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RESUMEN

Las mitocondrias desempefian un rol importante en la produccion de energia,
metabolismo celular. Sin embargo, estas también pueden existir fuera de las células, en donde
median la comunicacion célula a célula, reparan y sirven como un activador de la respuesta
inmune. Sus efectos dependen de su estado fisioldgico o de la forma en que estan presentes en
el medio, ya sea como una estructura funcional completa, en fragmentos o solo como ADN
mitocondrial (mtDNA, del inglés mitchondrial DNA). Trabajos anteriores han demostrado que
la medicion del ADN mitocondrial circulante (ccf-mtDNA, por sus siglas en inglés) podria
servir como un potencial biomarcador de la gravedad de la enfermedad; no obstante, a nuestro
conocimiento ningun estudio ha medido el ccf-mtDNA en individuos jévenes y adultos con un
indice de masa corporal (IMC) normal (18.5-24.99 kg/m?), y en individuos adultos con un IMC
elevado (> 25 kg/m?). En este proyecto de titulacion medimos los niveles de ccf-mtDNA en el
suero de 24 jovenes y 20 adultos con un IMC normal (grupo control), y 30 adultos con un IMC
elevado, mediante PCR cuantitativa. Para ello se utiliz6 mtDNA aislado directamente de las
mitocondrias de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés peripheral
blood mononuclear cells) con el cual se elabord una curva estandar para asi obtener la
concentracion de ccf-mtDNA en ng/ul. Ademas, se realizé una prueba de normalidad y se uso
una transformacion logaritmica de los datos para realizar una prueba t de 2 muestras y un
analisis de correlacion de Pearson de los niveles de ccf-mtDNA con el IMC, la edad y glucosa
de cada grupo de estudio. A través de la prueba t de 2 muestras, encontramos una diferencia
significativa (p <0.05) en la cantidad promedio de ccf-mtDNA entre las personas con un IMC
normal y las personas con un IMC elevado, en donde estos ultimos tuvieron la mayor cantidad
de ccf-mtDNA en comparaciéon con los del grupo de control. También encontramos una
correlacion positiva y significativa (p <0.05) entre el ccf-mtDNA con la edad y el IMC.
Nuestros resultados sugirieron gque el ccf-mtDNA podria aplicarse como un biomarcador de
diagndstico no invasivo para las personas que estén en riesgo de desarrollar sobrepeso u
obesidad.

Palabras clave: ADN mitocondrial, ADN mitocondrial circulante, indice de Masa Corporal,
edad, glucosa, PCR en tiempo real, biomarcador de diagnostico.



ABSTRACT

Mitochondria play an important role as an intracellular energy plant and signaling
organelle. However, mitochondria also exist outside of cells where they could mediate cell-to-
cell communication, repair and serve as an activator of the immune response. Their effects
depend on the mitochondrial state or the form in which it is present, either as a whole functional
structure as fragments or only as mitochondrial DNA. Previous work have shown that
measuring circulating cell-free mitochondrial DNA (ccf-mtDNA) could serve as a potential
biomarker of the gravity of disease, however, to our knowledge no study has measured the ccf-
mtDNA in young and adult individuals with a normal (18.5-24.99 kg/m?) body mass index
(BMI) and in adult individuals with high BMI (> 25 kg/m?). In this study we measured the ccf-
mMtDNA levels in the serum of 24 young and 20 adults with normal BMI, and 30 adults with
high BMI, through quantitative PCR. In order to do that we used the mtDNA directly isolated
from mitochondrias of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), which was used to make
a standard curve and to obtain the concentration of ccf-mtDNA in ng/ul. A normality test was
made and a logarithm transformation of the data was use to perform a 2 sample t-test and a
Pearson correlation analysis of the ccf-mtDNA levels with the BMI, age and glucose levels of
each study group. Through the 2 sample t-test we found a significant difference (p < 0.05) in
the average amount of ccf-mtDNA between people with a normal BMI (control group) and
people with a high BMI (type | obesity), where the latter had the highest ccf-mtDNA content
compared to those of the control group. We also found a positive and significant correlation (p
< 0.05) between the ccf-mtDNA with age and BMI. Our results suggested that ccf-mtDNA
could be applied as a non-invasive diagnostic biomarker for individuals who are at risk of
developing overweight or obesity.

Key words: mitochondrial DNA, circulating cell-free mitochondrial DNA, Body Mass Index,
age, glucose, real time gPCR, diagnostic biomarker.
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1. INTRODUCCION

1.1. Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos intracelulares producto de una endosimbiosis
establecida entre dos organismos independientes, un protoeucarionte y una alfa-
proteobacteria, hace aproximadamente 1.8 billones de afios atras (W. Martin & Mentel,
2010). Dentro de esta teoria, la endosimbiosis permitié en gran medida una mejor
produccion de energia por parte del protoeucarionte y se piensa que también facilitd el
desarrollo de la multicelularidad (Huettenbrenner et al., 2003). Temprano en la evolucion
de todos los organismos, esta endosimbiosis se ha convertido en piedra angular del
metabolismo celular, siendo crucial en el mantenimiento de todas las funciones vitales y
homeostasis en los organismos del reino animal. No obstante, si la mitocondria es
disfuncional puede provocar la muerte celular y esto estar relacionado con la enfermedad
del organismo.

La mitocondria puede legar a ocupar un 25 % del volumen celular, siendo esto
mediado por las necesidades energéticas de la célula y de su tipo (Koolman & Réhm,
2005). Su estructura presenta una doble membrana: una externa y otra interna, donde la
primera al estar en contacto directo con el citoplasma y el reticulo endoplasmatico,
permite el transporte de proteinas, mensajeros bioquimicos, factores de transcripcion y
compuestos necesarios para la produccion de energia. La membrana interna tiene como
funcién principal la de albergar a los complejos enziméticos de la cadena de transporte
de electrones, clave en la produccion de energia. Adicionalmente, la matriz alberga el
ADN mitocondrial (mtDNA, del inglés mitochondrial DNA) junto con los elementos
necesarios para hacer funcionar el Ciclo de Krebs y otras vias metabdlicas que permiten

la sintesis de lipidos, &cidos nucleicos y otros componentes celulares (Scheffler, 2008).
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La principal funcion de la mitocondria es la produccién de energia mediante una
cadena de transporte de electrones en reacciones de O0xido-reducciéon que esta mediada
por complejos enzimaticos. A medida que los complejos enziméticos I, I, y IV
transportan los electrones, se bombean iones hidrégeno (H*) desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembrana. La acumulacion de estos protones se transforma en una
fuerza motriz protdnica que la ATP sintetasa utiliza para fosforilar el ADP y formar ATP
(Campbell & Reece, 2007).

El ATP producido por las mitocondrias es utilizado como energia para el
crecimiento, proliferacién y diferenciacion celular (Campbell & Reece, 2007). Por tal
razén, la cantidad de mitocondrias que tiene cada célula varia segun la demanda
bioenergética de esta. Por ejemplo, células de tejidos que requieren mucha energia como
las del cerebro pueden tener alrededor de 2000 mitocondrias (Uranova etal., 2001),
celulas sanguineas como los leucocitos pueden tener menos de cien (Selak et al., 2011),
mientras que los ovocitos pueden contener varios cientos de miles de mitocondrias
(Duran, Simsek-Duran, Oehninger, Jones, & Castora, 2011).

Puesto que el oxigeno molecular (O2) es necesario para que los electrones se
muevan a lo largo de la cadena de transporte de electrones y se produzca ATP, algunos
electrones pueden unirse al oxigeno y formar el anion superdxido (O2), el cual es
considerado como una especie reactiva de oxigeno mitocondrial (mtROS, del inglés
mitocondrial reactive oxygen species) (Bhat et al., 2015). A niveles moderados, mtROS
juega un rol importante en varios procesos fisiologicos como: rutas de sefialamiento de
ciertos factores de crecimiento y citoquinas, diferenciacion celular, induccion de
respuestas mitogenicas, defensa contra microorganismos patdgenos, entre otros (M. T.

Islam, 2017; Jo et al., 2001; Roberts & Sindhu, 2009; Schieber & Chandel, 2014).
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Las mitocondrias poseen un mecanismo protector que les perimete controlar y
mantener su integridad. Dicho mecanismo comienza con la biogénesis mitocondrial, el
cual consiste en el crecimiento y division de mitocondrias pre-existentes en lugar de la
sintesis de novo. Cuando hay estrés, las mitocondrias se fusionan para separar a las
mitocondrias sanas de las dafiadas. Las mitocondrias saludables ingresan al ciclo de vida
mitocondrial para producir energia, mientras que las mitocondrias dafiadas se degradan
por la ruta de autofagia mitocondrial (mitofagia). La eliminacion sincronizada de las
mitocondrias dafiadas, disfuncionales y envejecidas desempefia un rol importante para
prevenir la liberacion de proteinas pro apoptéticas (el citocromo c) y de especies reactivas
de oxigeno mitocondriales, las cuales pueden provocar la activacién del inflamasoma, la
apoptosis y en consecuencia la liberacion del mtDNA (Yue & Yao, 2016).

Sin embargo, condiciones de estrés crénico, obesidad, envejecimiento y
enfermedad pueden afectar los mecanismos de control mitocondrial asi como también el
balance de ROS, lo que en consecuencia puede conllevar a un incremento en sus niveles
(Herbet et al., 2017; Liguori et al., 2018; McMurray, Patten, & Harper, 2016; Srivastava
& Kumar, 2015). La presencia elevada de ROS afecta la integridad de la membrana
mitocondrial a causa de la peroxidacion lipidica, dafia las enzimas de la cadena
transportadora de electrones y también al mtDNA (M. T. Islam, 2017).

La célula y la mitocondria han generado estos mecanismos de proteccion y
mediacion del stress que responden y mitigan el aparecimiento y desarrollo de
enfermedades crénicas. La presencia prolongada de una enfermedad hace que las células
finalmente entren en una fase de muerte celular o reaccionen liberando componentes al
espacio extracelular que muchas veces pueden ir cargados de mitocondrias para que
células vecinas las puedan incorporar como un mecanismo que promueve la

supervivencia celular (Favaro et al., 2016; Hayakawa et al., 2016; Torralba et al., 2018).
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En la actualidad podemos determinar la presencia de mitocondrias extracelulares
producto de la muerte o de una respuesta emergente al stress gracias a la estimacion del
ADN mitocondrial circulante (ccf-mtDNA por circulating cell free-mitochondrial DNA).
La presencia de mitocondrias extracelulares es un nuevo hito en la biologia y su estudio
permitira una mejor comprension de los mecanismos por los cuales la célula, los tejidos
y el organismo mantienen su homeostasis y salud, asi como también entender como esto
podria estar relacionado al origen o consecuencia de una enfermedad (Ajaz, Czajka, &

Malik, 2015; Boyapati, Tamborska, Dorward, & Ho, 2017; Duregotti et al., 2015).

1.2. ADN mitocondrial

Las mitocondrias en las células animales son los Unicos organelos que poseen su
propio ADN como material genético (Lodish et al., 2006). El ADN mitocondrial humano
es una molécula circular de doble cadena de 16 569 pares de bases que se hereda en la
mayoria de los casos por via exclusivamente materna. Contiene 37 genes que codifican 2
ARN ribosomales (ARNr), 22 ARN de transferencia (ARNt) y 13 subunidades
polipeptidicas de la cadena de transporte de electrones (Pon & Schon, 2007). A diferencia
del ADN nuclear, el mtDNA es susceptible al dafio oxidativo debido a que no posee
histonas protectoras y un mecanismo eficiente de reparacion de &cidos nucleicos. Razon

por la cual tiene una elevada tasa de mutacion (Yu, 2012).

1.3. Mecanismos de liberacién mitocondrial fuera de la célula

La mitocondria ha dejado de ser una organela que existe solamente en el interior
de la célula y en la actualidad se la considera como un factor de comunicacion, de
regeneracion y alarma cuando se encuentra en forma extracelular. Se ha podido evidenciar
que esta forma puede estar asociada a sefiales de stress que son compartidas de manera
sistemica o que las mitocondrias pueden ser transportadas por vesiculas y nanotubos

siendo consideradas factores de supervivencia. La comprension del significado biologico
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de estas formas extracelulares, es un tema de alto interés dentro de la comunidad
biomédica ya que proveeria de biomarcadores y una mejor comprension de la etiologia

de enfermedades cronicas (Caicedo, Aponte, Cabrera, Hidalgo, & Khoury, 2017).

1.3.1. Nanotubos

La capacidad de las células para recibir, procesar y responder a la informacion del
ambiente que las rodea es esencial para una variedad de procesos biologicos. Gran parte
de las células eucariotas no existen como entidades independientes, sino méas bien estan
organizadas en tejidos especializados. Dentro de estos tejidos las células se comunican
entre si de diferentes maneras para coordinar los procesos fisiolégicos. Uno de estos
medios de comunicacion es mediante la formacion de nanotubos membranales entre
células. Dichos nanotubos son ricos en F-actina y se conocen como nanotubos de
tunelizacion (TNT, del inglés tunneling nanotubes) (Gurke, Barroso, & Gerdes, 2008).

Desde su descubrimiento, varios estudios han reportado que los TNT conectan a
las células y facilitan el transporte intracelular de organulos, moléculas citoplasmaticas y
componentes membranales (Demontis, 2004; Gerdes, Bukoreshtliev, & Barroso, 2007;
Gerdes, Rustom, & Wang, 2013; Koyanagi, Brandes, Haendeler, Zeiher, & Dimmeler,
2005; Marzo, Gousset, & Zurzolo, 2012). Ademas de la formacion de los nanotubos in
vitro, diferentes estudios han demostrado que los TNT también se forman in vivo, por lo
que dicho mecanismo de comunicacién es una caracteristica funcional, comdn e
importante para el mantenimiento de varios procesos fisiolégicos (Caneparo, Pantazis,
Dempsey, & Fraser, 2011; Chinnery, Pearlman, & McMenamin, 2008; Pyrgaki, Trainor,

Hadjantonakis, & Niswander, 2010; Vignais, Caicedo, Brondello, & Jorgensen, 2017).

Plotnikov et al., realizaron un co-cultivo de células madre humanas

mesenguimales (MSCs, por Mesenchymal Stem Cells) con células renales tubulares de
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rata y observaron la formacién de nanotubos como una manera de contacto intracelular
entre los dos tipos de células. Mediante sondas fluorescentes tras 3 horas de co-cultivo,
los investigadores encontraron que se dio un intercambio intracelular de contenido
citoplasmatico, mitocondrias y proteinas en ambas direcciones. Sin embargo, dicho
transporte fue més eficiente desde las células renales tubulares hacia las células madre
mesenquimales, lo cual promovio la diferenciacion de éstas a células tubulares de rifion
gracias al intercambio de mitocondrias y moléculas de sefialamiento que favorecieron
dicha diferenciacion (2010).

En otro estudio, Acquistapace et al., realizaron un co-cultivo de cardiomiocitos de
ratbn completamente diferenciados con MSCs. Al igual que en el estudio anterior, los
investigadores observaron la formacion de nanotubos por los cuales se transfirieron
componentes celulares. No obstante, encontraron que el transporte de mitocondrias desde
las MSCs hacia los cardiomiocitos, fue esencial para la reprogramacion somatica de los
caridiomiocitos a un estado similar al de su célula progenitora (2011).

Cabe recalcar que en los estudios antes mencionados, la transferencia
mitocondrial a través de los TNT tuvo un efecto notable en las células receptoras debido
a la nueva biosintesis y aumento del ATP generado por las mitocondrias exdgenas. El
transporte de mitocondrias permite cambios en la fisiologia de las células que las reciben

asi como el aumento la produccion energética.

1.3.2. Vesiculas
Ademas de los TNT, se ha reportado otro mecanismo de comunicacion celular
mediado por vesiculas extracelulares (EVs, del inglés extracelular vesicles). Segun Tkach
y Thery, las células pueden comunicarse con sus vecinas a traves de la secrecion de
vesiculas extracelulares que estan compuestas por una bicapa lipidica (Tkach & Théry,

2016). Al igual que en los TNT, varios estudios han encontrado que mediante las EVs se
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transportan varios componentes intracelulares como proteinas citosolicas, lipidos, ADN,
ARN (Huang-Doran, Zhang, & Vidal-Puig, 2017; Lo Cicero, Stahl, & Raposo, 2015;
Maas, Breakefield, & Weaver, 2017), y mitocondrias (Hough et al., 2018).

Islam et al. y sus colegas, provocaron una lesién pulmonar aguda en un ratén al
introducir LPS de E.coli por via aérea y luego introdujeron células estromales derivadas
de la medula ésea del ratdn. Estudios Opticos en vivo mostraron que las células estromales
formaron uniones gap con el epitelio alveolar, y que ademas liberaron microvesiculas que
contenian mitocondrias que fueron engullidas por el epitelio alveolar. Sus resultados
mostraron que las mitocondrias transferidas incrementaron la produccion alveolar de
ATP, lo que restaur6 la produccion energética y protegio al epitelio alveolar del dafio
provocado por el LPS de E.coli (2012).

En otro estudio, se realizd un co-cultivo de MSCs con macréfagos de raton. A
través de microscopia electronica, observaron que tras 45 minutos de co-cultivo, las
MSCs transfirieron mitocondrias contenidas en vesiculas a los macrofagos de ratén. Los
macrdfagos que engulleron tales vesiculas mostraron un aumento de su bioenergética en
comparacion con los macréfagos que no fueron cultivados con las MSCs. Sus resultados
mostraron que las mitocondrias transportadas por las MSCs modularon la funcion de los
macréfagos y que también contribuyeron con su actividad anti-inflamatoria (Phinney
et al., 2015).

Los estudios antes mencionados sugieren gque estos mecanismos de comunicacion
intracelular por el cual se liberan las mitocondrias desempefian un rol importante en la
respuesta al estrés y en la bioenergética celular ya que favorece la recuperacion de las

células receptoras que han sido afectadas.
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1.3.3. Apoptosis

Ademas de la liberacion de las mitocondrias como un proceso de comunicacion
intracelular mediante TNT o EVs, las mitocondrias también pueden ser liberadas de la
célula cuando se llevan a cabo procesos de muerte celular. La apoptosis es un mecanismo
de muerte celular programado que depende de ATP para su realizaciéon y que no genera
una respuesta inflamatoria. Durante la misma, se da una condensacion de la cromatina y
de los componentes citoplasmaticos que conducen a la formacion de cuerpos apoptéticos
que luego son fagocitados y degradados dentro de los lisosomas en células especializadas
en esta funcion, como los macréfagos (Elena, 2002; S. J. Martin & Henry, 2013).

No obstante, pueden darse fallos en el funcionamiento normal de la apoptosis lo
cual puede conllevar a la activacion de una respuesta inmunitaria. Zhu y colaboradores
indujeron la apoptosis en células humanas y murinas para examinar la liberacion
extracelular de las mitocondrias durante la muerte celular programada. Tales
investigadores encontraron que las mitocondrias que fueron liberadas por las células
apoptéticas indujeron una respuesta inflamatoria por la activacion del inflamasoma y el
reclutamiento de los neutréfilos (Zhu etal.,, 2018). Este estudio indica que las
mitocondrias no solo pueden ayudar en la recuperacion y bioenergética de las células
mediante los mecanismos de comunicacion intracelular, sino que también su liberacion

puede desencadenar respuestas inmunitarias que provocan un estado de inflamacion.

1.4. mtDNA como modulador de la respuesta inmunitaria innata y la
inflamacion
En el apartado anterior se menciono que cuando las mitocondrias se liberan de la
ceélula por un proceso de muerte celular pueden ocasionar una activacion de la respuesta
inmunitaria, no obstante, el MtDNA es también responsable de ello ya que debido a su

origen bacteriano o por su simple presencia este es reconocido por el sistema inmunitario
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innato como un patrén molecular asociado al dafio celular, (DAMPs del inglés damage
associated molecular patterns). La acumulacion de estrés, dafio o una infeccion pueden
provocar la liberacién del mtDNA en el citoplasma celular (Abbas, Lichtman, & Pillai,
2015) La presencia del mtDNA en el citoplasma provoca la activacion de los receptores
de tipo toll 9 (TLR 9, del inglés toll-like receptros), el inflamasoma NLRP3 (del inglés
NOD-like receptor protein 3) y la via del estimulador de genes de interferon (STING, del

inglés, stimulator of interferén genes) (Fang, Wei, & Wei, 2016).

141 TLR-9
Los TLR-9 se localizan dentro de las células en el reticulo endoplasmaético y en
las membranas de los endosomas, en donde detectan las secuencias CpG no metiladas del
ADN bacteriano. La presencia de mtDNA en el citoplasma puede activar los TLR-9 de
los endosomas y conducir a la transcripcion de genes que codifican citocinas

proinflamatorias como el MMP-8, TNF-a, y las interleucinas 6 y 1B (Fang et al., 2016).

1.4.2. Inflamasoma NLRP3

Los receptores de tipo NOD (NLR) son una familia de aproximadamente 20
proteinas citosélicas que reconocen PAMPs y DAMPs para, junto con otras proteinas,
formar complejos transmisores de sefial llamados inflamasomas, siendo el NLRP3 uno
de los més estudiados. Nakahira et al. (2011) y Shimada et al. (2012) encontraron que la
liberacion del mtDNA en el citoplasma activa el inflamasoma NLRP3, y que tras la
interaccion con la proteina adaptadora ASC y la procaspasa-1, la caspasa-1 se activa y
escinde a la pro-IL-1p y la pro-1L-18 para generar las formas activas de dichas citosinas,
las cuales realizan varias funciones proinflamatorias (Nakahira et al., 2011; Shimada

etal., 2012).
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1.4.3. ViaSTING

Ademas, de interactuar con el TLR9 y el inflamasoma NLRP3, el mtDNA también
puede activar la via STING, la cual es una proteina que se localiza en la membrana del
reticulo endoplasmaético. Varios estudios han encontrado (Rongvaux et al., 2014; West
et al., 2015; White et al., 2014) que el mtDNA liberado en el citoplasma se une a la enzima
sintasa del GMP-AMP ciclico (cGAS) y de esta manera cataliza la produccion de un
dinucleotido cicico Ilamado GMP-AMP ciclico (cGAMP), el cual se une y activa a
STING. La activacion de STING promueve la fosforilacion del factor de transcripcion
IRF3y este a su vez estimula la produccion del interferdn de tipo 1 (IFN 1). La produccion
del IFN 1 resulta en un estado de resistencia viral para la célula (Rongvaux et al., 2014;
West et al., 2015).

En resumen, las mitocondrias han pasado de ser consideradas no solo como los
responsables de la produccion de ATP, sino que también, gracias a evidencia cientifica
como agentes importantes en la salud y enfermedad, asi como también actores
fundamentales en procesos de regeneracion e inflamacion. La deteccion de mitocondrias
liberadas al medio extracelular o de su ADN ya sea por procesos de comunicacion
intracelular (TNT o EVS) o por muerte celular, podria ofrecer un biomarcador util de
enfermedad o prondstico de dafio debido a las correlaciones, ya sean positivas o negativas,

que han sido obtenidas por varios equipos de investigacion.
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2. JUSTIFICACION

La deteccion del mtDNA fuera de la célula, en el plasma y suero sanguineo en
diversas condiciones como traumas, infecciones, canceres, entre otras enfermedades, ha
despertado interés en la comunidad cientifica debido a que podria utilizarse como un
biomarcador no invasivo de diagndstico y prognosis para distintas afecciones (Chiu et al.,
2003). El ccf-mtDNA ha sido asociado de igual manera a un sinnimero de enfermedades
inflamatorias e incluso psicologicas. Las consecuencias en la salud del incremento de la
edad, obesidad, y estrés fisiolégico podrian ser estimadas con el ccf-mtDNA. Si bien
existe una creciente evidencia de la relacion entre ccf-mtDNA y la enfermedad, ningun
estudio se ha focalizado en saber qué es lo que ocurre en individuos en un estado sin
aparentes complicaciones de salud, es decir en jovenes y adultos sanos, junto con adultos
con obesidad sin comorbilidades (Malik & Czajka, 2013). La relacién entre el estrés
diario, un incremento en la ingesta cal6rica y como afecta la fisiologia en individuos sanos
esta poco explorada (D. Lindqvist et al., 2016; Daniel Lindqvist et al., 2018) y es aqui
donde el medir el ccf-mtDNA en individuos con un IMC normal y en individuos con un
IMC elevado es importante para la generacién de biomarcadores efectivos y universales
para la prevencion del sobrepeso, obesidad y enfermedades cronicas. La importancia de
este estudio radica en que, de encontrar una correlacion entre un indice de masa corporal
alto, edad y una alta cantidad de ccf-mtDNA, proveeré la base para el desarrollo de nuevos
y mejores biomarcadores para individuos sanos que estén en riesgo o0 no de generar

sobrepeso u obesidad mas rapido que otros.
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3. AREA DE ESTUDIO

La poblacién de estudio provino de la ciudad de Quito y se compuso de 74
participantes, de los cuales 24 individuos fueron jovenes (13 hombres y 11 mujeres, 20-
26 afios) con un indice de masa corporal (IMC) normal (18.5-24.99 kg/m?), 20 fueron
individuos adultos (7 hombres y 13 mujeres, 30-52 afios) también con IMC normal, y 30
fueron adultos (15 hombres y 15 mujeres, 31-69 afios) con IMC elevado (> 25 kg/m?). La
poblacion joven y adulta con IMC normal se consider6 como el grupo control mientras
que la poblacién adulta con IMC elevado (obesidad tipo I) se considerd como el grupo de
estudio. Las muestras de jovenes y adultos del grupo control provinieron de estudiantes
y profesores voluntarios, respectivamente, de la Universidad San Francisco de Quito
(USFQ), mientras que las muestras de los adultos con obesidad provinieron del Hospital

del Dia Central de Quito, del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social, IEES.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Investigar los cambios cuantitativos en el contenido de ccf-mtDNA de personas en
relacién a su edad, glucosa y masa corporal.
4.2 Objetivos especificos
- Determinar si existen posibles diferencias en los niveles ccf-mtDNA entre
jévenes y adultos
- Evaluar si existe una relacion entre el ccf-mtDNA con el IMC, los niveles de
glucosa y la edad de todos los participantes.

- Determinar si hay diferencias en la cantidad de ccf-mtDNA entre hombres y

mujeres.



5. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

5.1 Recoleccidon de muestras sanguineas de los participantes

Guantes de nitrilo

- Torniquete
- Agujas
- Holder o soporte de aguja para venopuncion
- Tubos sin anticoagulante - 10 mL (tapa roja)
- Alcohol antiséptico -70 %
- Algodon estéril
5.2 Toma de medidas antropométricas
- Tallimetro, Seca 213
- Béscula electronica de piso, Seca 813
5.3 Extraccion de suero
- Centrifuga, Eppendorf 5810 R
- Tubos de microcentrifugacion, Eppendorf -2 mL

- Pipetas graduadas, Eppendorf - Research plus

5.4 Extraccion y cuantificacion de ADN
- Invitrogen™ ChargeSwitch™ gDNA Serum Kit, 0.2-1 mL
- Soporte magnético - MagnaRack™
- Espectrofotometro Epoch- BioTek
5.5 Cuantificacion de glucosa
- Moddulo de quimica clinica, Cobas ¢ 501
5.6 Extraccion de células mononucleares de sangre periferica (PBMCs)
- Cémara de flujo laminar

- Tubos EDTA - 5 mL (tapa lila)



Ficoll® Paque Plus -100 mL (4 °C)
Tubos de centrifugacion, Falcon 15 mL

50 mL de PBS 1 X (4 °C)

5.7 Aislamiento de mitocondrias

Thermo Scientific™ Mitochondria Isolation Kit for Tissue

Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ 21 Microcentrifuge

5.8 Andlisis cuantitativo mediante PCR en tiempo real

Applied Biosystems™ Fast SYBR™ Grenn Master Mix — 50 mL (-20
°C)

Invitrogen™ forward hMitoF3 primer:

5-CAC TTT CCA CAC AGA CAT CA-3', (10 uM) (-20 °C)
Invitrogen™ reverse hMitoR3 primer:

5-TGG TTAGGC TGG TGT TAG GG-3', (10 pM) (-20 °C)
Applied Biosystems™ StepOne™ Real-Time PCR System

Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water

25
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6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion de medidas antropométricas y muestras sanguineas

Todos los voluntarios del estudio recibieron un consentimiento informado de
participacion que fue aceptado y firmado por cada uno de ellos. Tanto el protocolo del
estudio como el consentimiento informado de participacion, fue aprobado por el Comité
de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la USFQ. Tras dar su aprobacion, se
realizd la toma de medidas antropomeétricas de cada voluntario. Para ello, se pidi6 a cada
uno que se retirarad los zapatos para proceder con la medicién de su altura, y luego se les
solicitdé que se remuevan objetos que pudieran amentar su masa corporal en la bascula
electronica. El IMC de cada voluntario se calculé como la diferencia entre la masa en
kilogramos y la altura en metros cuadrados (kg/m?). Segun las recomendaciones de lo
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada participante se agrupo segun su IMC: el
grupo control consistié de individuos con un IMC normal (18.50 - 24.99 kg/m?), mientras
que el grupo de estudio por individuos con IMC elevado (> 25.00 kg/m?).

En cuanto a las muestras sanguineas, la extraccion de sangre de la poblacion adulta
con IMC elevado se realizé por el personal del laboratorio clinico del IESS, mientras que
de la poblacion joven y adulta con IMC normal, se realizo por el personal del laboratorio
clinico del Hospital de los Valles. De cada participante se extrajo aproximadamente 10
mL de sangre en tubos sin anticoagulante (tapa roja). Posteriormente, se centrifugd cada
tubo de sangre a 2200 g durante 10 minutos, a temperatura ambiente y con una
aceleracién/freno de 9. Una vez que se obtuvo el suero, de cada muestra se guard6 2 mL

del mismo en un tubo eppendorf y se almaceno a -20 °C hasta la extraccion de ADN.
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6.2 Cuantificacion de glucosa

Los niveles de glucosa basal de cada participante (en ayunas) se midieron
inmediatamente después de la extraccion del suero sanguineo mediante el modulo de
quimica clinica del equipo cobas ¢ 501. Los rangos de glucosa en ayunas se clasificaron
como: normal = 70-99 mg/dL; pre-diabetes = 100-125 mg/dL; y diabetes > 126 mg/dL.
La clasificacion se basé segun los rangos de glucosa establecidos por la Asociacion

Estadounidense de Diabetes (ADA por American Diabetes Association).

6.3 Extraccion y cuantificacion de ADN

Los 2 mL de suero que habian sido almacenados a -20 °C se dejaron a temperatura
ambiente hasta que se descongelaron por completo. Posteriormente, se procedio a la
extraccion de ADN utilizando el kit “ChargeSwitch® gDNA 1 ml Serum Kit” de
Invitrogen. En base al protocolo del fabricante, se colocaron 400 pl de suero (por cada
muestra) en un tubo eppdendorf estéril de 2 mL. Luego se agregaron 280 ul de una
solucion de lisis, 30 ul de proteinasa K, se resuspendio 10 veces y se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 20 minutos. A 2 minutos de que terminara el tiempo de
incubacion, se realizé un vértex al tubo con la solucién de beads magnéticos para
resuspenderlos. Tras el periodo de incubacion, se agregaron 100 pl de la solucién de
purificacion, 12 pl de los beads magnéticos, se resuspendié la mezcla 10 veces y se dejo
incubar a temperatura ambiente por 2 minutos para permitir la unién del ADN a los beads
magnéticos. Luego se incubd cada muestra durante 3 minutos en el soporte magnético.
Posteriormente, sin quitar el tubo de dicho soporte, se removid y descartdé todo el
sobrenadante, luego se quito el tubo del soporte, se lavo el pellet de beads que contenia
al ADN resuspendiéndolo 10 veces en 400 pl de la solucion de lavado y se incubo
nuevamente en el soporte magnético durante 2 minutos. Al término de la incubacién se

removio y descartd el sobrenadante y se repitié una vez mas el proceso de lavado.
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Tras el ultimo lavado se resuspendid 20 veces el pellet de beads con ADN en 50
ul de la solucidn de elucion, y se dejo incubar a temperatura ambiente por 2 minutos para
permitir que el ADN se desprenda de los beads magnéticos. Luego se incubo en el soporte
magnético durante 1 minuto para que los beads se adhieran a la pared del tubo y asi se
pueda remover todo el sobrenadante de ADN. Después se transfirieron los 50 pl de ADN
a un nuevo tubo eppendorf de 1.5mL. Finalmente, se tomaron 2 pl de ADN para

cuantificar por duplicado la concentracion y pureza del ADN de cada muestra.

6.4 Extraccion de PBMCs

En 10 tubos EDTA (tapa lila) se recolectaron aproximadamente 30 mL de sangre
provenientes de voluntarios del Laboratorio de Investigacion Médica de la Escuela de
Medicina de la USFQ incluidos en el consentimiento informado. Posteriormente, dentro
de la cdmara de flujo laminar se colocaron en 5 tubos Falcon de 15 mL, 7 mL de Ficoll
Paque Plus para poder separar la sangre en 5 fases: plasma, PBMCs, Ficoll Pague,
granulocitos y eritrocitos. Una vez fuera de la cdmara de flujo laminar, se distribuyeron
cuidadosamente los 30 mL de sangre en los tubos Falcon (6 mL en cada uno). Luego se
centrifugo6 cada tubo a 400 g durante 30 minutos, a 4 °C y sin aceleracion y freno.

Posteriormente, se extrajo la mayor cantidad de la porcién de PBMCs (anillo
blanco que se encuentra por debajo de la capa de plasma y por encima de la capa de Ficoll
Paque, procurando no extraer esta Gltima) y se los colocé en un nuevo tubo Falcon de 15
mL. Luego se adicioné PBS 1 X hasta completar un volumen final de 10 mL y se
centrifug6 a 1500 g, durante 20 minutos, a 4 °C y con una aceleracion y freo de 9. En
seguida se extrajo 9 mL del sobrenadante y se resuspendié las PBMCs en el mililitro
restante para después transferirlas a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL. Luego se

centrifugé a 4400 g por 5 minutos y a 4 °C. Finalmente, se removié y descartd el
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sobrenadante, y luego se almacenoé el pellet de PBMCs a 4 °C hasta el aislamiento de

mitocondrias.

6.5 Aislamiento de mitocondrias

A partir de las PBMCs que se extrajeron previamente, se utilizo el kit
Mitochondria Isolation Kit for Tissue, para aislar sus mitocondrias. En base a las
instrucciones del fabricante se resuspendid el pellet de PBMCs en 800 ul de
BSA/Reactivo A, se realizé un vortex a velocidad media durante 10 segundos y luego se
incubd en hielo por 2 minutos. Después se agregaron 5 pl de Reactivo B, se hizo un vértex
a maxima velocidad durante 10 segundos, se incubd en hielo por 5 minutos y en dicho
periodo, a intervalos de 50 segundos, se realizd un vortex a maxima velocidad por 10
segundos. Posteriormente, se agregaron 800 ul de Reactivo C, se mezclé 10 veces por
inversion y se centrifugd a 700 g durante 10 minutos y a 4 °C. Al término de la misma,
cuidadosamente se transfiri6 1300 pl del sobrenadante mitocondrial a un nuevo tubo
eppendorf de 2 mL y se centrifugd a 3000 g durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente, se
descartd el sobrenadante y se almacend el pellet mitocondrial a -80 °C hasta la extraccién
de su ADN mitocondrial, el cual se realiz6 con el mismo kit y protocolo que se utilizo
para la extraccion de ADN del suero sanguineo.

6.6 Elaboracion y cuantificacion de la curva estandar mediante gPCR

Tras cuantificar la concentracién que se obtuvo de mtDNA se realizaron 5
diluciones seriadas (factor de dilucion 1:2) para obtener una curva estandar de 5 puntos.
Para la primera dilucién se mezclaron 10 pl de mtDNA en 10 pl de agua destilada ultra
pura. Luego, para la segunda dilucion se extrajeron 10 pl de la primera dilucién y se
mezclaron en otros 10 pl de agua destilada ultra pura. Dicho proceso se repitid tres veces
mas hasta obtener la quinta dilucion. Posteriormente, se utilizaron 4 ul de mtDNA de

cada dilucion para amplificar por duplicado los 5 puntos de la curva estandar. El volumen
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de cada reaccion se compuso de: 5 pl de Fast SYBR™ Grenn Master Mix, 0.5 ul de
primer forward hMitoF3, 0.5 pl de primer reverse hMitoR3, y 4 pl de mtDNA. Las
condiciones para la amplificacion de la curva estandar fueron: pre incubacion a 95 °C por
5 minutos (1 ciclo); desnaturalizacion a 95 °C por 10 segundos; alineamiento y extension
a 60 °C por 30 segundos (40 ciclos). Para la etapa de la curva de melting se corri6 a 95
°C por 5 segundos, 60 °C por 1 minuto, 95 °C por 15 segundos y 40 °C por 30 segundos
(1 ciclo) (Ajaz et al., 2015). La ecuacién de la curva estandar (recuadro rojo de la figura

1) se utiliz6 para determinar la cantidad de ccf-mtDNA presente en cada muestra.

6.7 Cuantificacion de los niveles ccf-mtDNA mediante gPCR

Los primers que se utilizaron fueron: hMitoF3 (forward) y hMitoR3 (reverse), los
cuales se tomaron de: Malik, Shahni, Rodriguez-de-Ledesma, Laftah, & Cunningham,
2011. Tanto los volumenes de cada componente de la reaccion asi como las condiciones
de amplificacion de la gPCR que se emplearon para la generacion de la curva estandar,
también se utilizaron para cuantificar la cantidad de ccf-mtDNA de cada muestra. Cada
una se amplificé por duplicado y se utilizé su Ct (del inglés Cycle threshold, ciclo de
amplificacion en el que la sefial de fluorescencia emitida por la muestra pasa el umbral
base de fluorescencia) promedio para determinar la cantidad absoluta (ng/ul) de ccf-
mtDNA mediante la ecuacion de la curva estandar.

6.8 Analisis estadistico

Para determinar si los datos seguian una distribucion normal, se realizo la prueba
de normalidad utilizando el estadistico de Anderson-Darling. Posteriormente, se utilizo
la transformacion de Box-Cox para ajustar los datos a una distribucién normal. Con los
datos transformados se realiz6 una prueba t de 2 muestras para comparar y determinar la
significancia de las cantidades promedio de ccf-mtDNA de toda la poblacion de estudio.

Las comparaciones que se realizaron fueron: grupo control vs grupo IMC elevado,



31

jévenes vs adultos (del grupo control), adultos grupo control vs adultos IMC elevado, y
hombres vs mujeres (de cada grupo). Adicionalmente, se hizo un andlisis de correlacion
de Pearson entre todas las variables de estudio: ccf-mtDNA, edad, glucosa e IMC. Los
analisis se realizaron en Minitab 17 y todos los valores p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

7.1.1 Hombres

La tabla 1 muestra que el IMC promedio de los jovenes y adultos del grupo
control se encontré dentro del rango normal (18,5 — 24,99 kg/m?), mientras que el IMC
promedio los adultos con IMC elevado estuvo 5 unidades por encima (30,5 kg/m?) del
rango normal, lo cual en base a la OMS fueron clasificados como adultos con obesidad
tipo 1 (30,00 — 34,99 kg/m?). Por otra parte, la edad promedio de los jovenes y adultos del
grupo control fue de 22 y 37 afos, respectivamente, mientras que la de los adultos con
IMC elevado fue mayor (48 afios). En cuanto a los niveles promedio de glucosa, los tres
grupos estuvieron dentro del rango normal. Sin embargo, los adultos con IMC elevado

fueron los que mayor glucosa presentaron entre los grupos.

7.1.2 Mujeres

La tabla 2 muestra que al igual que los hombres, el IMC promedio de las mujeres
jovenes y adultas del grupo control estuvo dentro del rango normal (18,5 — 24,99 kg/m?),
mientras que el de las adultas con IMC elevado estuvo 8 unidades por encima (33,30
kg/m?) de lo normal, lo cual al igual que en los adultos hombres con IMC elevado,
significé que en promedio las mujeres tuvieron obesidad tipo I. Por otra parte, la edad
promedio de las mujeres jovenes fue de 21 afios, mientras que la de las adultas del grupo
control y las adultas con IMC elevado fue casi igual, 43 y 42 afios, respectivamente. Por
otro lado, los niveles promedio de glucosa de los tres grupos estuvieron dentro del rango
normal, pero al igual que en el grupo de los hombres adultos con IMC elevado, las

mujeres adultas con IMC elevado tuvieron el nivel méas alto de glucosa.
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7.2 Amplificacion de la curva estandar mediante gPCR

A partir del aislamiento de las mitocondrias extraidas de PBMCs se obtuvieron 50
pl de mtDNA con una concentracion de 2.35 ng/pl y una pureza de 1,78 en la relacion de
absorbancia 260/280. Tras las 5 diluciones seriadas, la concentracion final (ng/pl) de cada
punto de la curva estandar en la reaccion de qPCR fue: (1) 0.47, (2) 0.12, (3) 0.059, (4)
0.029y (5) 0.015. En la figura 1 se muestra la ecuacién que se obtuvo de la curva estandar
(recuadro rojo), en donde X, Y, y m, representan la cantidad de ccf-mtDNA en ng/ul, el

punto de corte con el eje Y, y la pendiente de la curva, respectivamente.

Por otro lado, se obtuvo un valor R? de 0.998, de modo que los valores de la curva
estandar se ajustaron al modelo de regresion lineal en un 99.8 %. Por otra parte, con la
pendiente de la curva estandar (m = -3.58) se obtuvo que la eficiencia de la reaccion de
gPCR fue del 90.26 %, misma que se encuentra dentro de los pardmetros aceptables (90-

110 %) (Thermo Fisher Scientific, 2014).

7.3 Curva de melting

La figura 2 muestra que la temperatura de melting de los productos amplificados
de cada muestra fue de 77 °C. Adicionalmente, no se observaron otros picos por debajo
0 por encima de dicha temperatura por lo que no hubo amplificacion de productos

inespecificos como por ejemplo dimeros de primers.

7.4 Prueba de normalidad de Anderson — Darling

Al evaluar si los valores de ccf-mtDNA (ng/ul) de cada muestra seguian una
distribucion normal, se obtuvo un valor p (< 0.005) que fue menor al nivel de significancia
escogido (0.05), por lo que se rechazd con un 95% de confianza la hipotesis nula (Ho)
acerca de que los datos seguian una distribucion normal. Adicionalmente, con el
estadistico de Anderson-Darling (AD) y la prueba del “lapiz grueso” se corrobord que los

datos no tenian una distribucion normal (figura 3).
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7.5 Transformacion Box-Cox

Puesto que los datos de la cantidad de ccf-mtDNA en ng/pl no siguieron una
distribucion normal, el valor de lambda () de la transformacion Box-Cox que se obtuvo
fue igual cero (figura 4, recuadro rojo), con lo cual la transformacidn sugerida para que

los datos sigan una distribucién normal fue la logaritmica.

7.6 Normalidad de los niveles de ccf-mtDNA (ng/ul) transformados a log 10

La figura 5 muestra que el supuesto de normalidad para los datos de ccf-mtDNA
transformados a su contraparte logaritmica si se cumplio ya que el valor p (0.165) fue
mayor que alfa (0.05), por lo que con un nivel de confianza del 95% se establecio que
no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho, de modo que el supuesto de

normalidad si se cumplio para los datos de ccf-mtDNA transformados.

7.7 Prueba t de 2 muestras
7.7.1 Grupo control vs grupo IMC elevado

La comparacion de los niveles de ccf-mtDNA entre todos los individuos del grupo
control (n = 44) y los individuos con IMC elevado (n = 30), mostr6 que las personas con
un IMC elevado tuvieron en promedio (0.10 ng/ ul) una mayor cantidad de ccf-mtDNA
que las personas del grupo control (0.031 ng/ul). Tras realizar la prueba t de 2 muestras
de las medias de ambos grupos, se obtuvo un valor p (0.028) menor que alfa (0.05) por lo
que la diferencia entre la cantidad promedio de ccf-mtDNA de los dos grupos fue

estadisticamente significativa (figura 6).

7.7.2 Grupo control: Jévenes vs adultos
La figura 7 muestra que los jovenes del grupo control (n = 24) tuvieron en
promedio una menor cantidad de ccf-mtDNA (0.016 ng/ul) en comparacion con los

adultos (n = 20) del mismo grupo (0.069 ng/ul) Tras realizar la prueba t se obtuvo un
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valor p (0.02) menor que alfa (0.05), de modo que la diferencia promedio de ccf-mtDNA

entre ambos fue estadisticamente significativa.

7.7.3 Adultos grupo control vs adultos IMC elevado
Al comparar los niveles de ccf-mtDNA de los adultos del grupo control (n = 20)
y los adultos con IMC elevado (n = 30), el valor p (0.582) que se obtuvo de la pruebat de
2 muestras mostré que la cantidad promedio de ccf-mtDNA entre ambos no fue

significativa (mayor que alfa), por lo que fueron estadisticamente iguales (figura 8).

7.7.4 Hombres vs mujeres
La comparacion entre la cantidad promedio de ccf-mtDNA entre los hombres y
mujeres de cada grupo de estudio se muestra en la tabla 3. Los valores p (> 0,05) que se
obtuvieron de la pruebat de 2 muestras indicaron que los niveles promedio de ccf-mtDNA

no difieren significativamente entre los hombres y mujeres de cada grupo.

7.8 Correlacion de Pearson

En la figura 9 se observa que el analisis de correlacion de Pearson mostré que si
existe una relacién entre los niveles de ccf-mtDNA y el IMC, y que ademas es
significativa debido a que el valor p (0.021) fue menor que alfa (0.05). Adicionalmente,
hubo una correlacion significativa entre los niveles de ccf-mtDNA y la edad de todos los
participantes ya que el valor p (0.018) fue menor que el valor de significancia (0.05). No
obstante, no se observé una correlacion significativa entre los niveles de ccf-mtDNA y

los niveles de glucosa debido a que el valor p (0.228) fue mayor que alfa.

Por otra parte, los valores p del andlisis de correlacion entre el IMC con los niveles
de glucosa y la edad, asi como también los niveles de glucosa y la edad, fueron todos
menores que el nivel de significancia de 0.05, por lo que hubo una correlacion

significativa entre dichas variables (figura 9). Ademas, tanto el signo del coeficiente de
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Pearson, como las graficas de dispersion (figura 10), indicaron que todas las relaciones

entre las variables tienden a aumentar a la vez.

7.9 Poblacion de estudio con un nivel alto de ccf-mtDNA

Al considerar como “alto” el nivel promedio de ccf-mtDNA (0.1 ng/ul) de las
personas con IMC elevado, se encontré que dentro de los jovenes y adultos del grupo
control, el 25% y 40%, respectivamente, tuvo una cantidad superior a los 0.1 ng/ul de los
adultos con IMC elevado, y dentro de los cuales el 56.7 % superé dicho nivel de ccf-

mtDNA (figura 11).
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DISCUSION

La cuantificacion del ccf-mtDNA, en diferentes dolencias y en individuos sin
signos de complicacion en su salud, se muestra como un potencial biomarcador que
podria permitir un mejor diagndéstico y prondstico del desarrollo de la enfermedad. Dentro
de su estimacion, cada paso para la correcta identificacion de su presencia fuera de la
célula es importante para evitar confusores, tales como la distincion entre plasma y suero.
El uso del suero libre de la fraccion celular, permite una mejor identificacion del ccf-
mtDNA en comparacion con otras técnicas donde el uso de plasma o sangre total puede
dar lugar a falsos-positivos o correlaciones poco precisas (Malik etal., 2011). La
seleccion de primers especificos para la amplificacion del mtDNA es un paso
fundamental al momento de cuantificar su cantidad mediante qPCR. La razon de ello es
que las mitocondrias, al ser el resultado de la endosimbiosis de una alfa-proteobacteria
con una célula eucariota primitiva, exportaron mtDNA y este se integro al nucleo. Dichos
segmentos integrados se conocen como segmentos de ADN mitocondrial nuclear o Numts
(por nuclear mtDNA segments) (Bensasson, 2001), los cuales sin un buen disefio de
primers pueden generar confusion en la deteccion del mtDNA propio de la mitocondria.

A partir de su descubrimiento, se han identificado varios Numts en el genoma
nuclear humano que son similares, pero no idénticos, a su contraparte mitocondrial. Esto
representa un problema al momento de analizar el mtDNA ya que puede conllevar a
interpretaciones erroneas cuando se lo amplifica mediante gPCR, y en consecuencia,
afectar en el diagnostico molecular de enfermedades correlacionadas con la presencia de
ccf-mtDNA (Tourmen et al., 2002). Por tal motivo y en el presente estudio la estimacién
de la cantidad absoluta de mtDNA en el suero de todos los participantes fueron factores
cruciales al momento de analizar los resultados. Nuestro trabajo estima directamente la
presencia de ccf-mtDNA a través de la realizacion de una curva estandar, utilizando el

aislamiento de mtDNA puro de mitocondrias extraidas de PBMCs. Usamos también los
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primers especificos y ya probados en la literatura: hMitoF3 (forward) y hMitoR3
(reverse), ya que amplifican una regién unica del mtDNA que no se encuentra presente
como un pseudogen nuclear (Malik et al., 2011).

Por otra parte, acerca de la comparacion entre la cantidad promedio de ccf-
mtDNA de las personas del grupo control vs las personas con IMC elevado (obesidad tipo
1), la diferencia significativa encontrada en ambos grupos de estudio sugiere que el ccf-
mtDNA podria servir como un biomarcador no invasivo de diagndstico para individuos
que estén en riesgo de desarrollar sobrepeso u obesidad. La acumulacion excesiva de
tejido adiposo en la obesidad, debido a un sobrenutricién y desequilibrio entre la ingesta
y gasto de energia, resulta eventualmente en un exceso de almacenamiento de energia en
forma de grasa (Lois y Kumar, 2009), lo que conlleva a que haya un aumento en la
oxidacion de &cidos grasos en la mitocondria y un incremento en la produccién de ROS.
Debido a esto, la obesidad es considerada como una condicidn que genera estrés oxidativo
ya que la capacidad antioxidante de las enzimas celulares se ve sobrepasada por la
generacion de ROS (Furukawa et al., 2004; Matsuda & Shimomura, 2013; Rovira-Llopis,
Hernandez-Mijares, Rocha, & Victor, 2014). Adicionalmente, el incremento de ROS
eventualmente también conduce a una expresion defectuosa del gen de la insulina asi
como también de su secrecidn, lo que en consecuencia provoca una deficiencia de insulina
y un incremento significativo de los niveles de glucosa (hiperglicemia) en la sangre
(Yang, Jin, Kei Lam, & Yan, 2011).

El aumento de ROS provocado por el exceso de acumulacion de grasa y azucar
conduciria a dafio celular y a la activacion de la apoptosis (Circu & Aw, 2010; Kannan &
Jain, 2000; Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016; Sinha, Das, Pal, & Sil, 2013). La
muerte celular ocasionada por el estrés oxidativo eventualmente provocaria la liberacion

del mtDNA de las células dafiadas en el torrente sanguineo. Esto podria explicar el por
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qué las personas con IMC elevado (obesidad tipo I) tuvieron una cantidad mayor de ccf-
mtDNA en comparacion con las personas del grupo control (IMC normal).
Adicionalmente, la correlacion significativa y positiva que se encontrd entre el ccf-
mtDNA y el IMC, corroboraria este hecho ya que a medida que se incrementa el IMC,
también existe una mayor cantidad de ccf-mtDNA.

Con respecto a la comparacion de los niveles de ccf-mtDNA de los individuos del
grupo control, puesto que tanto los jovenes como los adultos tuvieron un IMC normal, la
diferencia en la cantidad de ccf-mtDNA de ambos grupos no podria deberse al estrés
oxidativo derivado de la cantidad de grasa corporal presente en cada uno (como si seria
el caso para los individuos que tuvieron un IMC elevado), sino mas bien a la edad.

Esté bien documentado en la literatura que con la edad la capacidad de adaptacién
corporal frente a alteraciones internas y/o externas disminuye, asi como también la
eficacia de los mecanismos de reparacion de ADN nuclear y mitocondrial, las rutas de
reparacion de proteinas, la defensa antioxidativa de las enzimas contra las especies
reactivas de oxigeno, la capacidad de la respuesta inmunitaria celular y humoral para
combatir agentes patdgenos, entre otros (DiLoreto & Murphy, 2015; Kirkwood, 2011;
Partridge, 2010; Rattan, 2006, 2015). La reduccién en el funcionamiento de dichos
mecanismos a medida que envejecemos nos hacen mas susceptibles al estrés, infecciones
y enfermedades, de modo que el dafio celular que se genera por cada una de ellas podria
contribuir a que el mtDNA se libere de la célula e ingrese en la circulacion. Por tanto, la
diferencia en la cantidad de ccf-mtDNA de los jovenes y adultos del grupo control no
tiene relacion con su IMC, sino que mas bien podria estar relacionada con la edad.

Acerca de la correlacion significativa y positiva que se encontré entre el IMC y
los niveles de glucosa, dicho resultado reitera lo reportado por otros estudios (Agrawal,

Agrawal, Kumari, & Kumar, 2017; Hossain, Islam, Hasan, Akter, & Khoka, 2017
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Innocent, ThankGod, Sandra, & Josiah, 2013; Vittal, Praveen, & Deepak, 2010) y
corrobora lo mencionado en la literatura acerca de que el incremento en la cantidad de
tejido adiposo conlleva a un aumento en la produccion de citoquinas proinflamatorias y
acidos grasos libres que eventualmente afectan la accion de la insulina y en consecuencia
contribuyen a un estado de resistencia a la insulina, asi como también a una mayor
cantidad de glucosa en la sangre (Boden & Shulman, 2002; Frayn, Tan, & Karpe, 2007;
Ros Pérez & Medina-Gomez, 2011; Vittal et al., 2010).

Por otro lado, la correlacion significativa que se encontré entre el IMC y la edad
también concuerda con la literatura ya que se conoce que con la edad el riesgo de obesidad
incrementa. Durante el envejecimiento ocurren varios cambios corporales como la
reduccion de la masa muscular (sarcopenia) y 6sea, asi como también un incremento de
la masa grasa. Tales cambios, ademés del estilo de vida més sedentario que muchas
personas adquieren, junto con la limitada cantidad de ejercicio fisico que se puede realizar
a causa de la reduccion de masa muscular, eventualmente conllevan al desarrollo de
diversas enfermedades como la obesidad (Gomez-Cabello, 2012; Hughes et al., 2004;
Ohkawa et al., 2005).

Ademas de la correlacion entre el IMC y la edad, la relacion significativa que se
obtuvo entre la edad y la glucosa también reitera lo mencionado en la literatura (Reaven,
2003). Desde hace mas de 30 afios se conoce que la intolerancia a la glucosa incrementa
con la edad debido al hecho de que las personas tienden a incrementar de peso y a
ejercitarse menos a medida que envejecen (Fink, Kolterman, Griffin, & Olefsky, 1983;
Rosenthal, Doberne, Greenfield, Widstrom, & Reaven, 1982; Rowe, Minaker, Pallotta,
& Flier, 1983; Shimokata et al., 1991; Zavaroni et al., 1986). Adicionalmente, se ha

reportado que la tasa de secrecion de insulina decrece con la edad lo que en consecuencia
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deteriora y disminuye la tolerancia a la glucosa generando asi un incremento de la misma
en la sangre (Chang & Halter, 2003; lozzo et al., 1999; Refaie et al., 2006).

Puesto que los resultados de correlacidén antes mencionados son consistentes con
otros estudios previamente reportados, se valida la metodologia de estudio que se empleo
para la realizacion del presente proyecto de titulacion. Por otra parte, con respecto a la
poblacion de estudio con un nivel alto de ccf-mtDNA, llamd la atencidn el encontrar que
dentro del grupo control habia una proporcion de individuos jovenes y adultos que tenian
una cantidad de ccf-mtDNA superior a los 0.1 ng/pl.

En un estudio publicado en Nature, Lindgvist et al., evalud los niveles de ccf-
mtDNA en el plasma de 37 individuos que intentaron suicidarse (y que fueron sometidos
a una prueba de inhibicién con dexametasona) y en 37 individuos sanos (control). Dichos
investigadores encontraron que las personas que intentaron suicidarse tuvieron niveles
significativamente més altos de ccf-mtDNA en comparacién con el grupo control, y que
ademas hubo una correlacion positiva con los niveles de cortisol. La prueba de inhibicion
con dexametasona (utilizada para determinar la secrecion anormal de cortisol) realizada
en los individuos que intentaron suicidarse mostré que tenian un alto estrés psicoldgico a
causa de los niveles elevados de cortisol que presentaron. Adicionalmente, los
investigadores mencionan que la cantidad elevada de ccf-mtDNA en los individuos que
intentaron suicidarse pudo deberse al estrés que estos presentaron, el cual podria causar
dafio celular y disfuncién mitocondrial que eventualmente conduciria a la liberacién del
mtDNA en el torrente sanguineo (2016).

La relacion entre el estrés y el ccf-mtDNA encontrada por el estudio antes
mencionado podria servir de explicacion para los individuos del grupo control que
tuvieron una cantidad elevada de ccf-mtDNA. Puesto que los jovenes y adultos del grupo

control provinieron principalmente de estudiantes y profesores voluntarios,
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respectivamente, de la USFQ, se sugiere que la proporcion de individuos de dicho grupo
que tuvo una cantidad superior a los 0.1 ng/pl de los adultos con IMC elevado (obesidad

tipo 1), sea a causa del estrés derivado del entorno académico.
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8. CONCLUSIONES

Se observd que existe una diferencia significativa en la cantidad promedio de ccf-
mtDNA entre personas con un IMC normal (grupo control) y personas con un IMC
elevado (obesidad tipo I), siendo estos ultimos los que tuvieron mayor contenido de ccf-
mtDNA que los del grupo control. Dicho resultado sugirié que el ccf-mtDNA podria ser
aplicado como un biomarcador no invasivo de diagnostico para individuos que estén en
riesgo de desarrollar sobrepeso u obesidad. Por otra parte, se encontro que las diferencias
en el contenido de ccf-mtDNA entre los hombres y mujeres de cada grupo no fue

significativa.

En cuanto a los niveles de ccf-mtDNA entre jovenes y adultos del grupo control,
las diferencias observadas fueron significativas y no a causa del IMC, sino mas bien muy
probablemente debido a la edad. Por otro lado, el anélisis de las relaciones del ccf-mtDNA
con las 3 variables de estudio, indicd que existe una correlacion significativa y positiva
entre el ccf-mtDNA con el IMC y la edad, pero no con los niveles de glucosa. De modo
que tales correlaciones mostraron que el ccf-mtDNA incrementa a medida que el IMC y

la edad también aumentan.

Finalmente, el reiterar lo mencionado en la literatura acerca de que el IMC
incrementa a medida que la cantidad de glucosa y edad también aumentan, asi como
también la reduccion de la tolerancia a la glucosa que se da con la edad, apoyé la
metodologia empleada y permitio sugerir que ésta es adecuada para el analisis de los

cambios de ccf-mtDNA segun la edad e IMC.
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9. RECOMENDACIONES

Se deberia analizar a una poblacion de individuos jovenes con obesidad para tener
un mejor entendimiento de la dinamica del ccf-mtDNA con el IMC. Ademas, se requieren
de estudios que analicen las células y tejidos que contribuyen con los niveles de ccf-
mtDNA, asi como también la forma en la que se encuentra el mtDNA en el suero:
fragmentado, contenido en microvesiculas o libre. Conocer esto ayudaria a entender
mejor la relevancia del incremento del ccf-mtDNA en relacion al IMC de las personas, al
igual que su posible aplicacion como biomarcador de diagnostico para el riesgo de

desarrollar sobrepeso u obesidad.
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11. TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la poblacién masculina

Control IMC elevado
Variable Jovenes Adultos Adultos
(n=13) (n=7) (n=15)
IMC (kg/mz) 21,79+2,2 23,15+1,42 30,50 + 5,30
Edad (afios) 22,36 £ 2,38 37,43 £ 6,08 48,71 £ 12,36
Glucosabasal g4 1) | 61 92,57 + 3,51 97,73 + 9,60
(mg/dL)
Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la poblacion femenina
Control IMC elevado
Variable Jovenes Adultas Adultas
(n=11) (n=13) (n=15)
IMC (kg/mz) 21.75+1,23 22,23+1,75 33,30+ 6,19
Edad (afos) 21,10+ 1,51 43,38 + 7,63 42,87 + 8,10
Glucosabasal g5 57 | 6 59 88,08 + 7,22 96, 57 + 8,21
(mg/dL)

Tabla 3. Prueba t de 2 muestras para la comparacion de ccf-mtDNA entre hombres y

mujeres de cada grupo de estudio

ccf-mtDNA (ng/ul)

Grupo Hombres Mujeres Valor p
Jovenes 0,024 + 0,89 0.010 £ 072 0,271
Control
Adultos 0,030 + 0,94 0,11+0,81 0,221

IMC elevado Adultos 0,12 + 0,61 0,078 + 1,17 0,581
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