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RESUMEN

Introduccion: El Adenovirus-36 (Ad-36) es considerado un posible y
nuevo, factor de riesgo, para el desarrollo de la obesidad, el virus ha
demostrado un efecto adipogénico en modelos murinos y ha sido reportada la
seropositividad de anticuerpos contra Ad-36 hasta en el 28% de nifios con
obesidad, alrededor del mundo. En Nuevo Le6n a pesar de que existe una
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del 30.95% en nifios en edad
escolar, se desconoce la frecuencia de infeccién viral por Ad-36 en este grupo,
asi como su relacion con alteraciones clinico-metabdlicas. Objetivo: Estudiar la
asociacion entre la infeccion por Ad-36 con la obesidad y alteraciones clinico-
metabdlicas en escolares del estado de Nuevo Ledn. Material y método: se
incluyeron un total de 343 nifios escolares de 6-12 afios de edad, distribuidos
en dos grupos: el grupo de IMC con Obesidad y el grupo de IMC Normal de
acuerdo al puntaje z de la OMS 2007. Para las variables clinicas y metabdlicas:
circunferencia de cintura, presion arterial, glucosa en ayunas (GLU) vy el perfil
de lipidos (colesterol total “TC”, triglicéridos “TG”, lipoproteina de baja densidad
“C-LDL”, lipoproteina de alta densidad “C-HDL” se utilizaron estandares
validados internacionalmente. Para la determinacion de la seropositividad de
anticuerpos contra Ad-36, se realizé un ensayo inmunolégico ELISA, con una
muestra sérica de los escolares. Las pruebas estadisticas de normalidad, t para
muestras independientes, U de Mann-Whitney se realizaron con el software de
estadistica SPSS version 22.0 y para la prueba de hipdtesis para dos
proporciones se utilizé el software estadistico Statdisk 12.0.2. Resultados: El
grupo con IMC de Obesidad obtuvo mayor numero de casos de alteraciones
clinico-metabodlicas en todas las variables. El 26.5% de los participantes
resultaron positivos a la infeccion por Ad-36, de los cuales el grupo de IMC
Obesidad obtuvo un porcentaje menor (17.2%) en comparacién con el grupo de
IMC Normal (35.6%). Conclusiones: La infeccion por Ad-36 no se asocid

significativamente (p<0.05) con las la Obesidad y/o alteraciones clinico



metabdlicas, contrario a lo que se esperaba, la seropositividad de anticuerpos
anti Ad-36 se asocio con variables de IMC Normal, circunferencia de cintura
normal y TC normal, por lo que se sugiere continuar con estudios que amplien
la seroprevalencia de anticuerpos anti Ad-36 en otros grupos de edad y se
profundice en el conocimiento de los mecanismos de interaccion con el
huésped, actuando como un posible factor benéfico en la regulacion de las

alteraciones comunmente asociadas con la Obesidad.



I. INTRODUCCION

En México la obesidad en escolares ha estado en constante incremento
en las ultimas tres décadas, su alta prevalencia ha generado la investigaciéon en
relacion a sus causas y consecuencias, en las que han destacado relaciones
significativas entre un mayor riesgo a continuar con obesidad durante la
adolescencia y la adultez, asi como el inicio de enfermedades cronico-no
transmisibles, que son las principales causas de muerte en adultos a nivel

mundial.

Nuevo Ledn es uno de los estados con mayor prevalencia de sobrepeso
y obesidad en Escolares, de acuerdo al reporte de la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién del 2012. Esto ha causado interés por parte de un grupo de
investigadores de la Facultad de Salud Publica y Nutricion y del Servicio de
Endocrinologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, quienes
han disefiado y ejecutado el Proyecto General “Estrategias de Salud,
Alimentacion y Activacion Fisica en Escolares con Sobrepeso u Obesidad” con
programas que promueven un estilo de vida saludable y a su vez generan
informacion para la investigacion multidisciplinaria de la obesidad en este

grupo de edad.

La presente investigacion es parte de la informacion que se ha generado
a partir de este proyecto y se centra en estudio de uno de los factores
biolégicos mas recientes que pueden influenciar el desarrollo de la obesidad
infantil, como es caso del papel que ha tomado el serotipo 36 de la familia de

los Adenovirus, en relacion al incremento grasa corporal en animales.

El Ad-36 es el virus de mayor relacién identificado en los ultimos afos
como posible factor de riesgo de obesidad por su efecto adipogénico
evidenciado en estudios invitro e invivo. Ademas de la relacion que existe entre
la infeccion con Ad-36 y parametros clinico-metabdlicos que se observan

alterados durante la obesidad.



Hasta el dia de hoy esta es la primera investigacién en Nuevo Ledn que
estudia la relacion entre la presencia del Ad-36 con la obesidad y alteraciones
clinico-metabdlicas en escolares con y sin obesidad. Por lo que sentara las
bases de proximas investigaciones que permitan profundizar en su

conocimiento y relacion con este problema de salud.

Ofreciendo a los nutridlogos nuevas areas de investigacion, aportando
informacion cientifica para el planteamiento de nueva estrategias en el
tratamiento y prevencion de enfermedades del siglo XXI. Ademas de generar y
mantener colaboraciones multidisciplinarias entre ciencias aplicadas en
Nutricion, Endocrinologia e Inmunologia, de las cuales se sirvio para el

desarrollo de éste trabajo.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad Infantil

2.1.1 Diagnéstico de la Obesidad Infantil

La obesidad es una enfermedad que se desarrolla desde las primeras
etapas de vida. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido los
puntos de corte del indice de Masa Corporal (IMC) para la edad, para
determinar un estado de peso normal, sobrepeso u obesidad; el calculo es
mediante la férmula de peso (kg) entre la talla al cuadrado (m?) y el resultado es
interpretado de acuerdo a la edad en afos y meses, debido al crecimiento
acelerado que se desarrolla en los primeros afos de vida y que puede variar

aun en nifnos de una misma poblacion.

Los puntos de corte definidos por la OMS en el 2007 son de actual
vigencia, para el grupo de edad de los 5 a los 19 afos, en percentiles y puntaje
z, se ha definido a la obesidad con un percentil >95 y/o puntaje z >2 DE

(desviacion estandar).
2.1.2 Magnitud y Trascendencia de la Obesidad Infantil

La OMS denomina a la obesidad la “epidemia del siglo XXI” debido a su
alta prevalencia alrededor del mundo, sin distinguir entre etnias, grupos de edad
o clases sociales, de paises desarrollados y subdesarrollados (Davila Torres,
Gonzalez Izquierdo, & Barrera Cruz, 2015). La obesidad infantil alrededor del
mundo se ha incrementado en los ultimos afos en paises desarrollados vy

subdesarrollados.



La OMS estimaba que un 10% de la poblacion en edad escolar (5-17
afnos) presentaban sobrepeso u obesidad en el 2004 (Zimmet et al., 2007).
Mientras que la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OCDE), declaraban que no existe una tendencia de reduccioén en la epidemia

en la obesidad de nifios (5-17 afios) de sus paises miembros(States, 2012).

La prevalencia mundial de obesidad infantil, considera a México en el
cuarto lugar, con aproximadamente un 28.1% en nifios y un 29% en nifas,
superado por paises como Grecia, Estados Unidos e lItalia (Barrera Cruz,
Molina Ayala, & Rodriguez Gonzalez, 2013). Desde 1980 a la fecha, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en México se ha triplicado, de manera
alarmante en adultos (Barrera Cruz et al., 2013). Esto resulta un tema relevante
de acuerdo a la declaracién de la OCDE que indica que un nifio con al menos
un padre con obesidad, tiene de 3 a 4 veces mayor probabilidad de desarrollar
obesidad (Sassi, 2010).

En México a nivel nacional, los nifios en edad escolar entre 5-11 anos
tienen una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del 34.4% (19.8 y
14.6% respectivamente), siendo en las nifas 32% (20.2 y 11.8%,
respectivamente) y en los nifios 36.9% (19.5 y 17.4% respectivamente)
(Gutiérrez et al., 2012); mientras que en el estado de Nuevo Leodn, la
prevalencia combinada para el mismo grupo de edad fue de 30.95%, de

acuerdo a la Encuesta Estatal de Salud y Nutricion en el 2014 (Salud, 2015).

Si la obesidad infantil continua en la adolescencia se considera que el
80% de los adolescentes con obesidad, seran adultos obesos y dicha situacién
favorecera la aparicion de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)
entre las que se incluyen: dislipidemias, hipertension arterial, resistencia a la
insulina o diabetes mellitus tipo 2, consideradas factores de riesgo
cardiovascular, reduciendo la calidad y duracién de la vida del individuo(Peralta
Romero, Gémez Zamudio, Estrada Velasco, Karam Araujo, & Cruz Loépez,
2014). Ademas de problemas psicoldgicos, siendo las nifias mas afectadas en



este aspecto, con una baja autoestima, mientras que en términos a largo plazo

las mujeres reportan tener un ingreso economico menor (Stewart, 2011).

De acuerdo a estimaciones de la OCDE, mas de dos terceras partes de
la poblacibn mundial, presentaran sobrepeso u obesidad en el afo 2020.
Ademas, declaran que la obesidad es responsable del 1-3% de los costos de

salud en la mayoria de los paises miembros.

Un analisis de la transicion epidemiolégica de México, reconocié que el
75% del total de muertes y hasta un 68% de los afios de vida potencialmente
perdidos se debié a las ECNT, que son las de mayor relacion con la obesidad
(Stevens et al., 2008).

2.1.3 Etiologia de la Obesidad Infantil

El desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético es la principal
causa del desarrollo de la obesidad, es frecuentemente consecuencia de la
ingestion de alimentos de alta densidad energética, bajos en fibra y bebidas de
alto contenido de azucar en combinacion con una escasa actividad fisica (Olaiz
Fernandez et al., 2006).

Sin embargo en los ultimos afios, se han involucrado otros factores del
tipo biolégico que pueden ser de riesgo, para el desarrollo del exceso de grasa
corporal y trastornos metabdlicos que promueven la evolucion a las
comorbilidades mas frecuentes de la obesidad. Ademas la evidencia cientifica
establece que cuando un sujeto presenta obesidad, se encuentra en un estado
de desequilibrio para el organismo, por lo que la respuesta inmune puede ser
irregular y predisponer a la susceptibilidad de infecciones. En afos recientes,
las investigaciones relacionadas a la identificacion de agentes causales de
obesidad, han afadido a las infecciones virales como cofactores del desarrollo

ésta enfermedad (Ponterio & Gnessi, 2015).



Algunos de estos agentes bioldgicos son los virus y microorganismos
que se han destacado en modelos animales por promover el desarrollo de

grasa corporal a partir de su inoculacién.
2.1.4 Obesidad infantil como un Estado Inflamatorio

El estado nutricional es importante para mantener un sistema
inmunoldgico en 6ptimas condiciones, el equilibrio del mismo, permite una
respuesta inmunologica adecuada para proteger al organismo de cualquier
agente patogeno externo, sin embargo en las ultimas tres décadas, la obesidad
ha demostrado ser una condicidén cronica que se acompafia de una inflamacién

de bajo nivel.

El investigador Hotamisligil y colaboradores, en 1993, demostraron que
los adipocitos expresan citosinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a) en animales con obesidad (ratones). Posteriormente otros
estudios demostraron la expresion del TNF-a en tejido adiposo humano y que
su expresion disminuia al perder peso (Dandona, Aljada, & Bandyopadhyay,
2004)

En este sentido la condicién de obesidad en adultos y nifios no difiere,
sino que incluso la expresiéon de reactantes de la fase aguda del sistema
inmune, ha sido correlacionado con la presencia de resistencia a la insulina,
dislipidemias, higado graso no alcohdlico y ateroesclerosis (Schwarzenberg &
Sinaiko, 2006).

Las citosinas proinflamatorias expresadas en la condicion de obesidad
tienen un papel muy importante en el desarrollo de las comorbilidades
asociadas con la obesidad, por lo cual incrementar y/o disminuir su nivel resulta
importante para evitar las consecuencias (Fantuzzi, 2005; Gregor & Hotamisligil,
2011; Ouchi, Parker, Lugus, & Walsh, 2011). Por tanto el porcentaje de grasa
corporal representa un rol relevante en el sistema inmunoldgico, en la

regularizacién de la expresion de sus citosinas que perjudica otras vias



metabdlicas asi como en la disminucion de su funcionamiento en la defensa

ante agentes patogenos.

2.2 Ad-36 en Obesidad en Ninos

2.2.1 Caracteristicas Generales de los Adenovirus

Los adenovirus son particulas icosaédricas, cuyos diametros oscilan
entre 70 y 100 nm, carecen de membrana o lipidos y contienen ADN de doble
cadena en un 13% y proteinas en un 87% de su masa, asi como pequenas
trazas de hidratos de carbono, debido a que la proteina de la fibra del viron se

modifica mediante la adicion de glucosamina (Figura 1) (Knipe & Howley, 2001).

Por lo general causan infecciones leves relacionadas al tracto
respiratorio superior e inferior, el tracto gastrointestinal, la conjuntiva y otras
manifestaciones menos comunes. De acuerdo a (Walsh et al., 2009) en la
década de 1950 los adenovirus fueron aislados de las adenoides (de ahi
proviene su nombre) de civiles y aprendices militares con enfermedades
respiratorias, posteriormente se convierten en los primeros virus en ser
caracterizados y desde entonces se conocen 52 genotipos clasificados segun
sus propiedades inmunoquimcas, similitud de acidos nucleicos, caracteristicas

del hexodn y fibras proteicas, propiedades bioldgicas y analisis filogenético.

Los adenovirus se pueden transmitir por via respiratoria, gotas de
FlGgge, microaerosoles, orofecal y venérea. No se tiene tratamientos conocidos
para las infecciones por adenovirus, aun, pero se pueden tratar los sintomas,
algunos adenovirus causan infecciones asintomaticas mientras que otros
serotipos pueden desarrollar sintomas y ser atacados por el sistema inmune
rapidamente en individuos sanos; en la actualidad solo existen dos vacunas
para dos tipos de adenovirus Ad-4 y Ad-7 aun en estudios (Ginneken,
Sitnyakowsky, & Jeffery, 2009)
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Figura 1. Resumen de los componentes proteicos estructurales de los Adenovirus.
Proteinas de la capside (izquierda) y componentes del nucleo del virén (derecha) y su posicién
representada esquematicamente. Tomada de la tesis doctoral de (Fan, 2015)

2.2.2 Caracteristicas Especificas del Ad-36

El Ad-36, pertenece a la familia de Adenoviridae del género Mastadenovirus
de la especie Adenovirus Humano D (HAdV-D) y del serotipo Adenovirus
Humano-36 junto con Adenovirus-9(Ad-9) y Adenovirus-37(Ad-37) sin embargo
es antigénicamente distinto de otros adenovirus humanos y no tiene reaccion

cruzada con ellos.

Las infecciones de este tipo de virus, suelen tener mayor prevalencia en
nifos pequefios debido a su falta de inmunidad y cabe destacar que el
aislamiento del Ad-36 fue de las heces de una nifa de origen alemana de 6
afios de edad, que padecia enteritis y diabetes, en 1978 (Esposito, Preti,
Consolo, Nazzari, & Principi, 2012; Ginneken et al., 2009; Wigand, Gelderblom,
& Wadell, 1980).

Casi al mismo tiempo se reconocié al adenovirus avial (SMAM-1) en
aves de la India, al cual se le atribuyd un aceleramiento de la tasa de muertes
en rebafios de aves comerciales asi como la causa de obesidad de los
animales infectados(N V Dhurandhar, Kulkarni, Ajinkya, & Sherikar, 1992).

Ademas un estudio en India en participantes con obesidad, resultd con
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anticuerpos contra este virus en un 20% ademas de tener un peso mas elevado
que los participantes sin infeccion, por lo cual los investigadores responsables
postularon que los virus de aves, pudieron haber mutado e infectar a seres

humanos provocando la obesidad (Richard L Atkinson, 2014).

Sin embargo el primer estudio del efecto adipogénico del Ad-36 fue hasta el
2004, en el cual el investigador Dhurandhar, reporta dicha actividad viral en
monos, ratas y aves, causando un incremento de adiposidad de un 50-150%
segun el animal de experimentacion (N V Dhurandhar et al., 2000; Nikhil V
Dhurandhar, 2004), ademas del incremento observaron que los animales
infectados directamente tenian niveles menores de colesterol circulante y
triglicéridos (Arnold et al., 2010; N V Dhurandhar et al., 2001).

2.2.3 Via de Infeccién del Ad-36

El adenovirus se internaliza en la célula mediante la interaccion de la
fibra del virén con el receptor superficial de la célula llamado Coxsackievirus y
adenovirus receptor (CAR). El sitio de union es el de terminal-C de la fibra
proteica que se adhiere al terminal-N del receptor CAR. El anclaje del viron es
facilitado por la interaccién entre la integrina de la membrana y la capside
penton base, permitiendo la entrada de la particula. Esta fijacién en el estado de

entrada, desencadena moléculas de senalizacidon continuando con mas eventos

de endocitosis por el cual la capside invade a la célula (Figura 2) (Fan, 2015).
|
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Figura 2. Ciclo de infeccion y replicacion viral del Adenovirus.(Yi, 2010)
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2.2.4 Efecto Adipogénico del Ad-36 invitro e invivo

El Ad-36 induce la diferenciacion y la acumulacién de lipidos en células
3T3-L1 pre-adipocitos y en células madre derivadas de tejido adiposo
humano(H N Na, Kim, & Nam, 2012); el responsable de este mecanismo se le
atribuye al gen E4 orf-1, esto es de acuerdo a lo reportado por el trabajo de
(Rogers et al., 2008) en el cual la presencia de dicho gen resultaba necesaria
para la diferenciacion y acumulacion de lipidos en células madres derivadas de

tejido adiposo humano.

Por otra parte se ha encontrado ADN del Ad-36 en células adiposas lo
qgue supone su instalacion en este tipo de células y la modificacidon en sus vias

de proliferacion (Salehian et al., 2010).

Los experimentos realizados por (Ha Na Na & Nam, 2012) mostraron que
después de un dia de haber infectado a los ratones C57BL-/-TM6 de tipo
salvaje, tenian niveles de RNA mensajero (mMRNA) de citocinas proinflamatorias
MCP-1 y TNF-a 3 y 2 veces mas altos, respectivamente en los depdsitos de
grasa en comparacion con los ratones que no estaban infectados. Después de
90 dias de la infeccién los niveles de mRNA de MCP-1, fueron dos veces mas
altos, mientras que los niveles de mMRNA de TNF-a, fueron 6 veces mas altos en
los infectados con Ad-36 en comparacién con los controles. Ademas en los
ratones infectados se demostré que tenian mayor infiltracién de células linfoides
y macréfagos en los depdsitos de grasa en comparacion con los ratones control
(Park, Park, Lee, & Nam, 2016).

Por su parte el PI3K es una quinasa que regula la accién de la insulina al
ser sustrato del receptor de glucosa. Este tipo de quinasas desarrollan
diferentes funciones pero una es la proliferacion de células por lo que se ha
observado presente en el la proliferacion de nuevas células adiposas (Richard L
Atkinson, 2011; De Luca Carl, 2008; Louie, Roberts, & Nomura, 2013; Ponterio
& Gnessi, 2015). Estudios en adultos soportan la relacion de la obesidad y la
infeccion del Ad-36(R L Atkinson et al., 2005; Ginneken et al., 2009; Keith et al.,
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2006; Pasarica et al., 2006; Waye, Chan, Tong, Ma, & Chan, 2015). Sin
embargo en Paises Bajos asi como en Bélgica ha sido reportada la falta de
evidencia de infeccidén de Ad-36 entre su poblacion, reportando una prevalencia
del 5.5%(Goossens et al., 2011; Nam, 2013).

Similar a lo reportado en estudios con animales, un estudio en adultos
también ha reportado niveles séricos de colesterol mas bajo, en los adultos
positivos al Ad-36, en comparacion con los adultos negativos (R L Atkinson et
al., 2005) y paraddjicamente mayor peso corporal en los participantes
infectados. Mientras que un estudio reciente, ha asociado una mayor tasa de
infeccion del Ad-36 en sujetos adultos con obesidad o diabetes (Waye et al.,
2015).

También en adultos se ha asociado la presencia de Ad-36 con
diferencias en la raza y género (Broderick et al., 2010), considerando mayor
prevalencia en la raza Afroamericana e Hispanos, asi como mayor frecuencia

en el género masculino.

Ademas hasta el momento se cuenta con evidencia del trabajo del
desarrollo de una vacuna anti Ad-36, que ha mostrado ser capaz de contener el
incremento de adiposidad que caracteriza la infeccion de Ad-36 en animales y
la infiltracién de células inmunes en el tejido adiposo (Ha-Na Na, Kim, & Nam,
2014; Na HN, 2014).

Siendo la obesidad una epidemia mundial que tiene alta prevalencia no
solo en adultos sino en nifios también se inicio investigaciones en este grupo de
edad.

2.2.5 Epidemiologia del Ad-36 en Nifios

La alta prevalencia a nivel mundial de la obesidad infantil, ha generado
interés en su multiple etiologia a fin de conocer los factores de riesgo mas
representativos de cada pais, para identificar los de mayor frecuencia en su

poblacién y generar propuestas efectivas de prevencién y accion en el
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tratamiento de la obesidad, a fin de disminuir los indices y evitar las altas tasas
de morbimortalidad a partir de las comorbilidades que se desarrollan con la

obesidad.

En paises como Estados Unidos, Suecia, Turquia y Corea se han
realizado los estudios mas representativos de poblacion infantil en relacién a la
seroprevalencia del Ad-36 en nifilos con y sin obesidad. Conjuntamente el
reporte de estas investigaciones ha promediado una prevalencia del 28% de
seropositividad a Ad-36 en nifios con obesidad y 10% en nifios sin obesidad
(Esposito et al., 2012).

La primera investigacion realizada en nifios con obesidad fue en Sedl,
Corea, en la cual se demostrd una seroprevalencia de Ad-3d el 30% en nifios
con obesidad, ademas el grupo positivo presenté valores mayores de IMC y
circunferencia de cintura en comparacion con los no infectados (Richard L
Atkinson, Lee, Shin, & He, 2010)

En San Diego, California también evaluaron la presencia de anticuerpos
anti Ad-36 en poblacion pediatrica. Sus resultados destacan que el 15% de los
nifos y adolescentes con obesidad fueron positivos, siendo mas frecuente en el
grupo con obesidad que en el grupo sin obesidad, ademas tuvieron
evaluaciones antropométricas significativamente mas altas, en peso, IMC vy el

indice cintura/altura (Gabbert, Donohue, Arnold, & Schwimmer, 2010).

En Suecia se asocié el Ad-36 con la obesidad pediatrica, mediante la
evaluacion de nifios con sobrepeso/obesidad, obteniendo un 28.8% de

seropositividad y un 21.1% en nifios delgados (Almgren et al., 2012).

En México, un estudio realizado en el estado de Guerrero con nifios de
edad escolar entre 5-11 afios, evaluaron la asociacion de anticuerpos positivos
para el Ad-36 con la obesidad y el perfil metabdlico de los nifos. En general la
seroprevalencia total del Ad-36 fue del 73.9% siendo mas alta en nifios con
obesidad (58.6%) en comparacion con el grupo de IMC normal (41.4%). La

seropositividad del Ad-36 seropositividad se asocié con obesidad y C-HDL.
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Por su parte un estudio reciente ha reportado en Turquia, individuos en
edad entre 5-17 anos, el 27.1% fueron positivos a anticuerpos anti Ad-36 del
grupo con obesidad y un 6.1% de los nifios sin obesidad, de esta manera se
asocio el Ad-36 con la obesidad en niflos y adolescentes de esta region

(Karamese, Altoparlak, Turgut, Aydogdu, & Karamese, 2015).

Otro estudio longitudinal en adolescentes masculinos de Corea,
demostré que la infeccion por Ad-36 estaba asociada con la obesidad y el

incremento de adiposidad (G. Wang, Gislum, Filippov, & Montgomery, 2015).

2.2.6 Metodologia en la Determinacién de Anticuerpos
Anti Ad-36

La determinacion de la infeccion en humanos es mediante un ensayo de
neutralizacion de sueros o un ensayo de ELISA (acronimo del inglés: Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay: 'ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas')
(Richard L Atkinson, 2014). En el presente estudio se desarrollé un método de
ELISA para la deteccion de anticuerpos de memoria (IgG) contra Ad-36, a
menor costo que los que se ofrecen en el mercado internacional y con

modificaciones para su posterior patente.

2.3 Alteraciones Clinico-Metabodlicas en Ninos

Cuando un nifio presenta sobrepeso, puede presentar complicaciones
que se clasifican en inmediatas, intermedias y tardias, de acuerdo al lapso de
tiempo entre el inicio del exceso de grasa, hasta la aparicion de las

manifestaciones asociadas.

Entre las complicaciones inmediatas se incluyen: la resistencia a la
insulina, aumento de colesterol, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
triglicéridos, diabetes mellitus tipo 2, alteraciones pulmonares, menstruales y
trastornos psicologicos. Por otra parte las complicaciones intermedias,
presentan: hipertensién arterial (10 veces mas), hipercolesterolemia (2.4 veces

mas), altos niveles de LDL (3 veces mas), y bajos niveles de lipoproteina de
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baja densidad (HDL) (8 veces mas) en un lapso de dos a cuatro afos. Mientras
que las complicaciones tardias conllevan al incremento en la incidencia y
prevalencia de  enfermedades  coronarias, hipertension  vascular,
ateroesclerosis, enfermedad renal vascular, artritis y ciertas neoplasias, cuando
la obesidad persiste hasta la etapa adulta (Escudero, Virginia, & Morales
Romero, 2014).

Es por esto que en la practica clinica se han utilizado distintos
parametros para determinar el riesgo y/o la posible presencia de las
comorbilidades de mayor asociacion a la obesidad. Valores antropométricos de
la circunferencia de cintura, clinicos como presion arterial y bioquimicos como
niveles séricos de glucosa en ayunas, colesterol total, triglicéridos, LDL y HDL,
de acuerdo a la evidencia cientifica de la fuerte relacién entre la obesidad y
comorbilidades como riesgo cardiovascular y diabetes mellitus tipo 2,

principalmente.

Como se ha mencionado las alteraciones en los parametros
antropomeétrico, clinicos y bioquimicos, aparecen progresivamente a lo largo de
los afios, y su inicio se puede dar durante la etapa pediatrica, previo a ser una
enfermedad en el adulto. Por lo que se han sumado esfuerzos en la deteccion y
tratamiento adecuados para evitar el desarrollo de una complicacion y/o
presentar de manera temprana. Si bien una vez diagnosticada una ECNT, el
tratamiento es costoso y requiere de atencion médica de mediana y alta

complejidad (Peralta Romero et al., 2014).

El aumento de la prevalencia de la obesidad en la nifiez ofrece un
panorama del incremento significativo en la incidencia de enfermedades

cardiovasculares y metabdlicas.

El virus Ad-36 ademas de ser asociado con la obesidad, se ha
demostrado su relacion con el aumento de peso, elevados valores de

circunferencia de cintura y un alto indice cintura/altura, en comparaciéon con
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nifos sin infeccion de Ad-36 (Esposito et al., 2012). A continuacion se

presentan las variables clinico-metabdlicas y su relacion con el Ad-36, en nifos.

Las estimaciones de la prevalencia del sobrepeso y la obesidad son
comunmente basadas en el IMC. Sin embargo el IMC es un indicador menos
sensible al exceso de grasa corporal en un nifio, ademas de no indicar la

distribucion de la grasa (McCarthy, Jarrett, & Crawley, 2001).
2.3.1 Circunferencia de Cintura en Escolares y Ad-36

La circunferencia de cintura permite la medicién de la distribucion central
de la grasa (Burguete Garcia, Valdes Villalpando, & Cruz, 2014). El aumento de
la circunferencia de cintura es relacionado a una mayor proporcion de grasa
visceral, la cual esta relacionada con alteraciones en los niveles de glucosa,
colesterol y presion arterial, ocasionando mayor riesgo a desarrollar
comorbilidades como resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 y riesgo
cardiovascular (Burguete Garcia et al.,, 2014; Salinas Martinez, Hernandez

Herrera, Mathiew Quirds, & Gonzalez Guajardo, 2012).

El estudio de Magdalena et al. 2011 en nifios de poblacion mexicana ha
encontrado que la circunferencia de cintura abdominal alta es un factor
predictivo para el riesgo cardiovascular y que los sujetos con mayor
circunferencia de cintura tienen hasta dos veces mas probabilidad de tener
concentraciones elevadas de triglicéridos (Magdalena et al., 2011). Otros
estudios del noreste de México en nifios, han descrito los principales factores
de riesgo para presentar obesidad central, reconociendo que puede iniciar
desde el embarazo con habitos alimenticios inadecuados, falta de control del
peso, falta de lactancia materna durante los primeros 6 meses de vida,
ablactacion temprana, e introduccion de bebidas azucaradas, ademas de la
falta de educacion de los riesgos de salud (Bacardi-Gascon, Jones, & Jiménez-
Cruz, 2013; Bergmann et al., 2010; Vargas et al., 2011; S. Yamada, Tsukamoto,
& Irie, 2007)
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Por su parte la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) ha
elaborado una guia de “Diagndstico, control, prevenciéon y tratamiento del
Sindrome Metabdlico en Pediatria”, en el que se describen los puntos de corte
de la circunferencia de cintura para la poblacion Mexicano-americana, en la cual
desde el percentil 90 es considerado una alteracion (Gil, Luquez, Ferreira, &
Tambascia, 2007).

El uso de indicadores como el IMC y la medicion de la circunferencia de
cintura, son estrategias de evaluacion en la practica clinica que permiten una
adecuada clasificacion de la gravedad de la enfermedad y del riesgo asociado
con esta, estableciendo medidas de prevencion o seguimiento del tratamiento

de la obesidad y sus comorbilidades(Davila Torres et al., 2015).

Por su parte existen estudios que han relacionado al Ad-36 con
alteraciones en el IMC y la circunferencia de cintura. Uno de ellos es el estudio
de Atkinson en nifios coreanos en el 2010 (Richard L Atkinson et al., 2010) en
edad de 8-16 anos, evalud los anticuerpos anti-Ad-36, del total de su poblacion
30% resultaron positivos (n=25), siendo su IMC z-score y la circunferencia de
cintura significativamente mayor en el grupo positivo en comparacion con el
grupo negativo (Richard L Atkinson et al., 2010). Mientras que otro estudio
realizado de igual manera en nifios coreanos, la media de circunferencia de
cintura fue significativamente mayor en nifios con obesidad vs en nifios sin
obesidad sin embargo al ser subdivididos en grupos de acuerdo al Ad-36 no

hubo una diferencia mayor(H-N Na et al., 2010).

En el trabajo de investigacion de (Gabbert et al., 2010), encontré que en
el subgrupo positivo a anticuerpos anti Ad-36 con obesidad tuvieron valores
antropométricos significativamente mayores (peso, IMC, circunferencia de

cintura) que los nifios con obesidad negativos.
2.3.2 Presion Arterial en Escolares y Ad-36

Otra variable a considerar cuando se cursa con obesidad en adultos es la

presién arterial, debido a que ante el exceso de grasa existe una relacién con el

18



aumento de la presion arterial, convirtiéendose en hipertension con el paso de
los afios, si no se atiende de manera preventiva. En pediatria la presion arterial
(PA) es un marcador muy variable, debido a que se presentan valores normales
ajustados al género y la edad. La PA aumenta progresivamente a lo largo de los
afios con el crecimiento y desarrollo corporal. Durante el primer mes de vida, la
PA sistélica aumenta rapidamente y después se enlentece hasta los cinco anos.
Entre los cinco afios y la pubertad, la PA sistdlica y diastélica (PAS y PAD)
aumentan a un ritmo de 1-2 mmHg y 0.5-1 mmHg, respectivamente, cada afno.
Entre los 13 a 18 afos la PA se incrementa de nuevo siendo mas evidente en el
género masculino en comparacién con el género femenino, como consecuencia
del desarrollo puberal mas tardio y mayor masa corporal (De La Cerda Ojeda &

Herrero Hernando, 2014).

En nifos y adolescentes para diagnosticar hipertension el punto de corte
es >95 percentil de PAS y/o PAD. Por lo que en el presente trabajo se utilizan
dichos criterios para definir la alteracién a partir del percentil >95(National High
Blood Pressure Education Program Working Group on & High Blood Pressure in
Children and Adolescents, 2004).

De acuerdo a estudios, los casos de nifios con hipertensidon tienen un
mayor riesgo a padecer encefalopatia hipertensiva, convulsiones, accidentes
cerebrovasculares y falla congestiva del corazon y esta relacionada con la
presencia de obesidad (Juonala et al., 2011; Kelly et al., 2013; Luma, Spiotta, &
Luma GB, 2006; Woo et al., 2004).

Estudios han reportado una asociacion significativa entre los niveles de
Angiontensinogeno (AGT) y los de presion arterial. EI AGT es un precursor
vasoactivo pepitidico de la Angiotensina Il, componente de la vasoconstriccion
en el sistema renina-angiontensina, regulador de la presion arterial. A pesar de
que el AGT es producido por el higado, el tejido adiposo también es
considerado una fuente principal extra hepatica del AGT y se ha demostrado
que el mMRNA AGT es mayormente expresado en grasa visceral que en grasa

subcutanea en humanos (Maury & Brichard, 2010) por lo que en este caso el

19



aumento de la grasa visceral representa un riesgo para el desarrollo de la
hipertension. Los riesgos de los nifios y adolescentes con hipertension a largo
plazo pueden ser substanciales, por lo que es importante incluir este indicador

en la practica de clinica para mejorar los resultados de la salud.

En nifios y adolescentes no se ha relacionado la infeccién de Ad-36 con
cambios significativos en la presion arterial sin embargo como se mencionaba
con anterioridad (Aldhoon-Hainerova et al., 2013; Richard L Atkinson et al.,
2010; H-N Na et al., 2010; Parra-Rojas et al., 2013) la HTA se puede desarrollar
con el incremento de la grasa en especial la visceral, lo que supone que el Ad-
36 al ser relacionado como un factor de riesgo en el incremento de la
adiposidad, sugiere un riesgo secundario en el incremento de los valores

normales de la presion arterial.
2.3.3 Glucosa Sérica en Escolares y Ad-36

La obesidad infantil esta asociada con un incremento en la prevalencia
de la diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes. Por lo que en nifios con obesidad
se recomienda la determinacién de glucosa plasmatica en ayunas para la
busqueda de las alteraciones en los niveles séricos de glucosa (Gil et al., 2007).
La ALAD, sugiere la determinacién de glucosa en ayuno considerando 8 horas
de ayuno previo. Los valores de glucemia en ayunas establecidos para la
poblacién pediatrica, pueden evidenciar trastornos metabdlicos, con el fin de
prevenir la resistencia a la insulina y/o el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2.
Actualmente se considera el puntos de corte de la Guia ALAD, >100mg/dL para
nifios (Gil et al., 2007).

Un estudio realizado en nifios de poblacién mexicana, asocid la obesidad
infantil con factores de riesgo cardiovascular: hipertensién arterial, dislipidemia y
alteraciones en la glucosa (Escudero et al., 2014).
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La infeccion por Ad-36 sugiere la absorcion celular de glucosa al activar
la via de sefalizacion Ras e incrementar la expresion de proteinas como
GLUT1 y GLUT4 en células musculares humanas (Figura 3) (Ha-Na Na, Hong,
et al., 2014; Z. Q. Wang et al., 2008).
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Figura 3. Ad-36 como mediador de glucosa independiente de la insulina. El Ad-36 regula
la quinasa Fosfoinositol quinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) por la via de sefializacion Ras,
incrementando la captacion de glucosa, por transportadores de glucosa Glut1 y Glut4, a pesar
de la regulacion baja de la sefializacién del Sustrato del Receptor de Insulina (IRS, por sus
siglas en inglés). Tomada de (Ponterio & Gnessi, 2015)
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A pesar de que no se le atribuye especificamente este mecanismo a
niveles normales de glucosa en ayunas, estudios en ninos infectados con Ad-36
no han mostrado diferencias significativas en las medias de esta variable de los
grupos con o sin infeccion de Ad-36 (Almgren et al., 2012; H-N Na et al., 2010)

2.3.4 Perfil de Lipidos en Escolares y Ad-36.

La obesidad infantil, la hipertension arterial y la hipercolesterolemia, son
factores de riesgo potenciales a padecer una condicién de riesgo cardiovascular
(RCV), la cual eleva la probabilidad de sufrir un evento vascular que puede ser
cardiaco, cerebral, o vascular periférico. Niveles elevados de colesterol LDL y
niveles disminuidos de HDL, forman parte del perfil aterogénico en pacientes

con obesidad y se consideran un factor de RCV.
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La hipercolesterolemia es el primer estadio de la ateroesclerosis.
Estudios han comprobado que durante las primeras etapas de vida se puede
iniciar la formacion de una placa ateroesclerética, comenzando con estrias
lipidicas en la pared arterial, que pueden progresar en la adolescencia y
expresarse clinicamente en adultos con la obstruccién arterial que conlleva a

enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares o vascular periférica.

De acuerdo a estudios patolégicos y de imagen, nifios y adolescentes con
inicio y progresion de lesiones ateroescleroéticas tienen asociacién con un patrén
de dislipidemias. La evaluacion de lipidos y lipoproteinas séricas, es importante
en la identificacién de dislipidemias en nifios, esto con el fin de reconocerlos en
grupos con riesgo acelerado de ateroesclerosis temprana (Daniels, Tephen,

Benuc Irwin, Christakis, & Dennison, 2012)

La Asociacion Americana del Corazdn para la prevencion de ateroesclerosis
y enfermedad cardiovascular de inicio en nifios, ha definido valores para
identificar alteraciones en el perfil lipidico (colesterol total, triglicéridos, C-HDL
[lipoproteina de alta densidad, por sus siglas en inglés] y C-LDL [lipoproteina de

baja densidad]), para nifios y adolescentes (Daniels et al., 2012).

A partir del incremento de estos valores o disminucion (en el caso de
C-HDL) es se considera una alteracion como factor de riesgo para desarrollar
ECNT de la obesidad.

En cuanto a la relacion del perfil de lipidos y la infeccidon por Ad-36, se
consideran algunas controversias, de acuerdo a la evidencia cientifica de nifios
infectados que no reportan diferencias significativas (Almgren et al., 2012;
Parra-Rojas et al., 2013). Por el contrario el estudio de (H-N Na et al., 2010)
reporta que el grupo con obesidad y positivos tenian niveles de colesterol y
triglicéridos mayores a los participantes que resultaron negativos al Ad-36
(p<0.001), sin embargo estas asociaciones no se mostraron en el grupo sin

obesidad.
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2.4 Ad-36 y su Asociacion con la Obesidad y Alteraciones
Clinico-Metabdlicas en Nifios

La obesidad es una enfermedad que se caracteriza por el exceso de
grasa corporal. Esta masa grasa se ha reconocido, como un sistema endocrino
con células especializadas (adipocitos) capaz de producir adipocinas que
modifican procesos metabdlicos. El exceso de adipocitos se correlaciona con
una mayor concentracién de adipocinas que perjudican la salud, y activan la
expresion de citosinas del sistema inmunolégico, que son cofactores en el
desarrollo de comorbilidades asociadas con la obesidad. Por su parte la
infeccion viral por Ad-36 activa el sistema inmunoldgico por su naturaleza viral y
ademas promueve el desarrollo de nuevos adipocitos, por lo cual resulta
importante estudiar su papel en la obesidad infantil, a fin de identificar su

impacto en esta poblacién.

Como se ha mencionado anteriormente existe evidencia cientifica de
poblacion pediatrica que han reportado una asociacion entre el Ad-36 y la
obesidad y en algunos casos, el virus también se ha asociado con
anormalidades en parametros clinicos y metabdlicos utilizados en la evaluacion

de la obesidad infantil.

El Ad-36 siendo un factor de riesgo que promueve la proliferacién de un
mayor numero de células adiposas ademas de promover la activacion del
sistema inmunologico por su naturaleza viral es de alta importancia en el
estudio de la obesidad y sus comorbilidades, con la finalidad de profundizar y

mejorar los tratamientos en nifios y adultos.
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lll. JUSTIFICACION

En la actualidad la obesidad es una enfermedad considerada como
problema de salud mundial, que ha afectado a todos los grupos de edad sin
importar la etnia o el sitio geografico en el que se encuentren, ademas
promueve el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas y genera altos
costos en el sector salud. Esto ha alcanzado un 34.4% de prevalencia en nifios
en edad escolar a nivel nacional (Gutiérrez et al., 2012) y un 30.95% en el
estado de Nuevo Ledn(Secretaria de Salud del Estado de Nuevo Ledn, 2013).
Esta alta prevalencia pronostica para el futuro préximo, poblaciones con

adolescentes que pueden iniciar a tener alteraciones clinicas y metabdlicas

A la par han incrementado el numero de estudios que han dado a
conocer la etiologia de la obesidad sin embargo en los ultimos afios el virus Ad-
36 se ha postulado como un nuevo y posible factor de riesgo para el desarrollo

de la obesidad en ninos.

Por lo cual la presente investigacion, se centra en el estudio del factor
biolégico Ad-36 relacionado recientemente con la obesidad en nifios y su
asociacion con otros parametros clinicos y metabdlicos, que se encuentran
alterados durante esta condicion desarrollando enfermedades cronico

degenerativas durante la etapa de la adolescencia e incluso adultez.

Por su parte la metodologia empleada en este trabajo fue un
inmunoensayo ELISA a bajo costo y especifico para la deteccion clinica de
anticuerpos de memoria contra Ad-36, fortaleciendo las evaluaciones de

diagndstico en el manejo de la obesidad.

La investigacion fue viable gracias al trabajo multidisciplinario que
permitié el acceso en el Servicio de Endocrinologia del Hospital Universitario,
asi como el Laboratorio de Inmunovirologia, en la Facultad de Medicina y la

asesoria de los profesores expertos en el tema.
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Los resultados arrojados por la investigacion aportan conocimiento en la
comprension de la etiologia de la obesidad en escolares del estado de Nuevo
Ledn. Es importante resaltar que el analisis de los datos recolectados nos
permitidé identificar e integrar nuevos conocimiento siendo una base util para
préoximas investigaciones con el objetivo de desarrollar medidas preventivas a
los efectos adipogénicos del Ad-36 y las comorbilidades de la obesidad. Las
conclusiones definidas de este trabajo son trascendentales para la sociedad,
debido a la alta prevalencia de obesidad en escolares a nivel local, nacional e

internacional.
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IV. HIPOTESIS

El porcentaje de escolares con obesidad y seropositivos en Ad-36 es

mayor al de los escolares sin obesidad y seropositivos en Ad-36.

La infeccion por Ad-36 esta asociada con la obesidad y las alteraciones

clinico-metabdlicas en los escolares.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar la asociacion entre la infeccién por Ad-36 con la obesidad vy

alteraciones clinico-metabdlicas en escolares del estado de Nuevo Leodn.

5.2 Objetivos Especificos

1. Identificar las alteraciones clinico-metabdlicas en escolares con y sin
obesidad.

2. Determinar la presencia de anticuerpos totales contra Ad-36 por un
meétodo inmunoenzimatico en escolares con y sin obesidad.

3. Determinar la asociacion entre la infeccidon viral por Ad-36 vy las
alteraciones clinico-metabdlicas en escolares.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno del Estudio

La presente investigacion es retrospectiva, transversal, descriptiva y
correlacional, perteneciente al Proyecto General “Estrategias de Salud,
Alimentacioén y Activacion Fisica en Escolares con Sobrepeso u Obesidad” con
registro 07-FaSPyN-SA-08, del cual se derivan los programas: Campamento de
Verano Especializado Salud para Aprender “Vacaciones Saludables”
(2011-2014) y el “Modelo Integral de Intervencion en Salud, Alimentacion y
Activacion Fisica” (2015), bajo la direccién de Cuerpo Académico de Nutricion,
Obesidad y Enfermedades Relacionadas, de la Facultad de Salud Publica y
Nutricion (FaSPyN) y en colaboracién con profesionales de investigacion del
Servicio de Endocrinologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”, asi como el Departamento de Inmunologia de la Facultad de
Medicina, de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn (UANL). El Proyecto
General se ha realizado en conjunto con el programa estatal “Salud Para
Aprender” (SPA) perteneciente a la Secretaria de Educacion del Estado de

Nuevo Ledn.

El presente estudio se encuentra debidamente registrado con el numero
15-FaSPyN-SA-31, aprobado por el comité de Etica en Investigacién, Bioética y

Bioseguridad de la institucion.
6.2 Tamano de la Muestra

Se incluyd una muestra autoseleccionada de 343 escolares de la base
de datos del Proyecto General de los anos 2011-2015.

28



6.3 Criterios de Seleccion

6.3.1 Inclusién

Se incluyeron los sueros congelados (-80°c) de los escolares con edades
entre 6-12 afios con estado nutricio de acuerdo al IMC en Obesidad (z > 2 DE)
e IMC Normal (-1DE <z <1DE) asi como sus datos antropométricos y

bioquimicos completos, ademas de la ausencia de tratamientos farmacologicos.

6.3.2 Exclusion

Se excluyeron participantes que tuvieran una edad fuera del rango de 6 a
12 afos y aquellos que en su expediente meédico reporten tratamiento
farmacolégico con aspirina, tratamiento hormonal, antiviral y/o presentaba

ausencia del dato en el registro médico.

6.3.3 Eliminacion

Se eliminaron los sueros de sujetos con contaminacion visible,

hemolisados, o precipitados.
6.4 Participantes

Para la obtencién de la informacién correspondiente a cada participante
se consultd la base de datos del Proyecto General que incluye informacion
antropomeétrica, clinica y bioquimica de los escolares, ademas de los formatos
de consentimiento informado para Padres y asentimiento informado de cada
escolar aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario, de acuerdo
al programa en el que particip6: Campamento de Verano Especializado, 2011-
2014 (Anexo 1) y “Modelo Integral de Intervencion en Salud, Alimentacién y
Activacién Fisica”, 2015 (Anexo 2), asi como un mismo formato para el

asentimiento informado de los escolares (Anexo 3).

Para la presente investigacién fue necesaria, la comparacion de los

resultados del grupo de IMC Obesidad, con los de un grupo de IMC Normal, por
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lo cual se tuvo especial participacion en el reclutamiento y la recoleccion de
muestras para la evaluacién del estado de salud y nutricio de los escolares
seleccionados, siguiendo los mismos procedimientos que para el caso de los

escolares con Obesidad.

Las técnicas de recoleccion y metodologia empleada para la medicion de
las variables, fueron realizadas por personal profesional capacitado vy se

describen a continuacion:

Los escolares fueron citados al Centro de Investigacion en Nutricion y
Salud Publica de la FaSPyN, UANL en horario matutino (7:00am) acompanados

por alguno de sus padre (s) o tutor y en ayunas.

Atendian la evaluacion iniciando con las mediciones antropométricas que
incluian peso, talla y circunferencia de cintura, en ropa ligera y descalzos; al
concluir las mediciones, continuaban con la evaluacion bioquimica mediante la
toma de muestra sanguinea, atendida por profesionales de la salud
capacitados, quienes realizaron una venopuncion y extrajeron un total de 6 mL
de sangre, con la cual se determinaron los valores séricos de las variables
metabdlicas, posteriormente la muestra sanguinea era procesada para la
extraccion de una muestra sérica de 1mL y almacenada en congelacion (-80°C)
hasta su uso posterior en el ensayo de ELISA para anticuerpos anti Ad-36.
Después de la extraccion sanguinea se procedia a una evaluacion médica, en
la cual un médico evalud la presién arterial de cada escolar y se incluyé como
variable clinica en la presente investigacién. La operacionalizacion de las

variables y la referencia internacional se describe en la (Tabla 1).

Posteriormente se capturé la informacién correspondiente en la base de
datos general y de acuerdo a las unidades de cada variable: peso (kilogramos),
la talla (centimetros), la edad en afios y la circunferencia de cintura
(centimetros), presion arterial (mmHg), glucosa en ayunas, colesterol sérico,
triglicéridos, colesterol-HDL y colesterol-LDL en (mg/dL). La informacion del

indice de Masa Corporal (IMC) para la edad, fue calculada utilizando el software
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WHO AnthroPlus.Ink para la interpretacion de los datos de IMC de acuerdo a su
categoria a los puntos de corte de la OMS del 2007 para nifios y nifas de 5-19

anos.

Los sueros fueron almacenados en congeladores especializados a una
temperatura de -80°C, en el Servicio de Endocrinologia del Hospital
Universitario y previo al inmunoensayo, mediante un formato de solicitud del
hospital (Anexo 3), se trasladaron al Departamento de la Inmunologia en la
Facultad de Medicina de la UANL, en condiciones Optimas para evitar su

descongelamiento.
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Tabla 1. Operacionalizacién de Variables

Variables

Técnica

Instrumento

Normal

Alteracion

indice de
Masa
Corporal1

Relacion peso
(kg)/talla (m2)

Peso:

Bascula TANITA
BF-530

Inbody 720.
Body
composition
Talla:
Estadimetro
SECA 217

(-1DE<z<1DE)

(z>2 DE)

Circunferenci

Punto medio
entre la ultima

Cinta métrica

<90 Percentil

>90 Percentil

a de cintura® | costilla y cresta Lufkin W606ME
iliaca
Toma de presion Baumandmetro
Presion arterial en el C o . .
3 pediatrico <90 Percentil >90 Percentil
Arterial antebrazo
S OMRON
izquierdo
Colesterol | Método <170 mg/dL | >170 mg/dL
total enzimatico
4 colesterol
HDL-c esterasa >35 mg/dL <35 mg/dL
Método
Triglicéridos® | enZimatico _ <150 mg/dL | >150 mg/dL
glicerol fosfato UniCel DxC 600
oxidasa Beckman
Coulter
Derivado del
LDL* | Mmetodo <110mg/dL | >110 mg/dL
enzimatico Por
calculo
Método
Glucosa | o imatico <100 mg/dL | >100 mg/dL
sérica

hexoquinasa

(
A

3

World Health Organization, 2009)
International Diabetes Federation, 2006)

(International Diabetes Federation, 2006)

4(National High Blood Pressure Education Program Working Group on & High Blood

Pressure in Children and Adolescents, 2004)
*(Daniels et al., 2012)
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6.5 Determinacion de Anticuerpos contra Ad-36

6.5.1 Obtencion del Antigeno

La deteccidn de anticuerpos contra Ad-36 se realizO mediante una
prueba de ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay:
'ensayo por inmunoadsorcidon ligado a enzimas') desarrollada con
modificaciones especificas para la determinacién de Ad-36, en el Laboratorio de
Inmunovirologia del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina

en la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

Previo a realizar la prueba de ELISA se adquirié la linea celular A549
(ATCC® CCL185™) y el virus Human adenovirus 36 (ATCC® VR1610™) de la
American Type Culture Collection (ATCC).

Primeramente se trabajo con la linea celular A549 para amplificarla, se

describe el procedimiento a continuacion:

En un frasco para cultivo celular de 25 cm? (T25), se sembrd la linea
celular A549, en medio de cultivo F-12K Kaighn’s modificado, fue suplementado
con suero fetal bovino al 10% (GIBCO®), antibidtico/antimicético al
1%(Biowest®) y filtrado con un filtro de 0.22um (MILLIEX®GP), se utilizé como
nutriente para la amplificacion de las células. El procedimiento se llevd cabo en
condiciones de esterilidad con limpieza previa de superficies con etanol al 75%,
material nuevo y estéril asi como esterilidad ambiental previa con aplicacion de
luz ultravioleta (UV) durante cinco minutos antes de trabajar con el cultivo
celular. Posteriormente se mantenia en incubacién a 37°C con 5.0% de bidxido
de carbono (CO,), hasta obtener una confluencia del 100% en un periodo de 12
a 15 dias.

El cambio de medio suplementado Yy filtrado se realizaba cada tercer dia,
la confluencia maxima en cada frasco se alcanzaba después de 15 dias, para

posteriores pasajes celulares.
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Las células fueron cosechadas y cuantificadas en camara de Neubawer,
para finalmente ajustarlas a 1X10° cel/mL. Alicuotas de 1 mL fueron
almacenadas a -80°C en medio de cultivo suplementado al 10% con DMSO

(dimetilsulfoxido, Sigma Co.) hasta su posterior uso (Figura 4).

Figura 4. Microfotografia de Células A549

6.5.2 Amplificacion y Replicacion Viral del Ad-36 invitro

En un frasco T75 conteniendo una mono capa celular de la linea A549 en
confluencia mayor al 95%, se dispensaron 20uL del virus Ad-36 (VR-1610) a
una MOI de 10 (Multiplicidad de infeccion), colocandolo en posicidon vertical y
dispensando el contenido viral hacia el fondo del frasco, una vez en contacto
con el medio de nutrientes, el frasco fue incubado durante una hora a 37°C en
agitacion constante de 60 rpm (revoluciones por minuto), posterior a ello se
llevé a incubar en las mismas condiciones para la amplificacion celular de 37°C
en una incubadora dosificada con 5 % CO,, hasta alcanzar una infeccién viral
de mas del 90% de las células A549 (Figura 5).
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Figura 5. Fotografia de Infeccion Ad-36 en células A549

6.5.3 Obtencién del Antigeno: Proteinas Virales

La amplificacion y replicacién viral se llevd a cabo al 5° dia, donde
mostré un ECP (efecto citopatico) mayor al 90%. Las células fueron cosechadas
mecanicamente, por agitacion gentil del T75, para despegar las células
infectadas, se transfirieron a un tubo de 50 mL estéril y posteriormente fueron
sonicadas tres veces a un minuto cada uno en un sonicador de mesa
(BRANSONIC 221®), para obtener las proteinas virales del Ad-36, después de
la primera sonicacion, el tubo completo fue sometido a una agitacién constante
utilizando un vortex durante 10 segundos, posterior a este procedimiento el
contenido total fue dividido en viales con un contenido total de 0.5mL por vial

etiquetado como proteinas virales Ad-36 y congelados a -80°C, hasta su uso.

6.5.4 Determinacion de Proteinas Virales

La concentracion de proteinas virales se realiz6 mediante el método de

Bradford como se describe a continuacion:
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Se utilizaron 5 tubos eppendorf no.1 para la curva de calibracion. Con
albumina bovina (Sigma, Co), se realizaron las siguientes diluciones de los

estandares de albumina (mg/mL) (Tabla 2).

Tabla 2. Diluciones de los Estandares de Albumina

Tubo Albumina bovina Agua bidestilada
(uL) ML

1 50 450
2 150 350
3 250 250
4 350 150
5 450 50

La muestra fue un vial de proteinas virales Ad-36, la cual se diluy6 1:10,
1:100, 1:1000 en agua bidestilada (Tabla 3)

Tabla 3. Diluciones de Proteinas Virales para Determinacion de la
Concentracién

Agua bidestilada

(uL)
50 450
5 495
0.5 499.5

Posteriormente se afnadieron 500 pL de reactivo de Bradford a todos los

tubos, y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se realizé la lectura de la absorbancia a 595nm (BioSpectrometer,
eppendorf®). Las lecturas de Absorbancia de graficaron frente a las
concentraciones y se construyd una curva de calibracién, los datos de
Absorbancia de las muestras se extrapolaron a la curva de calibracién para

obtener la concentracion de proteinas virales del extracto proteico viral.

36



Finalmente se realizdé una dilucion a concentracién final de 5 ug/100 pL, en

buffer alcalino de carbonatos a pH=9.6.

a)

f)

6.5.5 Inmunoensayo

Para la fijacidon del antigeno viral se utilizaron micro placas de ELISA
(CORNING, Poliestireno grado 6ptico), en donde se aplicaron 5 pg/100
ML/pozo de proteinas virales, disueltas en buffer de carbonatos y pH a 9.6.

Posterior al llenado se coloc6 una tapa adhesiva y se mantuvo en
refrigeracion a 8°C durante toda la noche (15 horas), con el fin de adherir la
proteina viral como antigeno en la placa.

Al siguiente dia se incubd a 37°C durante una hora.

Después de la incubacion se realizaron 3 lavados con 100uL por pocillo de
la solucién de lavado PBS-Tween 20 1:1000. Se desechd el contenido de
manera manual, se procedid a llenar los pocillos con una pipeta multicanal
de 6 canales (eppendorf®), se desechaba la solucion de lavado
correspondiente y se retird cualquier exceso golpeando ligeramente la placa
ELISA sobre toallas de papel, este procedimiento se repetia un total de 3
veces después de cada incubacion.

Se procedié al bloqueo de espacios sin antigeno adherido, con una solucion
bloqueadora preparada al 5% de leche descremada en PBS, dispensando
100uL de la solucion en cada pocillo de la microplaca, posteriormente se
incubd a 37°C durante una hora.

Posterior al bloqueo se realizaron 3 lavados con 100uL por pocillo con una
solucion de lavado conteniendo PBS-Tween20 (1:1000). Los sobrenadantes
se desecharon de manera manual, esto se realizd con una pipeta multicanal
de 6 dispersores, el exceso se elimind golpeando ligeramente la microplaca
sobre toallas de papel adsorbente, este procedimiento se repitié un total de
3 veces después de cada incubacion.

Estandarizacion de sueros: cada suero fue diluido 1:10 y 1:100, en un buffer
de solucion de muestra conteniendo PBS al 5% de leche descremada pH
7.2. Posteriormente las diluciones se conservaron a 4°C.
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h) Los sueros fueron aplicados a cada pocillo en un volumen de 100 yL por

pozo. Para obtener sueros positivos y negativos se realizé un estudio piloto
previo al analisis de los sueros de los escolares, en donde se obtuvieron
sueros positivos y negativos, estos fueron validados en un equipo de
diagnodstico para Ad-36 (Abexxa, Co.) obtenido para la validacién de estos
ensayos. Sueros positivos y negativos validados fueron usados en este
ensayo y en paralelo fueron aplicados por duplicado los sueros de los
escolares, un control negativo de extracto celular (células A549) se llevo a
cabo en cada ensayo. Se evaluaron varias diluciones de los sueros para
estandarizar la zona de equivalencia de anticuerpos.

La microplaca conteniendo los sueros se cubrié con un adherente y se dejo
incubada a 37°C por una hora.

Posterior a la incubacion de los sueros, se realizaron 3 lavados con 100uL
por pocillo con una solucion de lavado conteniendo PBS-Tween20 (1:1000).
Los sobrenadantes se desecharon de manera manual, esto se realizé con
una pipeta multicanal de 6 dispersores, el exceso se eliminaba golpeando
ligeramente la microplaca sobre toallas de papel adsorbente, este
procedimiento se repitié en un total de 3 veces después de cada incubacion.

Fijacion del segundo anticuerpo: en este paso se utilizd un conjugado
anti-lgG monoclonal contra la molécula completa de IgG humana conjugada
a la peroxidasa (Sigma, Co), para evaluar la dilucion de equivalencia se
usaron varias diluciones siguiendo las instrucciones del comerciante a
1:10,000, estas fueron aplicadas en un volumen de 100uL, disuelto en una
solucién bloqueadora al 5% de leche descremada.

Las micro placas fueron incubadas con el segundo anticuerpo conjugado a
varias diluciones a 37°C por una hora.

m) Posterior a la incubacion del conjugado anti-lgG humana contra el anti

Ad-36, se realizaron 3 lavados con 100uL por pocillo con la solucion de
lavado conteniendo PBS-Tween20 (1:1000).

n) La reaccion antigeno-anticuerpo se reveldé con una solucion conteniendo

OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride) y H,O3; la preparaciéon del OPD
fue de la siguiente manera: se prepararon 20mL de una solucion de revelado
SIGMAFAST OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride), en el que se
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utilizaban 20mL de agua bidestilada, 1 pastilla de buffer de UREA y se
disolvié completamente por agitacion, una vez disuelta se afiadié 1 pastilla
de OPD y se mantenia de igual manera en agitacion constante hasta su
disolucion, antes de utilizar se afnadieron 12uL de perdxido de hidrégeno
(3%) y se mantuvo en agitacion constante durante 10 segundos.

Posterior a esto se dispensaban 100uL de solucidon de revelado en cada
pocillo y se mantuvo en incubacion durante 15 minutos, a una temperatura
ambiente de (22°C) en la oscuridad.

Para detener la reacciéon se utilizd la solucidon de revelado de H,SO4, a una
molaridad del 0.5M, anadiendo 50uL en cada pocillo.

Finalmente el desarrollo de color fue determinado con la lectura de la
Densidad Optica (DO) mediante un espectrofotémetro de microplacas
(GLOMAX MULTI DETECTION SYSTEM) a una longitud de onda de 450nm
y otra a 560nm, restandose la segunda lectura a la primera, a fin de
correccion; todas las lecturas se llevaron a cabo a no mas de 5 minutos de
detener la reaccion con solucion acida.

El valor de corte se consider6 a partir de una DO de =20.3 como suero
positivo y DO de <0.299 como suero negativo.

Los sueros utilizados se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura

de 8°C durante un minimo de 8 horas y se centrifugaban a 1200rpm durante 5

minutos, antes de ser utilizados en la prueba de ELISA.

Todos los equipos reactivos y materiales, a utilizar eran lavados con

detergente alcalino de laboratorio y etanol al 75% previamente antes de iniciar

el procedimiento correspondiente y los reactivos eran preparados maximo una

hora antes de ser utilizados (durante la incubacion previa).
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6.6 Analisis Estadistico

Los resultados fueron procesados mediante el software SPSS version
22.0 y Statdisk 12.0.2 de acuerdo a cada prueba, los resultados significativos

fueron determinados de acuerdo a un valor de p<0.05.

Principalmente se realizé un analisis descriptivo, con el que se obtuvo
las medias y desviaciones estandar de las caracteristicas de la poblacién, con
este analisis también se aplicé la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov,
para la observar la distribucién de las variables continuas(Canavos, 1992). Se
considerd una distribucion normal las que tuvieran un valor de p <0.05 y de
distribucion no normal en valores de p>0.05, bajo este criterio se considerd
realizar la prueba T para muestras independientes, en los casos con
distribucion normal y la prueba no paramétricas para dos muestras
independientes con el tipo de prueba U de Mann-Whitney en los casos con

distribucion no normal (Canavos, 1992; Siegel & Castellan, 2012).

Para el conteo de los casos con alteraciones, se realizaron tablas
cruzadas con columnas que indicaban los casos normales o con alteracion de

cada variable para cada grupo. Se compararon las proporciones de los casos

40



con alteracion en cada grupo con la prueba de hipotesis para dos proporciones,

con el software Statdisk version 12.0.2.

Posteriormente se realizé el analisis de regresion logistica binaria, para
asociar las variables dependientes con la independiente y conocer su relacion,
asi como la probabilidad de que se presente un hecho ante una condicion,
considerando como asociaciéon un valor de utilizando el software SPSS 22.0
(Montgomery, Peck, & Vining, 2002).
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VII. RESULTADOS

7.1 Descripciéon de la Poblaciéon

De los 343 casos de escolares entre 6-12 afos, 169 escolares
pertenecen al grupo IMC Obesidad y 174 escolares pertenecen al grupo IMC
Normal. De acuerdo a los criterios de exclusion en el grupo de IMC Obesidad
se excluyeron 34 casos en las variables de presion arterial (sistdlica y

diastdlica) y se excluyé un caso en las variables de C-LDL y C-HDL.

En las caracteristicas generales de cada grupo se observdé que las
medias de peso, talla, IMC, circunferencia de cintura, presion arterial sistdlica y
diastdlica, colesterol total, triglicéridos, C-LDL y C-HDL, resultaron con una
diferencia significativa (p<0.05), siendo la excepcién las medias de la glucosa

en ayunas (p>0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de la Poblacién

IMC Obesidad IMC Normal
n=174

Variables p-valor

Media DE Media DE
Edad (afios) 9.52 1.59 8.79 2.03 .001*
Peso (kg) 59.15 [15.40 | 29.86 7.66 .000**
Talla(cm) 143.73 | 11.13 | 132.11 13.34 .001**
IMC 3.29 0.93 [ 0.1764 0.49 .000*
Circunferencia de cintura (cm) 89.75 11.77 | 58.57 5.55 .000**
Presién Arterial Sistolica (mmHg) 99.65% | 12.41 88.27 12.18 .000*
Presién Arterial Diastélica (mmHg) 64.212 7.68 61.37 7.35 .011*
Glucosa en ayunas (mg/dL) 85.04 7.19 82.86 7.19 987
Colesterol Total (mg/dL) 164.80 | 31.80 [ 157.25 [ 25.48 .010**
Triglicéridos (mg/dL) 159.56 | 67.12 ( 108.13 31.78 .000*
Colesterol-LDL (mg/dL) 93_65b 29.61 82.58 22.63 .001**
Colesterol-HDL(mg/dL) 40_14b 9.78 53.16 11.53 .000*

*Prueba U de Mann-Whitney, ** Prueba T para dos muestras independiente, * n=135,
b:
n=168.
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7.2 Alteraciones Clinico-Metaboélicas en Escolares

Se identificaron el numero de casos con alteraciones clinico-metabdlicas
por grupos de IMC y se encontré una diferencia significativa de proporciones
(p<0.05) en las variables de colesterol total, triglicéridos, LDL y HDL, con un
mayor numero de casos en el grupo de IMC Obesidad en comparacién con el
grupo IMC Normal (Tabla 5).

Tabla 5. Casos de Escolares con Alteraciones Clinico-Metabdlicas

. IMC
Variables Alteracion IM(:(ﬁt;zzl)dad Normal \F/);Ior
(n=174)

Circunferencia de cintura (cm) > 90 Percentil 151 0 ---
Presion Arterial Sistdlica (mmHg) >90 Percentil 8a 1 -
Presion Arterial Diastolica (mmHg) | >90 Percentil 17a 9 .0198
Glucosa en ayunas (mg/dL) >100 mg/dL 4 1 -—-
Colesterol Total (mg/dL) >170 mg/dL 78 48 .0017
Triglicéridos (mg/dL) >150 mg/dL 90 12 .0000
Colesterol-LDL (mg/dL) >110 mg/dL 49b 23 .0003
Colesterol-HDL(mg/dL) <35 mg/dL 51 3

* Prueba de hipotesis para dos muestras. -- No se cuenta con suficientes datos para el analisis
estadistico * n=135, * n=168

7.3 Infeccion de Ad-36 en Escolares

Del total de 343 escolares, el 26.5% (91 escolares) fueron positivos. El
grupo de estudio obtuvo un 17.2% de seropositividad mientras que el grupo
control un 35.6% (Tabla 6).

Tabla 6. Seropositividad de Anticuerpos Contra Ad-36 en Escolares

Infeccion Ad-36 IMC Obesidad IMC Normal valor de p*

Ad-36(-) Negativo 140 82.8 112 64.4 .001

Ad-36(+) Positivo 29 17.2 62 35.6 .001
Total 169 100 174 100

*Prueba de hipotesis para dos muestras
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En base a los resultados anteriores, se realizaron las tablas
correspondientes a las caracteristicas generales de cada grupo de acuerdo a la
seropositividad al Ad-36. Las caracteristicas descriptivas de los escolares
agrupados de acuerdo a su estado de seropositividad al Ad-36, se observan
medias significativamente mayores en el peso, IMC y circunferencia de cintura

en el subgrupo negativo (Tabla 7).

En el grupo de IMC Obesidad subdividido de acuerdo al resultado de
seropositividad al Ad-36, las medias de la glucosa en ayunas y triglicéridos
fueron mayores y para C-HDL fueron menores en el subgrupo positivo, sin
embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 8). En el
grupo de IMC Normal con la misma subdivisibn mencionada anteriormente, el
subgrupo positivo, resultdé con valores medios significativamente mayores en las

variables de presion arterial sistolica y diastolica (Tabla 9).

Tabla 7. Caracteristicas Generales de Escolares con o sin infeccion de
Adenovirus-36

Ad-36 (-) Ad-36 (+)
Variable n =252 n=91 Valor de p
Media DE Media DE
Edad (afios) 9.14 1.92 9.16 1.88 .582**
Peso (kg) 46.43 19.95 38.37 14.66 .000**
Talla(cm) 138.37 | 13.92 | 136.36 | 12.57 .065**
IMC 1.93 1.76 1.10 1.46 .000*
Circunferencia de cintura (cm) 75.83 18.5 68.68 15.7 .004*
Presion Arterial Sistélica (mmHg) 93_Gza 14.33 92.21 10.98 .653*
Presion Arterial Diastélica (mmHg) (52_64a 7.79 60.96 717 .640*
Glucosa en ayunas (mg/dL) 83.93 7.25 83.96 6.85 .969**
Colesterol Total (mg/dL) 162.02 | 29.94 | 158.06 | 26.05 .239*
Triglicéridos (mg/dL) 134.53 | 56.05 130.54 | 64.01 .149*
Colesterol-LDL (mg/dL) 89_08b 27.08 83_09C 25.64 483**
Colesterol-HDL (mg/dL) 46_03b 12.48 48_7C 12.48 .807**

*Prueba U de Mann-Whitney, ** Prueba T para dos muestras independientes, > n= 225 ,”n= 251
“n=84
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Tabla 8. Caracteristicas Descriptivas del Grupo de Escolares de
IMC Obesidad de acuerdo a Seropositividad al Ad-36

Ad-36 (+)

Grupo IMC Obesidad n=29
Media DE Media DE
Edad (afios) 9.53 1.66 9.44 1.86 .568**
Peso (Kg) 60.03 15.80 54.93 12.71 114>
Talla (cm) 144.04 11.38 142.27 9.88 .390*
IMC 3.34 0.96 3.04 0.76 .993**
Circunferencia de cintura (cm) 89.93 12.00 88.86 10.74 403
Presion Arterial Sistolica (mmHg) 100.36° 12.80 9(5,00C 9.64 A76*
Presion Arterial Diastélica (mmHg) 64.66°2 7.82 61 .goc 6.63 278"
Glucosa en ayunas (mg/dL) 84.97 7.22 85.41 7.11 .906*
Colesterol Total (mg/dL) 166.62 32.57 158.72 27.46 .360**
Triglicéridos (mg/dL) 157.57 60.54 169.17 93.40 .958*
Colesterol-LDL (mg/dL) 95_05b 29.50 86.96 29.74 .827**
Colesterol-HDL(mg/dL) 40_60b 10.20 37.96 7.16 .126**
*CPrueba U de Mann-Whitney, **Prueba T para muestras independientes * n=113, *n=139,
"n=22.

Los grupos de escolares con IMC Obesidad e IMC Normal, sub-agrupados
de acuerdo a la seropositividad al Ad-36, permitieron la identificacion de los casos
con alteraciones clinico-metabdlicas, sin embargo las diferencias encontradas no

resultaron estadisticamente significativas (Tabla 10).

Tabla 9. Caracteristicas Descriptivas del Grupo de Escolares de
IMC Normal de acuerdo a Seropositividad al Ad-36

Ad-36 (-) Ad-36 (+)
Grupo de IMC Normal n =62
Media DE

Edad (afios) 8.66 2.10 9.03 1.89 .073**
Peso (Kg) 29.44 7.92 30.62 7.18 .267*
Talla (cm) 131.29 13.61 133.60 12.80 .233*
IMC 0.17 0.50 0.19 0.50 799
Circunferencia de cintura (cm) 58.20 5.74 59.25 5.15 A75™
Presion Arterial Sistolica (mmHg) 86.83° 12.52 90.87° 11.18 .010*
Presion Arterial Diastélica (mmHg) 59.25° 7.25 62.74° 7.39 .041*
Glucosa en ayunas (mg/dL) 82.63 711 83.29 6.67 817
Colesterol Total (mg/dL) 156.97 25.52 157.75 25.59 .798*
Triglicéridos (mg/dL) 105.73 31.75 112.48 31.63 .301*
Colesterol-LDL (mg/dL) 83.30 22.20 81.29 23.53 .548**
Colesterol-HDL (mg/dL) 52.78 11.76 53.85 11.16 .605**
;Prueba U de Mann-Whitney, ** Prueba T para dos muestras independientes,® n = 109,
"n=60
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Tabla 10. Casos de Escolares con Alteraciones Clinico-Metabdlicas de
acuerdo a Seropositividad al Ad-36

Variables de Grupo IMC Obesidad Grupo IMC Normal

_ alteraciones Ad-36 (-)| Ad-36 (+) Ad-36 (-) | Ad-36 (+)
clinico-metabdlicas n=140 | n=29 [p-valor| n=112 | n=62 |p-valor
Clrcunferenma de >90 . 124 27 _ 0 0 .
cintura percentil
Presion Arterial |94 percentil| 72 10 - 1 0 -~
Sistdlica
Presion Arterial 1,94 percentil| 172 0" - 6 3 -
Diastdlica
Glucosaen | .10 mgrdl | 3 1 - 1 0 -
ayunas
Colesterol Total | >170 mg/dL 69 9 .0727* 35 13 .146*
Triglicéridos >150 mg/dL 74 16 .8201* 8 4 -
Colesterol-LDL >110 mg/dL 43° 6 .2695* 14 9 .7069*
Colesterol-HDL <35 mg/dL 42° 9 .9305* 2 1 --

*Prueba de hipotesis para dos muestras, -- No se cuenta con suficientes datos para el
andlisis estadistico, * n=113, * n=22, ® n=139

7.4 Asociaciéon entre Ad-36, Obesidad y Alteraciones
Clinico-Metabodlicas en los escolares

No se encontré asociacion del Ad-36 con la obesidad y/o variables de las
alteraciones clinico-metabdlicas, por otra parte, si se encontré la asociacion del
Ad-36 con el IMC Normal y valores normales de circunferencia de cintura y

colesterol sérico (Tabla 11).

Tabla 11. Asociacién entre Ad-36 Positivo, IMC y Variables Clinico-Metabdlicas
Variables

- - Variables 95%IC p-valor
clinico-metabdlicas

Ad-36 (+) .339 [.200,- .573] .000
IMC Normal Género (M) 1.754 [1.118,- 2.752] .015
Edad (afos) 1.234 [1.095,- 1.390] .001
Circunferencia de Cintura Ad-36 (+) 410 [.242,- .693] 001
(<90°P) Género (M) 1.592 [1.022,- 2.482] .040
Edad (afos) 1.164 [1.035,- 1.309] .011
Ad-36 (+) 453 [.263,- .779] .004
Cz??tgr?;;it)a' Género (M) | 1.009 [.644,- 1.579] 970
Edad (afios) | 1.029 [.915,- 1.157] 633

Modelo de regresién logistica binaria ajustado por género y edad. Ad-36(+)=positivo;
Género (M)=masculino

46



En la asociacién entre el resultado negativo de Ad-36 con alteraciones
clinico-metabdlicas. Las probabilidades de presentar una alteracion en esta
poblacién escolar, al presentar un resultado negativo a la infeccién de Ad-36, son
de 2.9 Odds Ratio (OR) para IMC Obesidad, 2.4 OR para valores de
circunferencia de cintura con alteracion y del 2.2 OR de tener niveles séricos de
colesterol con alteracion, considerando estos resultados significativos al obtener
un valor de p<.05 (Tabla 12).

Tabla 12. Asociacién entre Ad-36 Negativo, IMC y Alteraciones
Clinico-Metabdlicos Escolares

_ Variables Variables OR 95%IC p-valor
clinico-metabdlicas

Ad-36 (-) 2.953 [1.744,- 5.001] .000
IMC Obesidad Género (M) 570 [.363,- .895] .015
Edad (afios) .811 [.719,- .914] .001
Ad-36 (-) 2.441 [1.444,- .4126] .001

Circunferencia de Cintura -
(>90°P) Género (M) .628 [.403,- .979] .040
Edad (afos) .859 [.764,- .966] .011
Ad-36 (-) 2.207 [1.283,- 3.796] .004

Colesterol Total i
(>170mg/dL) Género (M) .991 [.633,- 1.552] .970
Edad (afios) .972 [.864,- 1.093] .633

Modelo de regresion logistica binaria ajustado por género y edad. Ad-36(-)=negativo;
Género (M)=masculino
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VIIl. DISCUSION

En el presente estudio se establecieron dos hipoétesis, la primera
postulaba que la seropositividad de anticuerpos contra Ad-36 era mayor en
escolares con obesidad en comparacion con los escolares sin obesidad, de
acuerdo a los resultados de la prueba de ELISA en la determinacion de
anticuerpos anti-IgG contra Ad-36, los resultados reportados demostraron una
seropositividad al virus, mayor en los nifios del grupo IMC Normal (35.6%) en
comparaciéon con el grupo de IMC Obesidad (17.2%). Este hallazgo se puede
deber a reacciones cruzadas de otros serotipos del grupo D del Adenovirus,
debido a que se analizé la particula completa del virus y los anticuerpos

anti-lgG contra éste, por tanto se rechaza la primera hipétesis planteada.

Otro factor que pudo influenciar y ser una de las limitaciones de este
estudio, es la estacion climatica del ano en que fueron tomadas las muestras de
los escolares, debido a que los Adenovirus se asocian con una mayor
prevalencia en temperaturas bajas (Baptist du Prel et al., 2009), siendo
presentes durante todo el ano pero con picos altos en los meses de febrero y
marzo (Chee Sieng, | Ching, Poh Sim, Kia Fatt, & Yoke Fun, 2012), esto
coincide con los meses en los que se obtuvo la muestra del grupo de IMC
Normal en febrero y marzo del afio 2015 y que por lo tanto se distinguen con un
porcentaje mayor de seropositividad al Ad-36 en comparacién con el grupo de
IMC Obesidad, en los que su muestra fue recolectada en los meses de junio y
julio (2011-2014) que tienen por promedio temperaturas calidas que exceden
los 35°C.

Existen diversos estudios con un porcentaje mayor de seropositividad a
Ad-36 en sujetos con IMC de Obesidad que en sujetos con IMC Normal y por
tanto su asociacion con el exceso de grasa en nifios (Almgren et al., 2012;
Richard L Atkinson et al., 2010; Gabbert et al., 2010; Karamese et al., 2015).
Este trabajo se distingue por no encontrar mayor frecuencia de seropositividad

del Ad-36 y la obesidad, pero a su vez, estos resultados son similares a los
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reportados en un estudio realizado en poblacion americana por (Berger et al.,
2014), donde el resultado de los sueros positivos al Ad-36, fue mas frecuente

en ninos sin obesidad en comparacién con los niflos con obesidad.

La segunda hipétesis postulaba que la infeccion de Ad-36 se asociaba
con la obesidad y alteraciones clinico-metabdlicas de los escolares. De acuerdo
a los resultados de la determinacion de anticuerpos anti Ad-36, siendo una
tendencia mayor al grupo de IMC Normal que no presentd mayor numero de
alteraciones, no se encontro asociacion entre el Ad-36 con alteraciones clinico

metabdlicas, por lo cual se rechaza la hipdtesis planteada.

La teoria hasta el momento, reporta que la presencia de anticuerpos
contra Ad-36 supone que la infeccion de este virus desencadena modificaciones
en vias metabdlicas de proliferacion celular de adipocitos y en vias de
sefalizacion para la entrada de glucosa a células musculares y lipidos en el
caso de los adipocitos, por lo que sugiere, que encontrar valores normales de
glucosa en nifios con infeccién, puede estar relacionado a estos mecanismos
alternos de la captacion de glucosa por las células musculares (Z. Q. Wang et
al., 2008), asi como lipidos en especifico de colesterol sérico en el torrente
sanguineo, debido al mayor numero de células adiposas producidas. En
poblacion pediatrica seropositiva a Ad-36 también se han encontrado valores
normales de colesterol sérico (H-N Na et al., 2010); por su parte los estudios
mencionados con anterioridad en poblacion pediatrica y la identificacion de
infeccion por Ad-36 en nifos, no muestran diferencias significativas de los
niveles de glucosa en ayunas, entre los positivos y negativos a Ad-36 e incluso
los nifios con obesidad independientemente de la infeccion viral no reportan

alteraciones en esta variable.

Los resultados de las caracteristicas descriptivas de los subgrupos
seropositivos a Ad-36 en los grupos de estudio no mostraron medias y/o casos
con alteraciones clinico-metabdlicas  estadisticamente  significativos,
posiblemente debido a la tendencia de mayor frecuencia de positividad al virus

en el grupo de IMC Normal, sin embargo, esto coincide con un meta-analisis de
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estudios observacionales del Ad-36 y su relacion con obesidad y marcadores
metabdlicos, el cual demostré que no existe una relacion con anormalidades en
los marcadores metabdlicos incluyendo a la circunferencia de cintura, refiriendo
a la infeccion viral en mayor relacion con la grasa subcutanea en lugar de la

grasa visceral (T. Yamada, Hara, & Kadowaki, 2012).

Por su parte, la asociacion de la seropositividad al Ad-36 y su asociacion
con los niveles normales de IMC, circunferencia de cintura y colesterol sérico,
soporta evidencia para ser utilizado en una vacuna como terapia anti obesidad
(Ha-Na Na, Kim, et al., 2014).

Por lo tanto estos hallazgos, nos puede sugerir el analisis estandarizado
y profundizado de masa grasa e identificacion genética de la localizacion y
mecanismos del virus, considerando el factor climatico en la toma de las

muestras, en otras poblaciones a nivel local y nacional.
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IX. CONCLUSIONES

Las alteraciones clinico-metabdlicas son mas frecuentes en
escolares con obesidad en comparacion con los escolares sin
obesidad.

El Ad-36 no se encontré asociado con obesidad en escolares del
estado de Nuevo Ledn.

El Ad-36 no se encontr6 asociado con alteraciones
clinico-metabadlicas en escolares con y sin obesidad del estado de
Nuevo Ledn.

El Ad-36 se encuentra asociado con valores normales de IMC,
circunferencia de cintura y colesterol sérico en escolares del
estado de Nuevo Leodn.

El potencial del Ad-36 como regulador de parametros
clinico-metabdlicos debe ser estudiado a mayor profundidad en

esta poblacion.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1

), Secretariade | 3 £ Secretaria de
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Campamento de Verano Especializado Salud para Aprender
“Vacaciones Saludables 2014”
“Estrategias de salud, alimentacion y activacion fisica en escolares
con sobrepeso u obesidad”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por este medio otorgo el consentimiento para que mi hijo(a):

Participe en la Investigacion: “Estrategias de salud, alimentacién y activacion
fisica en escolares con sobrepeso u obesidad”. Estoy consciente de que mi
hijo(a) sera evaluado(a) en el area médica por especialistas en endocrinologia,
nutricion, psicologia y medicina del deporte.

Se me ha informado que el objetivo del proyecto es evaluar un programa integral,
multidisciplinario e interinstitucional en el area de nutricion, endocrinologia y salud.
Ademas, se buscara revertir el indice de masa corporal de mi hijo(a) y prevenir
complicaciones asociadas a la obesidad.

Se me ha informado que los procedimientos que incluye este proceso de

investigacion son:

1. Para la evaluacion nutricia, a mi hijo(a) se le pesara y medira su estatura, ademas
de obtener su composicion corporal por los métodos de bioimpedancia,
antropometria y desplazamiento de aire. También se le mediran circunferencia de
cintura y cadera. Estos procedimientos no representan molestias para el nifio(a) y
el beneficio sera obtener la cantidad de grasa corporal, la cual sirve para detectar
riesgos metabdlicos. El personal participante es especializado y evitara en todo
momento la incomodidad del nifio(a).

2. Se recolectara informacién sobre la dieta y habitos alimentarios tanto del nifio(a)
como de los padres, incluyendo informacién de datos sociales, de la economia
familiar y datos psicolégicos. Los participantes no deberan sentirse obligados a
contestar en caso de que consideren las preguntas inapropiadas.

3. Evaluacion médica-endocrinologica-pediatrica y de medicina del deporte. Estos
procedimientos incluyen la exploracion fisica, medicién de la tensién arterial,
pruebas de resistencia cardio-respiratoria, flexibilidad, asi como un interrogatorio
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referente a la historia clinica-médica y de endocrinologia pediatrica. Lo anterior no
representa riesgo alguno, sino al contrario, serviran para detectar la condicion de
la obesidad infantil, sus complicaciones y riesgos potenciales de alteraciones
asociadas a la obesidad.

4. Toma de muestra de sangre. Se recolectara en dos ocasiones la cantidad de 10 ml
de sangre, la cual sera utilizada para obtener suero y sangre total. Esto permitira
tener datos de laboratorio especificos como hormonas asociadas a la obesidad y
sus co-morbilidades, perfil de lipidos, biometria hematica o estudios mas
detallados segun la condicién de obesidad en el nifio(a). Los analisis genéticos
solo estaran circunscritos a aquellos genes relacionados con la obesidad y sus co-
morbilidades. La puncion en el brazo del nifio(a) es realizada por personal técnico
especializado en nifios con obesidad y sus co-morbilidades, por lo que se evitara
en todo momento ocasionar riesgos asociados a este procedimiento como area
rojiza, inflamacion e infeccion. Los nifios(as) deberan acudir con un ayuno de 12
horas, lo cual puede ocasionar un breve periodo de hambre o malestar y
cansancio. Para evitar lo anterior, es importante que los padres estén presentes
durante todas las pruebas y les brinden a sus hijos un refrigerio después de la
toma de sangre.

Se me ha informado que entre los posibles beneficios de la investigaciéon se

encuentran los siguientes:

El nifio(a) aprendera a comer mejor y a realizar actividad fisica con mayor frecuencia,
reducira sus actividades sedentarias, obtendra informacion que le permitira mejorar su
estado de salud y enfermedad y tendra acceso a un programa sin costo con
participaciéon de profesionales que de manera conjunta vigilaran el estado de salud, el
crecimiento y desarrollo del nifio(a). Ademas, se podra detectar oportunamente y
actuar en consecuencia en cualquier problema asociado a la obesidad, contribuyendo
con ello a una mejor calidad de vida.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier informacion y aclarar dudas
sobre la investigacion en cualquier momento del desarrollo de la misma, ademas, se
me comunico que estoy en libertad de retirar a mi hijo(a) del estudio en el momento
que desee, sin que ello afecte en futuros tratamientos que requiera.

Autorizo la publicacién de los resultados del estudio de mi hijo(a) a condicién de que en
todo momento se mantenga el secreto profesional y que no se publicara su nombre o
revelara su identidad.

Ademas, el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad
Autéonoma de Nuevo Leon estara en la disposicion de brindarme tratamiento médico o
quirdrgico sin costo, en caso de que resultara dafiado directamente por cualquiera de
los procedimientos del presente protocolo de investigacién. Y en caso de dafio
permanente, tendré derecho a ser indemnizado de acuerdo al dafo sufrido.

Este estudio y sus procedimientos me han sido explicados a mi entera satisfaccion, en
mi propio idioma, asimismo se me ha proporcionado una copia de este informe de
consentimiento. He tenido la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido
contestadas a mi entera satisfaccion. Por lo tanto, con fecha de:

, he
decidido voluntariamente que mi hijo(a) participe en el proyecto: “Estrategias de
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salud, alimentacién y activacion fisica en escolares con sobrepeso u

obesidad”

Nombre y firma del responsable legal (padre o tutor)

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2

Nombre y firma del investigador responsable:

Ph.D. Elizabeth Solis Pérez, NC.

Para preguntas o comentarios comunicarse con:

Ph.D. Elizabeth Solis Pérez, NC.
Av. Eduardo Aguirre Pequefio y Yuriria S/N, Col. Mitras Centro, Monterrey N. L. CP 64460
Tel. 1340-4890 ext. 3064

Dr. Fernando Lavalle Gonzalez

Servicio de Endocrinologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
Av. Gonzalitos y Madero S/N, CP 64460. Monterrey N. L.

Tel. 8348-7871.
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ANEXO 2.

Programa Modelo Integral de Intervencién en Salud,
Alimentacion y Activacion Fisica.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por este medio otorgo el consentimiento para que mi hijo (a)

Participe en el Programa “Modelo Integral de Intervencidon en Salud, Alimentacién y
activacion Fisica”. Estoy enterado (a) de que mi hijo(a) sera evaluado(a) en el drea médicay
de la salud por especialistas en pediatria, endocrinologia, nutricion, psicologia, inmunologia y
genética.

Se me ha dado a conocer el objetivo del proyecto, el cual es evaluar un programa integral,
multidisciplinario e interinstitucional en el drea de nutricién y medicina para el cuidado nutricio
y de salud, asi como para prevenir problemas de obesidad infantil y complicaciones asociadas.

Se me ha informado que los procedimientos que incluye este proceso de intervencién son:

1. Para obtener datos antropométricos y de composicion corporal: a mi hijo(a) se le
pesard y se le medird su estatura, la circunferencia de cintura y de cadera, utilizando
una bascula, estadimetro y cinta métrica, asi como un equipo de bioimpedancia. El
beneficio sera obtener la cantidad de grasa corporal, la cual sirve para detectar riesgos
metabdlicos. El personal participante es especializado y evitard en todo momento la
incomodidad del nifio(a), ya que son procedimientos no invasivos.

2. Para obtener datos sobre la dieta y los habitos alimentarios tanto del nifio(a) como de
los padres, incluyendo informacién de datos sociales, de la economia familiar: se
entrevistara a los padres y a los nifios, utilizando cuestionarios basados en el método
de recordatorio de 24 horas y de frecuencia alimentaria. Los participantes no deberan
sentirse obligados a contestar en caso de que consideren las preguntas inapropiadas.

3. Parala evaluacidon médica-pedidtrica-endocrinoldgica: se utilizaran los procedimientos
que incluyen la exploracidn fisica, medicion de la presién arterial, asi como
interrogatorio referente a la historia clinica-médica y de endocrinologia pediatrica del
nifio y su familia. Lo anterior no representa riesgo alguno, sino lo contrario, servira
para detectar posibles riesgos potenciales para desarrollo de problemas de nutricion,
obesidad y de alteraciones asociadas.

4. Paralatoma de muestra de sangre: se realizard una puncion en el brazo de nifio(a) y se
extraera la cantidad de 30 ml de sangre venosa, la cual serd utilizada para obtener
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Se me ha

siguientes:

suero y sangre total. Lo anterior es realizado por personal técnico especializado en
nifio(a)s, por lo que se evitara en todo momento ocasionar riesgos asociados a este
procedimiento (area rojiza, inflamacion e infeccidn). Esto permitira tener datos de
laboratorio especificos como determinacion de anticuerpos antivirales (IgG, I1gM),
biometria hematica, perfil de lipidos, determinacién de hormonas especificas cono
leptina, grelina, adiponectina y los niveles de insulinay estudios mas detallados para
determinacidn del genotipo. Los andlisis genéticos solamente estaran circunscritos a
aquellos genes relacionados con la obesidad y sus comorbilidades.

Se me especificé que mi hijo (a) debera de acudir con un ayuno de 12 horas, lo cual
puede ocasionar un breve periodo de hambre o malestar y cansancio. Para evitar lo
anterior se me sugirio la importancia de estar presente durante todas las pruebas.
Posterior a la toma de muestra y levantamiento de informacién antropométrica y de
composicion corporal se me dijo que mi hijo (a) recibira un refrigerio.

Otro procedimiento que forma parte de la evaluacion médica es el examen general de
orina, para el cual se me entregara un recipiente en el que mi hijo (a) debera recolectar
una muestra de orina, el dia de la evaluacién integral.

enfatizado que entre los posibles beneficios de la investigacion se encuentran los

e Obtener informacién para el autocuidado de la salud de la familia y de mi hijo (a) en
particular.

e Vigilancia y seguimiento del estado de salud y de nutricién de mi hijo(a),

e Deteccidn oportuna y referencia con especialistas, en su caso.

e Deteccién y control de diabetes mediante resultados de hemoglobina glucosilada.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier informaciéon y aclarar dudas sobre el

proyecto, que nuestra participacion es voluntaria, por lo que comprendo que estoy en la libertad

de retirarme en el momento que desee, sin que esta decision afecte futuros tratamientos que

requiera en las dependencias participantes

Autorizo la publicacién de los resultados de mi hijo(a) a condicién de que en todo momento se

mantenga el secreto profesional y que no se publicara su nombre o revelara su identidad.

Ademas, el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez de la UANL, estara en la disposicion

de brindarme tratamiento médico o quirdrgico sin costo, en caso de que resultara dafado

directamente por cualquiera de los procedimientos del proyecto , y en caso de dafio permanente,

tendré derecho a ser indemnizado de acuerdo al dafio sufrido.
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Este proyecto y sus procedimientos me han sido explicados a mi entera satisfaccién, en mi propio
idioma, asi mismo se me ha proporcionado una copia de este informe de consentimiento. He
tenido la oportunidad de hacer preguntas y estas han sido contestadas a mi entera satisfaccién. Por

lo tanto, con fecha de: he decidido voluntariamente que mi hijo(a) participe

en el proyecto “Modelo Integral de Intervencion en Salud, Alimentacion y Activacion Fisica”.

Nombre y firma del responsable legal (padre o tutor)

Nombre y firma del testigol

Nombre y firma del testigo2

Nombre y firma del investigador
responsable

Para preguntas o comentarios comunicarse con:

Dra. Elizabeth Solis Pérez, NC

Facultad de Salud Publica y Nutricion

Av. Dr. Eduardo Aguirre Pequefio y Yuriria
Col. Mitras Centro Monterrey, N.L. CP 64460
Tel. 13 40 4890 ext. 3064

Dr. Fernando Lavalle Gonzalez.

Servicio de Endocrinologia

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
Av Gonzalitos y Madero, Monterrey NL, CP 64460
Teléfono 83 48 57 64, 83 48 78 71.
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CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO DE ESCOLARES

Yo: acepto participar
en el Programa “Modelo Integral de Intervencién en Salud, Alimentacion y Activacién Fisica”.

Estoy consciente y enterado que se me realizard una evaluacién médica por especialistas en
pediatria, endocrinologia, nutricién, inmunologia y genética.

También se me ha informado que el objetivo del programa es para la mejor conservaciéon de mi
salud y prevenir problemas de nutricién, obesidad y sus complicaciones.

1.- Se me ha informado que un(a) nutriélogo(a) me realizara la evaluacién Nutricia, por lo que me
pesara y medira la estatura, asi como la circunferencia de cinturay la cadera.

Con estos procedimientos podre conocer la cantidad de grasa corporal, la cual sirve para detectar
riesgos metabdlicos.

También, me preguntard sobre la dieta y habitos alimentarios, estoy en mi derecho de no
contestar, en caso de que considere las preguntas inapropiadas.

2.- Se me realizara una Evaluaciéon médica-pediatrica-endocrinolégica, donde el médico realizara
exploracién fisica, medicién de la presién arterial, y me preguntard sobre problemas de salud.

Lo anterior no representa riesgo alguno, sino lo contrario servira para detectar posibles riesgos
potenciales para desarrollo de obesidad y de alteraciones asociadas.

3.- También me realizardn toma de muestra de sangre recolectando 30 ml de sangre y orina: esto
permitira tener datos de laboratorio especificos y conocer mi estado de salud.

La puncidn en el brazo es realizado por personal técnico especializado en nifios, por lo que se
evitara en todo momento ocasionar riesgos asociados a este procedimiento.

La recoleccién de orina la entregaré en un recipiente limpio en base a las indicaciones que se me
realicen el dia de la toma de sangre.

Se me ha informado que entre los posibles beneficios de la investigacion se encuentran los
siguientes:

Obtendré informacién que me permitird mantener mi crecimiento y desarrollo con participacion

de profesionales que de manera conjunta vigilaran mi estado de salud.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier informacién y aclarar dudas sobre el
programa y en cualquier momento del desarrollo del mismo, ademas entiendo que estoy en la
libertad de retirarme en el momento que desee y si tomo esta decisién, no me afectara a mi, ni a

mi familia en futuros tratamientos que requiera.

Este proyecto y sus procedimientos me han sido explicados a mi entera satisfaccién, en mi propio
idioma, he tenido la oportunidad de hacer preguntas y estas han sido contestadas. Por lo tanto con
fecha de: he decidido voluntariamente participar en el proyecto “Modelo Integral
de Intervencion en Salud, Alimentacidn y Activacidn Fisica”. MI SALUD
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Nombre y firma del investigador
responsable)

Para preguntas o comentarios comunicarse con:

Dra. Elizabeth Solis Pérez, NC

Facultad de Salud Publica y Nutricion

Av. Dr. Eduardo Aguirre Pequefio y Yuriria
Col. Mitras Centro Monterrey, N.L. CP 64460
Tel. 13 40 4890 ext. 3064

Dr. Fernando Lavalle Gonzalez.

Servicio de Endocrinologia

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
Av Gonzalitos y Madero, Monterrey NL, CP 64460
Teléfono 83 48 57 64, 83 48 78 71.
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ANEXO 3.
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

HOSPITAL UNIVERSITARIO

LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA
CADENA DE CUSTODIA

La realizacion de los estudios sefialados a los participantes registrados en el formato de examenes
a subrogar.

Fecha de la solicitud (dia/mes/afio) / / Hora de salida:

Condiciones de transporte: Temp. Ambiente Defrigeracién |:| Congelacién |:|

Responsable del envio:

\Mensajero de Turno:

ﬂor medio de ésta cadena de custodia se solicita a: \

(Llenado por el laboratorio de referencia)

Fecha de recepcion (dia/mes/afos) / / Hora que recibe:

Respecto a la(s) Muestra(s)

Z
o

¢Son correctamente identificadas con nombre, folio, y estudio solicitado?
¢ Se reciben a temperatura adecuada cada una de ellas?

¢ Se recibe algun suero hemolizado?

¢Alguna muestra pierde su integridad?

¢ Se rechaza alguna muestra?

NENEE
\ Jodd

Observaciones:

Qsponsable de Recepcion:

AN

Av. Francisco |I. Madero Pte. S/n y Av. Gonzalitos, Col. Mitras Centro )
C.P. 64460 Monterrey, N. L. México
Conmutador: (81) 8346 9400 al 09 Ext.197 y 325
Tel./ Fax (81) 8348 7871, 83336413, 8123 1241 y 8348 5764
E-mail: endocrinologiahu@prodigy.net.mx
J
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