN GENOMICO

La integridad del ADN obtenido fue evaluada mediante la amplificacién de un fragmento del gen
de B-actina humana por medio de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Los cebadores fueron disefiados en el laboratorio empleando el programa informatico Pick Primer
de BLAST (NCBI), empleando la secuencia de B-actina humana provista por GeneBank.

Cebador forward: 5CTGTGCTATCCCTGTACGCC
Cebador Reverse: 5’ ATGTGACAGCTCCCCACACA
Longitud esperada del fragmento: 743 pb

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Axigen, empleando Tag-Polimerasa (Invi-
trogen) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, la temperatura de alineamiento se cal-
culé mediante el programa Tm-calculator de Thermo Scientific (55°C). Véase (Tablas 5-2 Y 5-3,

Figura 6-3)
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5.6.4 DETECCION DEL GENOMA DEL ADENOVIRUS 36 MEDIANTE REACCION EN CA-
DENA DE LA POLIMERASA.

La determinacion de la presencia del genoma del Ad36 se realiz6 mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) de punto final.

Inicialmente se emplearon los cebadores descritos en la literatura por Pasarica® en 2008, mismos
que persiguen amplificar un fragmento del gen de proteina fibrosa de capside y un fragmento del
gen E4ORF1 propio del Ad36.

Los cebadores fueron sintetizados por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. A su llegada al
laboratorio se alicuotaron en condiciones de esterilidad, diluidos hasta una concentracién de tra-

bajo de 10mM y almacenados a -20°C hasta su empleo.

Las secuencias de los cebadores se describen a continuacion.
Para el gen de la proteina fibrosa de capside (PCR enclavada):

» Longitud esperada para el producto de PCR — 821 pb

» cebador externo forward: 5 gtctggaaaactgagtgtggata

» cebador externo reverse: 5 atccaaaatcaaatgtaatagagt

» Longitud esperada para el producto de PCR- 477 pb

« cebador externo forward: 5’ttaactggaaaaggaataggta

» cebador interno reverse: 5 ggtgttgttggttggcttaggata
Para el gen EAORF1:

e Longitud esperada para el producto de PCR — 138 pb

e Forward: 5 ggcatactaacccagtccgatg

e Reverse: 5" aatcactctctccagcagcagg
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador marca Axigen, empleando ADN
polimerasa de alta fidelidad Phusion y la ADN polimerasa estandar (Tag-polimerasa) ambas de
Invitrogen, siguiendo los protocolos del fabricante.

Todos los reactivos empleados fueron de grado biologia molecular, preservados a -80°C hasta el
momento de su empleo y procesados en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar.
Se empled el programa Tm Calculator de Thermo Scientific para predecir in silico las temperatu-
ras de alineamiento de cada pareja de cebadores de acuerdo a la polimerasa de interés.

Para la evaluacion de los cebadores descritos por Pasarica® en 2008 se emple6 la metodologia
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa enclavada para la demostracion del gen de la Pro-
teina Fibrosa de Capside del Ad36 y PCR de punto final para el gen de la proteina E4ORF1.

La amplificacién se llevé a cabo empleando polimerasa “Phusion High-Fidelity” de Invitrogen. Las
reacciones de se realizaron con un volumen de 20 pL de acuerdo a las especificaciones del fa-
bricante (Tabla 5-4).

La reaccion fue montada sobre hielo en condiciones de esterilidad, para el proceso se empled
una termocicladora Maxigen Il de la marca Axygen con capacidad de gradiente térmico con 6
temperaturas. Se corroboro en forma experimental la idoneidad de la temperatura de alinea-
miento previsto por cada cebador (Tabla 5-5).

Los resultados de la amplificacion fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% (TAE 1X, 80v,50 min) revelado con bromuro de etidio, subsecuentemente SYBR-green (Fi-

gura 6-4).
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5.6.5 DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS PARA ADENOVIRUS 36 MEDIANTE REAC-

CION EN CADENA DE LA POLIMERASA ENCLAVADA

Ante la posibilidad de amplificaciones inespecificas debidas a la presencia de Adenovirus am-
bientales, se opt6 por el empleo de la metodologia de PCR enclavada.

El objetivo del disefio consistié en excluir la amplificacién del genoma humano en una primera
etapa (cebador externo), para posteriormente amplificar en forma especifica el genoma del Ad36
(cebador interno).

Los cebadores fueron disefiados en el laboratorio mediante el programa Pick Primer de BLAST
tomando como referencia la secuencia gendémica del Ad36 disponible en GENEBANK
(GQ384080.1).

Se emplearon como parametros para la seleccion de los cebadores una longitud esperada de
amplificacién entre 0.300 y 1.5 Kb, una longitud del cebador entre 18 y 25 nucleétidos, tempera-
tura de alineamiento predicha entre 57 y 65 °C, diferencia de Tm entre cebadores maximo 3°c.
Al menos 3 faltas de concordancia contra otras secuencias genémicas, con al menos 2 en ex-
tremo 3". Se solicitd la busqueda en 100,000 blancos con un valor de E esperado de 30,000.

Se evalué cada uno de los cebadores en busca de alineamientos inapropiados con el genoma
humano. Asi mismo, se procuré que los cebadores internos Unicamente reconociesen el genoma
del Ad36 en exclusién de otros adenovirus emparentados. En adicion a la basqueda general se
evalué en forma dirigida la existencia de concordancia con mamiferos, virus, bacterias y hongos,
no se encontrd evidencia de alineamiento inespecifico en ninguna de las series evaluadas (Tabla
5-6).

Las temperaturas de alineamiento de cada pareja de cebadores fueron calculadas mediante el

programa informatico Tm Calculator de Thermo para su empleo con Tag-Polimerasa. Se realiza-
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ron corridas experimentales empleando el protocolo estandar de amplificaciéon mediante Taq- Po-
limerasa con ADN humano en ausencia del adenovirus y con control positivo del genoma del
Ad36. Condiciones de amplificacién en (Tabla 6-7)

El resultado de la amplificacion fue evaluado por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1%, (TAE 1x, 80 v, 50 minutos), revelado con bromuro de etidio, subsecuentemente SYBR-green.
Las bandas correspondientes a las amplificaciones fueron escindidas y purificadas mediante un
kit comercial para la recuperacion de productos de PCR (Zymoclean Gel Dna Recovery) para

su subsecuente secuenciacion (Instituto de Biotecnologia de la UNAM). (Figura 6.5, Tabla 6-1)

5.6.6 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SUERO SANGUINEO

Las muestras de sangre venosa fueron obtenidas mediante técnica de venopuncién estandar en
region antecubital.

Previa autorizacion escrita por parte del participante, se coloc6 al mismo en una posicion de se-
destacién comoda, con el antebrazo a puncionar colocado en una superficie firme que propor-
cione acceso a la regién antecubital anterior.

Se coloco un torniquete elastico aproximadamente 10 cm por encima del sitio elegido para la
puncién, solicitdndole al participante que abra y cierre su mano en repetidas ocasiones.

Una vez identificada la vena a puncionar, se realizé la antisepsia del area con etanol al 70% y se
procedié a la insercién de la aguja en un angulo de 15° con respecto a la piel del paciente. Se
extrajo un minimo de 3 mL de sangre venosa por participante, se retir6 el torniquete, y se coloca
un apésito en el sitio de puncién.

La sangre extraida fue depositada en un tubo al vacio para suero sanguineo con activador de la
coagulacion (“Vacutainer tapa roja”) debidamente rotulado. Se permitié la formacion del coagulo
sanguineo (10 min a temperatura ambiente), siendo almacenado posteriormente en refrigeracion
y transportada al laboratorio para donde fue procesada a la brevedad.
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En el laboratorio se procedi6 a separar el suero sanguineo por medio de centrifugacién. Los tubos
con la sangre del paciente fueron sometidos a centrifugacién a 1000 g por 10 min a temperatura
ambiente, recuperandose el sobrenadante. El suero sanguineo obtenido fue alicuotado en tubos
para microcentrifuga estériles, siendo ultracongelado a -80°C hasta su empleo definitivo.

Al tratarse de muestras humanas, los residuos y el material que entra en contacto con ellos ha
sido eliminado de acuerdo a la normatividad de los Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos

(RPBI).

5.6.7 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA C REACTIVA SERICA
La determinacion de los niveles séricos de Proteina C reactiva se realiz6 mediante la técnica de
Inmunoadsorcién Acoplada a Enzima (ELISA) mediante un kit comercial previamente validado
provisto por DRG. El ensayo se realizé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

El kit consta de 12 tiras para lector de ELISA con 8 pocillos cada una. Cada pocillo se encuentra
recubierto desde fabrica con anticuerpos monoclonales contra proteina C reactiva humana. Se
provee proteina C reactiva en estandares prediluidos para la generacion de la curva de calibracion
(0, 0.4,1,5, 10 mg/l). Es posible observar la curva de calibracién obtenida en la Figura comple-

mentaria 6.6.1

En el caso de las muestras de los participantes, estas fueron prediluidas 1:100 en el buffer pro-

visto para tal fin.

Se colocaron 10 pL de la muestra diluida o el estandar en los pocillos de la placa de ELISA,

afiadiéndose de inmediato 100 pL del conjugado enziméatico para Proteina C reactiva.

La tira reactiva fue agitada vigorosamente por 30 segundos, seguido de un periodo de incubacién
a 25°C por 45 minutos.
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El contenido de los pocillos es retirado mediante inversion, y se realiza el lavado de los mismos
en 5 ocasiones con agua destilada.

Seguidamente se afiadieron a cada pocillo 100 pL de sustrato cromégeno (Tetrametilbenzinida,
TMB), agitando gentilmente por 5 segundos y permitiendo su incubacién por 20 minutos.
Finalizado el periodo de incubacion se afiadieron 100 pL de Stop Solution a cada reaccion, agi-
tando gentilmente por 30 segundos. La absorbancia fue determinada de inmediato en un lector
para microplacas a una longitud de onda de 450 nm.

Con base en las lectoras proporcionadas por los estandares se construyd una curva patron con

respecto a la cual se calcularon los valores de proteina C reactiva de los participantes.

5.6.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LEPTINA SERICA

La determinacién de los niveles séricos de leptina se realizé mediante la técnica de inmunoad-
sorcion acoplada a enzima (ELISA), empleando mediante un kit comercial provisto por DRG.

El kit contiene 12 tiras para ELISA con 8 pocillos recubiertos desde fabrica con anticuerpos mo-
noclonales contra leptina humana. Asi mismo se provee muestras con concentraciones conoci-
das para la elaboracién de la curva patrén. Las determinaciones se realizaron de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Tanto las muestras de suero de los participantes del estudio, como los estandares provistos por
el kit se procesaron de la misma manera. Se dispone de estandares para 0, 2, 5,25, 50, 100
ng/mL de leptina sérica. La curva de calibracion puede ser observada en la (Figura Complemen-

taria 6.6.2)

Por cada muestra se colocaron 15uL de la misma en un pocillo de la tira reactiva, subsecuente-
mente se afiadieron 100pL del buffer de ensayo (anticuerpo conjugado contra leptina).
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Se efectué una homogenizacion vigorosa de las muestras durante 30 segundos posterior a lo
cual fueron incubadas a temperatura ambiente por un lapso de 2 horas. Posterior al periodo de
incubacion, los pocillos fueron vaciados mediante inversion y sometidos a lavado mediante la
solucidn provista en 3 ocasiones.

Después de los lavados se afiadieron 100uL de antisuero a cada una de las muestras, seguido
de incubacion a temperatura ambiente por 30 minutos.

Posterior al periodo de incubacion, se repitio el procedimiento de lavado en 3 ocasiones. Seguido
del depésito de 100uL del complejo enziméatico en cada pocillo, incubando a temperatura am-
biente por 30 minutos.

Se repitié el proceso de lavado y vaciamiento por inversion en 3 ocasiones. Subsecuentemente
se afadieron 100 pL de la solucién de sustrato (Tetrametilbenzinida, TMB) en cada pocillo, per-
mitiendo que la reaccién proceda a temperatura ambiente por 15 minutos. Transcurrido el periodo
de incubacién, la reaccién es detenida mediante la adicion de 50 L de stop solution, seguido de

la determinacién inmediata de la absorbancia a 450 nm en un lector de placas de ELISA.
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5.6.9 PRUEBAS DE CAMPO

Debido a que en la presente investigacion se empleé material bioldgico procedente de seres hu-
manos, se requirié que el protocolo de investigacion fuese aprobado en forma previa a la fase de
campo por parte de un comité de Bioética. La revision fue llevada a cabo por el Comité de Bioética

de la Universidad Marista de Mérida, cuyo dictamen puede consultarse en Anexo I.

Se llevaron a cabo muestreos poblacionales en la Comisaria de Yaxnik, Mérida, Yucatan (Abril
2019), el Municipio de Chapab Yucatan (Noviembre 2019) y la comisaria de Komchen, Mérida

Yucatan (Noviembre 2019) (Figura 6-8).

La invitacion a participar fue abierta en cada una de las comunidades. Posterior a la firma del
consentimiento informado, cada patrticipante respondié un breve cuestionario (datos etarios, so-
matometria, antecedentes patolégicos), se colecté una muestra de sangre venosa de acuerdo a
los procedimientos antes descritos (Seccion 5.6) y una muestra de tejido adiposo. Las muestras

fueron transportadas en hielo al laboratorio y procesadas segun la metodologia antes descrita.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1.- [EXTRACCION\ DE ADN PROCEDENTE DE MUESTRAS DE TEJIDO ADIPOSO OBTENI-
DAS MEDIANTE BIOPSIA POR PUNCION CON AGUJA FINA

La obtencion de muestras tisulares mediante Biopsia Por Aspiracion Con Aguja Fina (BAAF) re-
presenta un procedimiento sencillo, econémico y minimamente invasivo, el cual permite obtener
una muestra suficiente de tejido para la realizacion de estudios histolégicos o genéticos.

El procedimiento es rapido (5-10 minutos), con minimas molestias para el participante, mismo
quien puede retornar a sus actividades habituales en forma inmediata. El empleo de BAAF en
tejido adiposo es considerada como una técnica estandar en el campo de la medicina para el
diagnéstico de diversas patologias del tejido conjuntivo, incluida la amiloidosis sistémica 8. Un

diagrama general de la técnica puede observarse en la (Figura 6-1).

S et

Figura 6-1.- Diagrama esquematico del proceso para la realizacién de Biopsia Por Aspiracion Con Aguja
Fina (BAAF). Nétese que la aguja se desplaza en repetidas ocasiones en el interior del tejido a muestrear,
manteniendo un vacio constante con el embolo de la jeringa. El material biolégico migrara al interior de la

aguja desde donde seréa recuperado.
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El empleo de Biopsia por Aspiracion con Aguja Fina posibilita obtener directamente con células
del tejido adiposo (sitio propuesto para la infeccion del Ad36) permitiendo confirmar la presencia
del genoma viral en el tejido.

La bldsqueda directa del genoma viral en el tejido resuelve diversas limitaciones que se hubieron
presentado en la realizacion de estudios previos, tales como el empleo aislado de marcadores
seroldgicos como método diagnostico 7.

Asi mismo, dado que la metodologia de obtencién de muestra mediante BAAF es sencilla, eco-
némica y relativamente exenta de riesgos nos permitié superar otra de las limitantes que se ha-
bian presentado en estudios previos de esta naturaleza: el tamafio muestral.

La estandarizacion de la metodologia de BAAF para su empleo en tejido adiposo en condiciones
de campo, nos ha provisto de la oportunidad para realizar la determinacion directa del genoma
del Ad36 en un nimero significativo de voluntarios (n=72), ninguna de las cuales report6 efectos
adversos derivados del procedimiento con gravedad superior a dolor leve en la zona o hematoma
cutaneo (moretdn). Estudios previos que han realizado la pesquisa del Ad36 en tejido adiposo
han presentado limitaciones importantes en cuanto al nimero de participantes evaluados, debido
a que en muchos casos se dependian de procedimientos diagndésticos invasivos para su realiza-
cién ©2,

La estandarizacion inicial del método se realizé mediante pruebas preliminares en voluntarios
sanos bajo condiciones de laboratorio. Se determiné en forma experimental la localizacion de
puncién, el volumen de la jeringa y el calibre de la aguja a emplear.

Se concluy6 que la aproximacion optima consiste en obtener la muestra de la region abdominal,
en el area infraumbilical (Fascias de Camper y Scarpa), debido a la abundancia de tejido adiposo
presente en esa zona tanto en hombres como mujeres, asi como a la baja densidad de termina-
ciones nerviosas, y consecuentemente menores molestias durante el procedimiento.

El tipo de aguja idéneo para el proceso resulté una aguja hipodérmica 21G x32 mm y el volumen
idéneo de la jeringa se determiné en 10cc. Lo anterior debido a que este calibre de aguja permitié
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obtener muestras de tejido adecuadas con un minimo de contaminacion hematica, y a que la
jeringa de 10 cc permitié generar un vacio adecuado sin que su manipulacion resultase tediosa
durante el procedimiento.

Empleando la combinacién descrita de sitio de puncion, tipo de aguja y volumen de jeringa per-
miti6 obtener en forma reproducible muestras de tejido adiposo con una masa de 20 a 60 mg en
condiciones de laboratorio.

Empleando la metodologia de BAAF es posible obtener la muestra de tejido adiposo en menos
de 10 minutos desde iniciado el procedimiento, con molestias minimas por parte de los volunta-

rios. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su empleo definitivo.

Se corroboro la viabilidad en la extraccion de material genémico a partir de las muestras de tejido
adiposo obtenido por BAAF mediante la lisis del material celular y extracciéon organica de ADN
(seccién de materiales y métodos).

Los resultados del procedimiento pueden observarse en la Figura 6-2 . Las figuras corresponden
a geles de agarosa sometidos a electroforesis y revelados con SYBR-green. En cada carril en el
que fue colocada una muestra de ADN se observ6 una banda nitida con un peso molecular su-
perior a los 10 Kb, misma que resulta compatible con ADN genémico de buena integridad, en
ausencia de artefactos que pudiesen sugerir degradacion de la muestra o contaminacioén con
proteinas. Se concluye que se trata de una muestra gendémica integra de calidad adecuada para

continuar con el proceso.
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Figura 6-2.- Resultado de la extraccion de material genémico del tejido adiposo (7 participantes). Carril 1.-
marcador de peso molecular, carriles 2-8 muestras de ADN en evaluacion, no fue posible obtener una
adecuada extraccién en la muestra correspondiente al carril 6. Sistema TAE 1X, agarosa 1%,80V,50min.

Revelado con SYBR-Green

6.2.- EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN GENOMICO.

Con el objeto de evaluar la idoneidad del ADN extraido para su empleo en Reacciones en Cadena
de la Polimerasa (PCR) se realiz6 la amplificacion de un gen control presente en todas las células
de mamifero (B-actina). Los cebadores empleados para la evaluacion de este gen se describen
en la seccién de materiales y métodos.

Los resultados de la amplificacion se observan en la Figura 6-3 consistente en un gel de agarosa
sometido a electroforesis y revelado con SYBR-green. En él se observa ausencia de amplificacion
en los carriles 2 y 4 correspondientes a controles negativos (agua) y la presencia de una banda
nitida y Unica en los carriles 3y 5, en cuya reaccion se evaluo la presencia del gen B-actina en el
ADN genomico obtenido de dos participantes distintos.

El peso molecular observado en la banda amplificada corresponde a los 743 pb esperados para

el fragmento de interés en el gen de B-actina humana.
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Figura 6-3.- Electroforesis en gel de agarosa en la que se ilustran bandas correspondientes a la amplifica-
cién del gen de B-actina humana en 2 participantes. Carril 1- Marcador de peso molecular, Carril 2y 4 —
controles negativos, Carril 3 y 5 banda correspondiente a la amplificacion del gen de B-actina empleando
ADN genoémico de 2 participantes distintos. Tamafio esperado de la amplificaciéon 743 pb. Sistema agarosa

1%, TAE 1X, 80V, 50 min. Revelado con SYBR-Green

La ausencia de amplificacion en el caso de controles negativos nos sefiala una buena descon-
taminacion del equipo de laboratorio (cualquier célula humana presente ofreceria un resultado
positivo para este gen) y la adecuada amplificacion en el caso de las muestras de ADN gendmico
nos confirma la integridad del ADN y la ausencia de inhibidores de PCR en las muestras estudia-

das.
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6.3.- ANALISIS DE LA PRESENCIA DEL GENOMA DEL ADENOVIRUS 36 EMPLEANDO LOS
CEBADORES DESCRITOS EN LA LITERATURA (PASARICA 2008)

Habiéndose comprobado la factibilidad técnica de obtener una muestra satisfactoria de ADN en
tejido adiposo por medio de BAAF vy la integridad del material gendmico extraido de esta, se

decidié iniciar la pesquisa por el genoma del Ad36 empleando un enfoque descrito en la literatura.

Para ello se emplearon los cebadores descritos por Pasarrica en 2008%2 disefiados para amplificar
una region del gen E4ORF1 mediante PCR de punto final, y un fragmento el gen de proteina
fibrosa de capside mediante PCR enclavada. En la literatura se ha sugerido que el empleo de
estos cebadores permite una deteccion sensible y especifica del genoma del Ad36 en la muestra
analizada. La secuencia de los cebadores y la metodologia de procesamiento puede consultarse

en la seccién de materiales y métodos.

omo se observa en la Figura 6-4, la electroforesis en gel revelé un patrén de alineamiento ines-
pecifico de los cebadores, con mdltiples bandas de peso molecular dispares, aun en los controles
negativos empleando agua destilada y ADN gendmico de planta, sugiriendo que la contaminacion

podia proceder del mismo equipo de laboratorio (microtubos, micropipetas).

ElI ADN en general y el de los adenovirus en particular ha demostrado ser una molécula altamente
resistente a los intentos de descontaminacion por medios habituales (autoclavado)®-2. Debido a
la presencia de contaminacion generalizada, se decidié no proceder con la PCR enclavada para
proteina fibrosa de capside.

Debido a la presencia de un patrén de bandeo coincidente con multiples alineamientos inespeci-
ficos de los cebadores, se evalud el disefio de los mismos mediante el programa informatico

BLAST, en su opcion de Pick Primer.
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Figura 6-4.- Electroforesis en gel de agarosa en la que se evallan los productos de amplificacion em-
pleando los cebadores descritos por Pasarrica 2008. En todos los casos se evaluaron muestras
disefiadas para comportarse como controles negativos. Carril-1: marcador de peso molecular; ca-
rriles 2 y 3: cebadores externos para proteina de fibra (OF, 821 pb); carriles 4 y 5: cebadores
internos para proteina de fibra (IF, 477 pb); carriles 6-7: cebador para el gen EAORF1 (131 bp), 8:
cebadores control negativo (planta). Alineamiento a 45°C (2,4,6,8), y 49°C (1,2,3,5,7). Sistema

agarosa 1.5%, tae 1x, 100 v, 50 min. Revelado con bromuro de etidio.

Se evalud la capacidad de cada pareja de cebadores para realizar alineamientos inespecificos
con las secuencias contenidas en la base de datos GeneBank prestando especial atencion a la
existencia de alineamientos inadecuados con genoma humano, bacterias, hongos y otros adeno-

virus distintos del 36.

Con este andlisis se demostré que cada pareja de cebadores resultaba capaz de alinear con el
genoma de multiples serovariedades de mastadenovirus, asi como varias especies de bacterias
con las que se laboraba en el laboratorio al momento del analisis, incluyendo Pseudomonas spp,

Listeria spp, Bacillus spp, Staphylococcus aureus.
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6.4.-EVALUACION DE CEBADORES ESPECIFICOS PARA ADENOVIRUS 36 MEDIANTE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ENCLAVADA

Debido a los resultados insatisfactorios obtenidos mediante el empleo de los cebadores disefia-
dos por Pasarrica 2008%, se decidi6 el disefio ad hoc de nuevos cebadores para la identificacion

especifica del Genoma del Ad36.

Estos fueron disefiados en el mismo laboratorio con la ayuda de la herramienta Pick Primer del
programa informatico BLAST, empleando para ello la secuencia del genoma del Ad36 disponible
en la base de datos GeneBank del NCBI. Los cebadores fueron disefiados para ser empleables

en la metodologia de PCR enclavada.

La secuencia de los cebadores, el tamafio de amplificacion esperado y las posiciones de alinea-
miento en el genoma del Ad36 se pueden observar en la TABLA 6-6 en la seccion de anexos.

Los cebadores fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (iBT).

El procesamiento de los cebadores y el protocolo de amplificacion se encuentra detallado en la
seccion de materiales y métodos. En total se generaron cinco juegos de cebadores para PCR

enclavada y un juego de cebadores para PCR semienclavada.

Se obtuvieron bandas de amplificacién con los tamafios estimados para el genoma del Ad36 de
acuerdo a lo predicho al disefio de los cebadores. La secuencia de los mismos, region del genoma
del Ad36 contra la cual van dirigidos, condiciones de amplificacién y tamafio esperado de banda
pueden consultarse en la TABLA 6-6.

En la FiguraS 6-5 y 6-6 se ilustran los resultados de la amplificacion mediante PCR empleando
cada una de las parejas de cebadores disefiados empleando un sistema de electroforesis en gel
de agarosa. En esta serie de reacciones se emple6 el genoma purificado del Ad36 como control
positivo y agua grado biologia molecular como control negativo. Como es posible apreciar se

obtuvieron bandas con un peso molecular coincidente con el predicho en todos los casos en los
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que se empled el control positivo, no se aprecié amplificacion en el ninguno de los casos en el

que se empled el control negativo.

3Kb

0.5Kb

Figura 6-5: Evaluacion de los productos de amplificacion por PCR de los cebadores externos para Adeno-
virus 36 empleando control genémico positivo. Figura A: Evaluacién de cebadores externos 1-3. Carril 1-
marcador de peso molecular; Carriles pares: controles negativos; Carril 2 y 3- cebador Ad36-1(980 pb);
Carril 4 y 5 cebador Ad36-2 (879 pb); Carril 6 y 7.- cebador Ad36-3.- (520pb). Figura B: Evaluacion ceba-
dores externos 4 -6. Carril 1- marcador de peso molecular; Carriles pares: controles negativos; Carril 2y 3-
cebador Ad36- 4 (1184 pb); Carril 4 y 5 cebador Ad36-5 (985 pb); Carril 6 y 7.- cebador Ad36- 6.- (1486

pb). Sistema tae 1x, agarosa 1%, 80v,40min. Revelado con bromuro de etidio.

Figura 6-6: Evaluacion de los productos de amplificacién por PCR de los cebadores internos para Adeno-
virus 36 empleando control genémico positivo. Figura A: Carril 1- marcador de peso molecular; Carriles

pares: controles negativos. Carril 2 y 3.- cebador Ad36- 1 (545 pb); Carril 4 y 5 cebador Ad36-2 (682pb);
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Carril 6 y 7- cebador Ad36-3.- (300 pb). Figura B: Carril 1- marcador de peso molecular; Carriles pares:
controles negativos; Carril 2 y 3- cebador Ad36-5 (323 pb); Carril 4y 5 cebador Ad36- 6 (456 pb); Carril 6
y 7- cebador Ad36-7 (514 pb). Error en sintesis del cebador Interno 4 (excluido). Sistema tae 1x, agarosa

1%, 80v,40min. Revelado con bromuro de etidio.

6.4.1.- VALIDACION DEL PROTOCOLO MEDIANTE LA DETERMINACION DE LA SECUEN-

CIA DE NUCLEOTIDOS DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Tal y como se observa en los geles descritos en las Figuras 6-2 Y 6-3 al evaluar los cebadores
disefiados para la deteccién del genoma del Ad36 junto con el control positivo del genoma del
mismo, se obtuvieron bandas con los pesos moleculares predichos en todos los casos.

Se solicité la secuenciacion de nucleétidos de cada una de las bandas obtenidas, con el objetivo
de demostrar que la secuencia amplificada correspondia en efecto a la regiéon predicha en el
genoma del Ad36.

Las bandas de interés se recuperaron mediante el empleo de un kit comercial (Zymoclean Gel

Dna Recovery), el resultado de la recuperacion de bandas se puede observar en la Figura 6-7.
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Figura 6-7 . Bandas de amplificacion por PCR empleando los cebadores descritos en TABLA 6-6. Sis-
tema agarosa 1%, TAE 1X, 80V, 50 min. Revelado con SYBR-Green. En la tabla inferior se detalla el primer
empleado, el carril que corresponde a en la figura () y el peso molecular esperado para la amplificacién (en

Pb)

Se solicit6 la realizacion de la secuenciacion de las bandas purificadas en el Instituto de Biotec-
nologia de la UNAM (IBT). Las secuencias recibidas fueron alineadas mediante el programa in-
formatico MUSCLE (Multiple Sequence Comparison By Log- Expectation). Y subsecuentemente
comparadas con el genoma del Ad36 reportado en la base de datos GeneBank mediante el pro-
grama informético BLAST del NCBI, haciendo uso de la base de datos de secuencias no redun-

dantes del GeneBank del NCBI.
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En la Tabla 6-8 es posible observar el resultado de la comparacion de las secuencias obtenidas
de las bandas de amplificacion descritas en la Figura 6-5 al compararlas con el genoma de refe-
rencia del Ad36 contenido en GeneBank (GQ384080.1). Posterior al alineamiento de las secuen-
cias con el programa MUSCLE y subsecuente pesquisa mediante BLAST se confirma la correcta
identificacion del Ad36 con 5 matches para las secuencias introducidas, una cobertura de se-
cuencia del 99%, un porcentaje de identidad del 99.44% y un valor de E tendiente a 0.

Bajo estas condiciones se considero que el protocolo de deteccién para la presencia del genoma
del Ad36 mediante PCR enclavada es un proceso sensible y especifico, por lo cual resulta posible

su implementacion para el diagnéstico a escala poblacional.

6.5.- MUESTREO POBLACIONAL

Se realizaron muestreos a escala poblacional en 3 comunidades del Estado de Yucatan: Yaxnik,
comisaria de Mérida Yucatan (20°47'24"N 89°37'11"0) durante abril de 2019, Komchen, comisa-
ria de Mérida Yucatan (21°06'13"N 89°39'45"0) durante noviembre de 2019 y el Municipio de

Chapab Yucatan (20°27'30"N 89°27'30"0O), durante noviembre de 2019. En la Figura 6-8 se des-

cribe la ubicacion geografica de cada uno de los sitios de muestreo.

Figura 6-8: Ubicacién geografica de los sitios de muestreo. 1.- Comisaria de Komchen, Mérida Yucatan,

2- Comisaria de Yaxnik, Mérida Yucatan, 3- Municipio de Chapab Yucatan.
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La seleccion de la muestra fue no probabilistica incluyéndose a los voluntarios que deseasen
participar en el estudio. Todos los voluntarios fueron informados respecto al procedimiento a rea-
lizar, el motivo de la toma de las muestras y el uso que se le daria a esta informacién. Todos los

participantes firmaron un consentimiento informado accediendo a participar en el estudio.

6.5.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA POBLACIONAL

Se colectaron muestras completas de un total de 72 participantes en los 3 sitios de muestreo (41,
16 y 15 en Komchen, Yaxnik y Chapab respectivamente). Por las condiciones en las que se
realizé el muestreo de campo Unicamente fue posible obtener una muestra de tejido adiposo por
participante.

La media de edad de los participantes del estudio fue de 49 afios, con una desviacién estandar

de 14.7 afios. El 93% de los participantes (67/72) correspondieron a voluntarios del sexo femenino

(Figura 6-9).
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Figura 6-9 — Distribucién por edad (A) y sexo (B) de los participantes del estudio

63



La media del indice de Masa Corporal de los participantes femeninos se ubicé en 30.85 kg/m?
correspondiente al rango de obesidad, en forma semejante a lo observado en participantes mas-
culinos, cuya media se ubic6 en 30.41 kg/m?. No encontrandose diferencias significativas entre
ambos grupos (Figura 6-10).

Con respecto al porcentaje de grasa corporal, los participantes femeninos presentaron una media
de 44.58%, mientras que los participantes masculinos presentaron una media de 33.54% en par-
ticipantes masculinos, observandose entre los grupos una diferencia estadisticamente significa-

tiva (p<0.001) (Figura 6-9).
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Figura 6-10- Distribucién de los participantes del estudio de acuerdo con su indice de Masa Corporal (A)

y su Porcentaje de Grasa Corporal (B).

Asumiendo como punto de corte para el diagndstico de obesidad un IMC igual o superior a 30
kg/m? en participantes con altura mayor a 1.5my 25 kg/m? en participantes con una estatura igual
o inferior a 1.5 metros, se observé que el 84.72% (61/72) de la muestra presenta obesidad defi-

nida en términos de IMC.
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Unicamente el 34.7% de los participantes reporté no padecer de al menos una patologia cronico-
degenerativa conocida al momento del estudio. Las enfermedades crénicas mas comunes fueron
la hipertension arterial (23/72 participantes), Diabetes Mellitus 2 y prediabetes (33/72

participantes) y dislipidemia (11/72 participantes) (Figura 6-11).
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Figura 6-11- Distribucion de los participantes del estudio en funcion de la presencia de patologias cronico-
degenerativas(A). Numero de participantes en el estudio que presentaron las patologias
cronicodegenerativas mas frecuentes en la poblacion mexicana al momento del estudio (B). DM2= Diabetes

Mellitus 2, HTA= hipertension arterial
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6.5.2. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL GENOMA DEL ADENOVIRUS 36 EN EL
TEJIDO ADIPOSO DE LOS PARTICIPANTES

Las muestras de tejido adiposo procedentes de los participantes del estudio fueron procesadas
de acuerdo al protocolo descrito previamente para la obtencion del material genomico y
verificacion de la integridad del mismo mediante amplificacion del gen de B-actina (Figura 6-3).
Una vez corroborada la adecuada extraccion del ADN se procedio a realizar la determinacion de
la presencia del genoma del Ad36 por medio de la metodologia del muestreo por conglomerado.
Para ello se gener6 una muestra combinada (pooled sample) a partir del material genomico de
cada 10 participantes de acuerdo a la localizacion. Estas muestras fueron evaluadas mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa enclavada, de la misma forma descrita para los controles
positivos. En las siguientes en las Figuras 6-12 A 6-16 se ilustran los resultados de las

amplificacioens empleando el material genomico obtenido de los participantes.

Como se observa en las figuras citadas, no se encontr6 evidencia de amplificacién nitida de algin
fragmento de ADN en las muestras evaluadas, aun cuando se realizaron 40 ciclos de amplifica-
cién con cebador externo y 40 ciclos de amplificacién con cebador interno bajo las mismas con-
diciones en las que el control positivo amplifica adecuadamente. Por lo tanto, se concluye que el

genoma del Ad36 se encontr6 ausente en la totalidad de las muestras estudiadas.
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Figura 6-12 - Evaluacion de la presencia del genoma del Adenovirus 36 en el material gendmico procedente de participantes de la comunidad de
Yaxnik empleando Cebadores externos AD36-1 al AD36-6. Figura A, carril 1- Marcador de peso molecular, carril 2 - control negativocebador AD36-
1, carriles 3,4- ADN problema, cebador AD-36-1, Carril 5- control negativo cebador AD36-2, Carriles 6,7- Adn problema, cebador AD36-2. Figura
B, Carril 1- Marcador de peso molecular, Carril 2- Control Negativo AD36-3, Carril 3,4- ADN problema, cebador AD36-3, Carril 5- Control Negativo
AD36-4, Carril 6,7- ADN problema, cebador AD36-4, Carril 8 — Control negativo Ad36-5, Carril 9,10- ADN problema cebador AD36-5, Carril 11-

Control negativo AD36-6, Carril 12,13.- ADN problema cebador Ad36-6. Como control negativo se emple6 agua grado biologia molecular.
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Figura 6-13 - Evaluacion de la presencia del genoma del Adenovirus 36 en el material genémico procedente de participantes de la comunidad de
Yaxnik empleando cebadores internos AD36-1 a AD36-. Figura A, carril 1- Marcador de peso molecular, carril 2 - control negativo cebador AD36-
7, carriles 3,4- ADN problema, cebador AD-36-1, Carril 5- control negativo cebador AD36-2, Carriles 6,7- Adn problema, cebador AD36-2. Figura
B, Carril 1- Marcador de peso molecular, Carril 2- Control Negativo AD36-3, Carril 3,4- ADN problema, cebador AD36-3, Carril 5- Control Negativo
AD36-5, Carril 6,7- ADN problema, cebador AD36-5, Carril 8 — Control negativo Ad36-6, Carril 9,10- ADN problema cebador AD36-6, Carril 11-

Control negativo AD36-7, Carril 12,13.- ADN problema cebador Ad36-7. Como control negativo se empled agua grado biologia molecular.
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Figura 6-14 - Evaluacion del ADN de participantes de las comunidades de Chapab y Komchem empleando
el cebador Ad36-2 Interno. Carril 1- Marcador de peso molecular, carril 2- control negativo, carril 3- control
positivo, carril 4- ADN de participantes de Chapab, Carril 5-7, ADN de participantes de comuinidad de

Komchem. El control negativo consistié en agua grado biologia molecular.

Figura 6-15- Evaluacion del ADN de participantes de las comunidades de Chapab y Komchem empleando
el cebador Ad36-6 Interno. Carril 1- Marcador de peso molecular, carril 2- control negativo, carril 3- control
positivo, carril 4- ADN de participantes de Chapab, Carril 5-7 ADN de participantes de comuinidad de

Komchem. El control negativo consistié en agua grado biologia molecular.
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Figura 6-16- Evaluacion del ADN de participantes de las comunidades de Chapab y Komchem empleando
el cebador Ad36-7 Interno. Carril 1- Marcador de peso molecular, carril 2- control negativo (agua grado
biologia molecular), carril 3- control positivo ( genoma del Ad36), carril 4- ADN de participantes de Chapab,
Carril 5-7 ADN de participantes de comuinidad de Komchem. El control negativo consistié en agua grado

biologia molecular.
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6.5.3 DETERMINACION DE PROTEINA C REACTIVA SERICA

La Proteina C Reactiva (PCR) representa uno de los marcadores de inflamacion sistémica mejor
estudiados en el ser humano. La presencia de valores de Proteina C Reactiva por encima de un
valor umbral de acuerdo a edad y sexo se ha correlacionado con desenlaces cardiovasculares
adversos .

Dado que el Ad36 genera una reaccion inflamatoria persistente en el tejido adiposo ™ se plantea
la hipétesis de que los niveles de Proteina C Reactiva sérica que presenten una infeccion persis-
tente por Ad36 presentaran una diferencia estadisticamente significativa con respecto a pacientes

gue no posean una infeccion persistente por este patégeno (evaluados segun edad y sexo).

La determinacion de la concentracion sérica de Proteina C Reactiva (PCR se realiz6 por medio
de ELISA. Los en el caso de los participantes de sexo masculino la concentracién media de Pro-
teina C reactiva fue de 3.48 mg/l (+ 3.25 mg/L) respecto de 6.54 mg/ (£ 2.92 mg/L) en el caso de
las participantes de sexo femenino. No se observé diferencia estadisticamente significativa entre
los niveles de Proteina C reactiva en ambos sexos (Figura 6-17).

El 79% de los participantes del estudio (57/72) presento niveles de Proteina C reactiva Sérica
superiores al punto de corte (3 mg/L) que la Asociacion Americana de Cardiologia (American
Heart Asociation, AHA) recomienda para una salud cardiovascular éptima.

No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre los niveles séricos de Proteina C
Reactiva y la presencia de Diabetes Mellitus o Hipertension en los participantes de este estudio

(p>0.05) .
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Figura 6-17- Determinacion de los niveles de Proteina C Reactiva sérica de acuerdo al sexo de los partici-

pantes del estudio.

Al no haberse encontrado ninglin caso positivo a infeccion persistente por Ad36 en tejido adiposo,
la comparacién de las concentraciones de Proteina C Reactiva en los pacientes afectos respecto

a los sanos no pudo realizarse.
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6.5.4. DETERMINACION DE LEPTINA SERICA

La leptina es una hormona proteica generada por los adipocitos del tejido adiposo blanco en
relacion al contenido de triglicéridos presentes en los mismos .

Fisiol6gicamente cumple con la funcién de indicador del estado basal de energia almacenada en
forma de grasa en el organismo, sefiales que son interpretadas por el hipotdlamo y participan
activamente en la regulacién del apetito y otros componentes del metabolismo energético 3.
Diversas condiciones relacionadas con el sobrepeso-obesidad han sido vinculadas a una desre-
gulacién del apetito en el eje leptina-hipotalamo 8. Como parte de las alteraciones metabélicas
que el Ad36 es causa en las células adiposas infectadas se destaca la disminucién en la produc-
cién de leptina y liberacion de la misma al torrente sanguineo. Esto ocurre como parte del se-
cuestro de la maquinaria de sintesis proteica celular como parte del ciclo de vida viral *°.

Como parte de la investigacion respecto a las modificaciones fisiolégicas causadas por la infec-
cién persistente por Ad36 en tejido adiposo se decidi6 estudiar los niveles séricos de leptina en
los participantes del estudio, con el objetivo de determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos participantes portadores del virus respecto a participantes que no lo
poseen (pareadas variables sociodemograficas).

La determinacion de la concentracion sérica de Leptina realizé por medio de ELISA. Los en los
participantes del sexo masculino presentaron una concentracion sérica media de leptina de 4.85
ng/mL (£6.33 ng/mL) respecto a 7.46 ng/mL (x11.23 ng/mL) en participantes del sexo femenino

(Figura 6-18).
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Figura 6-18- Determinacion de las concentraciones de leptina sérica de acuerdo al sexo de los partici-

pantes del estudio.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones séricas de
leptina entre ambos sexos. Al no haberse encontrado ninguin caso positivo a infeccién persistente
por Ad36 en tejido adiposo, la comparacion de las concentraciones de leptina en los pacientes

afectos respecto a los sanos no pudo ser realizada.
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CAPITULO 7

DISCUSION

El sobrepeso y la obesidad se encuentran considerados entre los principales problemas de salud
publica en los paises desarrollados y en vias de desarrollo °*. Ambas condiciones se encuentran
intimamente vinculadas al desarrollo de diversas patologias cronicodegenerativas tales como las
enfermedades cardiovasculares, las enfermedades cerebrovasculares, las enfermedades hepa-
ticas, las Diabetes Mellitus tipo 2, neoplasias malignas, entre otras 2.

Para que el sobrepeso o la obesidad puedan instaurarse y mantenerse, resulta necesaria la exis-
tencia de un balance energético positivo sostenido, de modo tal que la ingesta energética, supere
las demandas metabolicas del individuo por un tiempo prolongado .

Diversos factores han sido implicados en la génesis de este balance energético positivo, entre
los que destacan una ingesta energética superior a las demandas del organismo (favorecida por
alimentos ultraprocesados), el incremento en el sedentarismo en la poblacion de los paises in-
dustrializados, asi como diversos factores genéticos y hormonales %.

Actualmente existe un consenso en la literatura cientifica en el cual se acepta que el estilo de
vida (alimentacién, actividad fisica, etc) es el factor mas relevante en el desarrollo y manteni-
miento de esta patologia en la poblacion general 8.

Se han desarrollado mdltiples trabajos de investigacion que buscan explicar el porqué de la va-
riacion interindividual en el desarrollo de la obesidad, aun con estilos de vida comparables. Se ha
determinado que la carga genética puede explicar hasta el 30% del riesgo que posee un individuo
para desarrollar obesidad, siendo este efecto el resultado de la interaccion de méas de 70 alelos

en el genoma 8.
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Uno de los enfoques de mas reciente desarrollo en el campo de la obesidad, corresponde a la
infectobesidad. La infectobesidad representa el campo de estudio interdisciplinario encaminado
a entender la forma en la cual las patologias infecciosas se relacionan con la acumulacion de
grasa en el individuo %2.

Los agentes infecciosos representan un blanco atractivo para el estudio en el campo de la obesi-
dad. Muchos de ellos, en especial los agentes virales, son ubicuos en la especie humana, lo cual
los hace candidatos atractivos para explicar el incremento en las cifras de sobrepeso y obesidad
que se han desarrollado en las ultimas décadas en los paises industrializados. Adicionalmente
los efectos ocasionados por los agentes infecciosos son facilmente replicables en modelos ani-
males, lo cual aporta ventajas adicionales a su andlisis 3.

Se ha determinado que diversas infecciones viricas son capaces de favorecer un fenotipo obe-
sogénico en modelos animales. Se ha documentado un incremento en la adiposidad de animales
infectados con el Virus del Distemper Canino, El virus asociado a Rous tipo 7 y el Virus de la
Enfermedad de Borna %2. Sin embargo, el mayor énfasis en la investigacion se ha enfocado en el
estudio del Ad36.

El Ad36 es un virus ADN bicatenario dotado de un genoma de 35Kb, posee una geometria de
capside icosaédrica y destaca por su escasa selectividad en cuanto a su especie hospedadora,
pudiendo infectar tanto a células de aves como a mamiferos. Posee un tropismo hacia células
epiteliales, en las cuales puede completar un ciclo de vida litico propio de la familia Adenoviridae
35_

Adicionalmente el Ad36 es capaz de infectar otros tipos celulares, entre ellos musculo, tejido
adiposo, e higado. En estos tejidos el virus genera una infeccion persistente. En células quies-
centes (GO) el virus no es capaz de completar su ciclo de vida litico, tampoco posee la dotacién
enzimatica requerida para insertarse en el genoma celular e iniciar un ciclo lisogénico. El genoma
viral permanece en el citoplasma de la célula, replicandose continuamente y modificando el pa-
tron de expresion genética de la célula hospedera °.
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El Ad36 ha sido sefialado por diversos estudios epidemiolégicos como un agente potencial para
la infectobesidad en humanos. Se ha demostrado una correlacion estadisticamente significativa
entre la presencia de anticuerpos neutralizantes a este virus y la presencia de obesidad en sujetos
humanos. Se plantea en la literatura que este virus posee una distribucién cosmopolita, encon-
trdndose seroprevalencias en adultos que van desde 5.5% en noruega hasta el 64% en Estados
Unidos .

La elevada prevalencia de anticuerpos neutralizantes en la poblacion, la correlacion estadistica
probada en mdltiples ocasiones entre la presencia de inmunidad y obesidad en el mismo individuo
y la informacién disponible que sugiere un sustrato fisiopatoldgico plausible han desencadenado
la generacién de un gran nimero de investigaciones con respecto al papel que el Ad36 desarrolla
en la fisiopatologia de la obesidad a escala poblacional 878.

Sin embargo se debe de tomar en cuenta que las correlaciones establecidas en la literatura son
del tipo epidemiolégico, basado en serologia (memoria inmunitaria), quedando aun en debate la
relacion causal que existe entre la infeccion por Ad36 y el desarrollo de obesidad en seres huma-
nos 8,64,66.

En México existen pocos estudios que evallen el papel que el Ad36 puede desempefiar en el
desarrollo de obesidad a nivel poblacional. El mas relevante es el efectuado por Parra-Rojas en
2013*%, En este estudio se investigo la seroprevalencia de anticuerpos contra el Ad36 mediante
un kit comercial de ELISA en nifios en normopeso y obesidad en el estado de Guerrero en México.
Los resultados reportados concuerdan con lo descrito en la literatura, argumentando que un
58.6% de los participantes con obesidad eran seropositivos al Ad36, respecto a un 41.4% de los
participantes en normopeso. Sin embargo diversos investigadores han demostrado que multiples
kits comerciales de ELISA para la determinacion de anticuerpos anti-Ad36 presentan reactividad

cruzada en presencia de anticuerpos contra otros adenovirus .
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La presencia de reactividad cruzaday la diferente sensibilidad en los métodos de deteccion puede
explicar en parte la existencia de resultados tan dispares disponibles en la literatura en cuanto a
la prevalencia del Ad36 en diversas poblaciones humanas 5.

Se ha sefialado por la Asociacion Internacional de Endocrinologia que es necesario el demostrar
la presencia de infeccion persistente por Ad36 en tejido adiposo humano a nivel poblacional pre-
vio a considerar a este adenovirus un verdadero agente responsable de la infectobesidad en
humanos 877,

El procedimiento para la determinacion del genoma del adenovirus en tejido adiposo a escala
poblacional representa un tema en continuo debate en la literatura médica, habiendo numerosos
casos de falsos positivos por deteccion de adenovirus ambientales, alineamiento de cebadores
con genoma humano, etc 12649,

Una de las principales limitantes para la evaluacion del genoma del Ad36 en tejido adiposo hu-
mano a escala poblacional es el procedimiento de obtencién de la muestra. Tradicionalmente la
toma de biopsia corresponde a un proceso dedicado en el cual se extrae una muestra macrosco-
pica de tejido para analisis histolégico. Este proceso implica costos, tiempo, riesgos e incomodi-
dad por parte del participante, de modo que su empleo en el estudio del Ad36 se ha visto limitado
a casos en los cuales la muestra de tejido adiposo podia ser obtenida por algin otro motivo tal
como la cirugia estética °2. Esto represento importantes limitaciones al estudio poblacional de la
presencia de infeccién persistente por Ad36 en tejido adiposo humano, a la vez que resulto una
fuente importante de sesgo en estudios que se realizaron de esta manera.

Debido a la dificultad logistica que existe en la obtencion de muestras de tejido adiposo, la meto-
dologia del analisis por neutralizacion en suero fue aceptada como estandar de referencia para
el diagnostico de infeccién por Ad36 en poblaciones humanas. Si bien esta metodologia es eco-

némica y reproducible, a la vez que aporta datos epidemiolégicos Utiles, Unicamente aporta datos
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respecto a la presencia de inmunidad en contra del virus, no necesariamente al estado de infec-
cién activa. Prueba de lo anterior es que las seroprevalencias contra Ad36 tienden a aumentar
en forma paralela a la edad de los pacientes monitorizados 7°.

La biopsia por Aspiracion con Aguja Fina (BAAF) representa una alternativa viable para la obten-
cién de muestras de tejido adiposo aptas para andlisis gendémico a escala poblacional. Su aplica-
cién en tejido adiposo es un proceso relativamente simple, capaz de ser realizado por gran parte
del personal del area de la salud previa capacitacion. Entrafia minimos riesgos para el partici-
pante, es un procedimiento ambulatorio y puede realizarse en condiciones de campo . Si bien
la biopsia por puncién aspiraciéon con aguja fina presenta la limitante de no preservar el detalle
histolégico de la muestra (es una técnica citolégica), el tejido obtenido es apto para la extraccion
del material genético. El papel de la Biopsia por Aspiraciéon con Aguja Fina en paniculo adiposo
como elemento diagnostico ya ha sido ampliamente documentado en el caso de amiloidosis .
En la presente investigacién demostramos que la biopsia por aspiraciéon con aguja fina permite
obtener en condiciones de campo muestras tisulares aptas para el aislamiento genémico me-
diante el protocolo de extraccion organica de ADN. La integridad de las muestras gendmicas
obtenidas fue demostrada mediante la adecuada amplificacion de un fragmento del gen de la -
actina.

La metodologia desarrollada en el presente protocolo permite evaluar directamente la presencia
del genoma del Ad36 en el tejido adiposo humano obtenido en condiciones de campo. La meto-
dologia es sencilla, econémica, segura y reproducible requiriendo inicamente de 10 minutos del

tiempo del participante, haciéndola apta para la realizacion de muestreos a escala poblacional.

Lo anterior permite solventar una de las principales dificultades que se habian planteado para el

estudio de la prevalencia del genoma del Ad36 a escala poblacional directamente en tejido adi-

poso humano. Esto resulta especialmente relevante debido a que se propone que la mayor parte
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de las acciones fisiopatologicas in vivo del virus dependen de la expresién sostenida del producto

proteico del gen E4ORF1 en adipocitos y sus precursores 1057:58,

Otra de las ventajas que presenta el empleo de la determinacion de acidos nucleicos del Ad36
en tejido adiposo con respecto a la serologia consiste en su especificidad. EI genoma del Ad36
(y otros adenovirus) ya ha sido secuenciado en diversas ocasiones y esta informacion se encuen-
tra disponible en bases de datos publicas tales como GenBank. Esta informacion, en conjunto
con las secuencias disponibles del genoma humano permite el desarrollo simple y eficiente de
protocolos de deteccion especificos del genoma viral por medio de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) u otras técnicas de biologia molecular. Esto permite cumplir con diversos ob-
jetivos que no es posible realizar mediante las técnicas de serologia convencional: Demostrar la
presencia del genoma del Ad36 en su diana biolégica propuesta aportando datos respecto a la
plausibilidad de su papel en la infectobesidad, un diagnostico sensible, especifico y reducido en
costos (econémicos, materiales y tiempo) de la infeccion por Ad36 y la posibilidad de cuantificar
la carga viral del individuo para el establecimiento de estudios de asociacién .

En adicion a las dificultades implicadas en la obtencion de la muestra, la elevada tasa de falsos
positivos ha representado una de las limitantes principales para el desarrollo de protocolos diag-
noésticos para el Ad36 basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta situaciéon
pudo observarse en las primeras amplificaciones efectuadas empleando los cebadores descritos
por Pasarica 200822, Estos cebadores fueron disefiados para ser empleados en tejido de ratén,
generando miltiples alineamientos espontaneos en el genoma humano.

En la literatura han sido reportados multiples casos de identificacion potencialmente espuria del
genoma viral en tejidos corporales, los cuales pudieron ser causados por alineamiento de los
cebadores empleados con genoma propio del organismo, o bien, por contaminacién ambiental

6693 | os resultados de la literatura se vuelven especialmente dificiles de comparar cuando en el
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estudio no se lista la secuencia de los cebadores empleados, ya sea por omisién o por estar
protegidos por patentes 2,

La disponibilidad de las secuencias genémicas de diversos adenovirus, incluido el Ad36, y la
secuencia del genoma humano en bases de datos abiertas permitié en este estudio el desarrollo
de una metodologia especifica para la determinacion del genoma de este virus. El empleo de la
metodologia de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) enclavada fue (til para asegurar
la especificidad en la deteccion de la secuencia de interés. El 100% de los cebadores disefiados
consiguieron una amplificacion del tamafio predicho para el genoma del Ad36 mediante el empleo
del control positivo (especificar). Los resultados fueron corroborados mediante la secuenciacion
de los fragmentos amplificados. No se presenté evidencia de amplificacién en presencia de ge-
noma humano en las mismas condiciones en las que se efectud la prueba con el control positivo.
Con respecto a la fase poblacional del estudio, el protocolo de investigacion fue aprobado sin
restricciones por parte de un Comité de Bioética (Universidad Marista de Mérida Yucatan), coin-
cidiendo con que se trata de un procedimiento de riesgo minimo que puede ser efectuado en
condiciones de campo.

En la fase poblacional participaron 72 voluntarios de 3 comunidades del Estado de Yucatan, con
edades comprendidas entre los 18 y los 78 afios de edad, de los cuales 67 (93%) correspondieron
participantes del sexo femenino. El 65.3% de los participantes presento al menos una enfermedad
crénico-degenerativa. El 84.72% de los participantes presentaron obesidad definida por IMC de
acuerdo a los criterios de inclusion. La toma de muestras bioldgicas se realizd sin incidencias,
reportdndose Unicamente dolor leve en el caso de la Biopsia por Aspiracion con Aguja Fina
(BAAF).

La extraccion del material gendmico de las muestras de tejido adiposo se realiz6 de acuerdo al
protocolo descrito en materiales y métodos obteniéndose muestras de ADN gendmico aptas para
su empleo en PCR, verificadas mediante la amplificacién de un gen control positivo para ADN
mamifero (B-actina).
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No se demostro la presencia del genoma del Ad36 en ninguna de las muestras de tejido adiposo
humano. Consideramos que las pruebas realizadas para la demostracién del genoma del Ad36
en tejido adiposo han sido exhaustivas, ya que para las mismas se empleé la metodologia de
PCR enclavada y semienclavada con 7 juegos de cebadores dirigidos contra regiones distribuidas
en distintas partes del genoma del Ad36.

Mediante este enfoque prevenimos la posibilidad de encontrar falsos positivos tal y como pudo
haber ocurrido en otros estudios, en los cuales Unicamente se consigue la amplificacion de un
gen en ausencia de amplificacion de otras partes del genoma viral 8.

Un ejemplo particular de este fenémeno se observa en la investigacion dirigida por Ponterio en
2015, en la cual reporta la demostracién del genoma del Ad36 mediante PCR en el tejido adiposo
de 4 pacientes con obesidad (muestra total de 21 pacientes en el estudio). Sin embargo, en estos
4 participantes Unicamente fue detectable en forma consistente el gen de la proteina fibrosa de
capside viral, detectandose el gen E4AORF1 Unicamente en uno de los participantes. Los autores
de este estudio no ofrecen explicacion respecto a este fenémeno ©2.

La preocupacion respecto al reporte de falsos positivos en diversas publicaciones en las que se
hace referencia a la relacion estadistica entre la presencia del genoma del Ad36 en tejido adiposo,
o0 bien la asociacién de la seropositividad con la presencia de obesidad, ha conllevado a que la
Sociedad Internacional de Endocrinologia en una toma de postura afirme que en caso de confir-
marse la participacion de los virus obesogénicos en la génesis de esta patologia el peso especi-
fico de este factor seria inferior al 3% del riesgo global del individuo 8.

Dado que existe una gran semejanza entre los genomas de los adenovirus del grupo D (masta-
denovirus) y con el objeto de minimizar la posibilidad de reportar un falso positivo a consecuencia
de contaminacién ambiental, se decidié el empleo de multiples parejas de cebadores dirigidos
contra las regiones del genoma viral que presentaban mayor especificidad en la diferenciacion

entre las especies de adenovirus.
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El proceso se realiz6 en 2 pasos (PCR enclavada), la primera amplificacion con el objetivo de
amplificar fragmentos gendmicos de cualquier adenovirus presente en la muestra, en exclusion
de amplificaciones de genoma humano (fase de enriquecimiento), la segunda amplificacion em-
pled cebadores disefiados para amplificar exclusivamente regiones gendmicas del Ad36 (fase de
especificidad). El control positivo del genoma de Ad36 amplific6 adecuadamente en ambas con-
diciones, siendo la identidad viral corroborada mediante la determinacion de la secuencia de nu-
cledtidos de cada una de las amplificaciones. Ninguna de las muestras de ADN procedentes de
los participantes resulto positiva a la presencia del genoma de Adenovirus, bajo ninguna de las
parejas de cebadores evaluadas.

La ausencia del genoma del Ad36 en el tejido adiposo humano en muestra poblacional ya ha sido
reportado previamente en la literatura 645677:9294 | os resultados del presente estudio coinciden
con los reportados por Broderik 20097%,Goossens 2011%, Berger 201474, Sabin 20157 y Zohu
20187 quienes por diferentes metodologias (PCR, SNA) no encontraron una asociacién estadis-
ticamente significativa entre la infeccién (evidencia serologia o presencia de acidos nucleicos) y
el desarrollo de sobrepeso-obesidad.

Consideramos que el tamafio muestral fue apropiado ya que este supera con creces el requeri-
miento minimo previsto por la metodologia para la evaluacién de poblacién libre de enferme-

dad(n=32), calculado en base a una prevalencia estimada segun literatura del 15%

La aparente discrepancia entre la elevada seroprevalencia del Ad36 en reportada en diversos
estudios y la falta de resultados en los estudios que analizan la presencia del genoma viral en
tejido adiposo es un tema actualmente en controversia en la literatura 8366,

Tal como informa Goossens en 2012 existe una paradoja entre la aparente distribucion cosmo-
polita del Ad36 evaluada mediante serologia y el limitado nimero de detecciones de este pato-
geno salvo por serologia desde su descubrimiento en 1978%¢. Mas aun, en Europa en un estudio
colaborativo llevado a cabo en 1999 por los Paises Bajos y Reino Unido, se identificaron por
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métodos moleculares 2484 aislados clinicos de adenovirus, pudiéndose identificar todas las se-
rovariedades conocidas hasta el momento salvo los serotipos 24, 30 y 36%. En este estudio se
demuestra la presencia en aislados clinicos de una serovariedad de Mastadenovirus, el adenovi-
rus 47, mismo que presenta una secuencia de nucleétidos practicamente idéntica al Ad36, es
posible que el virus detectado en la mayor parte de los estudios seroldgicos corresponda a la
respuesta inmunoldgica al adenovirus 47 o al adenovirus 20, con el que se ha determinado la

presencia de reacciones de seroinhibitorias cruzadas %%,

Una hipétesis alterna que permite explicar esta discrepancia consiste en que, si bien la seroposi-
tividad ante el Ad36 presenta una asociacion estadisticamente significativa con la presencia de
sobrepeso y obesidad, es posible que esta relaciéon no sea del tipo causal, sino que ambas con-

diciones se encuentren determinadas por uno o mas factores externos.

El factor externo que mas probablemente se encuentre implicado en esta relacion corresponde
al estilo de vida de la poblacién, en particular, estatus socioeconémico. La Sociedad Endocrino-
l6gica Internacional, en un comunicado en 20178 refiere que el estilo de vida de la poblacion
explica un 70% del riesgo para el desarrollo del sobrepeso y la obesidad, siendo un 30% del
riesgo explicado por otros factores, mayoritariamente por la herencia. Dentro de los factores que
influyen en el estilo de vida de la poblacion destacan los elementos del ambito socioeconémico,
ya que estos determinan en gran medida las capacidades de una persona para acceder a servi-
cios médicos, dietas saludables, oportunidades de recreacién y actividad fisica, etc.

Debido al desarrollo de alimentos industrializados actualmente es posible adquirir alimentos ul-
traprocesados con un elevado contenido caldrico a precios inferiores al de alimentos frescos mi-
nimamente procesados. La correlacién entre un menor nivel socioeconémico y educativo, con el

consumo de alimentos ultraprocesados ha sido establecida en la literatura °.
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Adicionalmente se ha demostrado que las personas en condiciones de vulnerabilidad econémica
presentan un riesgo incrementado para el contagio y desarrollo de enfermedades infecciosas, en
particular de enfermedades respiratorias. Se ha demostrado que el contagio del adenovirus se ve
ampliamente favorecido por condiciones de hacinamiento y limitacion en los servicios sanitarios
99‘100_

Se ha demostrado que personas en condiciones de desfavorecimiento econémico tienden a tener
prevalencias mas elevadas de obesidad que pares en condiciones econdémicas mas favorables
101102 Fn México, la prevalencia de obesidad en nifios en edad escolar apoyados con programas
gubernamentales de alimentacién se incrementé en 97% entre 2012 y 2018, mientras que en
adolescentes en ausencia de programas de apoyo para la alimentacion la prevalencia de obesi-
dad se incrementd en 60% en el mismo periodo 1%,

Esta hipétesis coincide con lo descrito por Broderik en 2009, al analizar la seroprevalencia de
anticuerpos antiAd36 en personal militar en Estados Unidos se document6 una asociacién esta-
disticamente significativa entre la seropositividad al Ad36 y la raza del participante, pero no fue
posible determinar una asociacion con la presencia de obesidad. Individuos de razas negra, his-
pana y asiatica presentaron una Odds Ratio superior al de individuos de raza caucasica para la
seroprevalencia al Ad36 (OR 2.65, 1.89, 2.01 respectivamente)’. Vale la pena mencionar que en
Estados Unidos se ha establecido que un estatus socioecondémico bajo es uno de los principales
factores que influencian a un individuo a integrarse a los servicios militares %1%, a la vez que se
ha determinado que la poblacion negra e hispana representa un grupo socioeconémicamente
vulnerable al compararlo con la poblacién de ascendencia anglosajona 7.

Con respecto a los niveles séricos de Proteina C Reactiva, el 79% de los participantes del estudio
presentaron niveles superiores al punto de corte considerado como deseable por la Asociacion
Americana de Cardiologia (3.0 mg/l, American Heart Asociation, AHA) %1, Lo anterior pudo de-
berse a la elevada prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas en los participantes del
estudio, asi como a la elevada prevalencia de obesidad en la muestra (reconocida como una
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enfermedad inflamatoria de bajo grado). No se encontré una diferencia estadisticamente signifi-
cativa en las concentraciones de Proteina C Reactiva en funcién del sexo del participante. Al no
presentarse ningun caso positivo de Ad36 entre los participantes de la muestra no resulté posible
la comparacion entre los niveles séricos de Proteina C Reactiva entre los participantes con infec-
cion persistente respecto a los controles sanos.

Con respecto a la determinacion de los niveles séricos de leptina, En nuestra muestra 2 de 5
participantes masculinos y 14 de 67 participantes femeninas se ubicaron por encima del punto de
corte propuesto de 3.6 ng/mL para varones adultos y de 11 ng/mL para mujeres adultas. Estos
puntos de corte se basan en los estudios realizados por Esteghamati en 2011 en Iran, en donde
determiné que un punto de corte de 3.6 ng/mL en varones presentan un valor predictivo positivo
(VPP) del 56.5% y Valor Predictivo Negativo (VPN) del 72.7% para el sindrome metabdlico, en el
caso de las mujeres un punto de corte de 11 ng/mL ofrece un VPP del 53.8% y un VPN del 73%
para el sindrome metabdlico .

Existen dificultades para establecer puntos de corte precisos para los niveles normales de leptina
en poblaciones humanas, debido a la amplia variacion que esta presenta debido a factores here-
ditarios, del sexo del participante, su edad, su grado de adiposidad, su estado hormonal y de la
region geografica de donde proceda la muestra, siendo 1.01-80.8 ng/mL el rango encontrado en
la mayor parte de los estudios *. Se debe hacer énfasis en que los niveles de leptina se ven
ampliamente influenciados por el estado hormonal del participante, sufriendo estos cambios sig-
nificativos durante la pubertad, la menopausia y diversas enfermedades %1%,

Gran parte de los participantes del presente estudio corresponden a pacientes con patologias
cronicas, algunos de ellos pacientes femeninos que se encuentran en menopausia, por lo cual
los resultados obtenidos pueden diferir de los esperados para adultos jovenes sanos. Al no pre-
sentarse ningun caso positivo de Ad36 entre los participantes de la muestra no resulto posible la
comparacion entre los niveles séricos de los niveles séricos de leptina entre los participantes con
infeccion persistente respecto a los controles [sanos|
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

La metodologia por Biopsia por Aspiracion con Aguja Fina (BAAF) constituye un método
sencillo, rapido y seguro para obtener muestras de tejido adiposo en condiciones de
campo.

Por puncién es posible obtener entre 20 y 60 mg de tejido adiposo, cantidad adecuada
para la extraccién de material gendmico de buena calidad, para su subsecuente empleo
en técnicas de biologia molecular.

La metodologia de PCR enclavada es un método reproducible, econémico y fiable para
determinar en forma especifica la presencia del genoma del Ad36, combinado con la me-
todologia de la Biopsia por Aspiracion con Aguja Fina proporcionan una metodologia que
permite la investigacién de infeccién persistente por Ad36 en tejido adiposo a escala po-
blacional.

No se encontré evidencia del genoma del Ad36 en el tejido adiposo de participantes pro-
cedentes de 3 comunidades del Estado de Yucatan con elevada prevalencia de Sobre-
peso-Obesidad (72 participantes).

Dado que el tamafio de muestra excedio el estimado con base en la metodologia para la
determinacion de poblacion libre de enfermedad se acepta que el Adenovirus 36 no se
encontraba presente en las poblaciones evaluadas al momento del lestudio

El 79% de los participantes en el presente estudio presentaron concentraciones séricas
de Proteina C Reactiva superiores a los niveles recomendados por la Asociacion Ameri-
cana de Cardiologia (AHA, 3 mg/l) ubicandose en niveles correspondientes a un riesgo

cardiovascular incrementado. En relacion a los niveles séricos de Leptina se encontré una
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media de 4.85 ng/mL en los participantes del sexo masculino respecto a 7.46 ng/mL
(x11.23 ng/mL) en participantes del sexo femenino. Al no disponer de participantes posi-
tivos al AD36 no fue posible el comparar las diferencias en los niveles de Leptina y Pro-
teina C Reactiva respecto a participantes de la misma edad y sexo sin presencia del ge-
noma viral.

Debido a la fisiopatologia multifactorial de la obesidad, a los reportes ubicuos de anticuer-
pos neutralizantes contra el Adenovirus 36 presentes en la literatura y la escasez de re-

portes en los que este se aislé en forma [satisfactoria 77, se deberan tomar en cuenta po-

sibilidades alternas que expliquen este fenémeno, en particular que la seroprevalencia de Comentado [S14R13]: Hace referencia a que el adenovirus 36
no ha sido aislado nuevamente desde su descubrimiento inicial en
los afios 80, sin embargo se reporta con gran frecuencia un virus con
un genoma practicamente idéntico que es el ad47, incluyo refrencia

anticuerpos neutralizantes y la presencia de obesidad tengan como vinculo comun las

variables socioculturales en las que se desenvuelve el individuo.
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8.1 PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Si bien en la presente investigacion no se detectd la presencia del genoma del Adenovirus 36 en
el tejido adiposo de los participantes del estudio, no resulta posible el descartar que diversas
enfermedades infecciosas influyan en el desarrollo del sobrepeso y la obesidad en el Estado de
Yucatén.

Como direcciones futuras de investigacion se recomienda valorar otros mecanismos que pudie-
sen explicar la asociacion observada entre la seroprevalencia de anticuerpos contra el Adenovirus
36 y la presencia de obesidad. En particular se considera relevante el estudiar las interacciones
que existen entre los determinantes socioeconémicos y la presencia de inmunidad en contra del
Adenovirus 36.

La presente investigacion provee de una metodologia sencilla para la determinacion de la pre-
sencia del genoma del Adenovirus 36 en tejido adiposo humano a escala poblacional. Empleando
esta metodologia es posible plantear un estudio a escala poblacional que contraste la seropreva-
lencia de anticuerpos anti-Ad36 respecto a la presencia de infeccion persistente en tejido adiposo
determinado por medio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Otra vertiente de investigacion posible consistiria en la realizacion de un seguimiento serolégico
de anticuerpos anti-Ad36 en participantes con distinto nivel socioeconémico. Ya se ha descrito
en la literatura que la prevalencia de inmunidad al Adenovirus 36 se incrementa en funcién de la
edad de los individuos estudiados 7, un estudio de cohorte permitiria conocer la forma en la cual
varia la prevalencia de anticuerpos en la poblacién en funcion del estatus socioeconémico, apor-

tando los datos requeridos para aceptar o rechazar la hipétesis antes planteada.

Como limitantes del presente estudio se debe tomar en cuenta las caracteristicas de la muestra.
Esta fue seleccionada para maximizar la probabilidad de encontrar el genoma del Adenovirus 36
en tejido adiposo humano. Debido a que se ha referido en la literatura que el Adenovirus 36
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favorece un incremento en la adiposidad del individuo, se procuré realizar el muestreo en indivi-
duos procedentes de comunidades con una elevada prevalencia de sobrepeso y obesidad.

El tamafio muestral fue seleccionado de acuerdo a una metodologia para la determinacion de
poblacion libre de enfermedad, con el objetivo de demostrar la presencia o ausencia del genoma
del Adenovirus en la comunidad de interés. La muestra no fue disefiada para ser representativa
de la poblacion yucateca en su totalidad, lo cual afiadido a que numerosos participantes presen-
taban una o méas enfermedades crénico-degenerativas en tratamiento, genera que los resultados
antropométricos de la muestra difieran significativamente de la poblacion yucateca en su con-
junto.

En la presente investigacion Gnicamente se evalué la presencia del genoma del Adenovirus 36
en el tejido adiposo de los participantes, desconociéndose si poseen 0 no anticuerpos neutrali-
zantes en contra de este virus. Seria de interés el conocer la seroprevalencia del Adenovirus 36
en el Estado de Yucatan, asi como determinar si en el Estado se presenta la asociacién entre el
sobrepeso y la presencia de anticuerpos neutralizantes como se encuentra descrito en otras re-

giones del mundo.
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ANEXO Il

FIGURAS COMPLEMENTARIAS

sample size
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Figura 5-1 — Grafica complementaria para ilustrar el célculo del tamafio muestral segin la metodologia de

poblacién libre de enfermedad segun Martin et al”®7%, Para una enfermedad con una prevalencia estimada

del 15% se requieren 32 individuos negativos, sin casos positivos, para poseer un 99% de certeza que la
enfermedad no se encuentra presente es esa poblacion.

CURVA DE CALIBRACION PROTEINA C
REACTIVA

0.02 0.04 0.06 0.1
CONCENTRACION PROTEINA C REACTIVA MG/LT

proteina c reactiva

Lineal (proteina c rea

Figura 6-6.1- Curva de calibracién para la determinacion de Proteina C Reactiva Sérica mediante ensayo
ELISA. Kit marca DRG, lector marca PKL
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Figura 6.6.2- Curva de calibracién para la determinacién de leptina sérica mediante ensayo ELISA. Kit
marca DRG, lector marca PKL
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ANEXO Il

TABLAS DE APOYO COMPLEMENTARIO A MATERIA-
LES Y METODOS

Tabla 1-1: Comparacion de los criterios diagnoésticos para el diagnéstico de sindrome metabdlico segun

las guias Adult Treatment Panel Il (ATP 1lI), la Asociacién Americana De Cardiologia (AHA),

Federacion Internacional De La Diabetes (IDF).

y la

Factor de riesgo

NCEP ATPIIl (2001)5

AHA 2005°

IDF (2006)*

Sindrome metabdlico si
se presentan tres o mas

de los siguientes

Sindrome metabdlico si
se presentan tres o mas

de los siguientes

Obesidad abdominal en
adicién a dos de los si-

guientes:

Perimetro abdominal

(hombres)

>102 cm

>102 cm

Perimetro abdominal

(mujeres)

>88cm

>88 cm

Tablas de acuerdo a

origen étnico

Hipertension

Ta >130/85 mmHg o
medicacién antihiper-

tensiva

Ta >130/85 mmHg o
medicacién antihiper-

tensiva

Ta >130/85 mmHg o
medicacién antihiper-

tensiva

Triglicéridos

>150 mg/dl o medica-

cion

>150 mg/dl o medica-

cién

>150 mg/dl o medica-

cién

Colesterol de alta den-

sidad (HDL)

Hombres:<40 mg/dI
Mujeres:<50 mg/dI
O medicacioén en am-

bos casos

Hombres:<40 mg/dI
Mujeres:<50 mg/dI
O medicacion en am-

bos casos

Hombres:<40 mg/dI
Mujeres:<50 mg/dI
O medicacion en am-

bos casos

Glucosa sérica en ayu-

nas

<110 mg/dl o medica-

cion

>100 mg/dl o medica-

cién

>100 mg/dl o medica-

cién

105



Tabla 2-1.- Comparacion de los resultados de algunos de los estudios realizados acerca de la prevalencia

del Adenovirus 36 en poblaciones humanas (adaptado de Ponteiro 2015°%-

HDL, glucosa

Referencia* Pais Variables IMC Participantes Prevalencia
30% en obesos y
Atkinson Obesidad, IMC, TG, 360 adultos obesos
EU >30 11 % en no obe-
(2005) CT y 142 no obesos
s0s
65% en obesos,
Obesidad, IMC, TG, 68 adultos obesos y
Trovato (2009) Italia >30 33% en no obe-
CT, LDL, HDL, SBP 142 no obesos
sos
Atkinson 83 nifios con sobre- | 30% de los parti-
Corea CT, PA, SBP, glucosa Na
(2010) peso u obesidad cipantes
146 adultos obesos, 34% en obesos,
Broderick
EU Obesidad 229 | 147 adultos no obe- 39% en no obe-
(2010)
s0s s0s
67 nifios con obesi-
Gabbert Obeso 22%, no
Eu Obesidad, IMC, PA dad, 57 nifos sin
(2010) 225 obeso 7%
obesidad
Obesidad, IMC, CT,
Corea IMC= 259 niflos obesos, Obesos 29%, no
Na (2010) TG, PA, LDL, HDL,
del sur 30 59 nifios no obesos obeso 14%
SBP, glucosa
32% con higado
65 adultos con hi- graso, y 46% sin
IMC, TG, CT, LDL, gado graso no al- higado graso
Trovato (2010) Italia Na

cohdlico, 114 adul-

tos sin higado graso
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Participantes de los

estudios heritage

Heritage =13%

Insulina en ayuno, glu- Pbrc= 18%
Krishnapuram (n=671), pbrc
EU cosa en ayuno, sensi- Na Met =22%
(2011) (n=206) , met(n=45),
bilidad a la insulina Viva la familia
viva la fami-
7.1%
lia(n=585)
136 adultos obesos,
Goossens 281 adultos no obe- 5.5% de preva-
Noruega Obesidad, IMC Na
(2011) s0s, 92 adultos con lencia global
IMC desconocido
180 adultos obesos
Obesidad, IMC, TG, Obesos 30%, no
Na (2012) Corea 225 y 360 adultos no
CT, PA, HDL, glucosa obesos 36%
obesos
62 adultos con hi-
IMC, TG, CT, LDL, 40% de prevalen-
Trovato (2012) Italia Na gado /graso no al-
HDL, glucosa cia
coholico
424 nifios, 1522 7% en 1992-
Obesidad, IMC, TG,
Almgren adultos no diabéti- 1998,
Suiza CT, LDL, HDL, glu- 235
(2012) cos, 89 donadores 15%-20% 2002-
cosa
de sangre anénimos 2009
26.5% de preva-
1179 adolescentes lencia global
IMC, PA, masa grasa,
(85 con infrapeso, 22.3% infrapeso,
Aldhoon- hai- Rep. TA, TC, CT, glucosa,
Na 506 peso normal, 21.5% peso nor-
nerova checa insulina, enzimas he-

péticas, adiponectina

160 con sobrepeso,

428 obesos)

mal, 40% sobre-
peso, 28% obesi-

dad
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me-

Vander wal IMC, CT, HDL, LDL, dio 73 participantes ( 23.3% de preva-
Eu
(2013) TG 33.7 edad 10-17 afios) lencia
7
14.5% positivos
Edad, sexo, IMC, me-
que presentaron
grasa corporal, glu- dio
Lin (2013) México 1400 adultos mayor adiposidad
cosa en ayuno, insu- 29.1
que seronegati-
lina en ayuno 5
VOs.
52% en partici-
pantes con adi-
Grasa corporal por ab- | 21< 115 mujeres con
posidad normal
Laing (2013) EU sorcién dual de rayos IMC edad entre 18y 19
64% en sujetos
X <24 afios
con elevada adi-
posidad
me-
Vander wal dio 73 sujetos con edad | 23.3% de preva-
Eu CT, HDL, LDL, TG
(2013) 37.7 entre 10 y 17 afios lencia
7
41.4% en normo-
LDL, HDL, TG, insu- 75 nifios con normo-
Parra-Rojas peso
México lina, glucosa en ayu- Na peso, 82 nifios con
(2013) 58.6% en obesi-
nas obesidad
dad
TNF-A, IL-, VEGF, 291 nifios con edad | 42% de prevalen-
Berger (2014) EU Na
MCP-1, grasa corporal entre 9y 13 afios cia
20z<I
Estados 500 participantes 20.8% prevalen-
Voss (2014) Na MC =
unidos (18-22 afios) cia
30
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27.1% en nifios

obesos y 6% en

Karamese TG, CT, LDL, TNF-A, 146 niflos y 130 no obesos.
Turquia Na
(2015) il-6, leptina adultos 17.5% en adul-
tos obesos y 4%
en no obesos.
49 adultos obesos y
Prevalencia del
Ergin (2015)%2 | Turquia IMC = 30 Na 49 adultos no obe-
122 %
sos
12.7% en partici-
71 niflos con obesi- pantes obesos,
Kocazeybek Seroprevalencia por
Turquia Na dad por IMC, 62 ni- 1.6% en partici-
(2017)09 ELISA
filos no obesos pantes no obesos
(1 participante).
Prevalencia del
Estudio en 41 ado- | 43.9% en partici-
Tosh Estados Seroprevalencia por lescentes con obesi- | pantes con obesi-
NA
(2017)10 Unidos ELISA dad, 37 sujetos en dad, 21.6% en
normopeso. partiipantes con
normopeso.
Prevalencia del
40 participantes en-
32% en partici-
tre 10 y 16 afios. 12
LaVoy Estado Seroprevalencia por pantes obesos,
NA participantes con
(2018)11t Unidos ELISA 25% participantes

obesidad, 28 en nor-

mopeso.

en normopeso
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Sapunar

(2019)%

Chile
ELISA

Seroprevalencia por

NA

99 adultos en nor-
mopeso, 151 adul-

tos con obesidad.

Seroprevalencia
de 58% en adul-
tos obesos, 34%

€n normopeso.

IMC: indice de masa corporal, TG: triglicéridos séricos; CT: colesterol total, LDL lipoproteinas de baja den-

sidad, HDL: lipoproteinas de alta densidad, SBP: presion arterial sistélica, PA: perimetro abdominal, TNF-

a: factor de necrosis tumoral a, II-6: interleucina 6, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, MCP-

1: proteina quimiotactica de monocitos tipo 1, ELISA; ensayo de inmunoadsorciéon acoplada a enzima.

TABLA 5-1.- Composicién del buffer de lisis tisular Para la lisis tisular se emple6 el buffer de lisis para

cola de raton (MIT, USA), con las siguientes condiciones:

Componente Concentracion final Marca
TRIS HCL 10 mm Sigma-Aldritch
EDTA 10 mm, pH 8 Sigma-Aldritch
NACL 100 mm Merck
SDS 0.5% wiv Sigma-Aldritch
Proteinasa k*
*se afiade después o
de homogenizacion 20 mg/mL Thermo scientific
inicial

El pH final se ajust6 a 7.5
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Tabla 5-2 — Reactivos empleados para la realizacién de una Reaccién en Cadena de la Polimerasa em-
pleando como enzima Taq Polimerasa marca Invitrogen

Componente (en orden de adicion). Cantidad por reaccién de 25 pL
Agua- grado biologia molecular Cantidad necesaria para comple-
tar volumen (pL)
Buffer para Highfidelity para taq polime- 25
rasa 10x.
MgCl,25 mM 2.5
dNTP 10 pm de cada uno 0.4
Cebador forward 10uM 1
Cebador reverse 10 uM 1
Muestra de ADN genémico 1
Tag Polimersa (500 ui/mL) 0.2

Tabla 5-3.- Condiciones del termociclador empleadas para la amplificacion del gen de 3-actina humana por
medio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Accion Temperatura Tiempo
Precalentamiento de la 105°C Todo el proceso
tapa
Desnaturalizacién inicial 94°C 1 ciclo de 3 minutos
40 ciclos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 55°C 30 Segundos
Extensién 72°C 1.5 minutos
Extensién final 72°C 10 min
Mantenimiento 4°C Indefinido
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Tabla 5-4 — Reactivos empleados para efectuar una Reaccién en Cadena de la Polimerasa empleando la
enzima Phusion High-Fidelity de acuerdo a las condiciones del fabricante.

Componente (en orden de adicidn).

Cantidad por reaccion de 20

uL

Agua- grado biologia molecular

Cantidad necesaria para comple-

tar volumen (pL)

Buffer para polimerasa Phusion 5x. 4
Incluye MgCl; para concentracion final 1.5
mM
dNTP 10uM de cada uno 1
Cebador forward 10 pM 1
Cebador reverse 10 uM 1
ADN genémico Menos de 250 ng
Polimerasa Phusion 0.2

La mezcla de los componentes se realizé sobre hielo, en un ambiente libre de contaminantes ambientales.

Las puntas para la micropipeta y los tubos de reaccién de 200 pL fueron esterilizados previamente por
autoclavado (120°C 2 atm, 20 min). La campana de flujo laminar vertical (clase 1) fue descontaminada
mediante la aplicacion de hipoclorito de sodio comercial (2% v/v) y etanol al 70% en toda la superficie.

Después la campana es descontaminada mediante UV de banda estrecha por 30 min. Las micropipetas

fueron descontaminadas superficialmente mediante hipoclorito 2% v/v y etanol 70%.
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Tabla 5-5 .- Condiciones de amplificacion por medio de PCR gradiente evaluando los cebadores descritos

por Pasarica 2008.

Accion Temperatura Tiempo
(°C)
Precalentamiento de la tapa 105 Todo el proceso
Desnaturalizacién inicial 98° 1 ciclo de 30s
Desnaturalizacién 98° 35 ciclos de 10s

Hibridacién Gradiente 45°, 35 ciclos de 15s
49.8,54.6,59.4,6
4.2,69
Extension 72 35 ciclos de 30s
Extensién final 72 10 min
Mantenimiento 4 Indefinido

Tabla 5-6 .- Secuencia de los cebadores disefiados para la determinacion especifica del genoma del Ade-
novirus 36 por medio de PCR enclavada. Los cebadores externos tienen como finalidad amplificar cualquier
adenovirus presente en la muestra, en exclusién de alineamientos inespecificos con genoma humano (fase
de enriguecimiento), posteriormente se emplearon los cebadores internos que tienen como finalidad am-
plificar selectivamente fragmentos del genoma del Adenovirus 36 en exclusién de otros adenovirus empa-
rentados. Por cada pareja de cebadores se especifica la posicion inicial y final de amplificacién, contada
en pares de bases desde el extremo 5" del genoma del Adenovirus 36.

Tér- Ali Especi-
Cebador Fw Rv AE Inicio . )
min n fico
1 Gcecegcegatgctttttag- Ctccgggagtactggaa- 54.
gcoatg 9 gggagiactog 980 5978 6938 Humano
Externo gag gga 1
Gtcaagcttggtggcaa- Ccac- 53. | Adenovi-
Interno gctiogta 545 6037 6562
agg ctacatcggcatcctc 9 rus
2 Agtcctcggcecactaca- Acaacgcggaa- 52.
9 9 9c99 879 | 34001 | 34860 Humano
Externo gat gtgttttcg 9
Gagctccataat- 53. | Adenovi-
Interno Ggtagtcagtcgctgetgtt | 682 | 34076 | 34738
tagccccca 6 rus
3 Agacgtagtcgttgca- 53.
Gttttcggccgctttcaagt 520 9929 10429 Humano
Externo gotg 5

113



Tggtagccgtaga- Gggagtgccaatac- 53. | Adenovi-
Interno gglageediag 99499 300 | 10057 | 10057
ggtagcg cacgtta 8 rus
4 Gctgata- Cctgacgaaac- 53.
1184 | 22608 | 23772 Humano
Externo ctttcggegcttg cgtgtctga 7
Gacttaaccacc- Adenovi-
Interno Gatggcctcgatgtgggg 747 | 22808 | 23537
cacgagca rus
5 Agca- Ctcctaaaaagcatcgcg
985 5013 5978 54 Humano
Externo gacttcctcgtttcgg gc
Atgagctcgtagtt- Atcaa- 53. | Adenovi-
Interno 323 5255 5558
gagggce gtccgtctacgggga 6 rus
6 (SE) Ctcctecca- 51.
Actgtgaccttggactgtga 30852 | 32338 Humano
externo gctctggtact 1506 8
6 (SE) in- Ctcctccca- Accatggccagctt- 52. | Adenovi-
456 | 30852 | 31287
terno gctctggtact taattcc 3 rus
7
Cagcacagatccgga- 48.
(SE) Actgtgaccttggactgtga | 514 | 31844 | 32338 Adenovrus
int taaaa 7
interno

Simbologia Fw: cebador forward; rv: cebador reverse. SE: semienclavado AE: tamafio esperado de la

amplificacién (en pares de bases). Alin: temperatura de alineamiento predicha (Taq polimerasa)

Tabla 5-7.- Condiciones de amplificacién por medio de PCR enclavada para los cebadores para Adenovirus
36. Empleando Tag polimerasa.

Accion Temperatura Tiempo
Precalentamiento de la 105°C Todo el proceso
tapa
Desnaturalizacion inicial 94°C 1 ciclo de 3 minutos
40 ciclos 94°C 30 segundos
Desnaturalizacion De acuerdo al cebador 1 minuto
Alineamiento 72°C 1.5 minutos
Extension
Extension final 72°C 10 min
Mantenimiento 4°C Indefinido
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Tabla 6-1.- Comparacion entre el resultado de las secuencias de los fragmentos amplificados del genoma

del Adenovirus 36 empleando los cebadores descritos en TABLA 6-6 y control positivo. Alineamiento reali-

zado en el programa informatico MUSCLE respecto al genoma de referencia del Adenovirus 36 presente

en GeneBank (GQ384080.1) y comparando los resultados con el genoma de referencia mediante BLAST.

Notese el porcentaje de identidad para el Adenovirus 36 (99.44%), a la vez que un valor de E tendiente a

0

Alineamiento Global

Human aden

Human adenovirus 36 from USA, complete genome
Sequence D: GQ384080.1 Length: 35152 Number of Matches: 5

Human aden

Max Total Query E Per.
Score | Score | Cover value Ident

974 3325 99% 0.0 99.44%
941 3000 98% 0.0 98.32%
891 2993 97% 0.0 96.64%

880 3004 98% 0.0 96.26%

869 2023 97% 0.0 95.89%

Cebador 1 Range 1: 6072 to 6532 GenBank Graphics ¥ Next Match

Accession

Q0384080.1

JN226757 1

MF416150.1

KF268211.1

JN162671.1

Score

773 bits(418)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 444/461(96%) 4/461(0%) Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

19
6872
75
6132
135
6192
135
6252
255
6312
315
6372
375
6432
435
6492

TGGAT-G-AGCTTSGMGAT -GATC -KATGEYCTGATTTTTGYGACGGTCGGGGLGLTCLT
PUCLE L LEEE DT L L TR L LT

TGGATAGAAGCTTGGCGATGGATCTCATGGTCTGATTTTTGTCACGGTCGGCGCGCTCCT

TEGCCGLGATGTKTARC TGGACATACTCGCGCGCGACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGG
PULLELLCLLEE L EEEE L L LT LT

TGGCCGCGATGTTTAGCTGGACATACTCGCGCGCGACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGG

TEGETGCECTCGTCGEECACGATCCTEACGCGCCAGCCGCGGTTATGCAGGGTGACCAGGT
ITHHIIIHHHIHIHIIH\IHHIIHIIH\IHIHIHIIIHIHIHI

GGTGCGCTCGTCGGGECACGATCCTGACGCGCCAGCCGCGGTTATGCAGGGTGACCAGGT

CCACGCTGETGECCACC TCGCCGCGCAGGEGCTCETTGGETCCAGCAGAGTCTGLCGCCLT
LULLELLCLELL L EEEE L LT EL LT

CCACGCTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCETTGGTCCAGCAGAGTCTGCCGLCCT

TGCGCGAGCAGAACGEGGGCAGCACATCAAGCAGATGCTCGTCAGGGGEGTCCGLATCGA
Iré\HIIIHHHIHIHIIH\IHHIIHIIH\IHIHIHIIIHIHIHI

CGCGAGCAGAACGGGGGCAGCACATCAAGCAGATGCTCGTCAGGGGGGTCCGCATCGA

TEGTGAAGATGCCCGEACAGAGTTCCTTGTCAAMATAATCGATTTTTGAGGATGCATCAT
ITHHIIIHHHIHIHIIH\IHHIIHIIH\IHIHIHIIIHIHIHI

GGTGAAGATGCCCGGACAGAGTTCCTTGTCAARATAATCGATTTTTGAGGATGCATCAT
AAGGCCATCTGCCACTCGCGGGCGGMCAGMGCTCGCTCGTAGGGGTTGAGGGGLGGAC

[dd
wHIIHHIHIHIHIHHII LLLLLLLCLEEEL L TLE T

AAGGCCATCTGCCACTCGCGEECGECCAGCGLTCECTCGTAGGEGT TGAGGGECGGAC

CCCARGGCATGGGATGCGTGAGGGCGGAGGCGWACATGCCG 475
PULE DL ELLLE LT LT

CCCAGGGCATGGGATGCGTGAGGGCGGAGGCGTACATGCCG 6532

74
6131
134
6191
194
6251
254
6311
314
6371
374
6431
434
6491

115



Cebador 2 e T T AT T Ty
e a or Gnsuh 1350 YWCLLCCCCECCCECCCEECYCLCEVCLIVCCYEYC-LCYC-CeVE  T38S
S i i .
Gnsuh  TSeE VEVEEEYVEYC VY LEYYYVLLICLICCYCCYEEYVLLICYCVICCCLLICYVYECLICICEVEE  T3T3
S T T T ST eSS Ty >
Gnsth TS  ELVECCYLVECECLVEYCCCeELIEYYeLCY.CLLCCYCCCeevecCIcILIeVCYICie 1523
2plcs 3T6M  LLCEWYLCCYLC L LVLICICVLIICCECCC  3TOTN
PECCCCTEE TR L LT ECELCE T LT LT TP ET T
Gnsth TT46  LIGEWYLCCYLC I Ivllclevllccecec TT3d
.
GneLh  Te89  CCCYLLEECEYLECCEY.LCEYLCYECCYELlLCYELCYCYeRYCCCCvYeeeeecyyell TT33
e S TS o s o
Gnevh  TES6  YCICWELLLICCYeYClELlelICIVCYeleHEICCCCCLCCCCCLIeYRIEYEYCIL 10D
T h ST TSI pso e
Gnsuh  3eT VLCVLVVEVIVECLICCY-LLICLICLICYLLICCYWCLICCYVEECLECCLLIVEYVLICCYC T8Ta
ISERTEEED o0 332\402(234¢) 31402(03°) BT\ WIUN2
ecoLs Exbect 1qsuaa6e caba ensug
9ud6 ¥ 30825 [0 37520 TEUBTIR TEOPR A VIEXE WSECH W BLEAIONZ WIECH ¥ EILZE W9FCH
Cebador 3 Range 2: 9974 to 10295 GenBank Graphics ¥ lext Match A Previous Match & First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
571 bits(309) 1e-162 316/322(98%) 0/322(0%) Plus/Plus
e T T T
Sbjct 9974 GGAAGTGCGGCGECGECTGECEGTAGAGCGGCCAGCGLTGEGTGGCCGECGLGCCCGEEE 18033
e T
Sbjct 18034 CCAGGTCCTCGAGCATGAGGCGGTGGTAGCCGTAGAGGTAGCGGGACATCCAGGTGATGC 18893
.
Sbjct 18094 CGGCGGECGGTGGTGEAGGCGLGCGEEAACTCGCGGACGCGETTCCAGATGTTGCGCAGCG 18153
e T TR
Sbjct 19154 GCAGGAAATAATCCATGGTCGGCACGGTCTGGECCGETGAGACGCGCGCAGTCATTGACGC 10213
e T
Sbjct 10214 TCTAGAGGCAARAACGAAAGCGGTTGAGCGGGCTCTTCCTCCGTAGCCTGGCGGAACGCA 10273
Query 775 AACGGGTTAGGCCGCGTGTGTA 796
FLLLLLLL UL
Sbjct 18274 AACGGGTTAGGCCGCGTGTGTA 18295
Cebador 4 Range 3: 22754 to 22017 Gensank Graphics ¥ Next Match A Previous Match ik First Match

Expect Identities Strand

Score Gaps
292 bits(158) 9e-79 161/164(98%) 0/164(0%) Plus/Plus

Query 797

ATTGTTTCCTAGGGGAAGATGGAGGAGC AGCCGCGTAAGC AGBAGCAGGAGGAGGACTTA
FLLCLLEECE LT EE LT ELE L LT

Sbhjct 22754 ATTGTTTCCTAGGGGAAGATGGAGGAGCAGCCGCGTAAGCAGGAGCAGGAGGAGGACTTA

Query 857

ACCACCCACGAGCANCCCAAAATCGAGCAGGACCTGEECTTCEAASAGCCGECTCGYCTA
FECCLEECE LD FEEEEE LR EE L TELETTELEL T

Shjct 22814 ACCACCCACGAGCAACCCAAAATCGAGCAGGACCTGGGCTTCGAAGAGCCGGCTCGTCTA

Query 917

GAACCCCCACAGGATGAACAGGAGCACGAGCAAGACGCAGGCCA 960
PEECLLELEE L ELEEL L L LT

Sbjct 22874 GAACCCCCACAGGATGAACAGGAGCACGAGCAAGACGCAGGCCA 22917

856
22813
916
22873
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Cebador 6

Range 5: 34057 to 34591 GenBank Graphics

A Previous Match g First Match

Score

974 bits(527)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbhjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict

Expect Identities Gaps Strand
0.0 532/535(99%) 0/535(0%) Plus/Plus

1351
34057
1411
34117
1471
34177
1531
34237
1591
34297
1651
34357
1711
34417
1771
34477
1831
34537

AGAGTGAGGGAGTATCTTAGAGCTCCATAATTAGCCCCCAAAAACTGCAAGCTGGAATAA

LELLEELLEELL L LR L LEL L P LT TITLETTL T
AGCGTGAGGGAGTATCTTAGAGCTCCATAATTAGCCCCCAAAAACTGCATGCTGGAATAA

GCTCTCTTTGTETCACCGGTGATTCCTTCCAAGAGGTGAGTGATARAGLGAGGTAGGTGL

CLLLELLE L L L L L L LTI L]
GCTCTCTTTGTGTCACCGGTGATTCCTTCCAAGAGGTGAGTGATAAAGCGAGGTAGGTGE

TTTAATCATAGCAGT. CCTCTAAATAAGTCACTAGGGCCCCAGGGA

TC AATGGAARAGTCCTC cc
IHIHIIIHIIIHHIHHIIHIIIHHHIHIIIHIIHHHIHIIIH
TCTTTAATCATAGCAGTAATG TCCTCTAAATAAGTCACTAGEGCCCCAGEEACT

ACAATGTGGTAGCTGACACCGCGCCGCTCAAGCATGGTTAGTAGAGATGAGAGTCTGAAA

PECCLLLLLELELLEE L L LL L L LT ]
ACAATGTGGTAGCTGACACCGCGCCGCTCARGCATGGT TAGTAGAGATGAGAGTCTGARA

AACAGAAAGCATGCACTAAACCAGGGTGGCTATTCTCACTGAAGGAAAAATCACTCTCTC
L‘L(\J\HIIIHIIIHHIHHIIHIIIHHHIHIIIHIIHHHIHIIIH

GAAAGCATGCACTAAACCAGGGTGGCTATTCTCACTGAAGGAAAAATCACTCTCTC

CAGCAGCAGGETTCCCACTEEETEGCCCTCECGGACATACAAAAATCEETCCGTGTGETT
y\IIHIIHIIIHHIHHIIHIIIHHHIHIIIHIIHHHIHIIIH

AGCAGCAGGGTTCCCACTGGGTGGCCCTCGLGGACATACAARAATCGGTCCGTGTGGTT

AAAGAGCAGCACAGAGAGATCATGTCTTCTCCCGGCAAATATCACATCGGACTGGGTTAG

PECCCEECELECELE L EEL LT LR ETEL LT
AMAGAGCAGCACAGAGAGATCATGTCTTCTCCCGGCAAATATCACATCRGACTGGGTTAG

TATGCCCCTGGCATGGTAGTCATTCAAGGCCATAAATCTGCCCTGATATCCAGTAGGAAC

PELCCEELE LR L L LR LT
TATGCCCCTGGCATGGTAGTCATTCAAGGCCATAAATCTGCCCTGATATCCAGTAGGAAC

CAGCACGCTCACTCTGAKGTGAAGCAATATCACCCCATGCGGAGGAATGTGGAMA 1885
éHIHIIIHIIIHI [LLELLE L L ELEL L EEELL LT LELEL T

AGCACGCTCACTCTGAGGTGAAGCAATATCACCCCATGCGGAGGAATGTGGAAA 34591

141e
34116
1478
34176
153e
34236
15990
34296
1650
34356
1718
34416
1778
34476
1838
34536
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