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Resumen

Antecedentes. Estudios anteriores han demostrado la aso-
ciacién entre aumento del tejido adiposo e incremento de
ateroesclerosis y han evidenciado la expresion de recepto-
res de adiponectina en la placa ateroesclerética. A su vez,
trabajos previos han permitido concluir que los macréfagos
del ateroma provienen de los monocitos circulantes.
Objetivo. Determinar la expresion relativa de los recep-
tores 1 y 2 de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2) en
monocitos circulantes de sujetos con sobrepeso y con
peso normal.

Material y métodos. Mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real se determind la expresion rela-
tiva (mRNA) de AdipoR1 y AdipoR2 en monocitos de
sangre periférica aislados con técnica de inmunoafinidad,
en un grupo de estudiantes de 18 a 25 afios (n=48); ade-
mds se midieron pardmetros antropométricos y
bioquimicos (resistencia a la insulina con modelo
homeostdtico, colesterol total, colesterol-HDL vy
triglicéridos).

Resultados. Se encontré que los niveles de expresion de

AdipoR1 en monocitos eran mayores que los de AdipoR2
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(p<0,001). No se observaron diferencias en la expresion
de AdipoR1 o AdipoR2 en monocitos de acuerdo al géne-
ro, indice de masa corporal, porcentaje de masa grasa,
resistencia a la insulina o perfil lipidico.

Conclusién. El hallazgo de una mayor expresion de
AdipoR1 en comparaciéon a AdipoR2 en monocitos cir-
culantes corrobora los resultados de otros autores. Los
datos obtenidos sugieren que la expresion de AdipoR1 y
AdipoR2 en monocitos de sujetos normales y con
sobrepeso no se relaciona con la sensibilidad a la insulina.
Se recomienda realizar otros estudios, que ademds de in-
volucrar poblacién con indice de masa corporal superior a
30 kg/m? e individuos con obesidad abdominal, determi-
nen posibles efectos de factores relacionados con el estilo
de vida sobre la regulacion de la expresion de estos recep-
tores en monocitos circulantes.
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Sobrepeso y adiponectina

Summary

Background. Previous research had shown that adipose
tissue increase is associated to greater atherosclerosis
and have also demonstrated adiponectin receptors
(AdipoR1 and AdipoR2) expression in atherosclerotic
plaque. In addition, previous research have allowed to
conclude that atheroma’s macrophage arise from
circulating monocytes.

Aims. To determine AdipoR1 and AdipoR2 relative
expression in peripheral blood monocytes from
overweight and normal subjects.

Materials and methods. AdipoR1 and AdipoR2
relative expression was determined in peripheral blood
monocytes by using real-time polymerase chain reaction.
Peripheral blood monocytes were isolated by means of
immunoaffinity technique from a group of students aged
18 to 25 years (n=48). Anthropometric and biochemical
parameters (total and HDL-cholesterol, triglycerides and
insulin resistance estimated by the homeostasis model

assessment ratio) were measured.

Introduccion

Estudios epidemioldgicos han asociado la obesi-
dad con la ateroesclerosis (1). Se ha demostra-
do que el adipocito, a través de la produccién de
adipocitocinas, estd involucrado en la inflama-
cién vascular (2). Se ha establecido que los
monocitos, expresan receptores para hormonas
y factores sintetizados por los adipocitos (3-5).
Se ha comprobado la expresion en los monocitos
de receptores de adiponectina. Los niveles cir-
culantes de adipocitocina se correlacionan ne-
gativamente con el indice de masa corporal
(IMC) (6,7). Se ha observado que la adiponectina
desempefia un papel protector contra el dafio
vascular (8,9).
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Results. AdipoR1 expression in peripheral blood
monocytes was higher than that of AdipoR2 (p < 0.001).
According to sex, body mass index, percentage body fat,
insulin resistance or lipid profile, there were no differences
in AdipoR1 or AdipoR2 expression.

Conclusions. Our results about a greater AdipoR1
expression in comparison to AdipoR2 corroborate previous
findings. Our data suggest no relation between the
expression of AdipoR1 and AdipoR2 in monocytes of nor-
mal and overweighted subjects and insulin sensibility.
Further studies are recommended which involve population
with body mass index superior to 30 kg/m? and individuals
with abdominal obesity, and in addition establish possible
effects of style-life related factors on the regulation of the
expression of these receptors in peripheral monocytes.
KeyWords: adiponectin, overweight, monocytes, reverse
transcriptase polymerase chain reaction, gene expression,

receptors.

Mockus I, Caminos J, Aranzilez L. Ramirez D.
Overweight and adiponectin receptors expression in peripheral
blood monocytes. Rev.Fac.Med. 2007; 55:215-223

La conversion de los monocitos circulantes en
macro6fagos espumosos de la placa ateroes-
clerdtica estd asociada a multiples factores en-
tre los cuales estan el aumento del tejido adi-
poso visceral, la disminucién de la sensibilidad
a la insulina, incremento de los niveles
plasméticos de colesterol-LDL, la reduccién de
colesterol-HDL y la elevacion de triglicéridos
(10,11). Los efectos de los factores anteriores
podrian estar mediados por acciones sobre la
expresion de los receptores de adiponectina
(AdipoR) en los monocitos circulantes. Aun-
que se ha establecido que los monocitos ex-
presan predominantemente AdipoR1, no se
conoce la relacién de esta expresiéon con la
cantidad de tejido adiposo. Por lo tanto, resulta
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de interés determinar la expresién génica de
los receptores AdipoR1 y AdipoR2 en los
monocitos de adultos jévenes con sobrepeso y
compararla con la de sujetos de peso normal.
Ademds se considera importante establecer po-
sibles correlaciones de la expresion génica de
estos receptores con pardmetros antropomé-
tricos y bioquimicos relacionados con sensibili-
dad a la insulina y ateroesclerosis.

Materiales y métodos

Poblacién, determinaciones antropométricas,
bioimpedancia eléctrica

El presente es un estudio de corte transversal
llevado a cabo con estudiantes que ingresaron
por primera vez a la Universidad Nacional de
Colombia en el segundo semestre de 2004.
Todos los estudiantes que presentaron el exa-
men médico de ingreso un IMC igual o mayor
de 25 kg/m? fueron convocados por la Divisién
de Bienestar Estudiantil para participar en el
presente trabajo y ademds se invité a un nime-
ro doble de hombres y mujeres de la misma
poblacidn, seleccionados mediante muestreo
aleatorio simple, con IMC entre 18,5 kg/m?*y
24,9 kg/m? (12). Se excluyeron los sujetos con
estados infecciosos o ingesta de medicamen-
tos durante los 15 dias anteriores al examen.
La dislipidemia, la diabetes mellitus tipo 2, la
hiperuricemia o tratamientos previos para re-
ducir peso no fueron criterios de exclusion. Asis-
tieron a la convocatoria 62 sujetos, de los cua-
les 11 fueron descartados por presentar alguno
de los criterios de exclusion. Segun el género y
el indice de masa corporal se conformaron cua-
tro grupos finales de estudio: Grupo 1: mujeres
con IMC menor a 25 kg/m? (n=12), Grupo 2:
mujeres con IMC mayor o igual a 25 kg/m?
(n=12), Grupo 3: hombres con IMC menor a
25 kg/m? (n=12) y Grupo 4: hombres con IMC
mayor o igual a 25 kg/m? (n=12).

Para realizar el presente trabajo se solicitd y
obtuvo la aprobacién del Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacio-
nal de Colombia; los estudiantes firmaron un con-
sentimiento informado. El estudio se efectud
acorde con la declaracion de Helsinki.

Se realizaron las siguientes medidas antropo-
métricas: talla, peso, perimetro de cintura y pe-
rimetro de cadera. Se calcul6 el IMC, la rela-
cién cintura/cadera y cintura/talla (13-15). Se
determind el porcentaje de masa grasa utilizan-
do un impedanciémetro RJL Systems Inc® se-
glin metodologia previamente descrita (16).

Determinaciones bioquimicas

Después de 12 horas de ayuno y previo al exa-
men antropométrico (salvo el IMC) se tomaron
muestras de 20 mL de sangre venosa en tubos
secos y con heparina. El tubo sin anticoagulante
se centrifugd a 2500 revoluciones por 10 minutos
y se obtuvo el suero que se almacend a -80°C
para la determinacién de colesterol total,
colesterol-HDL, triglicéridos, glucosa e insulina.
Las concentraciones plasmaéticas de triglicéridos,
colesterol total, colesterol-HDL y glucosa se de-
terminaron al mes de haber obtenido la muestra
mediante métodos enzimaticos-colorimétricos uti-
lizando el producto Sera-Pak® Plus en un equipo
automatizado Vitalab Selectra 2 de Merck. Las
concentraciones de colesterol-LDL se calcula-
ron utilizando la férmula de Friedewald (17,18):

colesterol total-(colesterol HDL+triglicéridos/S)

Las concentraciones de insulina se determina-
ron mediante inmunoandlisis de electroquimio-
luminiscencia (ECLIA-Insulin Cat Set de
Roche®) en un equipo automatizado Elecsys®
1010 y se calcul6 el indice de resistencia a la
insulina con modelo homeostatico (HOMA-R)
(19-20).
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Aislamiento de monocitos de sangre periférica,
extraccion de RNA y analisis de la expresion génica
mediante RT-PCR en tiempo real

Las células mononucleares de la sangre venosa
fueron separadas de las células rojas y de los
granulocitos mediante un gradiente de densidad
empleando Ficoll-Hypaque (densidad 1,078 g/
mL, ICN Biomedicals, Inc). Una vez obtenidas
las células mononucleares se procedid a la se-
paracion de los monocitos mediante un método
de inmunoafinidad (Dynal® Monocyte Negative
Isolation Kit - Biotech ASA, Oslo, Norway) (21).
Los monocitos aislados fueron almacenados a -
80°C para el estudio de la expresion de AdipoR1
y AdipoR2.

EI RNA total de los monocitos de 28 estudiantes
(n=7 por grupo) se aislo con trizol (GibcoBRL)
como se ha descrito previamente (22). La con-
centracion del RNA se determiné a una A de
260 nm (UV) con un espectrofotémetro (Termo
Electron Corporation Bionate 3®). El RNA se
retrotranscribié (RT) y posteriormente se reali-
z6 el andlisis por PCR en tiempo real mediante
el uso de los siguientes primers (23,24):

AdipoR1 antisentido 5~AAGAAGCGCTCAGGAATTCG -3’,
sentido 5-TTCTTCCTCATGGCTGTGATGT-3";

AdipoR2 antisentido 5-GGATCCGGGCAGCATACA-3’,
sentido 5-ATAGGGCAGATAGGCTGGTTGA-3";

B-actina antisentido 5"~AGGAGGAGCAATGATCTTGATC- 37,
sentido 5" -TTCCTGGGCATGGAGTCCT- 3".

La expresion de los AdipoR1 y AdipoR?2 se re-
porté en relacién a la del gen constitutivo de la
B-actina (23,24). La PCR en tiempo real se
efectud en un equipo LightCycler® 2.0 con el
reactivo LightCycler DNA Master SYBR Green
I (Cat. No. 2 015 099, Roche) (25,26).

Analisis estadistico

Los programas utilizados fueron Epi-Info 2002
y SPSS version 11.5 (27). En la comparacion de
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los grupos (normal y sobrepeso) para cada gru-
po independiente, hombres y mujeres, en las va-
riables continuas, se evalué previamente la nor-
malidad, usando las pruebas de Kolmogorov
Smirnov y Shapiro Wilks y la homogeneidad de
las varianzas con la prueba de Levene. En caso
de normalidad, se utiliz6 prueba t-student para
dos grupos independientes, con varianzas homo-
géneas o hetereogéneas. Cuando las distribu-
ciones fueron diferentes a la normal se usé la
prueba no-paramétrica para dos grupos indepen-
dientes de Mann Whitney. Las correlaciones
entre la expresion de AdipoR1 y AdipoR2 y las
variables antropométricas y bioquimicas se eva-
luaron mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson (r) o de Spearman (r,) cuando las dis-
tribuciones fueron diferentes a normal. Para la
comparacion entre las medianas de expresion
de AdipoR1 y AdipoR2, se utiliz6 la prueba de
Wilcoxon para medidas relacionadas o repeti-
das. En el ajuste de variables de confusion con
AdipoR1 y AdipoR2 entre los cuatro grupos, se
utiliz6 andlisis multivariado por medio andlisis
de varianza. Las pruebas se evaluaron a un ni-
vel de significancia del 5 por ciento (p<0.05).

Resultados
Parametros antropométricos y bioquimicos

Las caracteristicas antropométricos de la mues-
tra en estudio aparecen en las tablas 1 y 2.

Si bien el grupo de mujeres con sobrepeso
(Grupo 2) presentd niveles mayores de
colesterol total y de colesterol-LDL y concen-
traciones menores de colesterol-HDL en com-
paracién al grupo de mujeres de peso normal
(Grupo 1), las diferencias no fueron significati-
vas. Las glicemias fueron similares en los dos
grupos. Los niveles de triglicéridos estuvieron
cerca de mostrar diferencias significativas y la
insulina y el indice HOMA-R fueron significa-
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de las mujeres con peso normal (Grupo 1)y

de las mujeres con sobrepeso (Grupo 2). Se reporta X + DS. Significancia estadistica:

Variable (*)

Edad (afios) (p=0.660)

Talla (cm) (p=0.594)

IMC (kg/m?) (p<0.001)

Perfmetro cintura (cm) (p<0.001)
Indice cintura/cadera (cm/cm) (p<0.001)
Indice cintura/talla (cm/m) (p<0.001)
% Grasa (p<0.001)

Colesterol total (mg/dL) (p=0.126)
Colesterol-HDL (mg/dL) (p=0.123)
Colesterol-LDL (mg/dL) (p=0.165)
Triglicéridos (mg/dL) (0.096)
Glucosa (mg/dL) (p=0.958)

Insulina (mU/mL) (p=0.002)
HOMA-R (p=0.004)

(*) Prueba t-student para grupos independientes

Grupo 1 n=12 Grupo 2 n=12
19,6£1,2 19,4+0,8
158,9+5,9 157,6+5,9
21,4£2,0 27,5+2,3
66,9+5.3 81,1+4,6
0,73+0,03 0,79+0,02
42,1£3,3 51,6+2,7
26.7+4.6 3744
159.4+21.2 178435
61.5+9.8 55+11
81.5+23.6 96+26
82.0£19.8 137.6+£104.7
83.7+£6.4 8349
9.3+4.3 16,2454
1,9+0,9 3,4+1,2

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas de los hombres con peso normal (Grupo 3) y de los

hombres con sobrepeso y obesidad (Grupo 4). Se reporta X £ DS.

Variable (*)

Edad (afios) (p=0.347)

Talla (cm) (p=0.335)

IMC (kg/m?) (p<0.001)

Perimetro de cintura (cm) (p<0.001)
Indice cintura/cadera (cm/cm) (p=0.014)
Indice cintura/talla (cm/m) (p<0.001)
% Grasa (p<0.001)

Colesterol total (mg/dL) (p=0.300)
Colesterol-HDL (mg/dL) (p=0.044)
Colesterol-LDL (mg/dL) (p=0.353)
Triglicéridos (mg/dL) (p=0.040)
Glucosa (mg/dL) (p=0.246)

Insulina (mU/mL) (p=0.043)
HOMA-R (p=0.041)

(*) Prueba t-student para grupos independientes

tivamente mayores en el grupo 2 en relacion al
grupo 1 (Tabla 1).

El grupo de hombres con sobrepeso (Grupo 4)
presentd niveles elevados de colesterol total y
colesterol-LDL en comparacion al grupo de hom-

Grupo 3 n=12 Grupo 4 n=12
22,1 +£2,0 21,3+22
1723 £7,6 169,0 £ 8,7
21,8 +£2,0 285+19
763 +£5.2 91,2+ 6,6
0,84 £ 0,03 0,89 + 0,06
444 +33 53,9 +2,7
18+4 29+5

172 £20 177 £27
56 £ 14 46+9

95 +26 101 £ 27
99 + 32 152 +77
81+6 84 +6

74 +4,1 10,8 £ 3.5
1,5+0,8 22+0,7

bres con peso normal (Grupo 3) pero sin
significancia estadistica. Las concentraciones de
colesterol-HDL fueron significativamente me-
nores en el grupo 4 en comparacién al grupo 3.
Las glicemias fueron similares en los dos grupos.
Los niveles de triglicéridos, insulina y el indice
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HOMA-R fueron significativamente mayores en
el grupo 4 en relacion al grupo 3 (Tabla 2).

Analisis de la expresion génica

La B-actina amplific6 adecuadamente en los
monocitos de cada uno de los sujetos estudia-
dos. Se encontré expresién de AdipoR1 y
AdipoR2 en los monocitos de todos los sujetos
estudiados. Al comparar la expresion de AdipoR1
y AdipoR2 en los 28 sujetos, se observé que la
expresion relativa de AdipoR1 (5,67+0,86,
med=5,67) fue significativamente mayor en com-
paracion alade AdipoR2 (4.90+0.71, med=4.71)
(p<0.001, Test no-paramétrico de Wilcoxon).

La expresion relativa de AdipoR1 fue similar en
los grupos 1y 2 (5,75 + 1,32, med=5,31 versus
5.62 £0.89, med=5,23, p=0.402, Mann Whithey
exacto) y en los grupos 3 y 4 (5,59+0,41,
med=5,41 versus 5,73 + 0,69, med=5,53, p=0.469,
Mann Whitney exacto). La expresion relativa
de AdipoR2 fue similar en los grupos 1y 2 (5,02
+ 1,18, med=4,64 versus 4,73 + 0,60, med=4,44,
p=0.267, Mann Whitney exacto) y en los grupos
3y4 (4,85+0,20, med=4,85 versus 4,99 + 0,59,
med=4,88, p=0.531, Mann Whitney exacto).

Al comparar los grupos con sobrepeso y los gru-
pos de peso normal, después de ajustar con las
variables antropométricas y bioquimicas, no se
encontrd diferencias entre ellos en la expresion
relativa de AdipoR1 (p=0,467) ni en la de AdipoR2
(p=0,282).

No se encontr6 correlaciones de la expresion re-
lativa de AdipoR1 y AdipoR?2 con los pardmetros
antropométricos, el porcentaje de grasa corporal,
el colesterol total, el colesterol-HDL, el colesterol-
LDL, los triglicéridos, la glicemia, la insulina o el
indice HOMA-R (no se muestran datos). En el
andlisis de la significancia estadistica de estas
relaciones se encontré p>0,05.
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Estudios previos han demostrado, mediante PCR

Discusion

en tiempo real la expresiéon de mRNA de
AdipoR1 y AdipoR2 en placas de ateroma de
carétidas humanas obtenidas durante procedi-
mientos de endarterectomia (28). Resulta de in-
terés estudiar en los monocitos, que son células
que participan en los procesos de inflamacién
de la pared arterial y en la formacién del ateroma
y que pueden ser recolectadas en sangre
periférica, la expresion de AdipoR1 y AdipoR2.
En el presente trabajo, realizado en un grupo de
adultos jovenes, se evidencié en monocitos de
sangre periférica aislados mediante técnica de
inmunoafinidad, la expresiéon de AdipoR1 y
AdipoR2. Se observo que los monocitos de san-
gre periférica de todos los sujetos expresaron
AdipoR1 y AdipoR2, siendo mayor la expresién
relativa de AdipoR1, lo cual estd de acuerdo con
publicaciones anteriores (28).

En el presente trabajo efectuado en monocitos
aislados de sangre periférica no se encontraron
diferencias en la expresion relativa de AdipoR1,
ni de AdipoR2 cuando se compararon sujetos
con sobrepeso y sujetos de peso normal agru-
pados segtin el género. Otros autores han ob-
servado una menor expresion de AdipoR1 y
AdipoR?2 en linfocitos de humanos obesos en
comparacion a los de sujetos con anorexia (29).

Se ha reportado que en la obesidad disminuye la
expresion de AdipoR1 y AdipoR2 en el tejido
adiposo dando lugar a una disminucién del efec-
to de la adiponectina y a un aumento de la resis-
tencia a la insulina (30). Estudios previos han
demostrado que en tejido adiposo y en adipocitos
aislados, la expresion de AdipoR1 es mayor que
la de AdipoR2 vy, a su vez, AdipoR1 presenta
una menor expresion en el tejido omental en com-
paracion al subcutdneo (31). Investigaciones an-
teriores han evidenciado, ademas, un efecto
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inhibidor de la obesidad y de la resistencia a la
insulina sobre la expresién de AdipoR1 y
AdipoR2 en el musculo e higado de rata (32).
También se ha demostrado una correlacién en-
tre la expresion de receptores de adiponectina
en el muisculo esquelético y sensibilidad a la
insulina en humanos (23).

Por otra parte, se ha descrito en miotubos hu-
manos una asociacion de la expresion de mRNA
de AdipoR2 con los niveles de triglicéridos
plasmaticos y una correlacién positiva entre la
expresion de mRNA de AdipoR1 y las concen-
traciones circulantes de insulina, triglicéridos y
colesterol (33). En el presente estudio no se
observaron correlaciones de las expresiones re-
lativas de AdipoR1 y de AdipoR2 con el indice
de masa corporal, con el perimetro de cintura,
con el porcentaje de grasa corporal, con los
niveles de triglicéridos, o con la sensibilidad a
la insulina determinada por el indice HOMA-
R. Es posible que los mecanismos que regulan
la expresion de estos receptores en monocitos
sean diferentes a los que tienen lugar en tejido
adiposo y musculo esquelético.

En el presente trabajo no determinamos los ni-
veles circulantes de adiponectina; otros auto-
res han descrito una correlacién positiva entre
los niveles séricos de adiponectina y la expre-
sion de AdipoR1 en linfocitos circulantes (29).

Conclusion

Se corrobor6 en los monocitos de sangre
periférica de adultos jévenes una mayor ex-
presion de AdipoR 1 en comparacién a AdipoR2.
No se observaron diferencias en la expresion
relativa de estos receptores cuando se compa-
raron sujetos con sobrepeso y con peso normal
de acuerdo al género. No se encontraron co-
rrelaciones de la expresion relativa de estos
receptores y parametros antropométricos y

bioquimicos relacionados con resistencia a la
insulina y ateroesclerosis. Se considera nece-
sario seguir avanzando en la comprension de
los mecanismos que controlan la expresion de
los receptores de adiponectina en los monocitos
circulantes. Se recomienda realizar otros estu-
dios que involucren poblacién con indice de masa
corporal superior a 30 kg/m?* e individuos con
obesidad abdominal. Queda por establecer la
variacion de la expresion de estos receptores a
lo largo de la vida, su regulacién por factores
medioambientales (tipo de dieta y actividad fi-
sica) y su valor predictivo en la enfermedad
vascular ateroesclerdtica.
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