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1. Abreviaturas

ACE Enzima convertidora de angiotensina
ACE2 Enzima convertidora de angiotensina 2
Ang I Angiotensina |l

Ang (1-7) Angiotensina 1-7

APN Aminopeptidasa N

AT1R Receptor de angiotensina I, tipo 1 o receptor AT1
CCL2 Ligando 2 de quimiocina, proteina 1 quimioatrayente de monocitos
CCR2 Receptor de quimiocinas C-C tipo 2
DM Diabetes mellitus

DM2 Diabetes mellitus 2

FFA Acidos grasos libres

GGT Gamma guamil transferasa

ICAM Molécula de adhesion molecular

IL-1 Interleucina 1

IL-1B Interleucina 1B

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-17 Interleucina 17

IKK Cinasa IkB

IMC indice de masa corporal

JNK Cinasa c-Jun N-terminal

LGI Inflamacion de bajo grado

MasR Receptor MAS

M1 Macrdéfagos tipo 1

M2 Macrdéfagos tipo 2

MCP-1 Proteina quimiotactica de monocitos 1

NAFLD Higado graso no alcohdlico
NASH Esteatohepatitis

NFkB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NAFL Esteatohepatitis no alcohdlica

OMS Organizacion mundial de la salud

RAS Sistema renina angiotensina

RAAS Sistema renina-angiotensina-aldosterona

RE Reticulo endoplasmico

TNF-a Factor de necrosis tumoral a

VCAM Moléculas de adhesion celular vascular

VSCM Moléculas de adhesion celular intercelular



2. Glosario términos clinicos

e Cancer hepatocelular o hepatocarcinoma. Enfermedad por la que algunas
células del cuerpo se multiplican sin control y se diseminan a otras partes del
cuerpo, en este caso afecta primordialmente al higado.

e Cirrosis hepatica. Es una de las etapas finales de los procesos de reparacion
del proceso inflamatorio, que se caracteriza por la formacion de fibras de
colageno que se forman en los sitios que se presentaron lesiones dafios.

o Esteatosis hepatica. Exceso en la acumulacion de gotas lipidicas en el tejido
hepatico.

o Esteatohepatitis. Acumulacion del exceso de lipidos que deriva a un
incremento de proceso inflamatorios.

e Estrés oxidativo. Estado que se presenta cuando los sistemas antioxidantes
no pueden contender con las especies oxidantes, por lo que hay un exceso de
éstas en el medio intra y/o extracelular.

e Fibrosis. Formacién de tejido conectivo fibroso en érganos o tejidos que se
produce como consecuencia de un proceso de reparacion, generalmente tras
un proceso inflamatorio crénico.

e Hipertension arterial. Condicion patoldgica que se presenta cuando los vasos
sanguineos mantienen una presion mayor a 140/90 mm Hg; lo que significa que
la fuerza ejercida por la sangre en venas y arterias es elevada.

e Natriuresis. Mecanismo por el que el sodio es excretado por la orina regulado
por los rifiones.

e Presidon sanguinea. Es la fuerza que la sangre ejerce sobre las paredes
arteriales. Esta presion se expresa con dos numeros, el primer numero, llamado
presion arterial sistélica, es la presion causada cuando el corazon se contrae y
empuja la sangre hacia afuera. El segundo valor, llamado presién arterial
diastolica, es la presion que ocurre cuando el corazon se relaja y se llena de
sangre. La presion normal se considera menor a 120 y 80 (120/80).

e Vasodilatacion. Proceso en el que los vasos sanguineos se dilatan o
expanden.
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3. Resumen

La obesidad es una enfermedad crénica caracterizada por una acumulacion anormal
0 excesiva de grasa y la presencia de inflamacion cronica de bajo grado a nivel
sistétmico y local. Esta enfermedad es un factor de riesgo para desarrollar
enfermedades como la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD), que surge
de la esteatosis y procesos proinflamatorios y/o fibréticos exacerbados. Ademas, se
ha demostrado que la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2) hepatica regula
genes especificos para la oxidacion de lipidos, el estrés oxidativo y la inflamacién, lo
que sugiere que su expresion esta asociada con el desarrollo de esteatosis hepatica
en personas con obesidad propensas a desarrollar NAFLD. En este trabajo se evalud
la expresion de ACEZ2 en muestras de higado de pacientes con obesidad y se analizé
si existe correlacién entre los niveles de mRNA de este gen y la concentracion de
distintas citocinas proinflamatorias, asi como con diferentes parametros bioquimicos,
clinicos y antropométricos. Se analizaron setenta muestras de tejido hepatico de
pacientes que se realizaron cirugia bariatrica. Para evaluar la expresiéon de ACE2y las
citocinas proinflamatorias, se purifico el ARN y se realizé una RT-qPCR. Por otra parte,
se evalud la concentracion de citocinas mediante un inmunoensayo con perlas
magneéticas. Para determinar si existe correlacion entre la expresion de ACE2 y las
distintas variables analizadas, la poblacion de estudio fue estratificada por sexo,
comorbilidades y puntuacion de NAFLD, y se aplicaron pruebas estadisticas para
analizar las diferencias entre grupos, la correlacion entre variables y una regresion
lineal para predecir el valor de datos desconocidos mediante el uso de otro valor de
datos relacionado y conocido. Se encontréo que la expresion génica de ACE2 en
hombres es significativamente menor (un mayor ACT) a la observada en mujeres. Se
encontro correlacion entre el ACT de ACEZ2 con GGT y albumina; sin embargo, ACE2-
GGT present6 una correlacion positiva mas fuerte, lo cual sugiere que la expresion de
ACE?2 influye en parametros de dafio hepatico, o que el dafio hepatico influye en la
expresion de ACE2. Ademas, los analisis de regresion nos indicaron que la expresion

de ACEZ2 podria depender de la expresion del TNF-a.
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4. Abstract

Obesity is a chronic disease characterized by abnormal or excessive fat accumulation
and chronic low-grade inflammation at a systemic and local level. This disease is a risk
factor for developing conditions such as NAFLD, which arises from steatosis and
exacerbated pro-inflammatory and/or fibrotic processes. Furthermore, evidence has
shown that hepatic ACEZ2 regulates genes specific for lipid oxidation, oxidative stress,
and inflammation, suggesting that its expression is associated with developing hepatic
steatosis in obese people prone to developing NAFLD. In this work, the expression of
ACEZ2 was determined in liver samples from patients with obesity, and it was analyzed
whether there is a correlation between the mRNA levels of this gene and the protein
levels of different cytokines, as well as different biochemical, clinical, and
anthropometric parameters. Seventy liver tissue samples were included. RNA was
isolated to assess the expression of ACE2 and proinflammatory cytokines, and RT-
gPCR was performed.

On the other hand, cytokines' concentration was evaluated by a magnetic bead
immunoassay assay. Sex, comorbidities, and NAFLD score stratified patient samples.
Statistical tests were applied to analyze the differences between groups, the correlation
between variables, and linear regression to predict the value of unknown data using
another value of related and known data. In this sense, statistically significant
differences were found in gene expression, with a higher ACT of ACEZ2 in men than
women, meaning lower mRNA expression in men. A correlation was found between
the ACT of ACE2 with GGT and albumin; however, ACE2-GGT presented a stronger
positive correlation, which suggests that ACE2 expression influences parameters of
liver damage, such as GGT. In addition, regression analyses indicated that ACE2 gene
expression could depend on TNF-a protein expression.
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5. Introduccioén

La obesidad es una enfermedad cronica, de origen multifactorial y alta prevalencia que
se caracteriza por la acumulaciéon anormal o excesiva de grasa (OMS, 2021), y se
caracteriza por la presencia de inflamacion cronica de bajo grado a nivel sistémico y
local que surge como una consecuencia del incremento y la disfuncion del tejido
adiposo. La inflamacién cronica de bajo grado se origina por la infiltracion y la
activacion de células inmunitarias (como los macréfagos, varios tipos de células Ty B
y otros leucocitos), y la consecuente secrecion de factores proinflamatorios, tales como
la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8) y la interleucina 1B (IL- 1B). La
respuesta inflamatoria sistémica de bajo grado afecta diversos 6rganos o sistemas, y
se ha asociado con el desarrollo y progresion de diversas enfermedades no
transmisibles, como la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD por sus
siglas en inglés) (Luo y Lin, 2021).

La NAFLD es un espectro de patologias hepaticas que van desde la esteatosis hasta
la esteatohepatitis (NASH por sus siglas en inglés), y que han sido relacionadas con
la obesidad. En ese sentido, en cohortes de pacientes con obesidad se ha reportado
que la prevalencia de NAFLD va del 50 al 90% (Clarck et al, 2002, Bernal-Reyes et al.,
2019). La patogenia de esta enfermedad ha sido descrita por la “hipétesis de los dos
golpes”. En donde, el primer golpe se caracteriza por el exceso de la acumulacion de
lipidos en el higado (esteatosis), la cual causa que el higado sea mas propenso al
segundo golpe, caracterizado por el incremento de la inflamacioén, el estrés oxidativo y
la fibrogénesis (Simoes et al, 2017). Por otra parte, recientemente se ha asociado el
origen y la progresion de la NAFLD con la disrupcion del equilibrio del sistema renina-
angiotensina (RAS por sus siglas en inglés) (Simoes et al, 2017).

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) se define como una cascada de
moléculas con funcion de péptidos vasoactivos y algunos con funcion de
mineralocorticoides que orquestan procesos clave en la fisiologia de los mamiferos
(Péiro et al., 2020), principalmente el control de la presion arterial y el equilibrio
hidroelectrolitico (Campbell, 2014). La clave del funcionamiento del RAS es que cuenta

con dos vias con efectos “contrarios”, permitiendo asi la homeostasis. La primera via
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(clasica) esta conformada por la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la
angiotensina Il (Ang Il) y el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1), como el principal
efector que media las acciones bioldgicas de la Ang Il (vasoconstriccion, proliferacion
celular, profibrosis e inflamacién) (Campbell, 2014). La segunda via (alternativa o no
clasica) esta conformada por la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2), que
actua principalmente sobre la Ang Il y la convierte en angiotensina 1-7 Ang (1-7),
molécula peptidica que actua activando los receptores Mas (MasR), causando efectos
vasodilatadores, antiproliferativos, anti-fibroticos y antiinflamatorios (Campbell 2014;
Arriero-Carrillo y Rueda-Sanchez 2020).

El ACEZ2 se encuentra ubicado en la region 22.2 del brazo corto del cromosoma X, con
un tamano de 40 kb, contiene 22 intrones y 18 exones. ACE2 es una enzima
carboxipeptidasa, su principal funcion en el RAS es la contrarregulacién de ACE (Lima
et al., 2021). Asimismo, ACE2 se ha asociado con diversas patologias, por ejemplo, la
NAFLD (Yang et al., 2021).

Hasta el momento, pocos grupos han investigado el papel de la ACE2 en el higado,
sin embargo, existen reportes que sugieren que esta proteina puede estar asociada
con procesos inflamatorios en este drgano que son criticos para el desarrollo y la
progresion de las enfermedades hepaticas (Cao et al., 2016; Fondevila et al., 2021).

14



5.1. La obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido a la obesidad como una
condicion donde existe una acumulacién anormal o excesiva de grasa corporal o tejido
adiposo (OMS, 2021), y que se diferencia del sobrepeso por el valor del indice de masa
corporal (IMC), el cual es un parametro que se calcula dividiendo el peso en kg sobre
la talla al cuadrado (IMC= peso (kg)/talla (m?)). Se ha establecido que el sobrepeso se
presenta cuando existe un IMC de 25-29.9; las personas con obesidad grado 1
presentan un IMC de 30.0-34.9, la obesidad de grado 2 con un rango de 35.0-39.9 y
la obesidad de grado 3 con un IMC mayor a 40 (OMS, 2021). Adicionalmente, la
obesidad es considerada una enfermedad crénica y compleja, en la cual intervienen
una multiplicidad de causas Dbiolégicas, genéticas, endocrinologicas vy
medioambientales (Conway et al., 2004).

En el 2016 se informd que la prevalencia mundial del sobrepeso y la obesidad era de
mas de 1900 millones de adultos mayores de 18 afos, de los cuales, mas de 650
millones tenian obesidad (OMS, 2021). En ese sentido, la OMS ha declarado que la
obesidad es una pandemia creciente, por lo que se estima que para el afio 2025 uno
de cada cinco adultos en el mundo la padecera (OMS, 2018). Por su parte, desde hace
dos décadas se reportd que México también transita por una epidemia de obesidad
(Barquera et al. 2013). En estudios recientes se ha reportado que, del total de la
poblacion, el 39.1% de los adultos tienen sobrepeso y 36.1% obesidad (Barquera et
al, 2020) y, que estas condiciones tienen mayor prevalencia en sujetos dentro de la
cuarta década de vida, ya que el 83.6% de las personas dentro de este grupo
presentaron sobrepeso u obesidad. Asimismo, se ha estimado que la probabilidad de
tener obesidad en este grupo de edad es 4.3 veces mas que en la segunda década de

la vida (Barquera et al., 2020).

El tejido adiposo no sélo es un tejido que almacena grasa y proporciona proteccion a
organos Yy sistemas vitales, también es un 6rgano que secreta adipocinas que generan
e integran sefales endocrinas, paracrinas y autocrinas para regular el metabolismo, el
almacenaje y la produccion de triglicéridos y colesterol, el apetito, el gasto energético
y la sensibilidad a hormonas clave del metabolismo de la insulina (Reyes, 2011). El
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aumento del tamafo de este tejido estimula la secrecion de citocinas inflamatorias,
regulando asi su propia celularidad, la angiogénesis y la migracion de células
inmunitarias. Asimismo, el incremento del indice de masa corporal (IMC) se ha
relacionado con la presencia de estados patolégicos en multiples 6rganos y sistemas
que se encuentran regulados por el tejido adiposo, tal es el caso del higado. En ese
sentido, se ha reportado que un elevado IMC, esta relacionado con la activacion de la
respuesta inflamatoria, generando la sobreexpresion de genes proinflamatorios como
IKK, NFxB y JNK, lo cual puede causar alteraciones metabdlicas que conducen a la
aparicion de signos clinicos como lo es la resistencia a la insulina. La respuesta
inflamatoria en la obesidad esta presente a nivel sistémico, sin embargo, también lo
esta de manera local en distintos érganos, como el cerebro, rifilones, tejido adiposo,
musculo esquelético e higado (Luo y Lin, 2021), el cual es el 6rgano de interés del
presente trabajo.

Cabe destacar que una de las marcas caracteristicas de la obesidad es la presencia
de inflamacion crénica de bajo grado, que se caracteriza por la elevacion de los niveles
circulantes de citocinas proinflamatorias, asi como por el aumento de la infiltracion de
macrofagos en tejidos periféricos. Este estado inflamatorio no induce lesion o pérdida
de la funcionalidad en el tejido infiltrado, lo cual constituye un rasgo distintivo de este

tipo de inflamacién (Popovic et al., 2019).

5.2. El papel de la inflamacion en las personas con obesidad

La respuesta inflamatoria es considerada una respuesta tisular benéfica que es
estimulada al presentarse un dafio tisular debido a estimulos fisicos, quimicos o
bioldgicos (Rock et al., 2014). La inflamacién se caracteriza por la produccién de
mediadores solubles que causan efectos vasculares y el reclutamiento de leucocitos
(Marques et al, 2014; Balusu et al., 2016).

La inflamacion es un proceso que actua en los organismos en respuesta a diferentes

agresiones enddgenas o exdgenas; es regulada tanto por la respuesta inmune innata

como por la adquirida, interviniendo un amplio espectro de efectos locales y
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sistémicos. Ademas, de acuerdo con el tiempo de evolucién, la respuesta inflamatoria

puede ser aguda o cronica (Balusu et al., 2016).

La inflamacion aguda se caracteriza por presentarse de forma inmediata (a los minutos
u horas en que es detectada el antigeno enddégeno o exdégeno) y promueve
mecanismos de respuesta inmune innata, principalmente tres fenbmenos que son
caracteristicos de este tipo de inflamacién: 1) alteraciones en el calibre vascular que
dan lugar en el incremento del flujo sanguineo, 2) cambios estructurales en la
microvasculatura y, 3) migracion de los leucocitos de la circulacion a la
microcirculacion, permitiendo su acumulacion en el foco de la infeccion para eliminar
el agente agresor. Estas alteraciones promueven que se presenten los signos
caracteristicos de este tipo de inflamacion: calor, rubor (enrojecimiento), tumoracion
(edema), dolor y la pérdida de la funcién del érgano o tejido que esté pasando por este
proceso. Este tipo de inflamacién puede presentarse ante factores como infecciones,
traumatismos, agentes fisicos y quimicos, necrosis tisular, cuerpos extrafios y

reacciones inmunitarias (Nardi et al., 2016; Kumar et al., 2008).

Por otro lado, la respuesta inflamatoria crénica tiene larga duracioén (dias, semanas y
hasta meses); en ésta los mecanismos de respuesta innata participan, pero es la
adquirida la que mantiene el proceso de inflamacion durante todo este tiempo (Wang
et al.,, 2015). Las caracteristicas de este tipo de respuesta inflamatoria son: la
infiltracion de células mononucleadas, como lo son macréfagos, linfocitos y células
plasmaticas; destruccién histica provocada en gran medida por células inflamatorias;
reparacion, que implica la proliferacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y
fibrosis, asi como la transformacion de células nucleadas en epitelioides (Arts et al.,
2018; Robbins y Cotran, 2010). Este tipo de inflamacién puede presentarse por
diferentes circunstancias: infecciones virales o microbianas crénicas, exposicion
prolongada a agentes potencialmente toxicos, enfermedades autoinmunes, la
persistencia de la inflamacion aguda o por reacciones inmunitarias anormales a los

tejidos normales o por estados patolégicos como la obesidad (Kumar et al., 2008).

De manera fisioldgica, la inflamacion es un mecanismo complejo que proporciona

contencion y resolucion de los tejidos con la finalidad de restaurar la homeostasis
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(Medzhitov, 2010). Una vez que la respuesta inflamatoria ha logrado restablecer la
homeostasis, los mecanismos antiinflamatorios actuaran “apagando” las sefales
inflamatorias. Sin embargo, cuando la inflamacion esta presente de forma sostenida
(debido a un desequilibrio entre las respuestas inflamatorias y antiinflamatorias), puede
conducir a mas dafo tisular y al desarrollo y progresion de enfermedades inflamatorias
cronicas, por ejemplo, la obesidad (Balusu et al., 2016).

Como se mencion6 anteriormente, la inflamacion se activa como un mecanismo de
proteccion en el individuo. En el caso de la obesidad se presenta inflamacion crénica
de bajo grado o parainflamacién (Hernandez-Rodriguez, 2018). La inflamacion de bajo
grado (LGI, por sus siglas en inglés) se caracteriza por una elevacion en los niveles
circulantes de proteinas y citocinas con actividad inflamatoria, tales como la proteina
C reactiva (pCr), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las interleucinas 1,6y 17,
asi un como aumento en la infiltracion de células inmunitarias como macrofagos y
linfocitos T (Dinh et al., 2019). Durante un estado de obesidad se propicia la hipertrofia
de los adipocitos y, en consecuencia, se libera una mayor cantidad de adipocinas,
quimiocinas y citocinas proinflamatorias, las cuales son producidas por los adipocitos
mismos o células que se encuentran en el tejido adiposo (Sanchez-Mufioz et al., 2005).

Se ha determinado que son mas de 50 adipocinas las que regulan el metabolismo
(Tabla I). Una de las mas ampliamente descritas es la leptina, la cual, a nivel
fisiologico, induce sensibilizacion a la insulina, ya que estimula la oxidacion de acidos
grasos libres y la reduccién de la acumulacion de grasa ectopica en tejidos no
adiposos. No obstante, en un estado inflamatorio la leptina actua directamente sobre
los macrofagos para aumentar su actividad fagocitica y la produccion de citocinas
proinflamatorias (Stolarczyk, 2017).

Otra adipocina importante es la resistina, que promueve la expresion de moléculas de
adhesion (VCAM e ICAM) en las células endoteliales vasculares (Sanchez-Mufoz et
al., 2005). En la obesidad, durante el proceso inflamatorio los macréfagos del tejido
adiposo liberan quimioatrayentes para los macrofagos, que ocasionan la naturaleza
cronica de inflamacion; en relacién con este proceso la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), también conocida como CCL2, y su receptor CCR2, juegan un
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papel importante, ya que tienen actividad quimioatrayente en el reclutamiento de
leucocitos a los sitios donde se esta llevando a cabo la respuesta inflamatoria
(Sanchez-Mufoz et al., 2005). La acumulacién de macrofagos en el tejido adiposo trae
como consecuencia el aumento en la concentracion de mediadores inflamatorios como
lo son las IL-8, IL-6, IL-1, y el TNF-qa, entre otros. Lo que, unido a un alto grado de
estrés oxidativo, hipoxia y lipdlisis en los adipocitos, provoca un aumento en la
produccion de adipocinas, lo que promueve el desarrollo de enfermedades
metabdlicas e inmunolégicas (Sanchez-Munoz et al., 2005).

5.3. Fisiologia hepatica

El higado es un dérgano “triangular” de color rojizo oscuro que, en los humanos, pesa
en promedio 1.5 Kg. Se ubica en la parte superior derecha de la cavidad abdominal,
debajo del diafragma y encima del estdmago, el rindon derecho y los intestinos. El
higado realiza multiples actividades metabolicas del organismo, regula el metabolismo
de sustancias exogenas y secreta la bilis que ayuda a transportar los desechos y a
descomponer grasas en el intestino delgado durante la digestion (Trefts et al., 2017).

Distintos tipos de células conforman al higado, incluidos los hepatocitos, las células
epiteliales biliares (colangiocitos), las células estrelladas, las células de Kupffer y las
células endoteliales sinusoidales (Trefts et al., 2017). Todas estas células poseen una
funcion unica y, en conjunto, regulan la funcion hepatica en multiples niveles. Los
hepatocitos son la principal poblacion de células epiteliales del higado, constituyendo
la mayor parte del volumen hepatico y realizan muchas de las funciones atribuidas al
higado. Los colangiocitos son la segunda poblacion epitelial mas abundante del higado
y tienen funcion epitelial relacionada con cubrir la luz de los conductos biliares (Trefts
etal., 2017). Por otro lado, a las células estrelladas se les conoce por ser una poblacion
dinamica que puede existir en estado activo e inactivo. Cuando se encuentran en
estado de reposo almacenan vitamina A en forma de gotas lipidicas; sin embargo,
hasta el momento es lo unico que hasta ahora se sabe sobre este estado celular. La
activacion de las células estrelladas es inducida por el dafio en el higado; tras la
activacion, las células estrelladas proliferan y pierden progresivamente las reservas de
vitamina A (Trefts et al., 2017). Estas células también son responsables del depdsito y
organizacion de colageno en el higado cuando éste se encuentra lesionado. Este
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proceso contribuye a la cicatrizacion del higado, que puede progresar a cirrosis, una
patologia grave e irreversible que contribuye a la enfermedad hepatica en etapa
terminal (Trefts et al., 2017).

Las células de Kupffer también son conocidas como la poblacion de macréfagos
hepaticos. Estas células tienen la capacidad de reconocer los numerosos estimulos de
patogenos introducidos a través de la circulacion portal y pueden desempenar
funciones proinflamatorias o antiinflamatorias en la cicatrizacién de heridas hepaticas,

dependiendo de una serie de factores contribuyentes (Trefts et al., 2017).

Finalmente, las células endoteliales sinusoidales del higado, reconocidas como un
tejido endotelial especializado con caracteristicas unicas, se agrupan en forma de
placas de tamiz fenestradas en la luz sinusoidal, formando poros que varian de 50 a
180 nm en el higado humano (Trefts et al., 2017). Esta disposicion es critica para el
intercambio de proteinas y solutos entre el plasma y los tipos de células del higado,
ofreciendo una funcion de barrera (Trefts et al., 2017).
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Tabla I. Principales adipocinas: érgano secretor, funcion a nivel fisiolégico y enfermedades con las que se les ha

asociado
Adipocina Organo que la Funcion (nivel fisiolégico) Enfermedad con la que se asocia Referencias
produce
Leptina hipotalamo Hormona adipocitaria Mutaciones en los genes de leptina se relacionan con la (Matarase, et
cerebro Regula la ingesta de alimentos aparicion de obesidad mérbida. al., 2002)
Regulacion del sistema inmune Su incremento se ha relacionado con la resistencia a la (Stolarczyk,
insulina, en personas con obesidad 2017)
Adiponectina  higado Mejora la sensibilidad a la insulina al aumentar  La disminucion promueve la obesidad. (Kadowaki et al.,
la oxidacion de acidos grasos y reducir la los polimorfismos en el gen de adiponectina causan 2006)
produccion de glucosa en el higado. disminucién de los niveles de esta que se asociacion conla  (Luo vy Liu,
Su concentracion en desequilibrio puede alterar  aparicién de diabetes tipo 2, resistencia a insulina, 2016)
la respuesta inmune, suprimiendo la activacion  sindrome metabdlico
de macréfagos M1 y promoviendo la
proliferacion de los macréfagos M2
Interleucina 6  Tejido adiposo La IL-6 tiene propiedades proinflamatorias Se ha demostrado que en ratones que carecen de IL-6 (Greenberg et
(IL6) antiinflamatorias y se ha demostrado que desarrollan tolerancia a la glucosa y resistencia a la al., 1992)
aumentan la resistencia a la insulina al inhibir la insulina, lo que puede reflejar una expresion excesiva de (Matthews et al.,
lipoproteina lipasa (LPL), la cual es otras citocinas y adipocinas en respuesta a la inflamacion 2010).
responsable de la hidrdlisis de los triglicéridos hepatica
en los acidos grasos libres (Greenberg et al.,
1992), lo que conduce a un mayor tamafio de
las células grasas a medida que aumenta su
almacenamiento de triglicéridos
Factor de Tejido adiposo Metabolismo de los adipocitos En personas con obesidad suele incrementar su (Bullo et al.,
necrosis participa en el desarrollo de resistencia a la concentracion 2002)
tumoral a insulina al inhibir a LPL y, por lo tanto, la (Hu et al.,
TNF-a captacion de glucosa por parte de los 1999).

adipocitos maduros durante la expansion de la
masa de tejido adiposo
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5.3.1 Organizacion del lobulillo hepatico

Las células que conforman al higado se encuentran organizadas alrededor de una
unidad estructural funcional denominada lobulillo hepatico, que consiste en cordones
de hepatocitos organizados en forma hexagonal alrededor de la vena central (Figura
1). En los vértices de este hexagono se encuentran las triadas portales que consisten
en ramas estrechamente agrupadas de la arteria hepatica, la vena porta y los
conductos biliares. Las unidades circulatorias que se encuentran dentro de los
cordones de hepatocitos difieren de un lecho capilar tipico en que las células
endoteliales del higado no forman uniones estrechas (Trefts et al., 2017). Esto crea
una red sinusoidal que minimiza las barreras entre los hepatocitos y la sangre que
atraviesa a la sinusoide. La sangre rica en oxigeno de la arteria hepatica se mezcla
con la sangre rica en nutrientes de la circulacion portal en la sinusoide, antes de fluir
sobre las células del lobulillo y drenar hacia la vena central. Esta disposicion hace que
la composicion de la sangre que sale del lobulillo tenga caracteristicas diferentes a las
de la sangre que entra en el lobulillo. Conforme la sangre recorre el I6bulo, las células
utilizan oxigeno y procesan nutrientes y, al mismo tiempo, crean metabolitos y
productos de desecho. La sangre se desoxigenada y los subproductos metabdlicos
son secretados por las células a lo largo de la sinusoide. La formacion de gradientes
formados a través de las sinusoides del I6bulo da como resultado la formacion de
zonas dentro de otra estructura imaginaria denominada acino; cada zona tendra
funciones dependientes de su localizacidn y esta conformada por hepatocitos con
expresion y funcionalidad de genes metabdlicamente diferenciales; por ejemplo, hay
un aumento del metabolismo oxidativo en areas con mayor contenido de oxigeno en

la sangre (Trefts et al., 2017).
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Figura 1. Compartimentos del lobulillo hepatico. (A) Lobulillos hepaticos como unidades

constitutivas del higado. (B) Acercamiento de los lobulillos hepaticos donde se muestra cada uno

de los componentes. En azul se muestran la vena central, la rama de la vena portal hepatica,

células reticuloendoteliales, sinusoides hepaticas. En verde se muestra la rama de los conductos

y los canaliculos biliares. En rojo se muestra la rama de la arteria hepatica.

A pesar del conocimiento que se tiene sobre el papel del higado en el metabolismo y

la coordinacion tan compleja de su fisiologia y sus estirpes celulares, las patologias

hepaticas continuan teniendo altos indices de morbilidad y mortalidad. Lo que lleva a

la necesidad de comprender mejor la fisiopatologia de estas enfermedades, lo cual se

traducira en mejores tratamientos (Trefts et al., 2017).
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5.4. Enfermedades hepaticas en personas con obesidad

La NAFLD es una de las enfermedades hepaticas que tiene asociacién con la obesidad
mas estudiadas. Se ha encontrado que la prevalencia de la NAFLD es de mas de 50%
en pacientes con obesidad, principalmente en mujeres (Clarck et al., 2002; Bernal-
Reyes et al., 2019).

La NAFLD se considera un espectro de dafio hepatico que va desde la esteatosis
simple, que es denominada enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFL, por
sus siglas en inglés), hasta el carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés)
(Kim et al., 2021).

En la obesidad se genera un ambiente que propicia la sobreactivacion de los procesos
de inflamacion, fibrosis y lipogénesis, de tal suerte que, cuando existe una
sobreactivacion de la lipogénesis se presenta un estado de esteatosis que puede
conducir al desarrollo de NAFLD. A su vez, el incremento del proceso inflamatorio
conduce a presentar NASH y, el aumento en los procesos de fibrosis favorece el
desarrollo de la cirrosis hepatica. Finalmente, estas enfermedades pueden

desencadenar la aparicion del HCC (Kim et al., 2021).

5.5. Patogénesis de la NAFLD

La NAFLD se caracteriza por la acumulacién de acidos grasos libres y triglicéridos en
el higado (Townsend et al., 2016). Se ha descrito que la patogénesis de la NAFLD es
compleja y multifactorial, por lo que existen diversas teorias al respecto presentes en
la literatura (Buzsetti et al.,2014).

Una de las propuestas mas aceptadas es la “hipotesis de los dos golpes de la NAFLD”
(Figura 2). Esta describe que el primer golpe en el desarrollo de esta enfermedad
consiste en la acumulacion de lipidos hepaticos, el desarrollo de la resistencia a la
insulina y la obesidad, debida a una dieta alta en grasas y acompafnada de un estilo
de vida sedentario (Buzsetti et al.,2014). En consecuencia, el higado se vuelve mas

susceptible a presentar el segundo golpe, el cual se caracteriza por el incremento de
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la respuesta proinflamatoria, fibrogénesis y estrés oxidativo (Peverill et al., 2014). Este
modelo sustenta que un factor clave para la aparicion de la NAFLD es la resistencia a
la insulina, lo que propicia una lipogénesis hepatica de novo y, como consecuencia,
una disminucion en el proceso de lipdlisis del tejido adiposo, lo que por ende permite
la acumulacién de acidos grasos en el higado (esteatosis) (Peverill et al., 2014).
Ademas, el proceso de resistencia a la insulina propicia que se rompa el equilibrio
metabodlico que posee el tejido adiposo, por lo que induce una mayor sintesis y
secrecion de adipocinas y citocinas inflamatorias. Al mismo tiempo se presenta la
produccion de especies reactivas de oxigeno, estrés en el reticulo endoplasmico y el

desequilibrio de la funciéon mitocondrial (Cusi, 2019).
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Figura 2. Mecanismos patogénicos durante la progresion a NAFLD (hipotesis de los dos
golpes). El desarrollo de NASH se inicia por varios factores de riesgo diferentes, que incluyen una
dieta rica en grasas, inactividad fisica y predisposiciones genéticas que a menudo conducen a la
obesidad y la resistencia a la insulina. La ingesta exagerada de grasas y la obesidad conducen a
la hiperglucemia, la hiperlipidemia y la sobreexpresion de adipocinas y quimiocinas y contribuyen
aun mas a la resistencia a la insulina en el tejido adiposo y el higado. La resistencia a la insulina
da como resultado la sintesis de triglicéridos (TG) hepaticos y el aumento de la entrega de acidos
grasos libres (FFA) al higado. Ademas, la esteatosis hepatica actia como un "primer golpe"
seguido de un "segundo golpe" en el que los mediadores inflamatorios pueden causar NASH e
incluso cirrosis. Un mayor almacenamiento de TG provoca una serie de consecuencias nocivas
relacionadas con los hepatocitos, como la peroxidacion lipidica descontrolada, el estrés oxidativo
y el estrés del reticulo endoplasmico (RE), que pueden activar las vias inflamatorias hepaticas. En
particular, el reclutamiento de macrofagos/células de Kupffer y un cambio fenotipico dominante M1

en los macrofagos en el higado juegan un papel clave en la progresion patolégica de NASH.
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6. Antecedentes particulares

6.1 El sistema RAS

El RAS se concibe clasicamente como un sistema hormonal principalmente
responsable del control de la presion arterial y el equilibrio hidroelectrolitico (Méndez-
Garcia et al., 2022). Es un sistema conformado por dos vias que poseen efectos
contrarios, siendo ésta la clave de la regulacion del RAS (Figura 3).

La via principal (la via clasica) inicia por la catalisis del angiotensinégeno por la enzima
renina (secretada por los hepatocitos), para formar el decapéptido angiotensina | (Ang
1) y, en seguida, esta se convierte a Ang Il por accién de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) (Campbell et al., 2014). Esta via contribuye a cambios
fisiopatoldgicos que incluyen una reabsorcion renal excesiva de sodio, contraccion de
las células del musculo liso vascular, secrecion excesiva de aldosterona y respuestas
cardiovasculares inapropiadas (Méndez-Garcia et al., 2022). La segunda via (via
alternativa) esta regulada por la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2), la cual
actua principalmente sobre la Ang Il para convertirla en angiotensina 1-7 Ang (1-7);
esta actua uniéndose los receptores Mas (MasR), produciendo efectos
vasodilatadores, antiproliferativos, antifibréticos y antinflamatorios (Campbell et al.,
2014, Méndez-Garcia et al., 2022).

A lo largo de varias décadas so6lo se habia identificado a un RAS circulante, el cual se
caracteriza por desempefiar un papel endocrino en la regulacion de la homeostasis
hidroelectrolitica. Sin embargo, en afos recientes se comenzo a incluir el concepto de
“‘RAS locales”, los cuales estan presentes en ciertos érganos y tejidos como el riidn,
el pulmon, el cerebro, el tejido adiposo y el hepatico (Méndez-Garcia et al., 2022). Los
RAS locales pueden operar de manera autocrina, paracrina y/o intracrina, y exhibir
multiples efectos fisiologicos a nivel celular y tisular distintos e independientes del RAS
circulante (Leung et al., 2010). Ademas de las acciones hemodinamicas, los RAS
locales tienen funciones multiples que incluyen la regulacidn del crecimiento celular, la

diferenciacion, la proliferacién, la apoptosis, la generacion de especies reactivas de
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oxigeno (ROS), la inflamacién vy fibrosis tisular y la secrecion hormonal. Para ello, los
RAS locales cuentan con sistemas y vias alternativas de péptidos bioldgicamente
activos, receptores especificos adicionales, vias alternativas de generacion de
angiotensina Ang Il y nuevas funciones para enzimas y componentes precursores
distintos de los de la sintesis de Ang Il. Un papel importante de los RAS locales es que
pueden desempenar un papel patégeno o protector en cada érgano (Campbell et al.,
2014). En particular, se ha observado que el RAS hepatico posiblemente esté
implicado en la regulacion de la inflamacion de enfermedades hepaticas (Warner et
al., 2020).

Con base en lo expuesto anteriormente se puede concluir que los RAS son sistemas
con funciones duales, acciones vasoconstrictoras/proliferativas o]
vasodilatadoras/antiproliferativas, debido a la presencia de las dos vias antes descritas
que presentan efectos opuestos. En estado fisiologico existe un equilibrio entre estas
dos vias, sin embargo, se ha demostrado que el desequilibrio de éstas puede ser un
factor critico en el desarrollo y progresion de ciertas patologias. En ese sentido, existen
evidencias de que un desequilibrio del RAS hepatico puede conducir a enfermedades
cronicas del higado, por lo que los componentes de ambas vias del RAS pueden
considerarse como dianas prometedoras para la descripcion de la fisiopatologia
hepatica, asi como en la identificacion de blancos moleculares en el diagndstico y
tratamiento de este tipo de enfermedades (Simoes et al, 2017).
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Figura 3. Via clasica y via alternativa del RAS. En el sistema clasico, la renina escinde el

angiotensindgeno para producir angiotensina |. Este péptido puede ser procesado por la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) para formar angiotensina Il, que a su vez puede unirse al
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) y AT2R. La activacion de AT1R aumenta la produccién
de aldosterona y hormona antidiurética (ADH) , el tono del sistema nervioso simpatico (SNS), la
presion arterial, la vasoconstriccion, la hipertrofia cardiaca, la fibrosis, la inflamacion, las células
del musculo liso vascular (VSMC ) desdiferenciacion y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), mientras que disminuye el tono del sistema nervioso parasimpatico (PSNS), la
sensibilidad barorrefleja, la produccion de oxido nitrico (NO) y la natriuresis. La angiotensina |l
puede ser procesada adicionalmente por la aminopeptidasa A (APA) para formar angiotensina lll,
que también actua a través de AT1R. La angiotensina Ill puede ser escindida por la alanil
aminopeptidasa N (APN) para generar angiotensina 1V, que se une a AT4R, produciendo efectos
cardioprotectores, aumentando la natriuresis y la produccién de NO, asi como reduciendo la

vasoconstriccion, inflamacion y desdiferenciacion de VSMC. La angiotensina | también puede ser
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escindida por ACE2 y neprilisina (NEP) para producir angiotensina 1-9 y angiotensina 1-7,
respectivamente. La angiotensina 1-9 puede activar AT2R para desencadenar la natriuresis y la
produccién de NO, mediando asi los efectos vasodilatadores y reduciendo la presion arterial.
Ademas, este péptido es cardioprotector 6 y puede atenuar la inflamacion, la hipertrofia cardiaca y
la fibrosis. La angiotensina 1-7 se une al receptor Mas del protooncogén (MasR) y reduce tanto la
presion arterial como la liberacién de noradrenalina en roedores hipertensos. Por el contrario, la
activacion de MasR aumenta la generacion de NO, la natriuresis, la vasodilatacion, el tono PSNS
y la sensibilidad barorrefleja. La angiotensina 1-7 también se puede formar a partir de la escision
de la angiotensina Il por ACE2 y metabolizarse mas a alamandina. Alternativamente, la
angiotensina |l puede ser procesada por el aspartato descarboxilasa (AD) para producir
angiotensina A, que puede convertirse en alamandina por ACE2. Al unirse al miembro D del
receptor acoplado a proteina G relacionado con Mas (MRGD), la alamandina puede promover los
mismos efectos informados para la angiotensina 1-7, con la excepcion de la natriuresis. RAS,

sistema renina-angiotensina.

6.2. Caracteristicas de ACE2

El gen ACEZ2 se encuentra mapeado en el brazo corto del cromosoma X en la region
22, consta de un tamano de 40 kb y esta constituido por 22 intrones y 18 exones, de
los cuales los primeros 17 exones tienen gran parecido con los exones de ACE (Tipnis
et al., 2000). Este gen codifica una enzima metaloproteinasa de zinc, una proteina
transmembrana tipo 1 compuesta por 805 aminoacidos con un peso de 120 kDa
(Figura 4).

Se ha reportado que en humanos hay dos isoformas de ACE2, una forma grande de
805 aminoacidos y una forma corta o soluble (SACEZ2) con de 555 aminoacidos. sACE2
resulta del corte de ACE2 por la metaloproteinasa ADAM17 (Jia et al., 2009).
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Figura 4. Localizacion de los genes colectrina, ACE y ACE2. Los genes de ACE2 y colectrina
ambos ubicados en el cromosoma X en la region 22.2, el gen de ACE localizado en el cromosoma
17. La ACE con actividad dipeptidil carboxipeptidasa con 2 sitios activos cataliticos uno para

angiotensina | (Ang I) y la angiotensina 1-9 (Ang (1-9).

6.3. Expresion de ACE2

En el 2002 se realizé un perfil transcripcional detallado de ACEZ2 en tejidos humanos;
dicho estudio revel6 que el ACEZ2 se expresa en 72 tejidos y presenta mayor expresion
en los sistemas cardiovascular y renal (Harmer et al., 2002).

Hikmet y colaboradores han informado mediante un analisis bioinformatico de datos
disponibles publicamente de muestras humanas que ACEZ2 se encuentra expresada
en mas de 150 tipos de células humanas, donde la expresion mas alta se observé
principalmente en los enterocitos, cardiomiocitos y tubulos renales y la expresion en
los pulmones sélo se limitdé a unos pocos subconjuntos de células (principalmente las

células alveolares de tipo 2) (Himket et al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5. Expresion de ACE2 en el cuerpo humano. ACE2 se expresa en células endoteliales,
células angiogénicas migratorias y células del musculo liso vascular (sistema vascular),
cardiofibroblastos, cardiomiocitos, células endoteliales, pericitos y células adiposas epicardicas
(corazon), células endoteliales glomerulares, podocitos y células del tubulo proximal (rifiones),
células epiteliales pigmentadas, células fotorreceptoras de conos y bastones y células gliales de
Miiller (retina), células epiteliales caliciformes y ciliadas (enterocitos de los intestinos, 6rganos
circunventriculares del sistema nervioso central, vias respiratorias) y células epiteliales alveolares
(Tipo II) (de los pulmones y la vasculatura pulmonar). ACE2 también se expresa colangiocitos y

hepatocitos (higado) como regulador del RAS local del higado

6.4. Funcion de ACE2

La ACEZ2 tiene distintas funciones; su principal funcion es en el RAS contra regulando
los procesos desencadenados por la via clasica de RAS (Cheblawi et al., 2020). Sin
embargo, recientemente ha sido ampliamente estudiada por ser el receptor de la
proteina Spike del SARS-CoV-2, es decir, ACE2 es una de las vias de acceso del virus
a las células humanas (Yan et al., 2020). Otra funcién descrita es que actia como

chaperona molecular uniéndose a los transportadores de aminoacidos en el intestino
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cuando la proteina colectrina se encuentra ausente, regulando el trafico de

aminodcidos en los tubulos proximales (Yan et al., 2020).

6.5. Regulacion de la expresion de ACE2

Se ha reportado que las modificaciones epigenéticas pueden alterar la expresion de
ACE2 (Yamada et al., 2014). Por ejemplo, distintas publicaciones han mostrado que la
transcripcion de ACEZ2 puede estar regulada por el proceso de metilacion y que los
niveles de metilacion cambian en funcién del tipo de célula, la edad y el sexo. En ese
sentido, se ha encontrado una tasa baja de metilacion en los pulmones y tasas altas
de metilacion en neuronas en donde, practicamente no se detecta a la proteina ACE2
(Corley et al., 2020).

Otros estudios han sefialado que en los pulmones humanos la expresion de ACE2
muestra una correlacion con los perfiles de expresion de genes relacionados con la
modificacién de histonas (Pinto et al., 2020). Por otra parte, se ha encontrado que el
promotor de ACEZ2 esta hipermetilado en pacientes hipertensos con una diferencia
significativa entre hombres y mujeres (Fan et al., 2017).

Otra forma en la que el transcrito de mRNA puede alterarse es a nivel post-
transcripcional, mediante la participacién de los microRNA (miRNA), los cuales se
unen a la region 3' UTR del mRNA, alterando la secuencia del mRNA original. Por lo
que son conocidos como microrreguladores de la expresidn génica en una gran

variedad de tipos celulares y procesos fisioldgicos.

Con relacidén a ACEZ2, se han reportado distintos miRNA involucrados en la expresion
de ACEZ2 (Wicik et al., 2020). En un estudio bioinformatico reciente se identificaron
miRNA implicados en la red reguladora de ACE2 (Wicik et al., 2020). Se puede
modificar la expresion del mRNA mensajero de ACE2 de forma directa sobre el
transcrito en la regidn en la region 3' UTR, pero también se ha reportado la existencia
de miRNA que actuan de forma indirecta, ya que afectan a otras moléculas del RAS
(Lambert et al., 2014; Chen et al., 2020). En la Tabla Il se muestran algunos de los

miRNA que pueden regular la expresion de ACE2.
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De manera interesante hay otros factores que pueden modificar la transcripcion de
ACE2, tal es el caso de las hormonas sexuales, e incluso el tabaquismo. Se descubri6
que el esteroide sexual femenino 17(3- estradiol (E2) disminuye la expresion de ACE2
en 6rganos como el rifdn, células epiteliales diferenciadas de las vias respiratorias (Liu
et al., 2010; Stelzig et al., 2020). También se reportd que la expresion de ACE2 se
incrementa en el tejido auricular del corazén a través de la via activada por el receptor
de estrogeno E2 alfa (Bukowska et al., 2017). En cuanto a las hormonas masculinas,
la testosterona incrementa la expresion de ACE2 (Bukowska et al., 2017; Kalidhindi et
al., 2020).

Por otra parte, Keewan y colaboradores informaron que en personas artritis
reumatoide, al recibir tratamiento anti-TNF-o. mostraron una disminucion de la
expresion de ACEZ2, fendbmeno que es modulado a través de la via de sefalizacion
Notch-1 (Keewan et al., 2021). Por su parte, Mokuda y colaboradores reportaron que
al administrar IL-6 a fibroblastos de personas con artritis reumatoide se observd una
disminucion de la expresion de ACE2 mediado por la via de STAT3 (Mokuda et al.,
2020). Ademas, se ha observado que cuando se administra IL-1( a células A549, estas
muestran un incremento en la expresion de ACEZ2 (Cioccarelli et al., 2021).
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Tabla Il. microRNAs dirigidos a la enzima convertidora de angiotensina 2

miRNA Efecto en ACE2 Referencia

miRNA-18a Inhibe parcialmente los efectos benéficos en el modelo celular endotelial (Zhang et al,
hipoxia/reoxigenacion 2002)

miRNA-21 Media la inhibicion de los efectos antifibréticos de ACE2 (Sun et al., 2017)

miR-29 Incrementa los niveles de expresion de ACE2 en miocitos/fibroblastos (Huang et al,
cardiacos cuando se presenta cardiomiopatia hipertrofica 2016

miR-98 y miR- La disminucion de estos conduce a una baja expresiéon de ACE2 en células (Mallick et al,

223 bronquiales por infeccion de SARS 2009)

miR-125b Regula una menor expresion de ACE2 en la enfermedad de nefropatia (Huang et al.,
diabética 2016

miR-483-3p Regula la expresion de AT1R regulando a su vez los componentes principales (Kempt et al.,
del RAS, incluyendo a ACE2 2014)

miR-421 Regula a la baja la expresion de ACEZ2 en pacientes urémicos (2Iba1r2bert et al,

Trojanowicz et al.,
2019)

miR-143 Al reportar bajos niveles de expresion en ratas con hipertension sometidas a (Wang et al,
ejercicios aerdbicos mostraron un incremento en la expresion de ACE2. 2015)

mir-4262 En proceso de dafo pulmonar incrementa la expresiéon de ACE2 lo que (Baoetal., 2015)
conduce a una regulacion positiva de Bcl2 apoptdtica y, en consecuencia, a la
inhibicion de la apoptosis.

miR-9-5p y Reguladores del SARS-CoV-2 mediante la unién a la region 3'UTR de ACE2.  (Pierce et al,

miR-218-5p 2020)
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6.6 RAS hepatico y la participacion de ACE2 en el higado

El RAS hepatico aun no esta bien descrito, sin embargo, los estudios que
demuestran la implicacion del RAS en enfermedades hepaticas sugieren un papel
critico de este sistema en el desarrollo de éstas. En ese sentido, se ha identificado
que la Ang Il es un agente proinflamatorio, prooxidante y protrombético que interfiere
en varios pasos de la sefalizacion de la insulina intracelular (Simoes et al., 2017).
En contraste, la Ang- (1-7) mejora la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad a la
insulina, la captacion de glucosa estimulada por la insulina, y disminuye los niveles
de triglicéridos y colesterol, y reduce la masa grasa abdominal. En el contexto del
higado, se ha demostrado que la Ang-(1-7) reduce la gluconeogénesis hepatica y
que el receptor Mas participa en la via de senalizacion del receptor de insulina
(Simoes et al., 2017).

Hoy en dia, son pocos los estudios en los que se ha analizado el papel de ACE2 en
el higado, sin embargo, existen evidencias que muestran que es un factor critico en
la aparicion del proceso inflamatorio hepatico que conduce al desarrollo y progresion
de la NAFLD. En ese sentido, en un estudio de Cao y colaboradores (Cao et al.,
2016) se utilizaron ratones knockout para ACE2 (ACE2 KO), encontrando que la
delecién de este gen causa la acumulaciéon de &cidos grasos libres (AGL) en el
higado de los animales, provocando un estado de esteatosis. Asimismo, los autores
describieron que la delecién de ACEZ2 esta asociada con un aumento en la expresion
de genes lipogénicos hepaticos, incluidos los de la sintasa de acidos grasos (FAS),
la estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD17) y la acetil-CoA carboxilasa a (ACCa), asi
como una expresion disminuida de genes relacionados con la oxidacion de acidos
grasos, como la carnitina palmitoiltransferasa la (CPT-1a), el receptor alfa activado
por proliferador de peroxisomas (PPARa), PPAR gamma ( PPARYy )y el coactivador
de PPARy 1a (PGC-1a) (Cao et al., 2016). Ademas, se reportd que los ratones
ACE2 KO presentaban un aumento en la expresion de las citocinas proinflamatorias
TNF-a, MCP-1 e IL-8, asi como en marcadores de estrés oxidativo; que en conjunto
agravo la enfermedad hepatica de estos animales. Por el contrario, la
sobreexpresion de ACEZ2 en ratones disminuy6 la enfermedad de higado graso y la
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expresion de genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos aumento. Estos
mismos resultados fueron observados in vitro en células HepG2 tratadas con AGL.
También fue reportado que la adicién de Ang-(1-7) disminuye la esteatosis hepatica
en estas células, asi como la expresion de genes de estrés oxidativo e inflamacion.
Estos resultados sugieren que la via Ang-(1-7) /ACE2/Mas tiene un papel critico en
el metabolismo de lipidos en el higado y, que la subexpresion de ACEZ2 se asocia
con la acumulacion hepatica de lipidos en este o6rgano, lo que puede conducir a
enfermedades como la NAFLD, en parte mediante la regulacién de los genes del
metabolismo de lipidos (Cao et al., 2016).

En un estudio realizado por Fondevila y colaboradores (Fondevila et al., 2021) en el
que evaluaron la expresion ACEZ2 hepatico, se encontré una mayor expresion en
personas diabéticas del sexo femenino comparado con mujeres obesas no
diabéticas, ademas, encontraron que en pacientes con NASH habia una mayor
expresion de ACE2 comparado con personas obesas que no tenian NASH
(Fondevila et al., 2021).

Los anterior sugiere que ACE2 puede estar involucrada en la regulacion de la
expresion de citocinas proinflamatorias a través de las vias RAS. Ademas, la
expresion de ACEZ2 puede modificarse en funcién de la presencia de obesidad y
comorbilidades asociadas. Sin embargo, estas son solo hipétesis que deben ser
probadas. En ese sentido, en el presente estudio se buscara contribuir a dilucidar
algunas de estas interrogantes analizando muestras de tejido hepatico de pacientes

mexicanos con obesidad.
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7. Hipotesis

H1. A mayor expresion de ACE2 en el tejido hepatico de personas con obesidad
habra menor expresion de las citocinas proinflamatorias TNF-a IL-6, y IL-1 3, IL-8 y
MCP-1.

H2. A mayor IMC, habra una mayor expresion de ACEZ2.

Hs. Las personas con obesidad y comorbilidades asociadas, particularmente los
pacientes con HAS, presentaran una mayor expresion de ACE2 que los sujetos con
obesidad sin comorbilidades.

Hs4. El grupo de mujeres con obesidad presentara una mayor expresion de ACE2
que el de hombres.
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8. Justificacion

La obesidad es una enfermedad de muy alta prevalencia a nivel mundial y es una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad. La obesidad se acomparia de
reacciones inflamatorias en varios 6rganos y tejidos, entre ellos, el higado. Los altos
niveles de factores proinflamatorios sistémicos causan una acumulacion excesiva
de lipidos en el higado (esteatosis), que a su vez desencadenan lipotoxicidad,
muerte de los hepatocitos, inflamacion del higado y fibrosis.

Comprender el impacto de la obesidad en la respuesta inflamatoria, asi como en las
vias de sefializacion celular, es fundamental para la prevencién o el tratamiento de

enfermedades hepaticas de origen metabdlico como la NAFLD.

Actualmente existen evidencias de que el sistema RAS hepatico juega un papel
critico en el metabolismo de lipidos; en particular, se ha encontrado que ACE2 esta
implicada en la regulacion de ciertos genes de la oxidacion de lipidos, el estrés
oxidativo y la inflamacion, lo cual sugiere que la expresion de este gen puede estar
asociada con la de factores proinflamatorios en el higado de sujetos con obesidad,
sin embargo, a la fecha esto no se ha determinado. Por lo que, en este estudio se
propone investigar la asociacion de los niveles de ACE2 con el perfil de citocinas
del tejido hepatico en pacientes con obesidad.
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9. Objetivos

9.1. Objetivo general

Determinar si existe asociacion entre la expresion de ACE2 con la expresion de
genes que codifican para citocinas proinflamatorias y la respectiva proteina en tejido
hepatico de pacientes con obesidad.

9.2. Objetivos particulares

1. Determinar los niveles de expresion de ACEZ2 en tejido hepatico de pacientes con
obesidad.

2. Evaluar la expresion de genes de citocinas proinflamatorias en tejido hepatico de
pacientes con obesidad.

3. Evaluar los niveles proteicos de citocinas proinflamatorias en el tejido hepatico de
pacientes con obesidad.

4. Analizar la asociacion entre la expresion de ACEZ2 con la expresion de citocinas,
comorbilidades asociadas a la obesidad y parametros bioquimicos vy
antropométricos en pacientes con obesidad.
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10. Estrategia experimental

Objetivo 1

I

Muestras de higado
n=70

mujeres: 52

hombres: 18

Estratificacion por:
1. IMC
2. Sexo
3. Comorbilidades
Grupo 1: Cancer+HAS+diabetes
Grupo 2: HAS+diabetes
\_ Grupo 3: HAS

Homogeneizacién de la
muestra de higado

l

]

Obtencién del ARNm de ACE2

Inmovilizacién del anticuerpo Obtencién del ARNm deTNF-«

=

Inmovilizacién del anticuerpo
contra el antigenos TNF-a
1IL-6, IL-8, MCP-1y 1LB , en la
placa de captura.

l

Adicién de la muestra

Adicién del anticuerpo marcado
con biotina

Se agrega la enzima conjugada
Estreptavidina V-HRP

I Adicién del sustrato TMB

por medio de lisis de Trizol contra el antigeno de ACE2, 1IL-6, IL-8, MCP-1y 1LB por
I en la placa de captura. medio de lisis por Trizol
Medir cantidad de ARN por Adicion de la muestra ‘
espectrofotimetro ] Medir cantidad de ARN con
l Adicién del anticuerpo marcado espectrofotémetro.
con biotina [
Evaluar integridad del ARN :
total Evaluar la integridad del ARN
Se agrega la enzima conjugada total
| Estreptavidina Vl-HRP [
I
Sintesis de cDNA
: I Adicién del sustrato T™B | l Sintesis de cDNA I
1 r I
GPCR Lectura de las muestras en | aPCR |

espectrofotémetro

Lectura de las muestras en

espectrofotémet
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11. Materiales y métodos

11.1. Sujetos de estudio

Las muestras de higado de personas con obesidad procedian de sujetos que se
sometieron a cirugia bariatrica (la biopsia fue tomada al momento de la cirugia).
Todos los participantes firmaron un consentimiento informado, previamente
aprobado por el Comité de Investigacion, Etica y Bioseguridad del hospital. Las
muestras colectadas fueron almacenadas en el banco de muestras del Laboratorio
de Inmunometabolismo de la Direccion General de Investigacion del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Se analizaron 52 muestras de mujeres y
18 de hombres con edades de 21 a 52 afios. Asimismo, se utilizaron para el analisis
los valores de las variables bioquimicas y antropométricas de los pacientes del
actual estudio: indice de masa corporal, niveles de glucosa, colesterol total,
triglicéeridos, HDL, LDL, urea, acido urico, niveles de transaminasas.

11.2 Objetivos 1 y 2: RT-qPCR para medir la expresion de ARNm de ACE2 y
citocinas

Para evaluar la expresion del gen ACEZ2 y las citocinas en estas muestras, el ARN
de las muestras de higado se obtuvo mediante extraccion con el reactivo de TRIzol
(Ambion by Life Technologies catdlogo 15596018) siguiendo las instrucciones del
fabricante: se tomo una porcion del tejido, aproximadamente 3 mm?, se
homogeneizé (homogeneizador Fisher Brand 850 Fisher Scientific) hasta evitar la
presencia de cumulos. Se realiz6 un paso adicional en este punto, ya que las
muestras de higado de los pacientes presentan un alto contenido de grasa, se
centrifugd a 4 °C a 12,000 g por 5 minutos. Se anadieron 200 pL de cloroformo, se
agitdé la muestra y se dejo reposar a temperatura ambiente por 2-3 minutos; se
centrifugd a 4 °C a 12,000 g por 20 minutos, se extrajo la fase acuosa a un nuevo
tubo y se afnadieron 500 L de isopropanol; se agito la muestra y se dejé incubando
en hielo por 10 minutos para después centrifugarse a 4°C a 12,000 g por 15 minutos
lo que resulté en la formacion de un “boton” de RNA el cual se lavé con 1 mL de
etanol al 70 %, se centrifugd a 4 °C a 7,500 g por 5 minutos, se decanté el etanol y

se dejo secar por 10 minutos. Posteriormente se resuspendié con 30 pyL de agua
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grado molecular libre de RNAsas, se cuantifico y se evaluo su integridad. Se realizé
una retrotranscripcion del mRNA (sintesis de DNA complementario o cDNA)
mediante la enzima transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen, numero de catalogo
28025) y se realiz6 la evaluacion de la expresion de ACEZ2 utilizando como los
oligonucledtidos que aparecen en la Tabla lll.

Se llevé a cabo una PCR cuantitativa mediante el uso del reactivo SYBR Green (15
WL por reaccion), 200 ng de cDNA de cada muestra y 0.6 uL de cada oligonucleétido
en una concentracion de 100 mM para ACEZ2. Las condiciones de termociclador
fueron las siguientes: 95°C por 10’ en un ciclo; 95 °C por 157, 60 °C por 30"y 72 °C
por 45” en 40 ciclos; 72 °C por 7 minutos un solo ciclo. Se determin6 el CT o Cq de
ACEZ2 en cada muestra, asi como el CT del gen enddgeno (18s) con lo que se realizé
un analisis de Delta CT para determinar los niveles de expresiéon de ACEZ2 en cada

muestra.

Tabla Ill. Primers y tamafio de amplicon de los primers que se utilizaron para los genes

evaluados en el presente estudio

Gen Primer forward Primer reverse Tamanfo del
amplicon (pb)

ACE-2 GATCTTGGCTCACAGGGGAC TCTGGGACTCCAAAATCAGGG 353

TNF-a GAGGCCAAGCCCTGGTATG CGGGCCGATTGATCTCAGC 91

IL-1/ TGTCCCTAACCACAAGACCC TAAGTGGTAGCAGGAGGCTGA 216
IL-8 GGAAAGTTCCAGGTGTTAGGA CACCCAGTTTTCCTTGGGGT 256
IL-6 CATCCCATAGCCCAGAGCATC GGGTCAGGGGTGGTTATTGC 118
MCP-1 GTGAGTTCAGCACACCAACC CCAGGGCAAACTGCTCCTAT 258
IL-4 CTGTGCTCCGGCAGTTCTAC TAGAAGTGAGGCTGCTGTCCA 206
IL-10 GAAGCCAGGATCACCAACACT AGGTTCCCACACTCTCTCCAA 231
IL-13 CAGTGCCATCGAGAAGACCC  GGATATTCAGCCAGCTTCCC 150

11.3 Objetivo 3: Ensayo de LUMINEX para la evaluacion proteica de citocinas

Se realizé la cuantificacidon de las citocinas utilizando el sobrenadante de la
homogeneizacion de las muestras de higado de los pacientes del actual estudio,
por medio del kit Milliplex Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
(Millipore).
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Se utilizé una placa de 96 pozos, a la que se afnadieron 200 uL de buffer de lavado
en todos los pozos de la placa y se incub6 en agitacion baja durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se retird el buffer de lavado, invirtiendo la
placa de golpe y se coloco sobre una toalla absorbente (proceso de lavado). Se
afnadio a los pozos asignados como controles 25 L de solucion estandar y a los
demas pozos 25 uL de cada muestra. Se afadieron 25 pL de las perlas magnéticas
a cada pozo, y se incubd la placa a 4°C en agitacion baja durante toda la noche.
Una vez pasado el tiempo se removio el contenido de la placa y realizaron dos
lavados. Posteriormente afiadieron los anticuerpos de deteccion en cada pozo y se
realizé la incubacion de la placa por una hora. Al término se afadieron 25 pL del
reactivo estreptavidina-ficoeritrina en cada pozo y se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente. En seguida se retiro el contenido de la placa y se realizaron
dos lavados. Se afadieron 150 pyL de sheath fluid plus a todos los pozos y se
colocaron en agitacion. Finalmente se leyo la placa en el equipo Magpix con ayuda
del software xXMAP.

11.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico por medio del paquete estadistico GraphPad Prism 6.0
se realizd una prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov. Se obtuvo una
distribucién no normal de los datos (P = 0.543), por lo que se utilizaron pruebas no
paramétricas para las comparaciones entre los grupos, los cuales se estratificaron
de la siguiente manera: 1) con comorbilidades y sin comorbilidades; 2) con y sin
hipertension arterial; 3) por sexo; 4) de acuerdo con el NAFLD score', es decir
“presencia (de NAFLD)” y “score indeterminado”. Para las comparaciones entre dos
grupos se utilizo la prueba U de Mann-Whitney y para la comparacion para mas de
dos grupos se utilizo Kruskal-Wallis corregido mediante la prueba estadistica de

" El indice de higado graso (NAFLD score) es una herramienta simple para predecir el riesgo de fibrosis en pacientes por
medio de parametros bioquimicos y antropométricos como la edad, el IMC, presencia o ausencia de diabetes, el numero de
plaquetas, la cantidad de AST y ALT; a través de la siguiente férmula: NAFLD score= -1,675 + 0,037 x edad (afos) + 0,094
x IMC (kg / m2) + 1,13 x |IFG / diabetes (si= 1, no = 0) + 0,99 x relacién AST / ALT - 0,013 x plaquetas (x 109 /) - 0,66 x
albumina (g /dl). La férmula nos permite clasificar los resultados en < -1.455, se clasifica en FO- F2 determinado (presencia
de NAFLD), -1.455 — 0.675 indeterminado (es decir no se puede saber con certeza), > 0.675 se clasifica en F3-F4 (ausencia
de NAFLD); el NAFLD score es una puntuacion (un valor) que te indica una probabilidad de tener NAFLD de forma no invasiva
(Chalasani et al., 2018).
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multiples comparaciones de Dunns; asi como para el analisis de correlacion se

utilizé una prueba de Spearman.

Por otro lado, con el paquete de programacién R Studio (X64 4.0.2) se realizé un
modelo de regresion lineal multiple entre el ACt de ACE2 y el ACt de las citocinas
(TNF-a, IL-6, IL-1B, MCP-1, IL-8, IL-4, IL-10 e IL-13). Ademas, se realiz6 un modelo
de regresion lineal multiple entre el ACt de ACE2 y la concentracion (pg/mL) de las
citocinas TNF-a, IL-6, IL-1B, MCP-1, IL-8, IL-10 e IL-13. Posteriormente, se
realizaron modelos de regresion lineal simple con los mejores predictores obtenidos
a partir de las variables anteriormente mencionadas. La significancia estadistica se

considerd cuando el valor de P fue <0.05.
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12. Resultados

12.1. Anadlisis descriptivo de variables antropométricas y bioquimicas de la

poblacién de estudio

En la Tabla IV se muestran los promedios y la desviaciéon estandar (DE) de las
caracteristicas antropométricas y valores bioquimicos de la muestra estudiada. Los
datos se muestran divididos entre hombres y mujeres. A pesar de que se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de glucosa,
albumina y GGT entre hombres y mujeres, estos estan dentro de un rango normal,
por lo que no representan un sesgo para los analisis posteriores. Por lo tanto,
encontramos homogeneidad entre los hombres y las mujeres. Asimismo, es
importante destacar que, dado que los valores corresponden a los obtenidos en los
estudios preoperatorios, estos -en general- son fisiologicos, pues los pacientes

fueron estabilizados previo a la cirugia bariatrica.

Sin embargo, no se cuenta con informacion referente a los tratamientos que
recibieron previo a la cirugia, lo cual constituye una limitacidén de este estudio. Cabe
sefalar que hay una mayor proporcién de mujeres que de hombres; este hecho se
debe a un factor sociocultural, ya que mas del 95% de los pacientes que se someten

a una cirugia bariatrica son mujeres.
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Tabla IV. Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la poblacion de

estudio

Variable Total aMujeres ®Hombres P?)
n=70 70 (100%) 53 (25.7%) 18 (74.28%)

Edad (afios) 39.01£10.70  39.6% 11,27 37.1748.75 0.3820
IMC (kg/m2) 43.64+12.16  42.09+11.41  48.11+13.48 0.0626
Glucosa en suero (mg/dL) 99.88+20.46 101.97422.94 94.1119.44 0.0349
Colesterol total (mg/dL) 171.00£41.02 172.46+39.71 166.9145.61  0.4463
Triglicéridos (mg/dL) 159.11£61.10 161.59+59.41 152.54+66.81 0.2988
HDL (mg/dL) 40.68+15.15  40.76+15.44  40.47+14.91  0.4463
LDL (mg/dL) 120.43£32.48 121.37+33.43 117.76+£30.72 0.3095
Albumina (g/dL) 4.25+0.30 4.1810.28 4.4610.26 0.0027
Fosfatasa alcalina (U/L) 81.03+23.33  79.42+23.44  85.58+23.42  0.2786
Gama glutamil transferasa (U/L) 37.88+27.96 34.93+26.08  47.0+£32.79 0.1870

Glutamato-oxalacetato transaminasa (U/L) 26.62+16.41 26.84118.31 26.004£9.38 0.2499

Glutamato-piruvato transaminasa (U/L) 42.97+50.82 35.23+33.84  65+80.01 0.0122

Media + DE, media y desviacion estandar. *P < 0.5 (t de Student)

47



12.2. Niveles de expresion de mRNA de ACE2 en tejido hepatico de pacientes

con obesidad con comorbilidades asociadas y datos antropométricos

Se compararon los niveles de expresion de ACEZ entre los grupos que se
mencionaron anteriormente: hombres vs. mujeres, con comorbilidades vs. sin
comorbilidades, con HAS vs. sin HAS, con NAFLD vs. con score indeterminado, por
grado de obesidad (en funcion del IMC). De acuerdo con lo esperado, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo sin
comorbilidades vs. el grupo con comorbilidades, observando que ACEZ2 tuvo una
mayor expresion en el grupo de comorbilidades (P=0.0103) (Figura 6A). Asimismo,
al comparar los grupos sin hipertension vs. con hipertension; se encontré una mayor
expresion de este gen en el grupo de personas con hipertension en comparacion a
sin hipertension (P=0.0235) (Figura 6B). Por otra parte, al comparar los niveles de
expresion de ACEZ2 entre hombres y mujeres, se encontré una mayor expresion de
ACEZ2 en el grupo de mujeres (P=0.0235) (Figura 6C).

Los grupos de acuerdo con el NAFLD score no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo, vale la pena mencionar que en este
caso la n se redujo a 43 debido a que no se contaba con la informacion completa
para calcular dicho parametro. Por otra parte, al categorizar a los pacientes por el
grado de obesidad, notamos que la gran mayoria de estos pacientes tenian
obesidad morbida y que su expresion no variaba de forma significativa, por lo que
es probable que exista un punto del IMC en el cual ya no se modifiquen los valores
de expresion de ACEZ2; no obstante, esto podria corroborarse al comparar con

sujetos normopeso.
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Figura 6. Comparacion de la expresion de ACE2. (A) en los grupos sin y con comorbilidades, (B) grupos sin HAS
(hipertensién), con HAS (hipertension) y (C) hombres y mujeres (U de Mann-Whitney, P < 0.05).

49



12.3. Correlacion de variables bioquimicas, antropomeétricas y la expresion de
ACE2

Como parte del objetivo 4, se realizé6 una prueba de Spearman para explorar si
existe una correlacion entre el delta CT de ACE2 y las distintas variables
bioquimicas y antropométricas descritas en la Tabla V. En |la Figura 7 se muestran
las correlaciones que presentan una P estadisticamente significativa. Se presenta
una correlacion positiva entre el delta CT de ACE2Yy los niveles séricos de GGT (R=
0.4946, P=0.0006) (Figura 7A) y albumina (R= 0.3752, P=0.0033) (Figura 7B), esto
indica que al haber menor expresion de ACE2, hay mayor expresion de albumina y
GGT, y viceversa. Es importante tomar en cuenta que la correlacion de delta CT de
ACEZ2 y albumina es débil, en tanto que la encontrada entre el delta CT de ACE2y

GGT es moderada con una alta significancia estadistica.
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Figura 7. Correlacion el ACT de ACE2 x albumina (U/L) y gama glutamil-transferasa (GGT) (g/dL). (Correlacion
de Spearman, P < 0.05)
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12.4. Correlaciones de la expresion de ACE2 y citocinas proinflamatorias

Se realizaron las correlaciones entre la expresion de ACEZ2 y las citocinas TNF-q,
IL-6, IL-1B, IL-8, MCP-1, IL-13, IL-4 e IL-10 (Figura 8). Sin embargo, la unica
correlacion con una P estadisticamente significativa fue la de ACEZ2 con IL-1(3 (R=-
0.2251 y una P=0.0315). Dadas las caracteristicas del ACT resulta en una
correlacion positiva, es decir que, cuando disminuye la expresion /IL-16 disminuye

la expresion de ACEZ2, y viceversa (Figura 8C).
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Figura 8. Correlacion del ACT de ACE2 vs. TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8, MCP-1, IL-4, IL-13 e IL-10. ( Correlacion
de Spearman, P < 0.05).
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12.5 Analisis de regresion lineal multiple del ACT de ACE2 en funcién de ACT
TNF-a, IL-6, IL-183, IL-8, MCP-1, IL-4, IL-13 e IL-10

Para predecir los valores del ACT de ACEZ2 en funcion de ACT TNF-a, IL-6, IL-1p,
IL-8, MCP-1, IL-4, IL-13 e IL-10 se aplico un modelo de regresion lineal multiple
utilizando los datos de las 70 muestras de higado (Tabla V).

Tabla V. Modelo de regresion lineal multiple ACT ACE2 y ACT de

citocinas
Residuales
Min ler. Q Mediana 3er. Q Max
-5.02367 -1.0914 0.0047 1.0538 4.8248
Coeficientes

Estimado Error Est. Valor-t Valor de P
(Interceptor) 6.586702 1.22057 5.396 1.13 e-10 ***
ACT TNF-a 0.363344 0.150725 2411 0.0189**
ACT IL-6 -0.255133 0.126688 -2.08 0.0417*
ACT IL-8 0.221169 0.16761 1.32 0.1918
ACT IL-1B8 0.009952 0.081088 0.123 0.9027
ACT IL-10 0.094902 0.085153 1.114 0.2964
ACT IL-13 -0.101778 0.140757 -0.723 0.4724
ACT IL-4 0.003679 0.149902 0.025 0.9805
ACT MCP-1 -0.089745 0.151725 -0.591 0.5563

Cadigos de significancia 0"**** 0.001 “**'0.01 *'0.05°."0.1 ~ "1
Error estandar residual: 1.891 en 61 grados de libertad (GL)
R-cuadrada multiple: 0.1486, R-cuadrada ajustada: 0.05089.
Estadistico F: 1.521 en 7y 61 GL, Valor de P: 0.1773.

El modelo no mostrd significancia estadistica (P=0.1773), lo que muestra en
conjunto que los valores de ACT de las citocinas evaluadas no son buenos
predictores de ACT ACE2. No obstante, observamos que la P de algunas de las
citocinas es limitrofe a la significancia estadistica, por lo que se ingres6 un comando

al entorno de programacioén con la finalidad de conocer qué variables (dentro todo

53



el conjunto de variables) podrian ser los mejores predictores de los valores de ACT
ACE2.

Asi, encontramos que los mejores predictores de este conjunto de variables son
TNF- a, IL-6 e IL-8. Con base en este resultado, se realizé un modelo de regresion
lineal multiple entre ACT ACEZ2 y los ACT de TNF-a, IL-8 e IL-6. En la Tabla VI se

muestran los resultados obtenidos:

Tabla VI. Modelo de regresion lineal multiple con el delta CT de TNF- ¢,
IL-6, IL-8 vs. delta CT de ACE2

Variable Valor (IC2.5% a IC 97.5%) Valor de P
ACT TNF-a 0.3214 0.07213249 - 0.570685219 0.0123

ACT IL-6 -0.2251 - 0.45812387 - 0.007940904 0.0581 .

ACT IL-8 0.2086 -0.08453592 - 0.501745060 0.1601

Modelo de regresion lineal simple desarrollado bajo los siguientes criterios: Intervalo
de Confianza (IC) de 2.5%- 97.5%; error estandar residual de 2.341 con 68 grados de
libertad; R-cuadrada multiple de 0.1436; R cuadrada ajustada de 0.1312; valor de P de
0.02058.

Este modelo de regresion tuvo significancia estadistica (P = 0.02058) y una R
cuadrada ajustada de 0.1312, es decir, que indican que por cada unidad que
aumento el ACT de TNF-¢, los valores del ACT de ACE2 aumentaron 0.3214 (P=
0.0123), por cada unidad que aumente el ACT de /L-8 los valores del ACT de ACE2
aumentaron 0.2086 y por cada unidad de ACT de /L-6 disminuyé 0.2251 (P=
0.0581). Este analisis se realizé de forma exploratoria, sin embargo, es importante
considerar que la significancia estadistica no es lo suficientemente robusta como

para buscar un significado biolégico a esta observacion.
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12.6 Correlacion del ACT de ACE2 y la concentracion proteica de citocinas
TNF-a, IL-6, IL-13 e IL-10

Se realizaron las correlaciones entre la expresion de ACEZ2 y los niveles proteicos
de citocinas TNF-q, IL-6, IL-13 e IL-10 (Figura 9). Unicamente la correlacién entre
el ACT de ACEZ2 y los niveles proteicos de TNF-a mostraron una significancia
estadistica (P=0.0203) y una R negativa (R=-0.2919); es decir que a menor ACT de

ACEZ2, mayores niveles proteicos de TNF-a, por lo tanto, en términos de ACT, a

menores niveles de mMRNA, menores niveles de TNF-aq, y viceversa.
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Figura 9. Correlacion del ACT de ACE2 vs. los niveles proteicos de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-13. ( Correlacion

de Spearman, P < 0.05)
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12.7. Anadlisis de regresion lineal multiple del ACT de ACE2 y la expresion

proteica de TNF-a, IL-6, IL-18, IL-10, IL-13 e IL-4

Para predecir los valores del ACT de ACEZ2 en funcién de las proteinas TNF-q, IL-

6, IL-4, IL-13 e IL-10 se aplicé un modelo de regresion lineal multiple utilizando los

datos de las 70 muestras de higado (Tabla VII).

Tabla VII. Modelo de regresion lineal multiple ACT ACEZ2 y niveles proteicos

de citocinas
Residuales
Min ler. Q Mediana 3er. Q Max
-5.051 -0.084 0.084 1.03 4.771
Coeficientes
Estimado Error Est. Valor- t Valor de P
(Interceptor) 9.372006 0.526145 17.83 <2e-16 ***
proteina TNF-a -0.0133668 0.6862 -1.984 0.056
proteina IL-6 -0.074901 0.056104 -1.335 0.187
proteina IL-10 -0.003033 0.036206 -0.084 0.934
proteina IL-13 0.017299 0.7327 0.236 0.814
proteina IL-4 0.002084 0.02511 0.83 0.41

Signif. Codes 0°***” 0.001 ***'0.01 **'0.05°.0.1 * "1

Error estandar residual: 1.889 en 61 grados de libertad (GL)
R-cuadrada multiple: 0.1227, R-cuadrada ajustada: 0.05078.

Estadistico F: 1.706 en 5y 61 GL, Valor de P: 0.1468

El modelo no mostré significancia estadistica (P=0.01468), sin embargo, se evalu6

cuales son los mejores predictores de este conjunto de variables, indicando que el

mejor predictor es TNF-a. Con base en este resultado, se realiz6 un modelo de

regresion lineal simple entre ACT ACE2 y TNF-a. En la Tabla VIl se muestran los

resultados obtenidos.
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Tabla VIIl. Modelo de regresion lineal simple ACT ACEZ2 y niveles

proteicos de TNF- a

Variable Valor (IC2.5% a IC 97.5%) P
Proteina
TNF-a -0.013169 0.23644078 - 0.02758152 0.014*

IC 2.5%- IC 97.5%; error estandar residual de 2.341 con 68 grados de libertad; R-
cuadrada multiple de 0.1436; R cuadrada ajustada de 0.1312; valor de P de 0.00112.

Estos resultados mostraron una relacidén causal estadistica entre ACT ACE2y TNF-
a, donde, la primera es la variable dependiente, en tanto que la segunda es la
independiente. Ademas, el modelo indica que por cada unidad que aumente la
proteina de TNF-a los valores del ACT de ACEZ2 disminuiran 0.013169 (P= 0.014).
Es decir, por cada unidad que aumenten los valores de TNF-a, el mMRNA de ACEZ2
aumentara 0.013169 unidades.

En la Figura 10 se muestra un resumen grafico de los principales hallazgos de este

estudio.
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Figura 10. Representacion grafica de los resultados obtenidos. En este estudio
encontramos que la expresion de ACE2 es mayor en hombres que en mujeres, en personas
con comorbilidades vs. sin comorbilidades y en sujetos con HAS vs. sin HAS. Asimismo, se hallo
una correlacion inversa entre los niveles de expresion de ACE2 y la concentracion sérica de
GGT. Finalmente, encontramos que TNF-a influye positivamente sobre los niveles de mMRNA de

ACE2.
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13. Discusion
En este trabajo se encontré6 que los sujetos con comorbilidades presentan una

mayor expresion de ACEZ2 al compararse con el grupo de pacientes sin
comorbilidades. En concordancia con estos resultados, en un estudio en donde se
analizé el transcriptoma de mas de 700 muestras de tejido pulmonar de pacientes
con COVID-19, se determiné que ACEZ2 tenia una mayor expresion en el tejido de
sujetos con comorbilidades (HAS, diabetes, enfermedad cerebrovascular,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica y enfermedad coronaria) al compararse
con el grupo control (sin comorbilidades) (Pinto et al., 2020). Es decir, que las
enfermedades no transmisibles, condiciones en donde se altera la homeostasis, son

factores que podrian condicionar una mayor expresion de ACEZ2.

La HAS es una de las enfermedades en la que el sistema RAS se encuentra mas
desregulado. Por lo tanto, en este estudio estratificamos las muestras de los
pacientes por presencia o ausencia de HAS, para identificar si, dentro del grupo de
comorbilidades, la HAS podria tener mayor influencia sobre la expresion de ACEZ2.
Nuestros datos indican que los pacientes con HAS tienen una mayor expresion de
ACEZ2 en comparacién con los que no tienen HAS (Figura 6B). En ese sentido, se
ha propuesto que la disrupcion de la via ACE/ACE2 en algunos tejidos, altera la
regulacion de la presion sanguinea, asi como que la deficiencia de la expresion de
ACE2 contribuye al desarrollo de la HAS (Patel et al., 2014). Asimismo, en estudios
en los que se inhibe la expresion de ACEZ2 en corazén o rifidn, se encontré que la
inhibicion o delecion de este gen representa un riesgo para padecer HAS y, por el
contrario, cuando su expresion esta incrementada, disminuye el riesgo de padecer
HAS (Patel y Verma et al., 2020).

En el presente trabajo se demostrd que en el tejido hepatico de pacientes mexicanos
con obesidad hay diferencias en la expresion de ACEZ2 de acuerdo con el sexo; en
el caso de las mujeres se mostr6 una mayor expresion en comparacion de los
hombres (Figura 6C). Esto podria deberse a una mayor dosis génica de ACE2 en
mujeres, ya que este gen esta ubicado en una region (locus Xp22.2) que escapa a
la inactivaciéon del cromosoma X; asimismo, los alelos heterocigotos ligados al
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cromosoma X podrian activar en las mujeres una ventaja de mosaico y mayor
dimorfismo sexual (Gemmati et al., 2020). Otra razén que puede explicar estas
diferencias de expresion de ACEZ2 es la produccién de estrogenos en el sexo
femenino, la cual promueve la expresion de este gen (Foresta et al., 2021). Ademas,
en los hombres se ha observado que la obesidad esta asociada con el
hipogonadismo, resultando en una menor produccion de testosterona. En un estudio
se mostro que al disminuir los niveles de testosterona disminuyen los niveles de
expresion de ACE2 (Sun et al., 2021; Giagulli et al., 2021). Por lo tanto, en estudios
posteriores seria interesante evaluar el efecto de las hormonas sexuales en la

expresion de ACE2.

Otro hallazgo importante es la correlacion que encontramos entre ACE2 y GGT y
albumina (Figura 7). A pesar de que se encontré una correlacion con significancia
estadistica entre la expresion de ACEZ2 y la albumina (Figura 7A), ésta no es fuerte
y carece de significado biolégico. Por otra parte, se encontrd una correlacion positiva
entre los niveles séricos de GGT y el ACT de ACEZ2, la cual muestra que al disminuir
la expresion de ACE2, aumenta GGT, y viceversa (Figura 7B). La GGT es una
enzima que se ha utilizado como biomarcador de dafno hepatico; es una proteina
ubicada en la membrana celular de colangiocitos y hepatocitos, es decir, que
cuando existe un dafio hepatico que comprometa la integridad de dichas celular, los
niveles séricos de GGT pueden aumentar significativamente (Nufiez et al., 2019).
Nuestros datos sugieren que el mRNA de ACE2 podria estar -directa o
indirectamente- relacionado con el dafio hepatico, el cual se refleja en los valores
de GGT. Sin embargo, esta asociacion debe corroborarse con los valores proteicos
de ACEZ2, asimismo, debe estudiarse mas a fondo en cohortes mas grandes, en

estudios prospectivos, asi como con estudios funcionales.

Con respecto a la correlacion entre mRNA de ACEZ2 y de citocinas, la unica
correlacion con significancia estadistica fue la de la expresién de ACEZ2 e IL-15
(Figura 8A), ésta fue positiva, es decir al disminuir la expresion de IL-14 disminuye

la expresion de ACEZ2, y viceversa. Sin embargo, la correlacién es débil. Asimismo,
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se encontro una significancia estadistica al evaluar al delta CT de TNF-¢, IL-6, IL-8
como predictores de los valores del delta CT de ACEZ2. No obstante, tanto estos
resultados como la correlacién antes expuesta (delta CT de ACEZ2 vs. delta CT de
IL-15) probablemente carezcan de significado biolégico, ya que no existen
evidencias que respalden como un mRNA puede influir sobre la expresion de otro
gen. No obstante, es un aspecto que puede explorarse a mayor profundidad en

estudios futuros.

Existen evidencias de que las citocinas pueden regular la expresiéon de ACE2. En
ese sentido, el modelo de regresion lineal multiple nos indicd que la citocina que
influye mas en los valores de expresion hepatica de ACEZ2 es TNF-a. En la literatura
existen evidencias de que TNF-a es capaz de modular los niveles de mRNA de
ACEZ2 de células tiroideas humanas sanas (Coperchini et al., 2021) y cardiomiocitos
humanos (Lee et al., 2021). En ambos estudios, se observé que al agregar TNF-a
al cultivo con dichas células, aumentaban los niveles de mRNA de ACEZ2. Por otra
parte, TNF-a es una citocina proinflamatoria que aumenta significativamente en la
obesidad, pero también es un factor clave del segundo golpe en el desarrollo de la
NAFLD. Por lo tanto, es probable que, con el incremento de TNF-a por la obesidad,
aumenta la susceptibilidad de desarrollar NAFLD y, de forma colateral, conforme
aumentan los niveles de TNF-a en el higado, incrementa la expresion hepatica de
ACE2, lo cual, explicaria -parcialmente- por qué en los estadios de mas gravedad
de la NAFLD hay una mayor expresion hepatica de ACE2 (Fondevila et al., 2020)
(Figura 11). No obstante, este mecanismo propuesto es hipotético, por lo que
estudios posteriores, deberan dirigirse a comprender a nivel molecular la relacion
gue hemos encontrado, a través de analisis de enriquecimiento de vias las redes
moleculares de interaccion/reaccidn/relacion que existen entre ACE2 y TNF-q,

estudios funcionales in vitro e in vivo, asi como en estudios de cohorte prospectivos.

Este estudio presenta diversas limitaciones entre las cuales se destacan:

-Una desproporcion entre el numero de hombres y mujeres.
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-No tuvimos acceso a la informacion sobre los tratamientos que recibian los
pacientes, particularmente, si estos consumian antihipertensivos cuyo blanco
molecular es algun elemento de RAS.

-No se contaba con muestras de controles con normopeso.

A pesar de estos aspectos, una de las fortalezas de este estudio es que es el
primero en describir la relacion entre la expresion hepatica de ACEZ2 y citocinas de
origen hepatico, asi como con el sexo y las comorbilidades en pacientes mexicanos
con obesidad. Los resultados obtenidos son relevantes, pues destacan una relacion
entre la expresion de ACE2, comorbilidades asociadas con la obesidad, el sexo y
TNF-a.
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14. Mecanismo hipotético
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Figura 11. Mecanismo hipotético de los resultados obtenidos. TNF-a es una citocina

proinflamatoria que aumenta significativamente en la obesidad y un factor critico en la

fisiopatogenia de la NAFLD. Con el incremento de TNF-a por la obesidad, aumenta la

susceptibilidad de desarrollar NAFLD y, de forma colateral, conforme incrementan los niveles

de TNF-a en el higado, incrementa la expresion hepatica de ACE2
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15. Conclusiones

Este estudio permitié identificar que existe una correlacion positiva entre la
expresion hepatica de ACE2y los niveles proteicos de TNF-a, y los datos derivados
de la regresion lineal simple sugieren que esta citocina puede modular la expresion
del gen que codifica para dicha enzima. Sin embargo, en estudios futuros con
alcance explicativo deberan enfocarse en demostrar esta relacion causal y

comprender los mecanismos moleculares asociados.

Asimismo, se encontrd que los niveles de mMRNA de ACEZ2 en el higado son mayores
en mujeres que en hombres. El dimorfismo sexual observado puede estar asociado
con la localizacién cromosdmica del gen, asi como por la influencia de las hormonas

sexuales.

Por otra parte, se encontré una correlacion negativa entre los niveles de expresion
de mRNA de ACE2 y GGT hepaticos, la cual pueda relacionar la expresion de este

gen con el dafio hepatico.

A pesar de las deficiencias de este estudio, los datos generados son unicos,
innovadores y abren el camino a diversas preguntas de investigacion que deberan
ser resueltas a futuro mediante estudios bioinformaticos, funcionales y en cohortes
mas grandes, de caracter prospectivo, en las que -en la medida de lo posible-
puedan evitarse los factores identificados como limitaciones.
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16. Recomendaciones
e Tener el alcance de todos los estudios clinicos de todos los pacientes, asi
como el conocimiento de si estos antes de ser sometidos a cirugia recibian
algun tratamiento.
e Tener una homogeneidad de las muestras con respecto al sexo, aunque es
complicado en estudios clinicos poder elegir a los sujetos que se estudiaran.
e La realizacion de estudios futuros que se enfoquen en demostrar la relacion

causal y comprender los mecanismos moleculares asociados.
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