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RESUMEN

Las dietas con alto contenido de carbohidratos y grasas se consideran pro-
inflamatorias, debido a que pueden ocasionar aumento de lipopolisacaridos
(LPS) en circulacion. Los LPS se han relacionado con mayor expresion de la
proteina supresora de sefializacion de citocinas-3 (SOCS3) que interfiere con la
sefalizacion de leptina, causando obesidad. Para identificar la asociacién entre
la dieta e inflamacion, se ha utilizado el indice inflamatorio dietario (DII) que
determina el potencial inflamatorio de los nutrientes y alimentos. El objetivo de
este trabajo, fue determinar la asociacion del DIl con la endotoxemia metabdlica,
la respuesta inflamatoria y obesidad. Participaron en el estudio 51 voluntarios de
18 a 50 afios. Se hicieron mediciones antropométricas y de composicion corporal
y se aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Se obtuvieron
muestras de sangre para analizar las concentraciones de la proteina de unién a
LPS (LBP), LPS, leptina e IL-6. Se analizé la expresion de TLR4 y SOCS3 mRNA
en células mononucleares, por RT-gPCR. Los DIl obtenidos para el grupos sin
obesidad y con obesidad fueron 0.163 = 1.931 y 1.079 + 2.176 (p=0.097)
respectivamente. Ambas dietas fueron consideradas proinflamatorias por el valor
positivo del DII; ademas, la proporcion de participantes con dieta proinflamatoria
en el grupo con obesidad mostrd la tendencia a ser mayor que la del grupo sin
obesidad (p=0.097). Se encontr6é que en el grupo con obesidad, las expresiones
de SOCS3 mRNA, LBP y leptina, fueron mayores que en el grupo sin obesidad
(p<0.05). No se encontraron diferencias en la expresion de TLR4 mRNA ni LPS
sérico (p>0.05). En el grupo sin obesidad, no se observd asociacion entre el DIl
y los marcadores de sefalizacion e inflamacion medidos (SOCS3 mRNA, TLR4
MRNA, LPS, LBP, leptina e IL-6; p>0.05). En cambio, en el grupo con obesidad

Xi



se observd una asociacién positiva entre el potencial inflamatorio de la dieta
(medido por el DIl categérico) y LBP en los modelos obtenidos (p=0.04). Al
analizar a todos los voluntarios, se encontré que el potencial inflamatorio de la
dieta se asoci0 positivamente con el incremento en las concentraciones de
leptina, en los modelos obtenidos (p=0.05). Estos hallazgos nos permiten
considerar el DIl como una herramienta util para hacer recomendaciones que
permitan reducir el potencial inflamatorio de la dieta habitual de la poblacién y

sus concomitantes beneficios.

Palabras clave: obesidad, indice inflamatorio dietario (DIl), endotoxemia
metabdlica, lipopolisacaridos (LPS), proteina supresora de sefializaciébn de
citocinas-3 (SOCS3), hiperleptinemia,
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ABSTRACT

Diets with a high content of carbohydrates and fats are considered pro-
inflammatory, because they can cause an increase of lipopolysaccharides (LPS)
in circulation. The LPS have related with greater expression of the suppressor of
cytokine signaling-3 (SOCS3) which interferes with the signaling of leptin causing
obesity. To identify the association between diet and inflammation the dietary
inflammatory index (DIl) has been utilized, which determines the inflammatory
potential of nutrients and foods. The work objective was to determine the
association of DIl with the metabolic endotoxemia, the inflammatory response and
obesity. 51 volunteers ages 18-50 participated in the study. Anthropometric and
corporal composition measurements were taken and a questionnaire of frequency
of food consumption was applied. Blood samples were obtained to analyze the
concentrations of the Lipopolysaccharide binding protein (LBP), LPS, leptin and
IL-6. The expression of TLR4 and SOCS3 mRNA in mononuclear cells, for RT-
gPCR. The DIl obtained for the groups with or without obesity were 0.163 + 1.931
and 1.079 £ 2.176 (p=0.097) respectively. Both diets were considered
proinflammatory cause of the positive value of DII, besides the proportion of
participants with proinflammatory diet in the group with obesity showed the
tendency of being greater than the group without obesity (p=0.097). It was found
in the group with obesity the expressions of SOCS3 mRNA, LBP and leptin those
were greater than the group without obesity (p<0.05). Differences were not found
in the expression of TLR4 mRNA neither LPS Serum (p>0.05). It was not
observed in the group without obesity an association between the DIl and the
signaling markers and inflammatory measures (SOCS3 mRNA, TLR4 mRNA,
LPS, LBP, leptin and IL-6; p>0.05). Instead in the group with obesity a positive
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association was observed between the inflammatory potential in the diet
(measured by the categorical DIl) and LBP in the models obtained (p=0.04). While
analyzing all of the volunteers the inflammatory potential of the diet was positively
related with the increase in the concentrations of leptin in the obtained models
(p=0.05). These finds allow us to consider DIl as a helpful tool to make
recommendations which allow to reduce the inflammatory potential of the habitual

diet of the population and their concomitant benefits

Keywords: Obesity, Dietary Inflammatory Index (DIl), metabolic endotoxemia,
lipopolysaccharides (LPS), suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS3),
hyperleptinemia.
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I. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica, caracterizada por el aumento de peso,
debido al desequilibrio entre el consumo y el gasto de energia, provocando
almacenamiento excesivo de energia en el tejido adiposo (Kanter y Caballero,
2012). En México, la prevalencia de sobrepeso es del 39% y de la obesidad del
32% en poblacién adulta, conforme a datos epidemioldégicos de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion del 2006 y del 2012 (Barquera et al., 2009 y 2013).
Por lo anterior, se considera que la obesidad es un problema de salud publica,
relacionada con enfermedades como la hipertension y diabetes (Campos-Nonato
et al., 2013; Hernandez-Avila et al., 2013).

La dieta sonorense se caracteriza por un alto consumo de grasas y carbohidratos,
fibra y grasa saturada (Valencia et al., 1998; Caire-Juvera et al., 2007). Esto es
preocupante ya que estas dietas, ademas del desequilibrio energético, pueden
desencadenar el aumento de marcadores proinflamatorios asociados con la
obesidad (Delzenne y Cani, 2011; Myles, 2014), tales como TNF-a, IL-18, IL-4,
IL6, IL-10, IL-18, proteina C reactiva, moléculas de adhesion, como ICAM-1,
VCAM-1 y selectina-E (Cavicchia et al., 2009; Barbaresko et al., 2013).

Un método propuesto recientemente para identificar el potencial inflamatorio de
la dieta es el indice inflamatorio dietario (dietary inflammatory index, DIl). Este
indice ha permitido relacionar alimentos y nutrientes con la inflamacion (Shivappa
et al., 2014a). Su validacion fue hecha por primera vez en el estudio longitudinal-
observacional denominado Seasonal Variation of Blood Cholesterol Study
(SEASONS). Los valores positivos del DIl concuerdan con niveles altos de

proteina C reactiva, indicativo de una respuesta inmune aguda, principalmente



en los sujetos con sobrepeso y obesidad (Shivappa et al., 2014b). Por lo tanto,
se ha propuesto que la dieta y sus nutrientes inducen cambios en marcadores de

inflamacion, pero el mecanismo involucrado no estd completamente entendido.

Un mecanismo propuesto para explicar la asociacion entre la dieta y la
inflamacion, es el que involucra la endotoxemia metabdlica y la respuesta
inflamatoria. A la presencia cronica de LPS en el torrente sanguineo, se le conoce
como endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2007 y 2008; Spreadbury, 2012).
Diversos estudios sugieren que las dietas occidentales promueven el desarrollo
de una microbiota intestinal productora de LPS; por su alto contenido de grasas,
éstas provocan la pérdida de la integridad del epitelio intestinal y con ello el
aumento en la permeabilidad, que permiten mayor absorcién y translocacion de
LPS al torrente sanguineo, causando la activacion del sistema inmune innato.
Los LPS del torrente sanguineo, son transportados por la proteina de union a
lipopolisacéaridos (LBP), y al ser reconocidos por el sistema inmune innato
(células mononucleares) mediante el receptor toll-like 4 (TLR4), inducen las
cascadas de sefializacion necesarias para la activacion del factor nuclear kappa
B (NF-kB) y la sintesis de citocinas proinflamatorias, como son IL-6 y TNF-a, es
decir, una respuesta inflamatoria (Beutler, 2009; Ghanim et al., 2004; Vaure y Liu,
2014).

En sujetos con obesidad se ha observado que la respuesta inflamatoria
relacionada con la expresion de TLR4 y NF-kB a nivel mMRNA, es ocasionada por
dietas con alto contenido de carbohidratos y grasas, e inducen la expresiéon de
SOCS3 (Deopurkar et al., 2010; Ghanim et al., 2009). SOCS3 tiene un dominio
proteico inhibidor de quinasa (KIR), que impide la actividad de la enzima Janus
qguinasa (JAK), lo que ocasiona la inhibicion de las sefales de transduccién de
los receptores gpl30 de IL-6 y el receptor Lerp-b de leptina, el cual esta
involucrado en el proceso de saciedad (Inagaki-Ohara y Yoshimura, 2014;
Kershaw et al., 2013).

Estudios en ratones, han mostrado que las dietas con alto contenido de grasas

causan el aumento en la expresion de SOCS3 mRNA en células hipotalamicas



(Mori et al., 2004) y elevada concentracion de leptina en plasma (Ernst et al.,
2009; Knight et al. 2010) lo que sugiere la inadecuada sefalizacion de saciedad,
causando un mayor consumo de energia con el concomitante aumento de peso.
En humanos falta informacién que sustente la relacion de la dieta con alto
contenido en carbohidratos y grasas con los procesos de inflamacién y
sefalizacion asociados con la obesidad. Por lo tanto, en el presente estudio se
planted determinar la asociacion del potencial proinflamatorio de la dieta (DII) con
la endotoxemia metabdlica, la respuesta inflamatoria y obesidad, explorando el

posible mecanismo mediado por TLR4 y SOCS3.



ll. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

[1.1. Patrones Dietarios

Los patrones de la dieta occidental, se relacionan cada vez mas, con las
enfermedades cronicas degenerativas, debido a su alto contenido de lipidos e
hidratos de carbono. En el estudio Health Workers Cohort realizado en nifios y
adolescentes, se observd la asociacion de la dieta occidental con el riesgo de
resistencia a la insulina (medida por HOMA; homeostasis model assessment). La
prevalencia de resistencia a la insulina, fue mayor en mujeres (23%) que en
hombres (17%). Las principales caracteristicas de la dieta occidental son la
ingestion baja de fibra (<14 g/ 1000 kcal) observada en el 79.3% de los
participantes y el alto consumo de energia (2706 kcal + 1356), del cual el 58%
provenia carbohidratos, en su mayoria simples, 10.9% de grasas saturadas y el
0.52% de grasas trans. Ademas, los nifios y adolescentes que tenian una dieta
occidental, tuvieron un 92% de probabilidad de padecer resistencia a la insulina
(Romero-Polvo et al., 2012).

En el estudio de Health Workers Cohort en adultos, también se realiz6 una
evaluacion de patrones dietarios relacionados con sindrome metabdlico. En los
participantes que consumieron la dieta occidental, se encontré sobrepeso,
concentraciones mayores de glucosa con respecto a los valores de referencia,
bajas concentraciones de colesterol HDL-c y méas del 50% de probabilidad de
padecer sindrome metabdlico (Denova-Gutiérrez et al., 2010). En estudios del
Health Workers Cohort en zonas centrales urbanas de México, se encontraron

también los patrones caracteristicos de la dieta occidental.



Se estudio la asociacidon de la obesidad con las siguientes dietas: alto consumo
de bebidas azucaradas, cereales refinados, tortilla de maiz y pasta; asi como, la
dieta con baja ingestion de productos lacteos, mariscos, cereales integrales,
frutas y vegetales (Denova-Gutiérrez et al., 2010; Romero-Polvo et al., 2012).
Ademas, en México se encontrd que la dieta incluye alto consumo de grasa
saturada y una proporcion baja en acidos grasos omega-3/omega-6, que son
caracteristicas de las dietas occidentales (Ramirez-Silva et al. 2011; Denova-
Gutiérrez et al., 2011). Por lo tanto, la dieta occidental con alto consumo de

carbohidratos y lipidos, representa un riesgo de obesidad en adultos.

En el estudio BetaGene de mujeres adultas de ascendencia mexicana en
Estados Unidos, se asociaron los patrones dietarios de grasas con la
composicidén corporal, la resistencia a la insulina y la funcion de las células .
Encontraron que una ingestion mayor al 20% de energia proveniente de las
grasas, inducia mayor peso y porcentaje de grasa corporal, aunado a
incrementos de concentraciéon de insulina en plasma. Concluyeron que las dietas
con alto contenido en grasa inducen mayor adiposidad corporal y resistencia a la
insulina (Black et al., 2013).

Aunque ciertos alimentos estdn asociados a la dieta occidental, es necesario
entender que sus caracteristicas y subgrupos de alimentos varian acorde a la
region y cultura, las cuales cambian constantemente en cada poblacion. Por
ejemplo, se ha reportado que los indios americanos tenian en el pasado, una
dieta tradicional caracterizada por alimentos derivados de animales silvestres,
granos enteros, vegetales y frutas (Compher, 2006). Con el transcurso del
tiempo, la dieta tradicional de los indios americanos cambi6 a una dieta occidental
debido a la urbanizacion y la disponibilidad de alimentos, aunado al menor gasto
de energia en la obtencién de los mismos. Esto fue reportado en el estudio hecho
por Strong Heart en poblaciones de indios americanos, donde encontraron que
existian cuatro tipos de patrones dietarios en los sujetos de estudio, los cuales

eran: dieta occidental, tradicional, saludable y no saludable. Al analizar el riesgo



de padecer enfermedad cardiovascular entre los grupos de personas y sus
patrones dietarios, encontraron que los sujetos que adoptaron un patron de dieta
occidental, tendian a mayores concentraciones de LDL-c y alta presion arterial
sistélica, aunado a bajas concentraciones de HDL-c y mayor riesgo de resistencia
a la insulina. Mientras que los sujetos con una dieta tradicional tenian mayores
concentraciones de HDL-c, un mayor IMC y riesgo de resistencia a la insulina. La
dieta saludable se caracteriz6 por una menor presion arterial sistélica, LDL-c, IMC
y bajo riesgo de resistencia a la insulina. Los sujetos con una dieta no saludable
se asociaron con mayores concentraciones de LDL-c. Por lo tanto, concluyeron
que los sujetos que adoptaron una dieta occidental tenian mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular en comparacion con los sujetos de una dieta
tradicional, saludable y no saludable (Eilat-Adar et al., 2013). Por lo tanto, una
dieta tradicional puede no ser benéfica, pero si menos perjudicial, y el adoptar
una dieta occidental en una poblacién supone un mayor riesgo de enfermedades

cronicas y obesidad.

[I.2. Dieta y Endotoxemia

En este apartado, se presentaran evidencias que explican cémo la dieta puede
inducir la inflamacién. Ademas, como las grasas afectan a la composicion de la
microbiota intestinal, permitiendo un aumento en la translocacion al torrente
sanguineo de lipopolisacaridos e induccion de la expresion de SOCS3 vy la

resistencia a la leptina.

11.2.1. Patrones Dietarios e Inflamacion

El patron dietario occidental, se ha relacionado con la inflamacién aguda de bajo

grado en diversas revisiones sobre nutrientes y alimentos (Esmaillzadeh et al.,
2007; Centritto et al.,, 2009; Meyer et al., 2011). Ademas, se cree que



posiblemente la dieta occidental tiene un papel importante en el desarrollo de
enfermedades cronicas degenerativas y obesidad (Galland, 2010; Calder, 2011).
Los alimentos con alto contenido en carbohidratos simples y grasas saturadas,
causan aumento de los marcadores séricos de inflamacion, como son TNF-a, IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-18, proteina C reactiva, amiloide A sérico, y moléculas de
adhesion, como ICAM-1, VCAM-1 y selectina-E (revisado en Cavicchia et al.,
2009 y Barbaresko et al., 2013). Es por eso que puede decirse de manera general
que algunos nutrientes especificos de la dieta inducen la expresion de
marcadores que indican la presencia de inflamacion. Los patrones de
alimentacion identificados como proinflamatorios han sido llamados “dieta
occidental” (Esmaillzadeh et al., 2007), “dieta de carne y pasta” (Centritto et al.,
2009), o “dieta no saludable” (Meyer et al., 2011), ya que poseen caracteristicas
similares en cuanto a grupos de alimentos, como el alto consumo de carnes
rojas, cereales refinados, bebidas azucaradas y alimentos procesados, aunado
al bajo consumo de frutas, verduras y lacteos, y la induccion de los marcadores
séricos inflamatorios. Por ejemplo, en un estudio hecho en mujeres iranies
adultas, se encontr6 que la dieta occidental aumenta los marcadores séricos
inflamatorios (IL-6, SAA, proteina C reactiva), asi como moléculas de adhesion
(ICAM-1, VCAM-1 y Selectina-E) relacionadas con ateroesclerosis. La
circunferencia de la cintura y el IMC, estuvieron positivamente asociados a IL-6

en personas con sobrepeso y obesidad (Esmaillzadeh et al., 2007).

En el estudio de cohorte, llamado “Moli-Sani Project” en ltalia, se encontré
asociacion de los marcadores séricos inflamatorios de proteina C reactiva con
riesgo de enfermedad cardiovascular en adultos, hombres y mujeres con
sobrepeso. El patrén dietario “carne y pasta”, caracterizado por alimentos como
pasta, salsa de tomate, reposteria, carnes rojas, grasa animal y bebidas
alcohdlicas, se asocié con incrementos en concentraciones séricas de proteina
C reactiva, glucosa, y riesgo de enfermedad cardiovascular (Centritto et al.,

2009). Por lo tanto, los alimentos con alto contenido en grasa inducen una



respuesta inflamatoria aguda, y dependiendo de la variedad de alimentos existen
diferentes riesgos de enfermedad.

En un estudio de cohorte de 5 afios de seguimiento de adultos alemanes con
sobrepeso, llamado MONICA/KORA, relacionaron la dieta con la inflamacion.
Encontraron que el patron dietario “no saludable”, caracterizado por un alto
consumo de carnes, bebidas azucaradas y cerveza, y bajo consumo de frutas,
vegetales, cereales integrales, lacteos, frutos secos y té; estaba asociado con
valores elevados de proteina C reactiva, IL-6 e IL-18 en suero, y con elevada
prevalencia de enfermedad coronaria y de mortalidad (Meyer et al., 2011).

En los patrones dietarios llamados “saludables o prudentes”, se han observado
valores menores de los marcadores pro-inflamatorios, asociados al alto consumo
de frutas, vegetales y alimentos bajos en grasa (Nanri et al., 2008 y 2011).
Ademas, patrones dietarios que son considerados anti-inflamatorios, varian sus
beneficios de acuerdo a su contenido de nutrientes y antioxidantes. Un ejemplo
es el “Moli-Sani Project”, donde encontraron un patrén de dieta mediterranea y
evaluaron los grupos de alimentos saludables con bajo y alto contenido de
antioxidantes (vitaminas y fitoquimicos). Ademas, crearon un puntaje con el
contenido de antioxidantes en alimentos, para analizar las diferencias entre
ambos grupos. Esto fue realizado con la finalidad de encontrar si el bajo o alto
consumo de antioxidantes, estaba asociado con enfermedades cardiovasculares
en adultos italianos. Encontraron que sélo en hombres, el alto contenido de
antioxidantes estaba asociado negativamente con la presion arterial sistdlica,
diastdlica y proteina C reactiva (p=-0.5, p=0.02; p=-0.3, p=0.02 y =-0.03, p=0.03;
respectivamente). Ademas, observaron que hombres con mas de 30 unidades
del puntaje de contenido de antioxidantes, tenian una reduccion del 6% de
probabilidad de tener riesgo de hipertension y una reduccion del 3% de proteina
C reactiva. En cambio, en mujeres no observaron diferencias (Pounis et al.,
2013). Por consiguiente, la cantidad ingerida de nutrientes o alimentos

considerados antinflamatorios, influye en la reduccion de marcadores



inflamatorios y enfermedades crénicas. Ademas, la inflamacién pudiera estar
relacionada con un menor consumo de fibra dietaria, grasas insaturadas y

antioxidantes.

[1.2.2. indice Inflamatorio Dietario

Respecto a la relacion de la dieta con la inflamacién, se han creado varios
modelos o indices que asocian componentes de la dieta con marcadores de
inflamacion, donde se analiza si los alimentos o nutrientes, tienen un efecto
reductor o inductor de la inflamacién. Algunos ejemplos de indices son los
siguientes: Healthy Eating Index o HEI (Kennedy et al., 1994), Alternate Healthy
Eating Index o AHEI (McCullough et al., 2002), Diet Quality Index revised (Haines
et al., 1999), y Alternate Mediterranean Diet Index o AMED (Trichopoulou et al.,
2003). Estos indices han sido relacionados con biomarcadores de inflamacién
por primera vez en enfermedades cardiovasculares por Fung y Cols. (2005). Se
encontr6 ademas, que altas puntuaciones de AHEI y AMED se asocian
negativamente con las concentraciones de proteina C reactiva, IL-6, selectina-E,
VCAM e ICAM. Varias publicaciones revisadas previamente sustentan la
aplicacion de estos indices en la asociacion dieta-inflamaciéon (Barbaresko et al.,
2013).

Uno de estos indices, es el “indice inflamatorio dietario” (DII). Este ha permitido
relacionar alimentos y sus nutrientes, con marcadores que estan implicados en
procesos proinflamatorios o antinflamatorios. Los marcadores séricos
proinflamatorios en la respuesta inmune que han resultado asociados con DI,
son: IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a y proteina C reactiva (Cavicchia et al., 2009;
Shivappa et al., 2014a).

El indice inflamatorio dietario, utiliza bases de datos de publicaciones cientificas
de 11 paises (estudios epidemiolégicos, de cohorte y transversales),
relacionadas con el efecto del nutriente o alimento sobre los marcadores

inflamatorios. Para el desarrollo del DII, relacionaron 45 parametros alimentarios,



incluyendo a macronutrientes  (carbohidratos, grasas y proteinas),
micronutrientes (niacina, riboflavina y zinc), flavonoides (antocianinas, flavonoles
e isoflavonas) o alimentos (orégano, ajo y cebolla), con su efecto en marcadores
séricos de la inflamacion. Con el DIl la dieta es considerada como un todo, no
se limita a un alimento o nutriente especifico, ni recomendaciones de consumo.
En el estudio que se desarrollé el DI, el maximo valor de DIl obtenido y que
representa el potencial inflamatorio de una dieta fue de +7.98. Ademas, se
consideré como corte el valor de la mediana obtenido (0.23), de tal forma que los
valores mayores que 0.23 son considerados proinflamatorios, mientras que
valores menores que 0.23 indican dietas antinflamatorias (Shivappa et al.,
2014a).

La validacion del indice inflamatorio dietario se hizo por primera vez en el estudio
longitudinal-observacional “Seasonal Variation of Blood Cholesterol Study”
(SEASONS). En este estudio se reclutaron adultos aparentemente sanos, de
ambos sexos con edades entre 20 y 70 afos, residentes del condado de
Worcester (USA). Se realizé la evaluacion de la dieta mediante recordatorios
dietarios de 24 horas y de 7 dias, y se asociaron los valores de DIl obtenidos con
la proteina C reactiva analizada como variable dicotomica (<3 mg/L y >3 mg/L).
Los autores encontraron que mayores puntuaciones del DIl se asociaban con
valores mayores que 3 mg/L de proteina C reactiva, esto fue comprobado con los
andlisis de asociacion con los DIl obtenidos por recordatorios de 24 horas
(RM=1.08; IC 95% de 1.01 a 1.16, p=0.035) o0 a partir de los recordatorios
dietarios de 7 dias (RM=1.10; IC 95% de 1.02 a 1.19, p=0.015). Ademas, esta
asociacion fue observada solamente en sujetos con sobrepeso (Shivappa et al.,
2014b).

Se ha observado que los aumentos en una unidad en el DI, se relaciona con un
mayor riesgo de enfermedades como el cancer de colon (Zamora-Ros et al.,
2015), cancer de proéstata (Shivappa et al., 2015a) y enfermedad cardiovascular
(Shivappa et al., 2015b). Por lo tanto, la finalidad del DI, radica en evaluar si la

dieta del individuo promueve o no la inflamacién, lo que permite orientar a las
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personas para que tengan una alimentacion adecuada que ayude a la prevencién

de riesgos dietarios relacionados con alguna enfermedad.

[1.2.3. Endotoxemia Metabdlicay su Relacion con la Obesidad

Los LPS son derivados de la estructura de bacterias gram negativas, que son
reconocidas especificamente por los receptores toll-like 4 (TLR4) de células
mononucleares. Las proteinas CD14 y MD-2 permiten el acoplamiento del LPS
con su receptor TLR4, esto provoca la sefializacion dependiente de dominios
intracelulares de MyD88-TIRAP y la subsecuente activacion del factor nuclear
kappa B (NF-kB). EI complejo de NF-kB esta constituido por las subunidades
proteicas P50 y P65, que actian como factores de transcripcion para la sintesis
de citocinas proinflamatorias, como son IL-1, IL-6 y TNF-a (Beutler, 2009; Ghanim
et al., 2004; Vaure y Liu, 2014). Cani y colaboradores (2007 y 2008) demostraron
en ratones que las dietas con alto contenido de grasas ocasionan cambios en la
microbiota intestinal, que provocan la pérdida de la integridad del epitelio
intestinal y la degradacion de las proteinas en las uniones estrechas (ZO-1 y
ocludina), asi como el aumento en la permeabilidad, absorcion y translocacion de
LPS al torrente sanguineo, y la subsecuente activacion del sistema inmune
innato. Por lo tanto, la presencia de LPS en el torrente sanguineo, fue nombrada

como endotoxemia metabdlica por estos autores.

Estudios en ratones han revelado que existen dos mecanismos especificos para
la regulacion de la permeabilidad del intestino, uno a través del sistema
endocannabinoide (eCB) y el otro, mediado por el péptido similar al glucagon tipo
2 (GLP2). La interaccion del sistema eCB con LPS en ratones, causa un
desequilibrio entre la adipogénesis y la microbiota intestinal. El sistema eCB del
intestino se activa a través de la microbiota, ocasionando incremento en la
permeabilidad y translocacion de LPS. Los LPS se transportan al tejido adiposo
por el torrente sanguineo e inhiben al receptor activado por proliferadores de
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peroxisomas subtipo gamma (PPAR-y), lo que ocasiona una disminucion en la

adipogénesis (Muccioli et al., 2010).

En otro estudio hecho en ratones, se encontr6 que GLP2 se relacion6 con la
regulacion de la expresion de ZO-1 y ocludina por suplementacion con
prebibticos de oligofructosa y celulosa. La mayor expresion de GLP2, permitio la
proliferacion celular en el epitelio intestinal y la conservacion de su integridad. Se
ha encontrado que la microbiota productora de LPS disminuye GLP2,
ocasionando un aumento en la permeabilidad intestinal, lo que permite la
translocacion de LPS (Cani et al., 2009).

Ademas, se ha propuesto que TLR4, el receptor que une LPS, es un elemento
clave en la respuesta metabdlica. En un estudio utilizando un grupo de ratones
silvestres y otro grupo de ratones deficientes de TLR4, se exploro el efecto del
contenido de grasa de la dieta sobre la induccién de marcadores de inflamacién
y LPS. Observaron que la dieta alta en grasa en ratones silvestres causaba mayor
circulacion de citocinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-13 y IL-6 por
macréfagos en tejido adiposo e higado, y aumento la expresion de TLR4, iNOS,
COX-2 y NF-kB en el colon. Ademas, causé la disminucién de la expresion de
proteinas de uniones estrechas como ocludina y claudina-1 en colon, aunado a
una mayor translocacién de LPS al torrente sanguineo, y se asocié a una mayor
abundancia de Firmicutes que de Bacteroidetes en la microbiota intestinal.
Ninguno de estos efectos descritos se observo en el grupo de ratones deficientes
de TLR4 (Kim et al., 2012). Por lo tanto, en ratones, las dietas altas en grasas
tienen un efecto en la composicién de la microbiota, inducen mayor concentracion
de LPS en plasma, y favorecen la respuesta inflamatoria, mediante su receptor
TLRA4.

El transporte de LPS en torrente sanguineo se da por la proteina de unién a

lipopolisacéarido (LBP) y por apolipoproteinas. En un estudio hecho en poblacion

asiatica de sujetos aparentemente sanos y con sobrepeso, se observé que las
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concentraciones de LPS en plasma y las LBP, estaban asociadas a marcadores
de inflamacion en sujetos con sobrepeso. Los sujetos con sobrepeso, tenian
mayores expresiones de IL-6 y proteina C reactiva, baja concentracion de

adiponectina, y elevada concentracion de leptina circulante (Sun et al., 2010).

El transporte de LPS por apolipoproteinas es dependiente del contenido de grasa
de la dieta. Por ejemplo, los acidos grasos saturados de cadena larga en la dieta,
aumentan el transporte de LPS mediado por quilomicrones en los nédulos
linfaticos mesentéricos. Silos LPS pasan al torrente sanguineo por translocacion
directa, pueden unirse a LDL y VLDL (Ghoshal et al., 2009; Kallio et al., 2008;
Laugerette et al., 2011). Por ello, dependiendo del contenido y tipo de grasas de

las apolipoproteinas, su afinidad con LPS varia.

Especificamente, la ingestion de alimentos con alto contenido en grasa saturada
en humanos, estd asociada a mayores concentraciones de LPS en torrente
sanguineo. En un estudio en humanos que consumieron una dieta alta en grasa
saturada, se evaluaron las concentraciones de endotoxinas (LPS) de suero en
ayuno y postprandial, al término de 4 horas en sujetos normales, con obesidad,
con intolerancia a la glucosa y con diabetes tipo 2. Se encontré que las
concentraciones de LPS (Unidades de Endotoxinas o EU) basales se
incrementaban después de la ingestion de la dieta alta en grasa saturada
después de 4 horas, como sigue: normal de 3.3 £ 0.15 a 6.3 +1.4 EU/mL(p>0.05),
con obesidad de 5.1 £0.94 a 7.7 + 0.58 EU/mL(p<0.05), intolerancia a la glucosa
de 5.7 £ 0.10 a 7.5 + 0.20 EU/mL(p<0.05) y diabetes tipo 2 de 5.3 £ 0.54 a 14.2
+ 3.0 EU/mL(p<0.05). También observaron que las concentraciones basales de
colesterol HDL y LDL disminuyeron postprandialmente en sujetos con obesidad,
intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2 (p<0.05). Ademas, reportaron que las
concentraciones de LPS postprandiales eran 167% mayores en sujetos con
obesidad, 198% mayores en los que presentaban intolerancia a la glucosa vy
336% en los sujetos con diabetes tipo 2, en comparacion con sujetos normales

(Harte et al., 2012). Por lo tanto, en enfermedades metabdlicas, la dieta
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occidental aumenta la permeabilidad intestinal y permite la translocacion de LPS

con su concomitante aumento en circulacion.

La transicion de una dieta alta en grasa a una dieta prudente, también causa
cambios en las concentraciones de LPS en torrente sanguineo. En sujetos
aparentemente saludables se observo, que la transicion de una dieta occidental
alta en grasa saturada a una dieta prudente con alto contenido en vegetales,
frutas y omega 3 causo la disminucién del 33% de LPS circulante (Pendyala et
al., 2012). Es importante tomar en cuenta, que existen marcadores bioquimicos
relacionados con las concentraciones de LPS y su estado metabdlico en
humanos, donde dicha endotoxemia es parte de la patologia. En un estudio
hecho en Finlandia, se encontré una correlacion fuerte entre las concentraciones
de LPS con triglicéridos en sujetos con diabetes mellitus tipo 1. Ademas, se
observé una relacion LPS/HDL mayor en sujetos obesos vs sujetos sanos
(Lassenius et al., 2011). Esto indica, que hay indicadores bioquimicos séricos
sensibles a las concentraciones de LPS, pero el mecanismo de reduccién de
HDL no se ha dilucidado.

[1.2.4. Mecanismo de Inhibicién de la Sefializacion de la Leptina Mediado

por SOCS3

La familia de proteinas supresoras de sefializacién de citocinas (SOCS) esta
constituida por 8 grupos de proteinas, como CIS y SOCS1 a 7. Sus dominios
genéticos estan estructurados por homologia 2 con Src (SH) y SOCS-box.
SOCS3 tiene una regién inhibitoria de quinasas (KIR), que funciona como un
pseudosubstrato inhibitorio en la sefalizacibn para Janus quinasa o JAK
(Yoshimura et al.,, 2012). Por ello, SOCS3 tiene funcion reguladora de

sefalizacion mediante su region KIR.
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La leptina es una adipocina producida por el tejido adiposo, que permite controlar
la ingestion de alimentos y aumenta el gasto de energia mediante sefializacion a
través de sus receptores (lepr o ObR) en el cerebro (Zhou y Rui, 2013). Los
receptores de leptina son expresados principalmente en el nucleo arquato, y las
zonas del hipotalamo lateral, ventromedial y dorsomedial (De Luca et al., 2005;
Leinninger et al., 2009). El receptor de leptina produce cinco isoformas de
receptores (a, b, c, d, €) por el proceso de corte y empalme alternativo de RNA.
La isoforma Lepr-b, se distingue por tener un dominio extra e intracelular que le
permite tener una mayor sefializacion por leptina (Fei et al., 1997; Friedman y
Halaas, 1998). La union de leptina con Lepr-b, permite que JAK2 fosforile
residuos de tirosina y se activen diferentes sefales de transduccién a nivel
intracelular en las proteinas SHP2/ERK en la posicién 985, STAT5 en la posicion
1077 y STAT3 en la posicion1138 (Velloso y Schwartz, 2011). Las vias de
sefalizacion de JAK/STAT son parte de la supresién regulatoria hecha por
SOCS3 y su accidn inhibitoria como pseudosubstrato por su region KIR. SOCS3
inhibe especificamente a JAK2, causando la pérdida de la sefalizacion

intracelular en Lepr-b (Bjorbeak et al., 1999; Kershaw et al., 2013).

En ratones, una dieta con alto contenido en grasa induce aumento de peso y
grasa corporal visceral, resistencia a la leptina y altas concentraciones de LPS.
Ademas, SOCS3 fue relacionado con la inhibicion de STAT3 en cultivos de
neuronas aferentes vagales, lo que sugiere que los LPS fueron el estimulo para
el aumento en la expresion de SOCS3, resultando en la inhibicién de STAT3

asociado al receptor de leptina (De Lartigue et al., 2011).

Las neuronas dependientes de la activacion por STAT3 son: POMC/CART
(proopiomelanocortina/transcrito  regulado por cocaina y anfetamina) vy
AgRP/NPY (proteina relacionada con agouti/neuropeptido Y). En ratones, se
encontré una relacién entre las dietas altas en grasas y el deterioro en la
activacion de STAT3 en el receptor lepr-b del nucleo arcuato hipotalamico de
neuronas POMC. Las dietas altas en grasa indujeron resistencia a la leptina,
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incrementos en la expresion de mRNA de SOCS3 e inhibicion de lepr-b, ademéas
de una inactivacion de STAT3. Se observé aumento de peso e hiperfagia en
ratones alimentados con dieta alta en grasa. Por lo tanto, el aumento de la
expresion de SOCS3 pudiera inhibir la sefalizacion de leptina en neuronas
POMC e incrementa la susceptibilidad a desarrollar obesidad por la dieta
(Gamber et al., 2012). Esto sugiere que la inactivaciéon de STAT3 por SOCS3

causa la hiperleptinemia en ratones.

En ratones transgénicos con sobreexpresion de SOCS3, también se observo el
mismo proceso caracteristico del deterioro de la sefializacion de STAT3 y
resistencia a la leptina en neuronas POMC. Se concluyé que los incrementos de
SOCSS3, son lo suficientemente inhibitorios para causar resistencia a la leptina y
la obesidad (Reed et al., 2010).

En ratones, la transicion de una dieta alta a una baja en grasa, causo la reduccion
de la expresion de SOCS3 en neuronas AgRP. Esto sugiere que estas neuronas
pueden ser mas sensibles a la transicion de la dieta, que las neuronas POMC
(Olofsson et al., 2013). Por lo tanto, siendo las neuronas AgRP una via para la
sintesis de neuropéptido Y, se puede reducir su expresion a partir de una dieta
baja en grasa. Ademas, se podria prevenir el riesgo de obesidad y resistencia a

la leptina por cambios alimentarios.

Los ratones tratados con dieta alta en grasa, tuvieron expresiones elevadas IKK
en las neuronas AgRP. Conforme aumentaban las expresiones de IKK[, también
aumentaban las de SOCS3. Este, se relaciond con altas concentraciones de
leptina en plasma, causando mayor ganancia de peso e hiperfagia en ratones.
Por lo tanto, se concluyo, que el mecanismo IKKB/NF-kB induce a SOCS3 y
riesgo de obesidad (Figura 1) (Zhang et al., 2008). Esta investigacion planteé la
primera relacion entre las vias del sistema inmune innato con el hipotdlamo, y el
riesgo de obesidad por hiperleptinemia. Por lo tanto, las dietas altas en grasa

causan un ciclo vicioso de activacion IKKB/NF-kB/SOCS3 a nivel hipotalamico.
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En un estudio in vivo e in vitro de células madre hipotalamicas de ratén adulto
(htNSCs), se asociaron las dietas altas en grasas con el deterioro de la
capacidad y funcién de las neuronas por activacion de IKKB/NF-kB. Se observo
que el IKKB/NF-kB es activado por dietas altas en grasa en el hipotalamo,
induciendo TNF-a e IL-1j3, y riesgo de apoptosis. Por lo tanto, la activacion de
IKKB/NF-kB/SOCS3 pudiera estar asociado con el riesgo de obesidad e incluso
diabetes (Li et al., 2012).

Neuronas hipotaldmicas
* Induce la sintesis de
Complejo IKK citocinas: TNF-q, IL-
1B, IL-6 e IL-10.
'KKV — ** Induce el aumento en
la expresion RNAm y
sintesis de SOCS3.

%" Inhibicion de Hiperleptinemia
’ la senalizacion e y obesidad

|| OB =
m (oo )4 “..".

Figura 1. Endotoxemia relacionada con el complejo IKKB/NF-kB/SOCS3 y la
hiperleptinemia en neuronas hipotalamicas de ratones.1) Los lipopolisacaridos en
el torrente sanguineo son reconocidos por células mononucleares en neuronas
hipotalamicas mediante el receptor de TLR4, esto induce su activacién y
desencadena la fosforilacion del factor de transcripcion NF-kB, induciendo la
sintesis de citocinas y SOCS3. 2) SOCS3 inhibe la funcion de JAK2 en el receptor
de leptina (lepr-b), provocando resistencia a la leptina (hiperleptinemia) en
torrente sanguineo y riesgo de obesidad.
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[1.2.5. La Vinculacién entre Lipopolisacaridos, SOCS3 e Hiperleptinemia

Las dietas altas en carbohidratos y grasas modifican la composicion de la
microbiota productora de LPS, aunado a cambios en la permeabilidad del
intestino por la activacion del sistema endocannabinoide. Esto permite la
translocacion de LPS del intestino al torrente sanguineo, transportados por las
apolipoproteinas y las proteinas de union a lipopolisacaridos. En intestino y
organos periféricos, los LPS son reconocidos por las células mononucleares,

como son linfocitos y macréfagos, mediante TLR4.

La respuesta humoral del sistema inmune innato desencadena la activacion del
complejo IKKB/NF-kB/SOCS3, y sintesis de citocinas como son IL-1(3, IL-6 y TNF-
a. En neuronas POMC, los receptores de leptina son inhibidos por SOCS3,
debido a que su regién KIR inactiva a STAT3, causando hiperleptinemia. Esto
ocasiona que la relacion AQRP/NPY aumente, lo que conlleva a la hiperfagia.
Este “ciclo vicioso” de endotoxemia, esta relacionado con un mayor riesgo de
padecer obesidad y enfermedades cronicas. Tanto en animales como en

humanos, existen similitudes en respuestas inflamatorias por LPS.

En un estudio de sujetos aparentemente sanos y alimentados con una dieta
occidental, se observaron incrementos en las concentraciones plasmaticas de
LPSy LBP, asi como SOCS3 mRNA en células mononucleares. Ademas, la dieta
alta en grasa causoé incremento en la expresion de TLR4 y TLR2. La respuesta
inflamatoria se caracteriz6 por la expresion de NF-kB y ROS (especies reactivas
de oxigeno). La expresion de SOCS3 se relacion6 positivamente con TLR4
(r=0.612, P=0.003) en células mononucleares (Ghanim et al.,, 2009). Lo
interesante es que no se observa dicha condicion al consumir alimentos con alto

contenido en fibra y frutas.
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Efectivamente, en humanos también hay una interaccion de LPS/TLR4 que
desencadena una respuesta inflamatoria de bajo grado por el sistema inmune

innato, habiendo mayor translocacion de LPS observado en diversas patologias.

En un estudio hecho en sujetos adultos aparentemente sanos, se comparé el
consumo de cuatro bebidas:1) con alto contenido en grasa saturada (33 g de
crema de leche con 300 cal: 70% de grasa saturada y 28% insaturada y <2%
proteina), 2) solucion de glucosa (75 g de glucosa con 300 cal, Glucola drink), 3)
jugo de naranja (Florida’s natural) y 4) agua. Evaluaron el porcentaje de cambio
en las expresiones de mMRNA de SOCS3, TLR4, NF-kB, TNF-a e IL-1[3, asi como
las concentraciones en plasma de LPS y LBP en ayuno, y las compararon
postprandialmente al término de 5 horas. Los porcentajes de cambio en las
expresiones de mMRNA de SOCS3 (1h: 77 + 22; 3h: 58 + 16 y 5h: 54 £ 17 %,
p<0.02), NF-kB (3h: 53 £ 17 %, p<0.05), TNF-a (1h: 53 £ 16 %, p<0.05) e IL-1B
(5h: 96 + 25 %, p<0.01) de células mononucleares, se incrementaban Unicamente
después de la ingestion de la bebida con glucosa, aunada a un aumento en la
concentracion de LBP (Oh-5h: 94 + 0.8 a 11 +1.2 pg/ml, p<0.0.5,
respectivamente) en plasma. No encontraron cambios en las expresiones de
MRNA de TLR4 y las concentraciones de LPS al consumir la bebida con glucosa.
En los sujetos que ingirieron la bebida con alto contenido en grasa saturada,
observaron que se incrementaban las expresiones de mMRNA de SOCS3 (3h: 45
+ 14y 5h: 56 + 15 %, p=0.014), TLR4 (3h: 38 + 18 %, p<0.05), NF-kB (3h: 54
18%, p<0.05), TNF-a (3h: 51 + 10 %, p<0.05) y IL-1B (3h: 168 * 32 %, p<0.01)
en células mononucleares, asi como las concentraciones de LPS en plasma (Oh-
3h: 0.29 + 0.03 a 0.41 + 0.07 EU/mL, p<0.05). No encontraron cambios en las
concentraciones de LBP en plasma al ingerir la bebida con alto contenido en
grasa saturada. Las bebidas con jugo de naranja y agua, no causaron cambios
significativos en los marcadores inflamatorios que se estudiaron (Deopurkar et
al., 2010). Por lo tanto, dependiendo del alimento, se observan diferencias entre
la respuesta inmunitaria, habiendo mayor cambio sobre la expresion de SOCS3

cuando se consumen dietas altas en grasas. En humanos, hay pocos estudios
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gue han relacionado la endotoxemia por LPS con la hiperleptinemia (Sun et al.,
2010; Harte et al.,, 2012). En la Figura 1, se puede observar la endotoxemia
relacionada al complejo IKKB/NF-kB/SOCS3 vy la hiperleptinemia en neuronas
hipotalamicas. Por lo tanto, nuestra contribucion con este estudio es utilizar el
indice inflamatorio dietario para determinar si existe asociacion con marcadores
biologicos de inflamacion y sefalizacion involucrada con la obesidad. Es la
primera vez que se utiliza esta herramienta para el diagnostico dietético-
inflamacion en México. Esto nos permitiria orientar a la poblacion sobre el riesgo
gue implican las dietas proinflamatorias caracterizadas por un alto contenido de
grasas y carbohidratos. Ademas, es importante destacar que el mecanismo
propuesto en donde se asocia la dieta (DIl) con la endotoxemia metabdlica y
respuesta inflamatoria en el desarrollo de la hiperleptinemia, no ha sido lo
suficientemente estudiado en humanos, por lo que se exploraran algunos

elementos de este posible mecanismo.
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. HIPOTESIS

Existe una asociacion del indice inflamatorio dietario con las concentraciones de
IL-1B, IL-6, lipopolisacaridos, LBP, leptina, expresion de mRNA de TLR4 y
SOCS3, y obesidad.

[1l.1. Objetivo General

Determinar la asociacién del indice inflamatorio dietario con la endotoxemia
metabdlica, la respuesta inflamatoria y obesidad, explorando factores claves de

un posible mecanismo mediado por TLR4 y SOCS3.

[11.2. Objetivos Particulares

1) Calcular el indice inflamatorio dietario mediante un cuestionario semi-

cuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos en los participantes.

2) Evaluar las expresiones de TLR4 y SOCS3 de células mononucleares en

sujetos con y sin obesidad.

3) Evaluar las concentraciones de lipopolisacéaridos, LBP, IL-18, IL-6 y leptina de

sujetos con y sin obesidad.

4) Determinar la asociacion del indice inflamatorio dietario con las
concentraciones de IL-1B, IL-6, lipopolisacaridos, LBP, leptina, expresién de
MRNA de TLR4 y SOCS3, y obesidad.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Disefio Experimental

Estudio transversal analitico de una muestra de 51 adultos hombres y mujeres
con un rango de edad de 18 a 50 afios. Se aplicd un cuestionario sobre la historia
clinica de los participantes. Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
embarazo en mujeres, condiciones inmunodeprimidas, sujetos con tratamiento
de antibidticos en los anteriores 3 meses, y presencia de enfermedades cronicas
degenerativas. El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (oficio: CE/010/2014). Los
voluntarios firmaron una carta de consentimiento informado, y se aplicaron los
cuestionarios de frecuencias de consumo de alimentos y mediciones
antropomeétricas. Se recolectaron muestras de sangre periférica (15 ml) de los
participantes en ayuno de al menos 12 horas, para la obtencion de suero, plasma

y células mononucleares.

IV.2. Mediciones Antropométricas

Se hicieron mediciones antropométricas (peso, talla, circunferencias de cintura 'y
cadera, bioimpedancia eléctrica), y se calcul6 el indice de masa corporal (IMC,
kg/m?) e indice de cintura-cadera (ICC). El peso se registr6 con una balanza
electrénica digital (A&D, Corea; FG-150JBM; 150 + 0.01 kg). Para la medicién de
la talla, se utilizé un estadiometro (Holtain Limited, Dyfed. Britain; 210 + 0.01 cm).
El indice de masa corporal (IMC), se calcul6 mediante la férmula: IMC (kg /m?) =

Peso (kg)/ [Talla (m)]2. EI IMC permitié dividir en dos grupos a los participantes:
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1) grupo de sujetos sin obesidad (n= 26, <25 kg/m?) y 2) grupo de sujetos con
obesidad (n= 25, 230 kg/m?) (WHO, 2016).

Para las mediciones de la circunferencia de cintura y cadera, se utilizé una cinta
métrica de fibra de vidrio (Gulick; 150 £ 0.5 cm). Se hizo la medicion de la
circunferencia de cintura a partir de la cicatriz umbilical, y la circunferencia de
cadera al nivel maximo del relieve de los gluteos, con una precision de 0.5 cm. El
indice de cintura y cadera se clasifico como normal (<0.95 para hombres y <0.85
para mujeres), y obesidad (>0.95 para hombres y >0.85 para mujeres) (WHO,
2008). La composicion corporal se determind utilizando bioimpedancia eléctrica
(Impedimed IMP5™, Pty Ltd, Aust) a una precisiéon de +0.05; donde los valores
obtenidos de resistencia (R) y reactancia (Xc) fueron expresados en ohms (Q). El
porcentaje de grasa corporal (%GC) se determind mediante la ecuacion de
composicién corporal bicompartamental desarrollada para poblacion sonorense
(Macias et al., 2007). Todas las mediciones antropométricas se realizaron por

duplicado.

IV.3. Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos

A los participantes se les aplicoé un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de
consumo de 296 alimentos, con la finalidad de identificar los nutrimentos
habituales en la dieta de un afio (Quizan, 2000 modificado por Guillot, 2012). Se
les solicitd que identificaran el tamafio de la porcion (g/d) y la frecuencia del
consumo de cada alimento (diario, mensual y anual). Con el fin de cuantificar los
nutrientes y al mismo tiempo ayudar a la memoria del entrevistado, se emplearon
modelos de imagenes de cartdon por grupos de alimentos para determinar el
tamafo de la porcion. Los datos fueron analizados en el programa ESHA Food
Processor 2010, que incluye las tablas de composicion de alimentos regionales
(Grijalva et al., 1995). El indice inflamatorio dietario se obtuvo mediante la
metodologia propuesta por Shivappa, et al. (2014a) que consta de una base de
datos obtenida de estudios de 11 paises (incluido México), compuesta por 45

pardmetros (nutrientes o ingredientes) de alimentos y su respectivo efecto
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inflamatorio ponderado. Sobre esta base de datos mundial, se realizaron las
puntuaciones Z de las medias y desviaciones estandar de la ingestion de
alimentos y nutrientes de cada individuo de nuestro estudio. Después, la
puntuacion Z es convertida en un percentil centrado que es multiplicado por 2 y
el valor se le resta a 1, para obtener el “parametro de alimento y nutriente”, lo que
permite tener una distribucion normal de los valores. Los percentiles centrados
de cada parametro de alimento y nutriente se multiplican por el efecto inflamatorio
de la base de datos, para obtener la puntuacién general del parametro de
alimento y nutriente con su efecto inflamatorio, donde la suma de todos estos
valores dan como resultado el indice inflamatorio dietario o DIl para cada
individuo (Shivappa et al., 2014a). Se calculo el DIl utilizando los 31 parametros
de alimentos y nutrientes incluidos tanto en nuestro cuestionario de frecuencia y
la base de datos de Shivappa et al. (2014a): energia, proteinas, carbohidratos,
fibra, grasa total, grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas, grasas omega 3 y
6, grasas saturadas y trans, colesterol, tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina,
acido fdlico, cianocobalamina, vitamina C, vitamina A, vitamina D, vitamina E y -
caroteno, hierro, magnesio, zinc y selenio, alcohol, cafeina, y los alimentos ajo y
cebolla. Para identificar si la dieta es pro- o anti- inflamatoria, se clasificé el DII
en quintiles, acorde a estudios previos (Ruiz-Canela et al.,, 2015; Sanchez-
Villegas et al., 2015; Shivappa et al., 2014a). El percentil 50 del DIl obtenido fue
de 0.88, con un méximo proinflamatorio de 4.49+ DIl y un maximo anti-
inflamatorio de -4.02 DII. A partir de este percentil 50 (mediana), se clasificaron
las dietas de los participantes como sigue: valores de DIl 20.88 fueron dietas
proinflamatorias y <0.88 fueron dietas antinflamatorias. Debido a que es una
metodologia novedosa, también, se exploré el comportamiento del DIl en relacion
con la obesidad y los marcadores de inflamacion haciendo la clasificacion por
dicotomia del DIl en valores positivos y negativos, donde dietas proinflamatorias
son valores de DIl = 0 y dietas antinflamatorias fueron de un DIl <0 (O'Neil et al.,
2015; Vissers et al., 2016).
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IV.4. Diario de Actividad Fisica

Se determind el nivel de actividad fisica (NAF) mediante el registro diario de
actividad fisica de tres dias, de los cuales, dos fueron entre semana y uno de fin
de semana (Haggarty et al., 1997). Los sujetos registraron sus actividades diarias
por lapsos de 15 min por hora y se les asigno el valor de energia utilizada para
realizar esas actividades, en multiplos de metabolismo basal (mMB). La suma
total del mMB (NAF) se clasifica como ligera de 1.40-1.69 mMB, moderada de
1.70-1.99 mMB e intensa de 2.00-240 mMB (FAO/OMS/UNU, 1985;
FAO/OMS/ONU, 2001).

IV.5. Obtencion de Células Mononucleares

Las células mononucleares de sangre periférica fueron obtenidas por gradiente
de centrifugacion de ficoll (Ficoll-Paque®, GE, Healthcare). El procedimiento
resumido se describe a continuacion: a un tubo de 15 ml (Falcon®) se le
agregaron 3 ml de ficoll, posteriormente, la sangre periférica en el tubo con EDTA
(Vacutainer®) fue colocada en otro tubo con solucién salina balanceada de
Hank’s (GE, Healthcare) en una proporcion 1:1 (3 ml de sangre y 3 ml de Hank’s).
Después, la sangre con Hank’s se le anadié al tubo de 15 ml con ficoll, utilizando
una pipeta pasteur, en una proporcién 2:1 y un volumen total de 9 ml. Se
centrifugaron las muestras por 30 min a 1600 rpm a 4 °C (Centrifuga Beckman
Coulter Allegra 6R), y se tom¢ la capa de células mononucleares, utilizando una
pipeta pasteur. Las células mononucleares obtenidas, se lavaron dos veces con
medio RPMI (Invitrogen) y centrifugacion de 10 min a 1200 rpm a 4 °C. Se
agregaron 2 ml de medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10% a

las células mononucleares obtenidas para el conteo celular.
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IV.6. Conteo de Células Mononucleares

La viabilidad de las células se determin6 por el ensayo con azul de tripano
(Sigma). El conteo de células viables se realiz6 en camara de Neubauer,
utilizando un microscopio 6ptico (Leica, DMIL). Se ajustaron las células a 3 x 10°
CMN/mly se colocaron en tubos de 1.5 ml (Eppendorf) y se centrifugaron durante
5 min a 3600 rpm a 4 °C (Eppendorf, Centrifuge 5415 C, Westbury, N.Y.) para
descartar el sobrenadante. Al botbn de CMN se agregd 1 ml de Trizol®
(Thermofisher Scientific) y se almacenaron a -80 °C para la posterior extraccion
de RNA total.

IV.7. Extraccion de RNA Total

El RNA total fue extraido de 3 x 108 células mononucleares periféricas, mediante
la metodologia de Trizol® (Thermofisher Scientific), reportada por Chomczynski
y Sacchi (2006). La concentracion y la pureza de cada muestra de RNA total
fueron evaluadas utilizando la relacion de absorbancia a 260 nm en el
espectrofotometro (NanoDrop, Wilmington, DE, USA). El grado de pureza del
RNA total se determind con la relacion de las absorbancias a 260/280. Las
muestras de RNA total obtenido fueron almacenadas a -80 °C hasta el analisis
de expresién genética por RT-qPCR tiempo real.

IV.8. Andlisis de Expresion Genética por RT-gPCR Tiempo Real

El RT-gPCR se realiz6 por One-step Brilliant II| SYBRGREEN RT-qPCR Master
Mix kit (Stratagene), mediante Step One System (Applied Biosystems). Los
cebadores fueron los siguientes: 1) B-actina: cebador directo 5'-
AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3 y cebador inverso 5'-
CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3' (Wang et al., 2012). 2) SOCS3: cebador
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directo 5-GGAGTTCCTGGACCAGTACG-3 'y cebador inverso 5-
TTCTTGTGCTTGTGCCATGT-3’ (Jia et al., 2010). 3) TLR4: cebador directo 5'-
GCAGGTGCTGGATTTATC-3’ y cebador inverso 5-
GTAGAGAGGTGGCTTAGG-3’ (Andersen et al., 2014). Los valores del umbral
de ciclo de cada gen fueron representados como incrementos de la expresion de

MRNA (2 2%) relativas a B-actina.

IV.9. Medicién de Endotoxinas en Plasma

Las muestras de sangre periférica se colocaron en tubos Vacutainer® de 4 ml
con una concentracion de K2-EDTA de 1.8 mg/mL, fueron separadas del plasma
por centrifugacion durante 20 min a 2500 rpm a 4 °C (Centrifuga Beckman Coulter
Allegra 6R), y se almacenaron a -80 °C. La concentracion en plasma de LPS fue
cuantificada mediante el kit cromogénico de punto final de Lisado de Amebocitos

de Limulus QCL1000 (Lonza), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

IV.10. Medicion de IL-1B, IL-6, LBP y Leptina

Las muestras de sangre periférica se colocaron en tubos Vacutainer® (SST™)
de 5 ml, fueron separadas del suero por centrifugaciéon durante 20 min a 2500
rpm a 4 °C (Centrifuga Beckman Coulter Allegra 6R), y se almacenaron a -80 °C
hasta su analisis. Se realizaron Inmunoensayos Ligados a Enzimas (ELISA) tipo
sandwich para la cuantificacion de los niveles séricos de LBP (Abnova), citocinas
IL-1B e IL-6 (eBioscience) y leptina (ALPCO), de acuerdo a las instrucciones de

los fabricantes.
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IV.11. Analisis Estadistico

Se presentan las medias y desviaciones estandar (DE) para variables continuas
normales. Las expresiones relativas se presentan en medias y errores estandar
(EE), de acuerdo a publicaciones previas (Teran-Cabanillas et al., 2013). Para
variables no paramétricas, se presentan medianas e intervalo intercuartil. Las
diferencias entre las variables categoéricas fueron evaluadas mediante la prueba
de X2 (chi-cuadrada). Se realiz6 comparacion de variables continuas mediante la
prueba t de Student para dos muestras independientes. Las variables no
paramétricas, fueron evaluadas mediante la prueba de U de Mann-Whitney. Se
realizé el andlisis de regresion lineal multiple utilizando modelos separados,
donde las variables de respuesta fueron SOCS3, TLR4, lipopolisacéaridos, LBP,
leptina, IL-1B e IL-6, y la variable de hipétesis fue el indice inflamatorio dietario
como variable categorica (DIl antiinflamatorio=0 y DIl proinflamatorio=1). Las
variables de ajuste fueron la edad, sexo, IMC, ICC, %GC y el consumo de energia
(Shivappa et al., 2014b; Shivappa et al. 2015b; Wood et al., 2015). Se analiz6 el
cumplimiento de los supuestos de normalidad, multicolinealidad y analisis de
residuos con homocedasticidad. Las expresiones relativas fueron normalizadas
por transformacion logaritmica para el cumplimiento de los supuestos y
homogeneidad de varianzas en el analisis de regresion lineal multiple (Huang et
al., 2014; Jialal et al., 2012; Loukoianov et al., 2005). Los analisis de los datos
fueron considerados significativos a una p<0.05. Los datos fueron analizados
mediante el software de NCSS 2007.
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V. RESULTADOS

Participaron en el estudio 51 voluntarios (14 hombres y 37 mujeres) con un
promedio de edad de 30 + 8 afios. En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas
antropomeétricas y de actividad fisica. Se encontraron diferencias entre los sujetos
con y sin obesidad en la edad, peso, IMC, ICC, %GC, circunferencia de cintura y
cadera (p<0.05). No se encontraron diferencias en el NAF de los participantes
(1.57 £ 0.15 vs 1.54 £ 0.14 mMB, p=0.48), y ambos grupos fueron clasificados
como sedentarios de acuerdo a la FAO/WHO/ONU (2001).

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, composicién corporal y actividad fisica
de sujetos con y sin obesidad

Variables Sujetos sin obesidad® Sujetos con obesidad* p?
n=26 n=25

Edad (afios) 25.92 +3.81 34.68 £ 8.15 0.001*
Peso (kg) 59.68 + 8.83 96.66 + 16.39 0.001*
IMC (kg/m?) 21.89+1.75 36.92 +£+5.35 0.001*
C. cintura (cm) 78.30 £ 7.58 111.36 + 10.93 0.001*
C. cadera (cm) 95.75+5.41 120.65 + 9.97 0.001*
ICC 0.81 +0.05 0.92 £ 0.05 0.001*
Grasa corporal (%) 2494 +£5.87 41.76 +7.09 0.001*

NAF (mMB) 1.57+£0.15 1.54+£0.14 0.48

Variables continuas expresadas como media + DE.

2El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes.
*Significancia a p<0.05.

Obesidad definida por el indice de masa corporal (IMC, kg/m?).
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V.1. indice Inflamatorio Dietario y su Asociacion con Obesidad

La mediana del DIl obtenida fue de 0.88, el maximo valor positivo fue +4.49 y el
minimo de -4.02 (Tabla 2). De acuerdo a Shivappa y Cols. (2014a), se tomo el
valor de la mediana para clasificar las dietas como proinflamatorias (con valores
de DIl 20.88) y antinflamatorias (valores de DIl <0.88). Al utilizar la mediana como
criterio de clasificacion, se encontré que el 60% de los participantes del grupo
con obesidad (15/25) obtuvieron valores de DIl proinflamatorios, mientras que el
38.5% de los participantes del grupo sin obesidad (10/26) obtuvieron valores de
DIl que indican dieta proinflamatoria, aunque la diferencia entre estas
proporciones, no alcanz6 significancia estadistica (x?, p= 0.12). Cuando se utilizé
la clasificacion de DIl utilizada recientemente por Vissers et al. (2016) en la Figura
2, es decir dietas proinflamatorios con valores de DIl 20 y antinflamatorias con
valores de DII <0, encontramos que el 76% de los sujetos del grupo con obesidad
(19/25) obtuvieron valores de DIl proinflamatorios, mientras que el 53.8% de los
participantes del grupo sin obesidad (14/26) obtuvieron valores del DIl de una

dieta proinflamatoriaa, y el valor de la probabilidad de la diferencia al comparar
estas proporciones disminuy6 (x%, p=0.09). Por lo anterior, se considera que para

clasificar las dietas en pro y antinflamatorias lo mas recomendable seria utilizar
el método que utiliza el valor de cero como corte para asignar su potencial

inflamatorio (Vissers et al., 2016).
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Tabla 2. Distribucion de puntajes del DIl obtenidos a partir del cuestionario

semicuantitativo de frecuencias de consumo de alimentos de los participantes

indice inflamatorio dietario Dieta

Méximo proinflamatorio 4.49  Proinflamatoria

P90 3.19  Proinflamatoria
P75 2.49  Proinflamatoria
P50 0.88 Mediana
P25 -0.51  Antinflamatoria
P10 -2.88  Antinflamatoria
Maximo antinflamatorio -4.02  Antinflamatoria
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Figura 2. Valores de DIl de las dietas de los participantes con y sin obesidad
clasificados por en sujetos sin obesidad (IMC<25 kg/m?) y con obesidad (IMC=30
kg/m?). Los DIl de los participantes se clasificaron en dietas proinflamatorias con
valores de DIl = 0 y dietas antiinflamatorias con DIl <0, segun Vissers et al. (2016)
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En la Tabla 3 se comparan los indices inflamatorios dietarios y de la ingesta diaria
de algunos nutrientes seleccionados, entre sujetos con y sin obesidad,
clasificados segun el IMC. Aunque no se encontraron diferencias significativas
entre los DIl de las dietas de sujetos con y sin obesidad, se observo la tendencia
a ser mayores (dieta proinflamatoria) en los participantes con obesidad (DII: 1.08
+2.18 vs 0.16 + 1.93, p=0.09). Los participantes con obesidad tuvieron un mayor
consumo de nutrientes pro y antinflamatorios en comparacion con los sujetos sin
obesidad. Esto es debido a un mayor consumo de energia, proteinas,
carbohidratos, grasas, grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas, grasas
saturadas y trans, grasas omega 3y 6, fibra, vitamina E, acido ascérbico, tiamina,
riboflavina, niacina, piridoxina, cobalamina, magnesio, hierro y zinc (p<0.05).
Debido a que el consumo de energia fue diferente entre ambos grupos, se
compararon los DIl y los componentes dietarios por separado de los sujetos con
y sin obesidad, ajustando el consumo de nutrientes por energia y clasificAndolos
por IMC (Tabla 4). Al ser comparados los DIl de ambos grupos considerando un
consumo de energia de 1000 kcal, observamos que es determinante para el valor
obtenido del DIl el consumo de energia, siendo ambos negativos
(antinflamatorios). Ademas, se encontré que los sujetos sin obesidad tuvieron un
mayor consumo de proteina en comparacion con sujetos obesos (p<0.05).
También, hubo una tendencia a un mayor consumo de grasas trans en sujetos

con obesidad en comparacién con sujetos sin obesidad (p=0.08).
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Tabla 3. Comparacién del indice inflamatorio dietario y nutrientes

seleccionados, en sujetos con y sin obesidad, clasificados segun el IMC.

Variables Sujetos sin obesidad? Sujetos con obesidad? )
n=26 n=25 P
DIl 0.16 £1.93 1.08+ 2.18 0.09
Energia (kcal/dia)f+ 2289.7 (1724.7, 3154.7) 3493.5 (2304.7, 4700.8) 0.01*
Carbohidratos (g/dia)}+ 269.4 (193.1, 379.5) 437.9 (263.0, 545.9) 0.01*
Proteinas (g/dia)}+ 102.5 (83.07, 150.7) 138.3 (84.99, 181.2) 0.16
Grasas (g/dia)+ 101.9 + 45.93 137.6 £ 61.52 0.02*
Carbohidratos (%)+ 46.25 £ 5.99 48.72 £ 5.66 0.15
Proteinas (%)+ 19.00 + 3.24 16.71 + 3.19 0.01*
Grasas (%)+ 34.90 (31.90, 37.90) 35.00 (32.00, 36.80) 0.97
Fibra (g/dia)t- 31.55 (22.82, 42.83) 46.52 (32.07, 58.40) 0.03*
Grasas Saturadas 32.06 + 16.40 45.95 + 23.10 0.02*
(g/dia)+

Grasas Tg;;?;;‘;_at“radas 29.55 (24.45, 39.84) 36.02 (27.45, 55.94) 0.09
Grasas Fzg/'g:f‘as)?t“radas 12.55 + 5.35 17.09 + 8.32 0.02*
Vitamina E (mg/dia)t- 8.11 (6.36, 11.29) 12.18 (8.52, 14.97) 0.02*
Tiamina (mg/dia)%- 1.32 (1.00, 2.00) 2.21 (1.34, 3.05) 0.02*
Riboflavina (mg/dia)- 1.93 +0.84 31.85 + 14.81 0.01*
Niacina (mg/dia)- 21.16 (14.68, 25.89) 30.93 (17.77, 39.21) 0.01*
Piridoxina (mg/dia)t- 2.42 (1.56, 2.68) 3.21 (2.040, 3.96) 0.02*
Cobalamina (mp/dia)t+ 4.67 (3.85, 8.96) 7.56 (4.83, 11.66) 0.07
Acido ascérbico .
(maldia)t- 179.9 (128.1, 320.1) 328.9 (172.7, 494.0) 0.04
Magnesio (mg/dia)t- 271.4 (207.7, 360.2) 395.4 (292.6, 507.6) 0.01*
Zinc (mg/dia)}- 10.37 (9.04, 15.38) 18.07 (9.49, 25.06) 0.05*
Hierro (mg/dia)}+ 18.33 (14.15, 24.98) 25.75 (17.48, 36.24) 0.05*
Grasas omega 3 (g/dia)t- 2.17 (0.84, 2.88) 3.27 (1.91, 5.19) 0.04*
Grasas omega 6 (g/dia)- 9.87 +5.16 13.09 + 6.28 0.05*
Grasas Trans (g/dia)f+ 441 (2.67, 7.41) 9.24 (5.25, 14.18) 0.01*

lLas variables son presentadas como: media + DE para variables paramétricas o mediana y
percentil (P25, P75) para variables no paramétricas.

2El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes. 1:
Se realiz6 prueba de U de Mann-Whitney para variables no paramétricas.*Se considerd
estadisticamente significativo a p<0.05.

Obesidad definida por el indice de masa corporal (IMC, kg/m?). Signo positivo (+): Nutrientes
proinflamatorios. Signo negativo (-): Nutrientes antinflamatorios.
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Tabla 4. Comparacion del indice inflamatorio dietario y nutrientes seleccionados
ajustados por energia, en sujetos con y sin obesidad, clasificados segun el IMC.

Sujetos sin . . 1
Variables obesidad?! Sujetos con obesidad p?
— n=25
n=26
Dl -3.43+0.86 -3.74 £ 0.89 0.20
Energia (kcal)+ 1000 1000
Carbohidratos (g/1000kcal)f+ 119.7 (107.1, 127.6) 123.2 (114.9, 130.9) 0.14
Proteinas (g/1000 kcal)+ 4751 +8.11 41.78 £ 7.99 0.01*
Grasas (g/1000 kcal)f+ 38.78 (35.43, 42.17) 38.91 (35.55, 40.91) 0.96
Carbohidratos (%)1+ 47.89 (42.84, 51.04) 45.95 (45.95, 52.35) 0.14
Proteinas (%)+ 19.00 + 3.25 16.71 + 3.19 0.01*
Grasas (%)1+ 34.89 (31.89, 37.96) 35.02 (31.99, 36.82) 0.96
Fibra (g/1000 kcal)t- 13.85(11.04, 16.91) 13.07 (10.76, 14.36) 0.43
Grasas Saturadas
(9/1000 kcal)+ 12.23+2.44 12.80 £ 1.97 0.36
Grasas monoinsaturadas
(9/1000 kcal)t- 12.22 (11.16, 14.96) 11.78 (10.30, 13.11) 0.18
Grasas poliinsaturadas
(9/1000 kcal)- 5.02 (4.00, 6.16) 4.71 (3.84, 5.24) 0.77
Vitamina E (mg/1000 kcal)- 3.69+0.78 3.45+0.83 0.28
Tiamina (mg/1000 kcal)}- 0.62 (0.57, 0.69) 0.64 (0.57, 0.73) 0.61
Riboflavina (mg/1000 kcal)}- 0.75 (0.62, 0.84) 0.73 (0.58, 0.86) 0.47
Niacina (mg/1000 kcal)- 8.88 + 2.59 9.22+£2.19 0.61
Piridoxina (mg/1000 kcal)}- 0.89 (0.80, 1.06) 0.94 (0.81, 1.02) 0.95
Cobalamina
(MW/1000 kcal)t+ 2.23 (1.59, 2.65) 2.06 (1.62, 3.19) 0.69
Acido ascérbico
(mg/1000 kcal)- 93.63 (61.02, 117.05) 91.44 (77.37, 123.32) 0.59
Magnesio (mg/1000 kcal)- 118.2 £ 24.019 119.0 £ 24.86 0.91
Zinc (mg/1000 kcal)t- 4.84 (4.42, 5.75) 5.38 (4.22, 5.76) 0.42
Hierro (mg/1000 kcal)}+ 8.07 (6.66, 8.79) 8.01 (6.66, 8.66) 0.61
Grasas omega 3
(g/1000 kcal)- 0.79 (0.56, 1.31) 0.98 (0.59, 1.38) 0.38
Grasas omega 6
(9/1000 kcal)- 3.80+1.34 3.79+0.88 0.95
Grasas Trans (g/1000 kcal)+ 2.25+1.37 2.99+1.63 0.08

1Las variables son presentadas como: media + DE para variables paramétricas o mediana y
percentil (P25, P75) para variables no paramétricas.

2El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes. 1:
Se realiz6 prueba de U de Mann-Whitney para variables no paramétricas.*Se considerd
estadisticamente significativo a p<0.05.

Obesidad definida por el indice de masa corporal (IMC, kg/m?). Signo positivo (+): Nutrientes
proinflamatorios. Signo negativo (-): Nutrientes antinflamatorios. Ajuste de energia por individuo
mediante la siguiente férmula: [(ingestion de nutriente al dia/ ingestién de energia total al dia) x
1000].
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Debido a que existe mayor asociacion con la obesidad abdominal y riesgo de
enfermedades cronicas degenerativas, se exploré el ICC como criterio de
clasificacion de la obesidad para la comparaciéon del DIl y las demas variables.
Por lo tanto, al utilizar el ICC como criterio de clasificacion de la obesidad (Tabla
5), los DIl fueron iguales entre ambos grupos, y ambas dietas fueron
consideradas como proinflamatorias, al obtener resultados positivos (DIl: 0.64 £
2.10vs 0.55+2.11, p=0.88). Ademas, los sujetos sin obesidad tuvieron un mayor
consumo de energia proveniente de la proteina en comparacién con sujetos con
obesidad (p<0.05). Se encontré que los sujetos con obesidad tuvieron un mayor
consumo de energia proveniente de carbohidratos, asi como una mayor ingestion
de grasas trans y de riboflavina en comparacién con los sujetos sin obesidad
(p<0.05). Al comparar el DIl de los sujetos con y sin obesidad (ICC como criterio
de clasificacion), ajustando el consumo de nutrientes por energia (Tabla 6), sigue
observandose que los voluntarios sin obesidad tenian un mayor consumo de
energia proveniente de proteina en comparacién con sujetos con obesidad
(p<0.05). Ademas, el grupo de participantes con obesidad presentd6 un mayor
consumo de energia proveniente de carbohidratos y grasas trans en comparacion

a sujetos sin obesidad (p<0.05).

V.2. Lipopolisacaricos y la Proteina de Unién a LPS

Se compararon las concentraciones de LPS entre los participantes con y sin
obesidad utilizando el IMC e ICC como criterios de clasificacion. No se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones de LPS entre
sujetos con y sin obesidad por IMC (0.63 + 0.61 vs 0.71 £ 0.18 EU/mL, p=0.53),
ni por el ICC (0.66 £ 0.66 vs 0.67 + 0.22 EU/mL, p=0.91). Debido a que los
resultados con ambos criterios de definicion de obesidad fueron similares, en la
Figura 3, solo se presentan los resultados con ICC. De igual forma, encontramos
gue los sujetos con obesidad presentaron mayores concentraciones de LBP en

comparaciéon con los sujetos sin obesidad con ambos criterios de clasificacién
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utilizados (IMC: 30.27 = 10.35 vs 21.50 %= 6.94 pg/mL, p<0.001; Figura 4: ICC:
32.03 £9.73 vs 21.43 + 7.13 pg/mL, p<0.001).

V.3. Andlisis de Expresion de SOCS3 y TLR4 mRNA

Los resultados del analisis de la expresion de mRNA de SOCS3 y TLR4 en
sujetos con y sin obesidad se presentan en la Figura 5. Se encontr6 mayor
expresion de mRNA de SOCS3 de sujetos con obesidad en comparacion con
sujetos sin obesidad por IMC (0.93 vs 0.06 expresion relativa/ B-actina, p<0.001).
De igual forma, la expresion de SOCS3 mRNA fue mayor en los sujetos con
obesidad comparados con los participantes sin obesidad, definida por el ICC
(0.76 vs 0.30 expresion relativa/ B-actina, p<0.05). No se encontré efecto de la
obesidad sobre la expresion de TLR4 mRNA, en ninguno de los criterios de

clasificacion considerados.
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Tabla 5. Comparacion del indice inflamatorio dietario y nutrientes
seleccionados, en sujetos con y sin obesidad, clasificados segun el ICC.

Variables Sujetos sin obesidad® Sujetos con obesidad? p2
n=30 n=21
Dli 0.64 £ 2.10 0.55+211 0.88
Energia (kcal/dia)+ 2940.1 +1412.6 3199.2 + 1476.2 0.52
Carbohidratos (g/dia)+ 345.5+179.9 392.3+184.5 0.37
Proteinas (g/dia)1+ 115.4 (88.92, 169.2) 132.2 (79.59, 171.3) 0.71
Grasas (g/dia)+ 114.6 £ 51.96 126.3 £ 63.22 0.47
Carbohidratos (%)t+ 46.65 (42.82, 50.62) 50.10 (46.20, 52.55)  0.04*
Proteinas (%)+ 19.00 + 3.36 16.28 + 2.79 0.003*
Grasas (%)1+ 34.90 (31.90, 37.90) 35.00 (31.90, 36.60) 0.86
Fibra (g/dia)t- 36.59 (24.79, 46.64) 40.04 (28.13, 57.66) 0.35
Grasas Saturadas (g/dia)+ 36.44 +18.14 42.34 + 24.52 0.32
Grasas m(‘;r/‘(;’igfat“radas 36.37 +17.48 38.07 + 17.45 0.73
Grasas poliinsaturadas 14.90 + 7.43 14.60 +7.18 0.88
(g/dia)-
Vitamina E (mg/dia)}- 10.47 (6.55, 13.43) 11.23 (6.01, 14.29) 0.33
Tiamina (mg/dia)$- 1.71 (1.11, 2.24) 1.66 (1.14, 2.71) 0.58
Riboflavina (mg/dia)$- 1.89 (1.39, 3.16) 29.40 (16.38, 37.69) 0.001*
Niacina (mg/dia)t- 25.03 (16.15, 31.42) 29.40 (16.38, 37.68) 0.57
Piridoxina (mg/dia)}- 2.50 (1.64, 3.47) 2.75 (1.84, 3.76) 0.55
Cobalamina (mp/dia)f+ 6.21 (4.07, 9.56) 5.92 (3.71, 10.65) 0.82
Ac'ggga;fif;;tf'co 291.9+192.7 291.5+158.1 0.99
Magnesio (mg/dia)t- 314.1 (210.8, 441.8) 360.5 (254.5, 507.6) 0.28
Zinc (mg/dia)$- 11.52 (9.41, 19.98) 17.16 (7.85, 23.08) 0.61
Hierro (mg/dia)+ 23.76 +12.86 2439 +11.15 0.85
Grasas omega 3 (g/dia)t- 2.16 (1.16, 3.33) 3.29 (1.68, 4.49) 0.09
Grasas omega 6 (g/dia) - 11.03 (5.79, 15.73) 12.80 (6.99, 14.92) 0.86
Grasas Trans (g/dia)f+ 4.68 (2.93, 8.97) 9.24 (5.45, 14.18) 0.03*

ILas variables son presentadas como: media + DE para variables paramétricas o mediana y
percentil (P25, P75) para variables no paramétricas.

2El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes. f:
Se realiz6 prueba de U de Mann-Whitney para variables no paramétricas.*Se considero
estadisticamente significativo a p<0.05.

Obesidad definida por el indice de cintura y cadera (ICC). Signo positivo (+): Nutrientes
proinflamatorios. Signo negativo (-): Nutrientes antinflamatorios.
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Tabla 6. Comparacion del indice inflamatorio dietario y nutrientes seleccionados
ajustados por energia, en sujetos con y sin obesidad, clasificados segun el ICC.

Variables Sujetos sin obesidad? Sujetos con obesidad? )
n=30 n=21 P
Dl -3.46 + 0.86 -3.74 £ 0.90 0.26
Energia (kcal)+ 1000 1000
Carbohidratos (g/1000kcal)}+ 116.6 (116.6, 126.5) 125.2 (115.6, 131.3) 0.04*
Proteinas (g/1000 kcal)+ 47.50 £ 8.39 40.69 £ 7.01 0.003*
Grasas (g/1000 kcal)}+ 38.78 (35.43, 42.17) 38.91 (35.51, 40.69) 0.86
Carbohidratos (%)1+ 46.66 (42.84, 50.59) 50.07 (46.23, 52.53) 0.04*
Proteinas (%)+ 19.00 + 3.36 16.28 £ 2.80 0.002*
Grasas (%)1+ 34.89 (31.89, 37.96) 35.02 (31.96, 36.62) 0.86
Fibra (g/1000 kcal)t- 12.86 (11.06, 15.46) 13.61 (10.66, 16.58) 0.83
Grasas Saturadas
(9/1000 kcal)+ 12.40 £ 2.32 12.67 +2.12 0.67
Grasas monoinsaturadas
(9/1000 kcal)t- 12.05 (10.91, 14.20) 11.93 (10.30, 13.11) 0.50
Grasas poliinsaturadas
(9/1000 kcal)t- 5.20 (4.11, 6.36) 4.54 (3.67, 5.09) 0.12
Vitamina E (mg/1000 kcal)- 3.68+0.74 3.43+0.89 0.26
Tiamina (mg/1000 kcal)t- 0.64 (0.57, 0.73) 0.61 (0.57, 0.69) 0.61
Riboflavina (mg/1000 kcal)t- 0.77 (0.67, 0.86) 0.70 (0.52, 0.83) 0.09
Niacina (mg/1000 kcal)- 9.18 £ 2.59 8.85+2.12 0.62
Piridoxina (mg/1000 kcal)t- 0.89 (0.81, 1.05) 0.94 (0.81, 1.02) 0.79
Cobalamina
(MW/1000 kcal)t+ 2.29 (1.80, 2.84) 1.93 (1.55, 3.32) 0.71
Acido ascoérbico
(mg/1000 kcal)t- 97.50 (61.02, 141.5) 91.32 (71.06, 110.2) 0.86
Magnesio (mg/1000 kcal)- 117.09 + 22.31 120.79 = 27.07 0.59
Zinc (mg/1000 kcal)}- 4.89 (4.42, 5.79) 5.28 (4.22, 5.62) 0.65
Hierro (mg/1000 kcal)}+ 8.07 (6.67, 8.60) 8.01 (6.58, 8.78) 0.72
Grasas omega 3
(g/1000 kcal)t- 0.76 (0.54, 1.16) 1.03 (0.64, 1.61) 0.08
Grasas omega 6
(9/1000 kcal)- 3.85+1.29 3.72+0.87 0.69
Grasas Trans (g/1000 kcal)+ 2.18+1.35 3.22 +1.59 0.01*

1Las variables son presentadas como: media + DE para variables paramétricas o mediana y
percentil (P25, P75) para variables no paramétricas.

2El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes. f:
Se realiz6 prueba de U de Mann-Whitney para variables no paramétricas.*Se considero
estadisticamente significativo a p<0.05.

Obesidad definida por el indice de cintura y cadera (ICC).Signo positivo (+): Nutrientes
proinflamatorios. Signo negativo (-): Nutrientes antinflamatorios. Ajuste de energia por individuo
mediante la siguiente férmula: [(ingestién de nutriente al dia/ ingestién de energia total al dia) x
1000].
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Figura 3. Comparacion de las concentraciones de LPS en sujetos con y sin
obesidad, clasificados segun el ICC. Sujetos con obesidad (n=21) y sujetos sin
obesidad (n=30). Las variables son presentadas como: media + DE. El valor de
p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes.
*Se considero estadisticamente significativo a p<0.05.
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Figura 4. Comparacion de las concentraciones de LBP en sujetos con y sin
obesidad, clasificados segun el ICC. Sujetos con obesidad (n=21) y sujetos sin
obesidad (n=30). Las variables son presentadas como: media £ DE. El valor de p
fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes.
*Se considero estadisticamente significativo a p<0.05.
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Figura 5. Comparacién de las expresiones de mRNA de TLR4 y SOCS3 en
sujetos con y sin obesidad, clasificados segun el ICC. Sujetos con obesidad
(n=21) y sujetos sin obesidad (n=30). Las variables son presentadas como: media
+ EE. El valor de p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras
independientes.*Se considerd estadisticamente significativo a p<0.05.

V.4. Andlisis de Citocinas Séricas

Los resultados de la comparacién de las concentraciones de leptina en sujetos
cony sin obesidad, se presentan en la Figura 6. Se encontré que los sujetos con
obesidad tuvieron mayores concentraciones de leptina en comparacion con
sujetos sin obesidad cuando fueron clasificados por IMC (43.17 + 25.15 vs 20.06
+ 17.49 ng/mL, p<0.001) y por el ICC (44.66 % 24.29 vs 22.10 £19.95 ng/mL,
p<0.001). Se observo también que las concentraciones de IL-6 eran mayores en
sujetos con obesidad en comparacién con sujetos sin obesidad por IMC (1.93 +
1.75 vs 0.56 £ 0.70 pg/mL, p<0.001) e ICC (Figura 7; 2.24 +1.78 vs 0.52 + 0.59,
p<0.001). Se realiz6 el analisis de las concentraciones de IL-13 en suero, sin
embargo no fue posible su deteccion por el método utilizado. El limite de

deteccion de IL-1( fue de 0.16 pg/mL, de acuerdo al fabricante (eBioscience).
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V.5. Analisis de Asociaciones por Regresion Lineal Mdltiple

No se encontro relacion del DIl categorico con SOCS3, TLR4, LPS, LBP, leptina
e IL-6 (p>0.05) en el grupo de sujetos sin obesidad clasificados por ICC en el
modelo ajustado por sexo, edad y consumo de energia y ajustado ademas por
%GC, como se puede observar en la Tabla 7. En cambio, cuando el analisis de
regresion multiple se realiz6 en el grupo de sujetos con obesidad clasificados por
ICC, se observo diferencias significativas en la asociacion positiva entre el DII
categorico y LBP en el modelo ajustado por sexo, edad y consumo de energia
(B=10.32, p=0.04) y ajustado ademas por %GC (=10.09, p=0.05), como se
puede observar en la Tabla 8. El andlisis global con todos los voluntarios se
presenta en la Tabla 9, donde se observé diferencias significativas en la
asociacion positiva del DIl categorico con la leptina, en los modelos ajustados por
sexo, edad y consumo de energia, ademas de ICC (f=13.23, p=0.05) y %GC
(B=11.07, p=0.05).
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Figura 6. Comparacion de las concentraciones de leptina en sujetos con y sin
obesidad, clasificados segun el ICC. Sujetos con obesidad (n=21) y sujetos sin
obesidad (n=30). Las variables son presentadas como: media £ DE. El valor de
p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes.
*Se considero estadisticamente significativo a p<0.05.

p<0.001*

Concentraciones de IL-6 {pg/mL)

Con obesidad Sin obesidad

Figura 7. Comparacion de las concentraciones de IL-6 en sujetos con y sin
obesidad, clasificados segun el ICC. Sujetos con obesidad (n=21) y sujetos sin
obesidad (n=30). Las variables son presentadas como: media + DE. El valor de
p fue determinado por la prueba t de Student para dos muestras independientes.
*Se considero estadisticamente significativo a p<0.05.
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Tabla 7. Asociacion del potencial inflamatorio de la dieta con las expresiones de
MRNA de SOCS3 y TLR4, y las concentraciones de LBP, LPS, leptina e IL-6 de
sujetos sin obesidad, clasificados por ICC.

Variables DII* B (0) p DIIZ B (1) p DIEB (1) p

SOCS3 (Expresion

relativa | B.actina) 0.30 0.32 0.31 0.41 0.29 0.44
TLR4 (Expresion -0.04 0.84 0.14 0.52 0.14 0.54
relativa / B-actina)
LBP (ug/mL) -0.28 0.91 -3.55 0.28 -3.80 0.23
LPS (EU/mL) 0.14 0.08 0.14 0.16 0.14 0.17
Leptina (ng/mL) 2.86 0.71 8.22 0.28 7.26 0.25
IL-6 (pg/mL) 0.09 0.68 -0.15 0.57 -0.16 0.56

Voluntarios (n=30).

IModelo sin ajustar. 2Ajustado por sexo, edad y consumo de energia. 3Ajustado por %GC, sexo,
edad y consumo de energia.

*Se consideré estadisticamente significativo a p<0.05.

Tabla 8. Asociacion del potencial inflamatorio de la dieta con las expresiones de
MRNA de SOCS3y TLR4, y las concentraciones de LBP, LPS, leptina e IL-6 de
sujetos con obesidad, clasificados por ICC.

Variables DII* B (0) p DII* B (1) p DIIE B (1) p
SOCS3 (Expresion

- : 0.27 0.83 0.34 0.35 0.24 0.45
relativa / B-actina)
TLR4 (Expresion
relativa / B-actina) 0.05 0.87 0.07 0.85 0.01 0.97
LBP (ug/mL) 6.90 0.12 10.32 0.04* 10.09 0.05*
LPS (EU/mL) -0.32 0.29 -0.26 0.48 -0.32 0.39
Leptina (ng/mL) 10.36 0.37 15.57 0.18 12.85 0.23
IL-6 (pg/mL) -0.74 0.38 -0.49 0.62 -0.55 0.60

Voluntarios (n=21).

IModelo sin ajustar. 2Ajustado por sexo, edad y consumo de energia. 3Ajustado por %GC, sexo,
edad y consumo de energia.

*Se consideré estadisticamente significativo a p<0.05.
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Tabla 9. Asociacion del potencial inflamatorio de la dieta con las expresiones de
MRNA de SOCS3 y TLR4, y las concentraciones de LBP, LPS, leptina e IL-6 de
todos los participantes.

Variables (Dt | p [D2g(M)| p [DEBM] p [DI*B(M)]| p
SOCS3 (Expresion
relativa / -actina) 032 020 031 019 039 013 034 017
TLR4 (Expresion
relativa / B-actina)  -001 097 018 037 014 048 014 050
LBP (ug/mL) 297 030 275 035 327 025 273 033
LPS (EU/mL) 021 010 -021 019 021 018 -021 0.6
Leptina (ng/mL) 323 065 1091 007 1323 005+ 11.07 0.05*
IL-6 (pg/mL) 018 068 -036 043 -024 059 -031 050

Voluntarios (n=51).

IModelo sin ajustar.?Ajustado por IMC, sexo, edad y consumo de energia. 2Ajustado por ICC,

sexo, edad y consumo de energia.*Ajustado por %GC, sexo, edad y consumo de energia.

*Se consideré estadisticamente significativo a p<0.05.
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VI. DISCUSION

Los participantes con obesidad en comparacion con los sujetos sin obesidad,
tuvieron una mayor edad, IMC, ICC y %GC. Sin embargo, al analizar el NAF de
los participantes, encontramos que fue similar en ambos grupos (p=0.48) y fueron
clasificados como sedentarios (FAO/WHO/ONU, 2001). Este sedentarismo fue
debido a que los voluntarios realizaban actividades relacionadas a trabajos de
oficina (sentarse a escribir y leer en computadora, archivar documentos), trabajos
en el hogar por tiempos cortos (cocinar y preparar alimentos, lavar ropa a mano,
tender ropa, planchar, trapear, barrer, aspirar, cuidados de los nifios en general)
y actividades recreativas (ver televisién, leer, escuchar musica, usar la
computadora); asi, pocos participantes realizaban actividades que demandan un
mayor gasto de energia (caminar grandes distancias, subir escaleras,
transportarse en bicicleta, cargar peso, hacer ejercicio en su tiempo libre). Por lo
tanto, la obesidad de los sujetos de estudio no puede ser explicada totalmente

por el sedentarismo.

El indice inflamatorio dietario es un método novedoso para determinar el
potencial inflamatorio de los nutrientes, alimentos y de la dieta completa. Nuestro
interés en utilizarlo fue para saber si puede identificar la dieta inflamatoria como
una caracteristica de las personas con obesidad. Por su reciente uso, no existe
consenso sobre los valores de corte del DII. Por un lado Shivappa et al. (2014a)
propone usar el valor de la mediana del DIl obtenido en la poblacion estudiada;
mientras que Vissers et al. (2016) utilizaron el cero como punto de corte, donde
los valores negativos representan dietas antinflamatorias y los positivos,

proinflamatorias. A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que explora
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el DIl en México, particularmente en residentes de Hermosillo, Sonora. Por lo
anterior, se analizaron los datos dietarios utilizando ambos criterios de corte para
el DII.

Al analizar los datos del DIl por IMC, utilizando el valor de la mediana obtenida
(0.88) como criterio de corte, encontramos que la dieta de los participantes con
obesidad, resulto proinflamatoria (1.08 £ 2.18); mientras que el valor promedio
del DIl en el grupo sin obesidad, result6 menor que el valor de la mediana
(antinflamatoria); aunque la diferencia no resulté estadisticamente significativa
(0.16 + 1.93). Los DIl encontrados en sujetos con obesidad, son similares a los
reportados en Estados Unidos en sujetos con obesidad (DIl: 1.27 + 2.47) (Wirth
etal., 2015). En contraste, cuando se utilizé el cero como valor de corte, las dietas
de los participantes de ambos grupos resultaron positivas, o que significa que
tienen un potencial proinflamatorio, lo cual resulta congruente con el consumo de
energia por encima de la recomendacion encontrada en ambos grupos de

estudio.

Debido a que se considera el IMC como una medida utilizada para evaluar la
obesidad en general, y el ICC se ha relacionado como un indicador de obesidad
abdominal y riesgo de enfermedades cronicas (WHO, 2008), se exploraron
ambos criterios de clasificacion de obesidad, en relacion al DII. Utilizando
entonces la clasificacion de Vissers et al. (2016) las dietas de ambos grupos
resultaron proinflamatorias, indistintamente del criterio de clasificacion de
obesidad (IMC o ICC). Las dietas en ambos grupos tuvieron un alto contenido de
energia, carbohidratos, fibra, grasas, grasas saturadas, grasas mono Yy
poliinsaturadas, acido ascorbico, hierro y zinc, en comparacion con lo reportado
para la zona norte de México en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del
2006 (Barguera et al., 2009). Al ajustar por el consumo de energia como lo
reporta Neufcourt et al. (2016) se observa que los DIl de las dietas de ambos
grupos resultan antinflamatorios (-3.43 + 0.86 vs. -3.74 + 0.89; p=0.20), lo que

sugiere que el consumo energético total es determinante para el potencial
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inflamatorio de la dieta. El consumo de &cidos grasos trans también, ha resultado
promotor de inflamacion, como lo muestra el estudio Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis (MESA) realizado en los Estados Unidos en sujetos con
sobrepeso, en el que se encontré que el alto consumo de grasas trans causa
incrementos en las concentraciones de proteina C reactiva, IL-6 y homocisteina
(Nettleton et al., 2006). Otro ejemplo es el estudio Nurses Health Study (NHS) de
mujeres aparentemente sanas, donde se encontro que el alto consumo de acidos
grasos trans aumenta las concentraciones de sTNFR1 y sTNFR2 en plasma
(receptores de TNF-alpha) (Mozaffarian et al., 2004). Por lo tanto, alimentos y
nutrientes han sido vinculados a la inflamacion, pero se necesita utilizar un valor
unitario, como el DII, que represente todos los valores de referencia, para
establecer si existe una relacion de la induccion de la inflamacion a partir de la

dieta.

Analizando cada uno de los alimentos y nutrientes, se pudo observar que la dieta
sonorense tiene las caracteristicas de la dieta occidental, por el alto contenido de
grasas e hidratos de carbono. Algunos estudios previos han reportado, que la
dieta sonorense proporciona un alto consumo de energia a partir de carnes rojas,
frijoles y papas fritas; aunado a un bajo consumo de frutas o verduras, a
excepcion de la naranja, el tomate y la lechuga (Valencia et al., 1998; Caire-
Juvera et al., 2007). Varios estudios han demostrado una asociacion de la dieta
occidental con marcadores de inflamacién. Por ejemplo, en un estudio en mujeres
iranies, encontraron que la dieta occidental se asocia con aumentos en los
marcadores inflamatorios en suero (IL-6 y proteina C reactiva) y moléculas de
adhesion (ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina), relacionadas con la aterosclerosis. La
circunferencia de la cintura y el IMC se asociaron positivamente con la IL-6 en
personas con sobrepeso y con obesidad (Esmaillzadeh et al., 2007). En cambio,
las dietas sanas, se caracterizan por una reduccién de los marcadores
proinflamatorios en aquellas personas que tienen alto consumo de frutas,
verduras y alimentos bajos en grasa. Por ejemplo, el estudio realizado en Japon

en adultos sin obesidad, se encontrd reduccion de proteina C reactiva, misma
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que se asocio negativamente con el patrén dietario saludable (con alto consumo
de frutas y verduras) (Nanri et al., 2008 y 2011).

Para relacionar la dieta con la inflamacion, utilizando el DII, se exploré uno de los
mecanismos que relaciona la obesidad con la endotoxemia metabdlica y la
respuesta inflamatoria, propuesta por Cani et al. (2007 y 2008). Se determinaron
las concentraciones de LBP y LPS en nuestros sujetos de estudio. Al clasificar
las concentraciones de LBP de los participantes, encontramos que los sujetos
con obesidad (de acuerdo a su ICC) tenian mayores concentraciones de LBP en
comparaciéon con los sujetos sin obesidad (32.0 + 9.7 vs 21.4 + 7.1 pg/mL,
p<0.001). Estudios previos en China, reportaron concentraciones de LBP en
plasma de sujetos con obesidad de 27.6 pg/mL y en sujetos sin obesidad valores
de 10.0 pg/mL. Ademas, encontraron que existen mayores concentraciones de
IL-6 y proteina C reactiva, asi como baja concentracion de adiponectina en
sujetos con obesidad en comparacion con sujeto sin obesidad (Sun et al., 2010).
En un estudio de poblacién espafiola, se encontré que la concentracion de LBP
en sujetos con sobrepeso (7.3 ug/mL) y obesidad (7.8 pg/mL) resulté mayor que
en los sujetos sin obesidad (5.9 pg/mL), y se asocié positivamente en los grupos
mayores de 50 afios de edad, con el tabaquismo, el IMC, y baja concentracion
de colesterol HDL (Gonzalez-Quintela et al.,, 2013). En nuestro estudio
encontramos concentraciones de LBP mayores, incluso en los participantes sin
obesidad, a los valores encontrados en los estudios de China y Espafia, siendo
gue los voluntarios son menores a 50 afios de edad. Estos resultados sugieren
gue las caracteristicas nutrimentales de la dieta en nuestros participantes estan
jugando un papel importante en el desarrollo de una respuesta inflamatoria por
el alto consumo de grasas y carbohidratos que pudieran inducir la sintesis de

LBP que permita la translocacion de LPS al torrente sanguineo.
Al evaluar los datos obtenidos de LPS de nuestros voluntarios, no se encontraron

diferencias significativas entre los sujetos con y sin obesidad (p>0.05); sin

embargo los valores en ambos grupos resultaron mayores a los reportados en
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sujetos aparentemente saludables. En un estudio realizado en sujetos sin
obesidad que fueron alimentados con una dieta alta en grasa y carbohidratos,
constituida de 910 kcal, 88 g de carbohidratos, 51 g de grasas con un 33% de
grasa saturada y 34 g de proteina, se encontrdé que las concentraciones basales
en plasma de endotoxinas se incrementaron de 0.39 £ 0.07 a 0.58 + 0.10 EU/mL
después de 3 horas. También las concentraciones basales en plasma de LBP se
incrementaron significativamente de 10.5 +1.5 a 14.7 =+ 2.2 yg/mL al término de
2 horas (Ghanim et al., 2009). Es importante mencionar que en un estudio
paralelo al presente, realizado en nuestro laboratorio por Gonzéalez-Martinez
(2016), se estudio la asociacion de la microbiota intestinal con la dieta de nuestros
participantes. Se encontrd que la abundancia relativa de los géneros bacterianos
Bacteroides/Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii y Roseburia eran mayores
en los sujetos con obesidad en comparacion con los sujetos sin obesidad.
Ademas, se observdO que la del género bacteriano gram negativo de
Bacteroides/Prevotella (que tiene en su membrana LPS) estaba asociada
positivamente al consumo de grasas (monoinsaturadas y saturadas), colesterol y
carbohidratos. Esto concuerda con lo que se ha reportado en dietas con alto
consumo de grasas Yy carbohidratos, que inducen el aumento de las
concentraciones de LPS y LBP, debido a que posiblemente la dieta modifica la
composicién de la microbiota intestinal (Deopurkar et al., 2010; Ghanim et al.,
2009). En relacion a nuestro estudio, la alimentacion podria influir en el desarrollo
de la microbiota intestinal, y promover el crecimiento de bacterias productoras de
LPS, que aunado al consumo de grasas favorecen su translocacion al torrente
sanguineo, causando la endotoxemia metabdlica y sus efectos concomitantes.
Efectivamente, encontramos que en el grupo de sujetos con obesidad en ambos
criterios de clasificacion, tuvieron mayor consumo de carbohidratos y grasas en
comparacion de sujetos sin obesidad. Ademas, observamos un aumento en las
concentraciones de LPS y LBP en plasma de ambos grupos clasificados por IMC
e ICC. El solo hecho de pueda cuantificarse LPS circulante, sugiere la
endotoxemia metabdlica en ambos grupos, debido a que efectivamente hubo una

translocacion de endotoxinas al torrente sanguineo (Ghanim et al., 2009). Esto
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puede deberse a que las altas concentraciones de LBP permitieron la eliminacion
de LPS por transferencia al colesterol HDL durante el lapso de tiempo de 12 horas
de ayuno. Se ha demostrado que las concentraciones de LBP tienen dos
mecanismos para eliminar el LPS circulante via colesterol HDL, que son los
siguientes: 1) transferencia directa con colesterol HDL y 2) transferencia indirecta
del complejo LBP-LPS-CD14, donde permite la activacion del receptor en células
mononucleares o0 neutralizan la activacion del receptor transfiriendo LPS al
colesterol HDL para su eliminacion (Wurfel et al. 1995). Por lo tanto, se ha
observado que existe un rol dual del LBP en el sistema inmune innato donde
bajas concentraciones de LBP aumentan la activacion de LPS en células
mononucleares, y en contraste, las altas concentraciones de LBP inhiben la
estimulacién inducida por LPS; aunque no se ha dilucidado por qué ocurre esta
paradoja metabdlica (Gutsmann et al., 2001). Por lo cual, pudiera ser que este
comportamiento observado es posiblemente debido a que hubo eliminacion de
LPS por medio de colesterol HDL en nuestros voluntarios, y aunque esta parte
del mecanismo no fue estudiada en el presente estudio, se muestra la necesidad

de mas estudios para explicar la endotoxemia metabdlica.

No encontramos diferencias significativas entre sujetos con y sin obesidad en las
expresiones relativas de TLR4 mRNA (p>0.05). En cambio, en un estudio
realizado en sujetos originarios de Kuwait, encontraron que las expresiones
relativas de mRNA de TLR4 fueron mayores en sujetos con sobrepeso y obesidad
en comparacion con sujetos aparentemente sanos. Ademas, encontraron una
correlacion positiva entre las expresiones relativas de mRNA de TLR4 con IMC
(r=0.88, p<0.001), TNF-a (r=0.92, p<0.001) y IL-6 (r=0.81, p<0.001) (Ahmad et
al., 2012). Para evaluar si hubo una respuesta inflamatoria por la endotoxemia
metabdlica, se determinaron las concentraciones de IL-6, y encontramos que
fueron mayores en sujetos con obesidad en comparaciébn con sujetos sin
obesidad (2.2 £1.7 vs 0.5 + 0.6 pg/mL, p<0.001). Resultados similares fueron
reportados por Sun et al. (2010) en poblacién china, donde se obtuvieron
concentraciones de IL-6 menores en el grupo sin obesidad (1.19 pg/mL)
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comparadas con las del grupo con obesidad (1.67 pg/mL). De igual forma, Park
et al. (2005) encontrd en sujetos japoneses, que las concentraciones de IL-6 en
sujetos sin obesidad fueron menores que las de los sujetos con obesidad (1.6
pg/mL vs 2.0 pg/mL). Por lo anterior, podemos decir que la endotoxemia
metabdlica observada desencadend una respuesta inflamatoria mayor en sujetos

con obesidad.

Para explorar el mecanismo que involucra la sefalizacion de leptina, se
analizaron las expresiones de SOCS3 mRNA y las concentraciones de leptina.
Encontramos mayores expresiones de SOCS3 mRNA en sujetos con obesidad
en comparacion con los sujetos sin obesidad, clasificados por ICC (0.76 vs 0.30
expresion relativa/ B-actina, p<0.05). Incluso, observamos que Ilas
concentraciones de leptina fueron mayores en sujetos con obesidad en
comparacion con sujetos sin obesidad (44.7 £ 24.3 vs 22.1 £ 19.9 ng/mL,
p<0.001). La expresion elevada de SOCS3 mRNA en sujetos con obesidad
concuerda con lo que se ha reportado previamente (Ghanim et al., 2007; Teran-
Cabanillas et al., 2013). Con respecto a leptina, se ha establecido que el punto
de corte para definir la normoleptinemia es <15 ng/mL (Solano et al., 2009; Askari
et al., 2010). Datos previos en Estados Unidos, han reportado que las
concentraciones basales en sujetos sin obesidad (IMC <25 kg/m?) son de 7.5 +
9.3 ng/mL y en sujetos con obesidad (IMC = 30 kg/m?) de 31.3 + 24.1 ng/ml
(Considine et al., 1996). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por
Askari y Cols. (2010), donde encontraron que las concentraciones de leptina en
sujetos sin obesidad fueron 5.35 + 0.87 ng/mL, sin obesidad/hiperleptinemia
(IMC <27 kg/m?) de 18.2 + 2.22 ng/mL y en sujetos con sobrepeso u
obesidad/hiperleptinemia (IMC = 27 kg/m?) de 33.5 + 4.80 ng/mL. Por lo tanto,
nuestro estudio apoya los hallazgos previos en los que se ha reportado que la
presencia de obesidad se asocia con una mayor expresion de SOCS3 mRNA e
hiperleptinemia en comparacion con sujetos sin obesidad. Esto es debido a una
inflamacion cronica causada por la endotoxemia metabdlica y respuesta

inflamatoria. También, se observd que en los sujetos sin obesidad se tiene una
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transicion sobre una posible inflamacién aguda que se pudiera desencadenar con
el transcurso del tiempo y un mayor riesgo de padecer obesidad por

hiperleptinemia y consumo de energia.

Al analizar la asociacion del DIl con la endotoxemia y respuesta inflamatoria, es
interesante que en el grupo de participantes sin obesidad, no se encontraron
diferencias en los marcadores de sefalizacion e inflamacion seleccionados
(SOCS3 mMRNA, TLR4 mRNA, LPS, LBP, leptina e IL-6). En cambio, en el grupo
con obesidad se encontré diferencias significativas con asociacion positiva entre
el DIl categérico y las concentraciones de LBP, en los modelos ajustados por
sexo, edad y consumo de energia (=10.32, p=0.04) y ademas por %GC
(B=10.09, p=0.05). Al incluir a todos los voluntarios en el andlisis de regresion
multiple, encontramos que pasar de una dieta antinflamatoria a una
proinflamatoria incrementa positivamente las concentraciones de leptina hasta
13.23 puntos porcentuales, en los modelos obtenidos (p=0.05). Estos resultados
nos permiten concluir, al menos en parte, que las dietas proinflamatorias (DII>0)
aumentan el riesgo de endotoxemia metabdlica (LPS circulante) y sus
concomitantes efectos, tales como el aumento en el riesgo de hiperleptinemia
mediado por SOCS3. A nuestro conocimiento, en este trabajo se utiliza el DIl por
primera vez en México en relacion con la obesidad, por lo que no existen datos
previos para comparar. Incluso, no se ha relacionado el DIl con la endotoxemia
metabdlica e hiperleptinemia, pero si con la respuesta inflamatoria. En la
respuesta inflamatoria, nosotros no encontramos asociacion del DIl con las
concentraciones en suero de IL-6, en contraste con estudios previos en los que
si han encontrado asociacion positiva entre el valor del DIl con la produccion de
IL-6. En un estudio realizado en Australia en sujetos con asma, encontraron que
el DIl estaba asociado positivamente con las concentraciones de IL-6 en plasma
(B=0.13, IC 95%: 0.05, 0.21; p=0.002) (Wood et al., 2015). Mientras que en un
estudio realizado en Bélgica en sujetos con y sin obesidad, encontraron que
existe una asociacion positiva del DIl con las concentraciones de IL-6 (>1.6
pg/mL) (RM: 1.19, IC 95%: 1.04-1.36) (Shivappa et al., 2015b). Encontramos que
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el consumo de energia es esencial para definir si las dietas son pro o
antiinflamatorias, su influencia radica en el DIl. Debido a que en ambos grupos
resultaron dietas hipercaldricas, se ajustaron los modelos por consumo de
energia. Las principales limitaciones de nuestro estudio fueron el tamafio de
muestra y que no se incluyeron 14 pardmetros de los 45 propuestos en el disefio
original para el calculo del DIl y que pudieran contribuir de manera importante al
potencial antinflamatorio de la dieta, como son los flavonoides (antocianinas,
flavonoles, flavan-3-oles, flavonas, isoflavonas, flavanonas) y eugenol, asi como
extractos de plantas (jengibre, azafran, circuma, orégano, pimienta, romero), y
té negro o verde (Shivappa et al., 2014a). Esto fue debido a que no se incluyeron
en el cuestionario de frencuencia de consumo de alimentos y no se cuenta con
la cuantificacion de los mismos en las tablas de alimentos regionales. Con la
inclusiébn de estos parametros de alimentos y nutrientes, se tendria una
puntuacion del DIl mas precisa del potencial inflamatorio de la dieta. Las
fortalezas de este estudio son la utilizacion de un cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos previamente validado (Quizan, 2000 modificado por
Guillot, 2012), el analisis de marcadores inflamatorios relacionados a la dieta
mediante el DIl obtenido (que evalla la asociacion dieta-inflamacion de
informacion cientifica previa) y los criterios de inclusién para diferenciar los

sujetos con y sin obesidad.
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VIl. CONCLUSION

En concordancia con la literatura revisada, se encontré que los sujetos con
obesidad tienen una inflamacion cronica que esta caracterizada por una
endotoxemia metabdlica, respuesta inflamatoria e hiperleptinemia. Los sujetos
sin obesidad presentan una inflamacion aguda que con el transcurso del tiempo
puede desencadenar el riesgo de obesidad. Encontramos que en ambos grupos
de estudio, las dietas fueron hipercal6ricas y consideradas proinflamatorias en
poblacién sonorense. El potencial inflamatorio de la dieta, medido con el DIl
mostré una asociacion positiva con las concentraciones de LBP en sujetos con
obesidad, y con leptina en todos los voluntarios. Al ser ambas dietas
proinflamatorias y teniendo caracteristicas de un patron de dieta occidental, es
preocupante la situacién actual, ya que existe un riesgo de desarrollar la obesidad
en sujetos que actualmente no la presentan. Estos resultados pudieran ayudar a
proponer el DIl como una nueva herramienta para el diagnostico del potencial
inflamatorio de la dieta y su posible efecto en el desarrollo de la obesidad en
México. Se requieren mas estudios epidemiolégicos en el pais que aporten
evidencia suficiente para ayudar a orientar a la poblacion, sobre la importancia
de reducir el potencial inflamatorio de la dieta para prevenir riesgo de obesidad y

enfermedades crénicas degenerativas.
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Tabla de parametros de alimentos y nutrientes disefiada por Shivappa et al.,

(2014a)
Parametro de alimento o Puntuacion del efecto | Media global de consumo Seleccionados en
nutriente inflamatorio (Unidades/dia) DE nuestro estudio
Alcohol (g) -0.278 13.98 3.72 X
Vitamina B12 (ug) 0.106 5.15 2.7 X
Vitamina B6 (mg) -0.365 1.47 0.74 X
Beta-caroteno (ug) -0.584 3718 1720 X
Cafeina (g) -0.11 8.05 6.67 X
Carbohidratos (g) 0.097 272.2 40 X
Colesterol (mg) 0.11 279.2 51.2 X
Energia (kcal) 0.18 2056 338 X
Eugenol (mg) -0.14 0.01 0.08
Grasas (g) 0.298 71.4 194 X
Fibra (g) -0.663 18.8 4.9 X
Acido félico (ug) -0.19 273 70.7 X
Ajo (g) -0.412 4.35 2.9 X
Gengibre (g) -0.453 59 63.2
Hierro (mg) 0.032 13.35 3.71 X
Magnesio (mg) -0.484 310.1 139.4 X
Grasas monoinsaturadas (g) -0.009 27 6.1 X
Niacina (mg) -0.246 25.9 11.77 X
Grasas omega 3 (Q) -0.436 1.06 1.06 X
Grasas omega 6 (g) -0.159 10.8 7.5 X
Cebolla (g) -0.301 35.9 18.4 X
Proteinas (g) 0.021 79.4 13.9 X
Grasas poliinsaturadas (g) -0.337 13.88 3.76 X
Riboflavina (mg) -0.068 1.7 0.79 X
Azafran () -0.14 0.37 1.78
Grasas saturadas (g) 0.373 28.6 8 X
Selenio (ug) -0.191 67 25.1 X
Tiamina (mg) -0.098 1.7 0.66 X
Grasas tran (g) 0.229 3.15 3.75 X
Cdrcuma (mg) -0.785 533.6 754.3
Vitamina A (ER) -0.401 983.9 518.6 X
Vitamina C (mg) -0.424 118.2 43.46 X
Vitamina D (ug) -0.446 6.26 2.21 X
Vitamina E (mg) -0.419 8.73 1.49 X
Zinc (mg) -0.313 9.84 2.19 X
Té verde o negro (g) -0.536 1.69 1.53
Flavan-3-oles (mg) -0.415 95.8 85.9
Flavonas (mg) -0.616 1.55 0.07
Flavonoles (mg) -0.467 17.7 6.79
, Flavanonas (mg) -0.25 11.7 3.82
Antocianinas (mg) -0.131 18.05 21.14
Isoflavonas (mg) -0.593 1.2 0.2
Pimienta (g) -0.131 10 7.07
Orégano (mg) -0.102 0.33 0.99
Romero (mg) -0.013 1 15

ER= Equivalentes de retinol.
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