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RESUMEN

Antecedentes. La leptina es una hormona reguladora del balance energético. En
células mononucleares promueve la produccion de citocinas proinflamatorias como
IL-1, IL-6 y TNF-a. En el gen del receptor de leptina (LEPR), se han descrito
variaciones; entre ellas estan los polimorfismos A326G, A668G y G1968C, que
pueden estar relacionados con la resistencia a la leptina, la desregulacion del apetito
y la inflamacion. Objetivo. Evaluar el efecto de la leptina recombinante humana
sobre cultivos de células mononucleares de sangre periférica de individuos
portadores de distintas variantes polimérficas en el gen (LEPR). Metodologia. Se
genotipificaron 167 individuos originarios del estado de Guerrero para los
polimorfismos A326G, A668G y G1968C, de los cuales a 8 se les realizé un cultivo
primario de células mononucleares las cuales fueron estimuladas con 100 ng/mL de
leptina recombinante humana (LEPT) y/o lipopolisacarido (LPS). El sobrenadante de
los medios de cultivo fue colectado a las 24 horas después del estimulo para medir
las concentraciones de citocinas proinflamatorias mediante la técnica de ELISA.
Resultados. La produccion de IL-1, IL-6 y TNF- a se increment6 al estimular las
células mononucleares con leptina. Al comparar los niveles de estas citocinas por
genotipo, se encontro que las células portadoras del alelo 668G (27.84 pg/mL de IL-
1B, 6.828 pg/mL de IL-6 y 15.13 pg/mL de TNFa) y 1968C (15.48 pg/mL de IL-1j3,
8.129 pg/mL de TNFa) tuvieron una mayor produccion de citocinas en comparacion
con las ceélulas con genotipo silvestre 668AA (5.924 pg/mL de IL-183, 3.496 pg/mL de
IL-6 y 5.840 pg/mL de TNFa) y 1968CC (5.527 pg/mL de IL-1B, 3.10 pg/mL de
TNFa). ElI analisis por haplogenotipo de las concentraciones de citocinas
determinadas en los sobrenadantes mostro que el haplogenotipo AGGGGC es el que
mejor responde al estimulo con leptina. Conclusiones. Las células mononucleares
obtenidas de los individuos portadores de los genotipos 668AG, 668GG y 1968GC
del gen LEPR, presentaron mayor secrecion de citocinas proinflamatorias que las
células con genotipo silvestre.

PALABRAS CLAVE: Receptor de leptina, polimorfismos, leptina recombinante,
cultivo celular, citocinas.
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ABSTRACT

Background. Leptin is a hormone that regulates energy balance. In mononuclears
cells promotes proinflammatory cytokine production such as IL-1, IL-6 y TNF-a. In the
leptin receptor gene (LEPR), have been described various alterations, among this are
the polymorphisms A326G, A668G and G1968C, that may be associated with
resistance to leptin, deregulation of appetite and inflammation. Objective. Evaluate
the effect of recombinant human leptin in cultured peripheral blood mononuclear cells
of subjects carriers of polymorphisms in the leptin receptor gene (LEPR).
Methodology. 167 subjects from the state of Guerrero were genotyped for
polymorphisms A326G, A668G and G1968C, of which 8 are conducted to a primary
culture of mononuclear cells which were stimulated with 100 ng / mL human
recombinant leptin (LEPr) and / or lipopolysaccharide (LPS). The supernatant of the
culture media was collected at 24 hours after stimulation for measure the
concentrations of proinflammatory cytokines by ELISA Results. The production of IL-
1, IL-6 and TNF-a was increased when stimulating mononuclear cells with leptin. By
comparing the nivels of these cytokines by genotype was found that cells carrying the
668G allele (27.84 pg/mL of IL-1B, 6.828 pg/mL of IL-6 and 15.13 pg/mL of TNFa)
and 1968C (15.48 pg/mL of IL-1B, 8.129 pg/mL of TNFa) had increased cytokine
production compared to cells with 668AA wild genotype (5.924 pg/mL of IL-1B, 3.496
pg/mL of IL-6 y 5.840 pg/mL of TNFa) and 1968CC (5.527 pg/mL of IL-1B3, 3.10
pg/mL of TNFa). Analysis by haplogenotype concentrations of certain cytokines in
supernatants showed that haplogenotype AGGGGC is most responsive to leptin
stimulation. Conclusions. Mononuclear cells obtained from individuals 668AG,
668GG genotype and 1968GC LEPR gene, showed increased secretion of
proinflammatory cytokines that cells with wild type.

KEYWORDS: leptin receptor, polymorphisms, recombinant leptin, cell culture,
cytokines
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I. INTRODUCCION

La leptina es una hormona de 167 aminoé&cidos, producida principalmente por
el tejido adiposo, y es codificada por el gen leptina (LEP) (Banerjee et al., 2006;
Popko et al., 2007). El incremento de los niveles de leptina en plasma se asocia con
el desarrollo de aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares (Hongo et al., 2009),
y con resistencia a la insulina, independientemente del indice de masa corporal (IMC)
(Seth et al., 2008).

El receptor de leptina es una proteina transmembranal, se expresa en la
regién hipotaldmica y en varios tejidos periféricos. EI gen que codifica para el
receptor de leptina humano (LEPR) se localiza en el cromosoma 1p31-22 y origina
6 isoformas por medio de splicing alternativo, que se dividen en tres clases: corta,
larga y soluble, las cuales difieren en longitud del dominio citoplasmatico (Paracchini
et al., 2005; Banerjee et al., 2006; Popko et al., 2007).

Una vez que la leptina se une a su receptor en las células blanco,
generalmente se activa la via fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). La unién leptina-
receptor induce fosforilacion de la tirosina cinasa janus-2 (JAK2), que fosforila a
LEPR y a sustratos del receptor de insulina (IRS). La fosforilacion de LEPR en los
residuos de tirosina 1077 y 1138 recluta al activador de la transcripcion y transductor
de sefial STAT3 que se dimeriza y transloca al interior del nucleo, donde controla la
transcripcion de genes blanco, como el supresor de sefializacién de citocinas SOCS-

3 gue regula la sefalizacion de leptina (Donato et al., 2010).

Se han realizado estudios de asociacién de los polimorfismos en el gen LEPR
con el desarrollo de obesidad y que pueden estar involucrados en alteraciones en la
conducta alimentaria (Bluher and Mantzoros, 2004). De las variantes polimorficas en
el gen LEPR, tres de ellas son las de mayor interés (A326G, A668G y G1968C). El
polimorfismo A326G (Lys109Arg) localizado en el dominio extracelular del receptor
de leptina, se ha asociado con incremento en los niveles de leptina como
consecuencia de la ganancia de peso en poblacion latinoamericana (Zurbano et al.,

2004); aunque en diferentes poblaciones del mundo la asociacién entre este
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polimorfismo y el desarrollo de obesidad no ha podido ser corroborada (Bender et al.,
2011).También se ha reportado que, la presencia del genotipo GG del polimorfismo
A668G (GIn223Arg), localizado en el exén 6 de LEPR, en poblacion polaca se
asocio con incremento en el IMC y adiposidad (Popko et al., 2007). De igual manera,
en nifios guerrerenses con obesidad se encontrd que los portadores de los
genotipos AG + GG del polimorfismo A668G, presentan un aumento en el consumo

de alimento y un incremento en la temperatura corporal (Ramos 2009).

El polimorfismo G1968C (K656N) localizado en el exén 14 del gen LEPR,
provoca un cambio de aminoacido modificando la carga de la proteina (de positiva a
neutra) en la parte proximal a la membrana de su dominio extracelular, este
polimorfismo no se ha asociado con niveles de adiposidad, pero se sugiere que
puede alterar la funcionalidad del receptor al disminuir la afinidad hacia el ligando al
cambiarse la carga de la proteina (Mars et al., 2004); en poblacion caucasica se ha
detallado que el alelo C de este polimorfismo se encuentra en mayor frecuencia en
personas obesas en comparacién con personas delgadas y se ha asociado con

niveles elevados de leptina sérica (Masuo et al., 2008).

La hiperleptinemia es una caracteristica comun en las personas con un alto
indice de masa corporal (Franek et al., 2010). El aumento en los niveles séricos de
leptina se asocia con la presencia de obesidad y puede estar relacionado con
“resistencia a la leptina” (Paracchini et al., 2005; Lang y Ratke 2009), que es una
alteracién en la cual existe pérdida del balance energético corporal, ya que se ingiere
mayor cantidad de energia de la necesaria, debido a que no se inhibe el apetito, por
lo que el almacenamiento de masa grasa se incrementa; o que es consecuencia de
diversos factores, como la baja cantidad de receptor soluble del receptor de leptina
(Cohen et al., 2007), o también pueden estar implicados polimorfismos en los genes
de las proteinas que participan en la via de sefalizacion de leptina, como el supresor
de sefializacién de citocinas (SOCS3) y el factor de transcripcion y activador de
transduccion de sefial STAT3 (Seth et al., 2008). En poblacion infantil guerrerense,
se asocio la presencia del alelo 326G y 1968C con la disminucion en los niveles del

receptor soluble (Marino 2011), lo que sugiere un transporte ineficaz de la hormona
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al hipotalamo en los portadores de estos alelos, disminuyendo la saciedad en estas
personas, llegando a desarrollar la obesidad. Aunque todavia se desconocen los
mecanismos que favorecen la resistencia a leptina, se han sugerido algunos, como
alteraciones en el gen de leptina o del receptor de leptina, otro mecanismo puede ser
la inhibicion de la hormona mediante la union de proteinas de union a leptina libre
como clusterina o proteina C reactiva, lo que genera que la leptina no pueda
interactuar con su receptor especifico de membrana (Seth et al., 2008).

Las citocinas proinflamatorias IL-1B8, IL-6 y TNF-a se producen de forma
inmediata tras el contacto de las células implicadas en la respuesta inmune innata
con un agente extrafio; los monocitos y macréfagos activados son la principal fuente
de estas moléculas, aunque también pueden ser producidas por linfocitos (Gosain et
al., 2005). Asimismo se ha descrito que estas citocinas son producidas por el tejido
adiposo blanco (Gomez et al., 2009) y se sabe que la leptina estimula la produccion
de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 en monocitos humanos (Sanchez et
al., 2006).

Se ha evaluado el efecto de la leptina en diversos tipos celulares y se ha
demostrado que esta es capaz de inducir la produccion de IL-6 de manera dosis-
dependiente, en lineas celulares de cancer de colon, aunque en experimentos in vivo
no fue confirmado (Fenton et al., 2006). Al tratar con leptina humana recombinante
muestras de tumores colorrectales, se encontr6 una expresion dosis dependiente de
IL-1B, IL-8 entre otros (Abolhassani et al., 2008). También en cultivos de cartilago
humano se observo un incremento dosis-dependiente en la produccion de 6xido
nitrico, prostaglandina E2, IL-6 e IL-8, posterior al estimulo con leptina recombinante
(Vuolteenaho et al., 2009). La leptina promueve el trafico de leucocitos e induce un
fenotipo proinflamatorio en cultivos de hepatocitos de rata, incrementando la
expresion de MCP-1 e IL-6 (Allman et al., 2009). Ademas se ha observado que el
tratamiento de células dendriticas (CD) con leptina, tanto maduras como inmaduras,
se incrementa la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6 e IL-12).
También se observo que so6lo en CD inmaduras el factor de necrosis tumoral a (TNF-
a), es regulado (Mattioli et al., 2008).
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Otras funciones de la leptina es la regulacion de la fagocitosis y la produccion
de citocinas proinflamatorias por macrofagos (Tang et al., 2007), también promueve
linfopoyesis (Riejos et al., 2010), y en cultivos celulares de monocitos estimulados
con leptina recombinante humana se observé un aumento dosis dependiente de la
produccion de IL-6 y TNF-a (Margalet et al.,, 2003). Por otro lado, en cultivo de
linfocitos T, se obtuvo un incremento dosis-dependiente en la produccion de IL-1p,
IL-6 y TNF-a al ser estimulados con leptina recombinante humana (Dixit et al., 2004).

En las alteraciones en la interaccion leptina-receptor de leptina, pueden estar
implicados los polimorfismos A326G, A668G y/o G1968C en el gen LEPR, que
favorecen un cambio de aminoacido en la estructura de la proteina y con esto puede
disminuir la afinidad con su ligando, llegando a inducir la resistencia a la leptina y
consecuentemente una desregulacion en la funcion de esta hormona, destacando la
regulacion del apetito y en la inflamacion.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la leptina recombinante
humana sobre la produccion de citocinas proinflamatorias, en células mononucleares
de sangre periférica, obtenidas de individuos portadores de los polimorfismos A326G,
A668G y G1968C en el gen LEPR.

-
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Il. MATERIALES Y METODOS

Sujetos

A partir del banco de ADN de individuos no relacionados genéticamente, de
ambos sexos y originarios del estado de Guerrero, que se encuentra en el
Laboratorio de Investigacion en Obesidad y Diabetes, de la Unidad Académica de
Ciencias Quimico-Biologicas de la UAGro, se realizdé la genotipificacion de los
polimorfismos A326G, A668G y G1968C en el gen del receptor de leptina, mediante
la técnica de PCR-RFLP (Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismos en la

Longitud de los Fragmentos de Restriccion).

Genotipificacién de los polimorfismos A326G, A668G y G1968C en el gen del
receptor de leptina

La amplificacion del fragmento de ADN del gen LEPR se realiz6 mediante la
técnica de PCR, para el polimorfismo A326G se utilizaron los siguientes iniciadores
sentido (5'- TTTCCACTGTTGCTTTCGGA-3) y antisentido (5'-
AAACTAAAGAATTTACTGTTGAAACAAATGGC -3’), se obtuvo un fragmento de 101
pb. La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 20 uL, que contiene:
buffer 1x, MgCI2 3.0 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.1 pM de cada primer, 1 U de Taq

polimerasa (Invitrogen) y 0.1 pg/uL de ADN.

Para el polimorfismo A668G se utilizaron los siguientes iniciadores: sentido (5'-
AAACTCAACGACACTCTCCTT-3’) y antisentido (5-TGAACTGACATTAGAGGTGA-
3’) se obtuvo un producto de 80 pb. El volumen total de mezcla de reaccion fue de 24
ML, conteniendo: buffer 1x, MgCI2 1.25 mM, dNTPs 0.05 mM, iniciadores 0.2 mM, 1 U

de Taq polimerasa y 0.1 ug/pL de ADN.

Para el polimorfismo G1968C se utilizaron los siguientes iniciadores: sentido
(5-AATCCAGCCTACACAGTTGT-3) y antisentido (5-
CTTCCAAAGTAAAGTGACATTTTTCGC-3’) para obtener un producto de 224 pb. El

volumen total de la mezcla de reaccion fue de 20 yL, que contiene: buffer 1x, MgCI2

1.25 mM, dNTPs 0.05 mM, iniciadores 0.2 mM, 1 U de Taq polimerasa y 0.1 pug/uL de

o




EFECTO DE LA LEPTINA RECOMBINANTE SOBRE LA PRODUCCION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS (IL-1,IL-6 y TNF-a) EN CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA CON VARIANTES POLIMORFICAS EN EL GEN LEPR

ADN. La amplificacion se realiz6 en un termociclador (Techne TC-412), las
condiciones de las reacciones se muestran en el anexo 1.

Para la restriccion de los fragmentos A326G, A668G y G1968C del gen LEPR,
amplificados previamente por PCR, se realiz6 una digestion con las endonucleasas
de restriccion Haelll, Mspl y BstUI respectivamente y fueron incubadas a 60°C por 3
horas para el fragmento G1968C y a 37°C por 2 y 2.5 horas para los fragmentos
A326G y A668G, respectivamente. Posteriormente, los fragmentos obtenidos, se
sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y tefiidos con una

solucion de nitrato de plata al 0.2% (Anexo 2).
Cultivo celular y tratamiento de células

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica de 8 individuos (Anexo
3), que se mantuvieron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% SFB inactivado
por calor y 2% de una solucion de antibidtico antimicotico de 16-18 horas. Para
posteriormente realizar por triplicado la estimulacion con 100 ng/mL leptina
recombinante humana y/o 50 ng/mL de lipopolisacarido durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se recolectaron los sobrenadantes, que fueron aclarados
por centrifugacion y almacenados a -70 °C hasta su uso.

Se realiz6 una curva dosis-respuesta con LEPr en la linea celular de
monocitos humanos THP-1, que se ha descrito expresa al receptor funcional de
leptina (Gruen et al., 2007). En una placa de 96 pozos (Nunc-GIBCO), se colocaron
las células a una densidad de 80,000 cél/pozo, en el medio de cultivo RPMI-1640
(GIBCO). Posteriormente, se realizaron los estimulos bajo el siguiente esquema
experimental: 0 ng/mL de leptina (control negativo), 100 ng/mL de leptina
recombinante humana, 50 ng/mL de LPS (el LPS fue utilizado como control positivo
al ser un fuerte inductor de respuesta inflamatoria) y 100 ng/mL de leptina mas 50
ng/mL de LPS, durante 24 horas de acuerdo a reportes anteriores (Alvarez et al
1999; Mufioz et al., 2003; Singh et al., 2005; Agrawall et al., 2011).
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Cuantificacion de citocinas

Los niveles de citocinas se determinaron mediante técnica de ELISA,
utilizando 100 pL de sobrenadante de medio de cultivo para IL-6 y TNF-a, y 50 pL de
sobrenadante de medio de cultivo para IL-1B sin diluciéon, de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Anexo 4).
Analisis estadistico

Los genotipos obtenidos se registraron en el programa STATA 9.2, las
concentraciones de citocinas se registraron y analizaron en el programa GraphPad
Prism 5 para Windows. Se realiz6 prueba de Shapiro Wilk para evaluar normalidad
en las variables cuantitativas. Se realizd prueba de Kruskall Wallis para grupos con
distribucion no paramétrica, ANOVA para grupos con distribucién paramétrica, para
comparar diferencias de medias entre los cultivos sin estimulo vs. los cultivos con
estimulo se utilizdé la prueba t de Student para aquéllos en los que se observo
distribucién paramétrica y Mann Whitnney para los grupos que no tuvieron
distribucion paramétrica. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
p<0.05.
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lll. RESULTADOS
En la genotipificacion de las 167 muestras para los polimorfismos A326G, A668G
y G1968C en el gen LEPR; se obtuvo 48.8% de individuos con genotipo A/A, 41.3%
A/G y 9.9% G/G para el polimorfismo A326G; 32.6% de individuos con genotipo A/A,
45.9% AG y 21.5% G/G para el A668G; mientras que para el polimorfismo G1968C
fueron: 65.9% de sujetos con genotipo G/G, 32.9% G/C y 1.2% C/C (Anexo 5).

Los genotipos de los polimorfismos A326G, A668G y G1968C del gen LEPR de
los individuos a los cuales se les realizé aislamiento de células mononucleares para

su posterior cultivo se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Genotipos de las muestras utilizadas para la realizacion de los cultivos de PBMC
Muestra A326G A668G G1968C
1 AA AA GG
2 AG GG GC
3 AG AG GC
4 AG AG GG
5 AA AG GC
6 GG AG GG
7 GG GG GC
8 AA AA GC

THP-1 AA GG GG

Las células mononucleares humanas y la linea celular THP1 fueron
estimuladas con leptina, LPS y la combinacion LPS + leptina durante 24 horas. En
PBMC la produccion de TNF-a, IL-13 e IL-6 se incremento tras el estimulo con 100
ng/mL de leptina recombinante humana y fue mayor al estimular a las células con 50
ng/mL de LPS, mientras que en células THP1 se observé un comportamiento similar,

a excepcion de la produccion de IL-18 (figura 1).
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Figura 1.Niveles de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1[3, IL-6) en cultivos de células mononucleares (A) y
de la linea celular THP-1 (B) en presencia de leptina, LPS y leptina mas LPS. Se muestran valores de medias
+ DE. Los asteriscos indican la significancia estadistica entre cultivos sin y con estimulo de leptina * p< 0.05, **

p< 0.01; ** p< 0.001.

Al comparar las medianas de los niveles de IL-13 por genotipo, se encontré un

incremento significativo después de que las células fueron estimuladas con 100

ng/mL de LEPr, a continuacion solo se muestran las medianas de los niveles antes y

después del estimulo con LEPr considerando el genotipo:326AA (2.831 pg/mL vs.
6.464 pg/mL), 326AG (3.879 pg/mL vs. 9.916 pg/mL), 668GG (17.08 pg/mL vs. 27.84
pg/mL), y 1968GC (8.702 pg/mL vs. 15.48 pg/mL) como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Niveles de IL-1B en cultivos de células
mononucleares de acuerdo a los polimorfismos en
LEPR: (A) A326G, (B) A668G y (C) G1968C, a
diferentes condiciones de estimulo. Se muestran
valores de mediana * error estdndar. Asteriscos
indican la significancia estadistica entre cultivos sin
y con estimulo con leptina * p< 0.05; ** p< 0.01; ***
p< 0.001.
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En la Figura 3, se muestran las medianas de IL-6 por genotipo, se encontré un
incremento significativo después de que las células fueron estimuladas con 100
ng/mL de LEPr, a continuacion se muestran las medianas de los niveles obtenidos
antes y después del estimulo con LEPr de acuerdo con el genotipo: 326AG (0.83
pg/mL vs. 6.65 pg/mL), 326GG (3.39 pg/mL vs. 8.44 pg/mL), 668AG (2.33 pg/mL vs.
6.42 pg/mL), 668GG (0.76 pg/mL vs. 6.82 pg/mL), 1968GG (2.56 pg/mL vs. 6.02
pg/mL) y 1968GC (1.76 pg/mL vs. 5.65 pg/mL), claramente observamos la tendencia
al incremento en la produccion con la presencia del alelo C de este ultimo

polimorfismo aunque no se pudo evaluar el efecto del genotipo CC.
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Figura 3. Niveles de IL-6 en cultivos de células
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Por dltimo, se encontré un aumento significativo en la produccién de TNF-q,
después de que las células fueron estimuladas con 100 ng/mL de LEPr , a
continuacion solo se muestran los niveles obtenidos antes y después del estimulo
con LEPr de acuerdo con el genotipo: 326AA (0.2834 pg/mL vs. 4.657 pg/mL),
668AG (0 pg/mL vs. 2 pg/mL), 668GG (4.312 pg/mL vs. 15.13 pg/mL), y 1968GC
(1.895 pg/mL vs. 8.129 pg/mL), como se muestra en la Figura 4.
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En los cultivos de la linea celular THP-1, se observé que la produccion basal
de TNF-a (0 pg/mL) se increment6 tras el estimulo con LEPr (7.14 pg/mL), lo mismo
sucedid para IL-6 (0 pg/mL sin estimulo vs. 3.45 pg/mL con estimulo), estos niveles
se encuentran en el rango de los obtenidos en el sobrenadante de los cultivos de
PBMC estimulados con leptina (6.2 pg/mL para TNF-a y 5.7 pg/mL para IL-6). Se
encontré que la produccion de IL-1B en células THP-1 disminuyd tras el estimulo con
leptina (4.624 pg/mL sin estimulo vs. 3.780 pg/mL con estimulo).

Al comparar por haplogenotipo, la concentracion de las citocinas, en los
sobrenadantes de las PBMC, considerando el siguiente orden: A326G, A668G y
G1968C, se encontr6 que las céluas portadoras del haplogenotipo AGGGGC
incrementaron significativamente la produccion de IL-1B, después del estimulo con
LEPr (Figura 5). En 4 de los 8 haplogenotipos evaluados, se observo que las células
estimuladas con LEPr incrementaron significativamente la produccion de IL-6. En
cuanto a la produccién de TNF-a, sélo en las células portadoras del haplogenotipo
AGGGGC se observo incremento con significancia estadistica (Figura 5), tras ser
estimuladas con LEPr (medianas de 4.032 pg/mL a 21.85 pg/mL).
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Los niveles plasmaéticos de las citocinas evaluadas (IL-1B, IL-6 y TNF-a) en los
cultivos primarios de PBMC, también fueron determinados en sangre periférica de los
sujetos a los que se les realizé cultivo primario. No se detectaron niveles séricos de
TNF-a, y sélo en 2 de los 8 sujetos fueron detectables los niveles de IL-13. Los
niveles de IL-6, si se detectaron en los 8 sujetos, aunque al compararse por genotipo
no se observaron diferencias significativas (Figura 6).

Concentraciones de IL-6 en el plasma de los sujetos

50- e
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Figura 6. Comparacién por genotipo de los niveles plasméaticos de IL-6.
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IV.DISCUSION

En este estudio se pretendi6 inicialmente trabajar con células portadoras de
genotipos homocigotos de los tres polimorfismos por lo cual la genotipificacion fue de
167 sujetos, sin embargo no se logré dicho objetivo por lo cual se procedié a utilizar
células de sujetos con genotipos varios para el posterior analisis.

Se determiné la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos A326G,
A668G y G1968C en una muestra de poblacion originaria del estado de Guerrero,
dichas frecuencias son similares a las reportadas en estudios previos realizados en
otros grupos de la misma poblacion, para los polimorfismos A326G y G1968C
(Marino 2011), pero difieren con lo determinado para el polimorfismo A668G (Ramos
2009), lo que puede ser resultado de diferencias en el tamafio de muestra en los
estudios.

Se evaluo el efecto de los polimorfismos A326G, A668G y G1968C en cultivos de
células mononucleares estimuladas con leptina recombinante humana. El cambio de
aminoacido que estos polimorfismos implican se ha considerado como un factor que
altera la afinidad del receptor hacia la hormona (Mars et al., 2004), lo que generaria
como principal consecuencia a nivel de sistema nervioso central que los péptidos
encargados de inhibir la sensacion de apetito como la propiomelanocortina no se
liberen o lo hagan en menor cantidad a la normal, lo que en el individuo se reflejaria
como un estado de hiperfagia, que es factor para que se desarrolle la obesidad
(Bluher and Mantzoros, 2004). Ademas la presencia de estos polimorfismos en el
gen del receptor leptina podria disminuir afinidad del receptor por su ligando por lo
cual se disminuye la secrecion de citocinas proinflamatorias que la leptina induce en
células del sistema inmune.

En el presente estudio se encontr6 que los cultivos primarios de células
mononucleares presentaron un incremento en la produccion de citocinas
proinflamatorias, tras el estimulo con leptina recombinante humana, este efecto
coincide con lo reportado anteriormente en cultivos de linfocitos (Dixit et al., 2004) y
con reportes de proliferacion y activacion de células mononucleares al ser
estimuladas con leptina, ademas, de un incremento en la produccion de TNF-a e IL-6
(Alvarez et al., 1999).
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En este trabajo observamos que los niveles basales de IL-13 se incrementan con
la presencia del alelo polimérfico para los 3 polimorfismos lo que refuerza la
propuesta de que estos polimorfismos pueden estar involucrados en el inicio y
establecimiento de un estado proinflamatorio propio de la obesidad (Seth et al.,
2008). Aunque también debemos considerar que los niveles IL-1B3, asi como los
niveles del resto de citocinas estan determinados por otras moléculas a nivel
fisiolégico como LPS e IL-16 y no solamente en respuesta a la sefalizacion de
leptina (Petrovsky 2001).

En este estudio se reporta por primera vez el efecto que tienen los polimorfismos
A326G, A668G y G1968C en el gen del receptor de leptina en la producciéon de
citocinas utilizando cultivo de PBMC, como antecedente tenemos el reporte del
efecto de la leptina en adhesion y migracién de monocitos considerando el fenotipo
obeso y delgado (Sarigianni et al., 2010), donde no se encontraron diferencias
significativas entre grupos.

En un estudio previo en poblacion guerrerense se asocié al alelo G del
polimorfismo A326G con disminucidn en los niveles del receptor soluble de leptina
(Marino 2011), en poblacién europea se ha descrito que el genotipo GG de este
polimorfismo esté relacionado con un IMC elevado (Heo et al., 2002). En el presente
estudio se observé que cuando el alelo 326G estd presente, se incrementa la
produccion de IL-1B e IL-6 en células mononucleares tras el estimulo con leptina, lo
cual sugiere que el efecto del alelo puede estar mediado por factores endocrinos
como los niveles de glucocorticoides y prostaglandinas que regulan la produccion de
estas citocinas, otro factor es el estrés, que se ha demostrado que incrementa la
produccion de IL-1 e IL-6 (Petrovsky 2001).

Se han realizado estudios de asociacion entre variantes polimérficas del gen
LEPR con el estado inflamatorio del individuo, y se ha asociado la presencia del alelo
326G con un incremento en los niveles plasmaticos de IL-6 (Abete et al., 2009). De
igual manera, en el presente estudio se observd un incremento en la produccién de
IL-6 en las células con genotipo 326AG y 326GG, lo que puede indicar que la
presencia de una arginina en la posicion 109 de la proteina podria estar induciendo

un cambio conformacional de la proteina y puede ocasionar un incremento en la
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afinidad hacia la leptina, aumentando la produccién de IL-6 en estas células, en
comparacion a la produccion que se induce por leptina cuando el aminoacido que
esta en posicién 109 es una lisina, situacion similar se observé en la producciéon de
IL-1B inducida por leptina, ésta se incrementod significativamente en las células con
genotipos 326AA y 326AG; con estos resultados podemos mencionar que en 2 de las
3 citocinas evaluadas (IL-1pB, IL-6) el efecto de la estimulacion con leptina se observo
en las células con genotipo 326AG 0 326GG.

Hasta el momento no existen reportes que relacionen los niveles de citocinas
proinflamatorias con el polimorfismo A668G del gen LEPR. Aunque existen
antecedentes de que la presencia del alelo G de este polimorfismo, disminuye la
sensibilidad a la insulina, sugiriendo que el LEPR podria estar jugando un papel
importante en la patogénesis de resistencia a insulina (Chiu et al., 2004) y se ha
asociado con aumento en el IMC (Popko et al., 2007), aunque previamente se ha
reportado que su presencia no influye en la sefalizacibn de la leptina
(Stratigoupoulos et al., 2009). En este estudio se encontr6 que las células con
genotipo 668AG y 668GG incrementaron significativamente la produccion de TNF-a e
IL-6 tras el estimulo con leptina. La producciéon de IL-1f también se increment6 de
manera significativa en las células con genotipo 668GG, sugiriendo que la presencia
del alelo G que provoca el cambio de una glutamina por una arginina (Gotoda et al.,
1997), y por consecuente un cambio en la carga de la proteina, estaria
incrementando la afinidad entre leptina y receptor de leptina lo que favoreceria un
aumento en la produccion de las citocinas proinflamatorias, esto es diferente a lo
reportado en un estudio previo realizado en poblacién guerrerense, en el que se
asocio la presencia del alelo 668G del gen LEPR con un incremento en la ingesta de
alimento (Ramos 2009), y se sugiri6 un estado de resistencia a la leptina en
individuos portadores de dicho alelo, cabe mencionar que el presente es un trabajo
experimental y considera parametros mas directos en la participacion de LEPR como
lo es la cantidad de citocinas producidas.

En lo que respecta al polimorfismo G1968C, se observé que las células con
genotipo GC incrementaron significativamente la produccion de las 3 citocinas tras el

estimulo con leptina, y sélo en la produccion de IL-6 se observo un incremento
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significativo en las células con genotipo GG, lo que indica que el cambio de base en
esta posicion del gen puede estar incrementado la afinidad de la proteina hacia la
leptina como anteriormente ha sido sugerido (Mars et al., 2004), favoreciendo un
estado inflamatorio. En individuos con enfermedad de higado graso no alcohdlico, se
asocio a la variante polimorfica en la posicion 1968 del gen LEPR con inflamacion
lobular e inflamacion portal (Aller et al., 2012). Encontramos que la presencia de la
variante con menor frecuencia alélica de estos polimorfismos (G para A326G y
A668G, C para G1968C) permite una mayor produccion de IL-1B e IL-6, lo que puede
indicar que el cambio de aminoacido generado por estos polimorfismos, modifica la
estructura de la proteina propiciando un incremento de la afinidad ligando-receptor
por lo que las proteinas inducidas por leptina tienden a incrementar cuando ésta
Gltima esta presente.

En este estudio, se encontré que el efecto directo de los polimorfismos analizados
en el gen LEPR se observa al aislar las células y estimularlas con leptina, en los
individuos analizados, los niveles de estas citocinas en sujetos sanos estan
determinados generalmente por la cantidad de tejido adiposo, permaneciendo
usualmente disminuidos y se elevan en un estado de obesidad (Denizmen et al.,
2005; Soon et al., 2005), o debido a la presencia de agentes infecciosos donde se
desencadena una respuesta inflamatoria (Hilebrand et al., 2010).

En lo que respecta a los cultivos primarios estimulados con LPS, se observo una
alta produccién de las 3 citocinas bajo el estimulo con leptina; la combinacion de
LPS+leptina indujo una produccion de citocinas similar a la inducida por LPS. Estos
resultados coinciden con reportes previos (Frisullo et al., 2004), lo que puede ser
resultado de la regulacion que ejerce la leptina sobre los receptores parecidos a toll
(TLR) que tienen como funcién reconocer a LPS y de esta manera se modula la
produccion de TNF-a en presencia de leptina (Fortis et al., 2012).

El estimulo con LPS a los cultivos primarios mostré una produccion exacerbada
de citocinas, la cual no se incrementé con el estimulo de LPS + Leptina,
probablemente como resultado de que el estimulo en los cultivos se realizd

paralelamente a diferencia de Lofreda y colaboradores quienes refieren un periodo
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de preactivacion de las células con LPS para su posterior estimulo con LEPr
(Loffreda et al., 1998) y si observan un efecto sinérgico de LPS + LEPr.

En el analisis por haplogenotipo se encontré que las células con el haplogenotipo
AGGGGC presentaron un incremento significativo en la produccion de las 3
citocinas, tras el estimulo con leptina recombinante humana, sugiriendo que este
haplogenotipo es el que mejor responde al estimulo con leptina, puesto que células
con haplogenotipo AGAGGC o con haplogenotipo GGGGGC, los cuales difieren en
un genotipo en comparacion con las primeras solo incrementan significativamente la
produccion de IL-6, este dato es muy interesante ya que pareciera que el cambio del
genotipo en estos haplogenotipos repercute para que exista variacion en las citocinas
inducidas, aunque es importante sefialar que solo se tuvo un individuo por
haplogenotipo y que ademas de los 3 polimorfismos aqui evaluados, existe una gran
cantidad de polimorfismos, no solo en el gen del receptor de leptina, si no en otros
muchos genes involucrados en la via de sefializacién de leptina y en la produccion
de citosinas, que pueden estar participando en la regulacion de la secrecién de
éstas, por parte de las células mononucleares (Tang et al., 2007; Agrawal et al.,
2011).

Nosotros observamos en las células THP-1 un efecto positivo en la produccion de
TNF-a e IL-6 tras el estimulo con leptina, esto es interesante debido a que no existen
reportes anteriores de estimulo con leptina en la linea celular THP-1. El estimulo con
LPS a la linea celular THP-1 mostré una gran produccion de las 3 citocinas medidas,
lo que coincide con reportes previos de curva de estimulo con LPS a esta linea
celular (Singh et al.,, 2005). La combinacién LPS + leptina en esta linea celular
mostré un incremento en la produccion de IL-1B e IL-6 en comparacion con el
estimulo de solo LPS, denotando un efecto sinérgico en esta linea celular.

En los sujetos a los cuales se les realizo aislamiento de células mononucleares
no se detectaron niveles seéricos de TNF-a; de IL-1B8 solo en 2 muestras fueron
detectados, aunque con valores muy bajos, esto tal vez a consecuencia de que los
kits utilizados no fueron de alta sensibilidad, aunque cabe sefalar que nuestro
reporte coincide con otros reportes que en individuos sanos los niveles plasmaticos

de estas citocinas generalmente son menores a 10 pg/mL y en ocasiones

n
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indetectables, ya que varian por diferentes factores, principalmente se incrementan
en eventos traumaticos, durante la respuesta inflamatoria, también se ven
influenciados por la edad, género, cantidad de tejido adiposo, estado hormonal en el
caso de las mujeres y a la presencia también de polimorfismos en las regiones
reguladoras de los genes de estas citocinas que modulan su produccion (Maskin et
al., 2000; Mozes et al., 2011).

En el modelo in vitro que se realizé se evalu6 de manera directa el efecto de la
leptina en células mononucleares para la produccion de citocinas, encontrando que
las variantes de menor frecuencia alélica para los polimorfismos A326G, A668G y
G1968C de LEPR, estan involucradas en el incremento de la produccion de citocinas
proinflamatorias en presencia de leptina, o que pudiera ejemplificar lo que sucede en
una persona obesa en la cual los niveles de leptina estan elevados y al ser
portadores de estas variantes, sus células producen una mayor cantidad de citocinas
que sumada a la produccién de citocinas por el tejido adiposo, se propicia el
establecimiento de un estado proinflamatorio subclinico, caracteristico de la obesidad
cronica, por lo cual es importante analizar en estudios posteriores el papel de estos
polimorfismos en otras células, como en las del hipotdlamo en modelos viables y de
facil manejo como ratones o mediante constructos celulares donde se ponga de

manifiesto la respuesta a leptina a nivel neuronal.
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V. CONCLUSIONES

e La produccion de IL-1B, IL-6 y TNF-a se increment6 al estimular las células
mononucleares con leptina.

e Las células portadoras de los alelos 668G y 1968C del gen LEPR produjeron
una mayor cantidad de citocinas que las células con genotipos silvestres.

¢ El haplogenotipo con mejor respuesta al estimulo con leptina fue el AGGGGC

e La linea celular THP-1 responde al estimulo de leptina incrementando la
produccion de IL-6 y TNF-a.
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VILANEXOS

Anexo 1. Condiciones de PCR para los polimorfismos A326G, A668G y G1968C
del gen LEPR

Cuadro 1. Condiciones de reaccion de la PCR para el
polimorfismo 326A/G del gen del receptor de leptina.

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min.

Desnaturalizacién del ADN 94 °C 30 seg.

Alineamiento de primers 60 °C 30 seg. 30 Ciclos
Extension del ADN 72°C 30 seqg.

Extensién final 72°C 2 min.

Cuadro 2. Condiciones de reaccién de la PCR para el
polimorfismos 668A/G en el gen del receptor de leptina.

Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min.
Desnaturalizacion del DNA 94°C 30 seg.

Alineamiento de primers 56°C 30 seg. ;
Extension del ADN 72°C 30 seg. 25 Ciclos
Extensién final 72°C 3 min.

Cuadro 3. Condiciones de reacciéon de la PCR para el
polimorfismo 1968G/C en el gen del receptor de leptina.
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min.
Desnaturalizacion del DNA 94°C 30 seqg.

Alineamiento de primers 63°C 30 seqg. 30 CICLOs
Extension del ADN 72°C 30 seq.

Extension final 72°C 3 min.
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Anexo 2. Corrimiento electroforético de PCR y RFLP de los polimorfismos
A326G, A668G y G1968C del gen LEPR.

A
2 34 5 67 8

101 pb=> thoopr 1oope
101 pb=—b 100 pb

70 pb=—>
50 pb 50 pb

Figura. Polimorfismo 326A/G en el gen del receptor de leptina. A) Carriles 1-7 productos de PCR de

101 pb, carril 8 marcador de peso molecular de 50 pb en el gel de poliacrilamida al 6%. B)

Identificacion de genotipos post-digestién con la enzima Haelll y electroforesis en gel de poliacrilamida

al 6%. Carril 8: marcador de peso molecular de 50 pb, carril 2, 4 y 5: genotipo A/A, carril 3 y 6:
1 2345678 91011

genotipo A/G y carril 1: genotipo G/G.
80 pb 80 pb—>
57 pb
50 pb —> 50 pb

Figura. Identificacion del polimorfismo A668G en el gen LEPR en geles de poliacrilamida. a) Carril 1
Marcador de peso molecular 50 pb, Carriles 2-10 productos de PCR de 80pb. b) Productos de PCR
post-digestion con la enzima Mspl, Carril 4 Marcador de Peso Molecular de 50 pb, Carril 2, 8 y 9
genotipo A/A, Carril 1 y 5 genotipo A/G, Carril 3, 6 y 7 genotipo G/G
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Figura. Identificacién del polimorfismo G1968C en el gen LEPR a) Carril 2-6 Productos de PCR de
224 pb, carril 1 Marcador de Peso molecular 50 pb. b) Productos de PCR post-digestién con la enzima
BstUL1. Carril 4: marcador de peso molecular de 50 pb, carril 1 y 2: genotipo G/G, carril 3 y 6: genotipo
C/C y carriles 5: genotipo G/C.

Anexo 3. Aislamiento de células mononucleares

Inicialmente, se obtuvo una muestra de 5 mL de sangre venosa periférica con EDTA.
En un tubo cénico de 15 mL se colocaron 4 mL de Lymphoprep y se adicioné la
muestra de sangre, dejandola resbalar lentamente por las paredes teniendo cuidado
de no perturbar el gradiente de densidad. Posteriormente, se centrifugd el tubo a
1500 rpm por 30 minutos. De esta forma se obtienen cuatro fases: 1) corresponde al
plasma, 2) la segunda fase (anillo opalescente) corresponde a las células
mononucleares, 3) la tercera sera el lymphoprep vy 4) la dltima correspondera a los
eritrocitos. Se separa la segunda fase con ayuda de una pipeta Pasteur y se coloca
en un tubo estéril de 15 mL, al cual se le adicionaron 10 mL de PBS, se homogeniza
la muestra con ayuda de una pipeta Pasteur y se centrifuga 10 minutos a 1500 rpm.
Se decanta el PBS con cuidado y se realizan dos lavados bajo las mismas
condiciones.

Finalmente, el boton celular se resuspende en medio RPMI-1640 suplementado con

10% de SFB inactivado por calor y una solucion de 2% de antibidtico antimicotico y

F

son sembradas en botellas de cultivo.
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Anexo 4: Técnica de ELISA
HUMAN IL-1B (Biolegend)

Un dia antes de correr la ELISA, diluye el anticuerpo de captura en 1X de buffer de
captura. Ailade 100ul de la solucién de anticuerpo de captura en los pocillos. Colocar
la placa a incubar durante 16-18 horas a 4°C. Coloca los reactivos a temperatura
ambiente antes de su uso. Una curva de estandar es recomendada para cada
ensayo. Lava la placa 4 veces con 300 pl por pozo de buffer de lavado. Para
bloquear las uniones no especificas afiade 200 ul de diluyente de ensayo 1X a cada
pocillo. Tapa la placa e incuba en shaker a 200 rpm durante 1 hora. Prepara (si es
necesario) las diluciones de muestras y estandar. Prepara 1 ml del estandar maximo
de 125 pg/ml. Realiza una serie de diluciones con diluyente de ensayo en tubos
separados. Después de la dilucién, las concentraciones del estandar de IL-1
humano son 125 pg/ml, 62.5 pg/ml. 31.3 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8 pg/ml, 3.9 pg/ml, 2
pg/mly 1 pg/ml respectivamente, el dillyete de ensayo A sirve como estandar cero (0

pg/ml).

500pL S00pL S00uL 5004l 500l 500 ul

=X

D | | e
‘ ' 500 soga}sz L300,

Stock JmL
Solution 125 625 313 156 78 39 2.0 pg/m

Lava la placa 4 veces con buffer de lavado y afiade 50 ul de buffer de ensayo a los
pocillos con muestras o estandar. Afiade 50 ul de estdndar o muestra a los pocillos
adecuados. Coloca la placa a incubar durante 2 horas sin shaker, posteriormente
lava 4 veces con buffer de lavado. Coloca 100 pl de anticuerpo de deteccién diluido a
cada pozo e incuba la placa 1 hora, lava 4 veces con buffer de lavado,
posteriormente afiade 100 ul por pozo de solucién Avidin-HRP, incuba durante 30
minutos sin shaker. Lava 5 veces con buffer de lavado, coloca 100 pl de solucion
substrato e incuba por 20 minutos (los pocillos positivos podrian tornarse de color
azul, después de los 20 minutos afiade la solucion de paro (100ul por pocillo), lee la
absorbancia para determinar concentraciones a 450nm durante los 30 minutos

posteriores.




EFECTO DE LA LEPTINA RECOMBINANTE SOBRE LA PRODUCCION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS (IL-1,IL-6 y TNF-a) EN CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA CON VARIANTES POLIMORFICAS EN EL GEN LEPR

IL-6 (human), EIA kit (ENZOLIFESCIENCES)

Pipetear 100 pyL de diluyente estandar (Assay Buffer 13 or Culture Media) en el
pocillo correspondiente a 0 pg/mL. Pipetear 100 uL de estandar 1 a 7 en los pocillos
correspondientes. Pipetear 100 yL de las muestras en cada uno de los pocillos.
Tapar la placa e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora a ~500rpm. Vaciar el
contenido de los pocillos y lavar 4 veces con 400 uL de solucion de lavado por
pocillo, decantar el liquido y secar los pocillos. Pipetear 100 pL de anticuerpo
Amarillo dentro de cada pocillo, a excepcion del blanco, tapar la placa e incubar a
temperatura ambiente durante una hora ~500rpm. Lavar 4 veces con 400 yL de
solucion de lavado como se realizo anteriormente, anadir 100 pyL del conjugado azul
a los pocillos, excepto el blanco, colocar la placa a incubar durante 30 minutos a
~500rpm. Realizar una serie de lavados como anteriormente y pipetear 100 pL de
solucion substrato en cada pocillo para posteriormente incubar por 15 minutos en
shaker ~500rpm a temperatura ambiente. Pipetear 100 yL de la solucién de paro a
cada uno de los pocillos. La reaccion debe ser leida inmediatamente para la

determinacion de concentraciones.

ELISA TNF-a HUMANO (INVITROGEN)

Determine el nimero de columnas necesarias para el ensayo.

Anada 50 pL de buffer de incubacion a los pocillos que contendran estandar o
muestras de suero/plasma o 50 pL de diluyente buffer estandar a los pocillos que
contendrdn muestras de cultivo celular, el pocillo para el blanco debe permanecer
vacio. Afada 100 uL del diluyente buffer estandar al pocillo cero. Ahada 100 yL de
estandar, muestra o controles a los pocillos adecuados, tape la placa e incube
durante 2 horas a temperatura ambiente. Decante la solucion de los pocillos y lave 4
veces con buffer de lavado. Pipetear 100 uL de la solucién de anti-TNF-a Biotinilado
a cada pocillo excepto al cromégeno blanco, tape la placa e incube 1 hora a
temperatura ambiente. Decante la solucion y lave 4 veces con buffer de lavado,
posteriormente, afiada 100 yL Solucion de trabajo Estreptavidin-HRP a cada pocillo,
exceptuando el cromogeno blanco, tape la placa e incube en la oscuridad por 30

minutos a temperatura ambiente, decante el liquido y lave 4 veces. Afada 100 pL de

-
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cromdgeno estabilizador a cada pocillo, el liquido tornard un cambio de color a azul,
incube por 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, afniada 100 uL de la
solucion de paro a cada pocillo, tape la placa, la solucién en la placa podria cambiar
de azul a amarillo. Lea la absorbancia de cada pocillo a 450 nm dentro de las

siguientes 2 horas.

Anexo 5. Frecuencias de los polimorfismos A326G, A668G y G1968C del gen

LEPR en poblacién guerrerense

Tabla. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos 326A/G, 668A/G y
1968G/C del gen del receptor de leptina

"Alelo n (%) “Genotipo n (%)
1 2 1/1 1/2 2/2
A326G 231(69.16%) 103 (30.84%) 80 (47.9%)  71(42.51%) 16 (9.58%)
A668G 183 (54.79%) 151 (45.21%) 52 (31.14%) 79 (47.31%) 36 (21.56%)
G1968C 275 (82.33%) 59 (17.67%)  110(65.9%) 55(32.9%) 2(1.2%)

'Alelo 1, alelo silvestre; alelo 2, alelo variante
’Genotipo 1/1, homocigoto para el alelo silvestre; genotipo 1/2, heterocigoto; genotipo 2/2, homocigoto para el alelo
variante

F
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