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1. Titulo del proyecto

Evaluaciéon del perfil inflamatorio y metabdlico del tejido adiposo de sujetos con normopeso y con exceso de peso que
cursen o no con resistencia a la insulina, para conocer la relacién de la adiposidad con la funcionalidad de las
lipoproteinas de alta densidad y el riesgo cardiometabdlico

2.Numero y version del protocolo (incluya la fecha de la versién)

30 junio 2017

3.Tipo de investigacion

Tipo de investigacion

Seleccione una opcién

Farmacoldgica

Medina Urrutia

Departamento de
Endocrinologia, Instituto
Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez

asociado

1272

Biomédica X
Epidemioldgica
Intercambiabilidad
Otra
4. Investigadores
4a. Identificacion
INVESTIGADOR Posicidn institucional Posicion en el Teléfono Correo-E
proyecto (ext.)
Dr. Ivan Torre Villalvazo Investigador en el Investigador 2809 Ivan.inn@gmail.com
Departamento de principal
Fisiologia de la Nutricion
Dr. Armando Tovar Palacio | Jefe Departamento Investigador 2802 tovar.ar@gmail.com
Fisiologia de la Nutricion asociado
Dr. Juan Gabriel Juarez | Investigador en el Investigador 55732911 ext. | gaboyk2@gmail.com
Rojas Departamento de principal 1272
Endocrinologia, Instituto
Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez
M. en C. Aida Xochitl | Investigador en el Investigador 55732911 ext. | aidaxm@yahoo.com

4b. Pertinencia del grupo de investigadores con respecto del proyecto

Investigador Pertenencia al SNI Experiencia en estudios de investigacion
Dr. Ivan Torre Villalvazo SNI nivel 1 Si
Dr. Armando Tovar Palacio SNI nivel 3 Si
Dr. Juan Gabriel Juarez Rojas SNI nivel 1 Si
M. en C. Aida Xochitl Medina Urrutia | SNI nivel 1 Si




5. Instituciones participantes

Institucion Papel que cumplira en el proyecto Otorgo aprobacion al proyecto?
(Razodn social y direccidn)
Instituto  Nacional de Ciencias | Analisis de metabolitos y hormonas en Si
Médicas y Nutricion Salvador | suero. Analisis de proteinas y miRNAS
Zubiran en biopsias de tejido adiposo. Analisis
histoldgico de biopsias. Cultivo celular.
Instituto Nacional de Cardiologia | Identificacion y reclutamiento de Si
Ignacio Chavez participantes. Obtencién de muesta de

sangre y biopsia de tejido adiposo.
Andlisis de metabolitos y hormonas en
suero. Separacion de lipoproteinas.

Centro coordinador (Aplicable solo
para estudios multicéntricos)

6. Patrocinio
6a. Organismos patrocinadores

Este proyecto se sometid al premio de Investigacién en Biomedicina Dr. Rubén Lisker 2017

6b. Especificar si los investigadores reciben pago (monetario o en especie) por su participacion especifica en la
investigacion.

No

7. Resumen (Limite 400 palabras)

La resistencia a la insulina (RI) es una condicidon en la cual se altera el metabolismo de hidratos de carbono y lipidos de
los diferentes drganos metabdlicos. lo anterior da lugar al desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como
ateroesclerosis, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular. La Rl es una comorbilidad comun en pacientes con
exceso de peso, sin embargo numerosos pacientes con exceso de peso no presenten Rl mientras que algunos
pacientes normopeso cursan con Rl. Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son responsables del transporte reverso
del colesterol, modulando el metabolismo de lipidos en los érganos periféricos. Las HDL también participan en la
neutralizacion de radicales libres por su accidon antioxidante, lo que incrementa sus efectos cardiometabdlicos
protectores. En los ultimos afios se han identificado miRNAS especificos dentro de las HDL, los cuales ejercen
diferentes efectos sobre los érganos periféricos. Sin embargo, no se conoce el papel del tejido adiposo sobre la
funcion de las HDL y su contenido de miRNAS, ni el impacto de esta relacidon sobre los parametros metabdlicos de
pacientes normopeso y con exceso de peso. Por lo que en el presente estudio se plantea evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas, funcionales y perfil de miRNAS de las lipoproteinas de alta densidad, aisladas de sujetos en normopeso
y con exceso de peso que cursen o no con resistencia a la insulina. También se analizara la relacién de las HDL con el
contenido de transportadores y receptores asociados al metabolismo de lipoproteinas, asi como con los marcadores
inflamatorios en biopsias de tejido adiposo y con el contenido de miRNAs en adipocitos diferenciados de células
precursoras. Nosotros proponemos que en comparacion con los sujetos sin resistencia a la insulina, las HDL de
pacientes en normopeso y con exceso de peso pero con resistencia a la insulina, presentaran caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales anormales, en asociacion con un perfil de miRNAS también anormal, independiente del
indice de masa corporal. Estas alteraciones se asociaran con una menor expresion de proteinas asociadas al
metabolismo de lipoproteinas y mayor activacién inflamatoria del tejido adiposo subcutaneo. Finalmente, el perfil de
miRNAS en los adipocitos en cultivo se modificara adversamente, en respuesta a estimulos que semejen la condicidn
de resistencia a la insulina. Lo anterior podria indicar que la actividad de las HDL es modulada por la funcion del tejido
adiposo y la transferencia de miRNAS de los adipocitos a las HDL.

8. Antecedentes

En las ultimas décadas, la prevalencia de obesidad se ha incrementado drasticamente a nivel mundial, lo que ha
generado un problema creciente de salud debido a su estrecha relacién con el desarrollo de multiples enfermedades
metabdlicas entre las que se encuentran la ateroesclerosis, diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cardiovascular,
condiciones que ocupan los primeros lugares como causas de mortalidad en México (1-3). Una de las causas de las
alteraciones metabdlicas que se observan en la obesidad es la perdida de la funcién adecuada del tejido adiposo. El




incremento en el volumen de tejido adiposo en la obesidad promueve en los adipoctos, el aumento en volumen
(hipertrofia) o en nimero (hiperplasia). Se ha mostrado que los adipocitos hipertréficos presentan resistencia a la
insulina y secretan mayor cantidad de citocinas proinflamatorias incluyendo interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (3-5).

El tejido adiposo participa activamente en el metabolismo de lipidos del organismo ya que controla la lipdlisis en el
ayuno y periodos de mayor demanda de sustratos energéticos, como el ejercicio. Ademas, el tejido adiposo participa
en el metabolismo de colesterol al captar colesterol de aceptores extracelulares (6), para llevar a cabo diferentes
funciones metabdlicas (7, 8). El tejido adiposo modula el contenido de colesterol en las lipoproteinas de alta densidad
(HDL). En condiciones normales, el colesterol es liberado del adipocito a las HDL a través de transportadores como el
cassette de unidon a ATP tipo Al (ABCA1) y el receptor pepenador B1 (SR-B1) (9-12). Experimentos en modelos
celulares y animales han mostrado que la alteracién en la funcidn del tejido adiposo en estados de resistencia a la
insulina, se asocia con menor lipidacion de las HDL por disminucion de la disponibilidad de los transportadores ABCA1
y SR-B1 (12). Adicionalmente, otros investigadores han sefialado que en modelos animales y en humanos, la
resistencia a la insulina se asocia con la presencia de tejido adiposo hipertrofico caracterizado por expresion y
secrecion elevadas de citocinas proinflamatorias y mayor reclutamiento de macréfagos (13, 14). En conjunto, estos
reportes sugieren que en la resistencia a la insulina, los adipocitos tienen mayor actividad inflamatoria y menor
lipidacién de las HDL (12-14). Sin embargo, ningun estudio ha investigado estas anormalidades en humanos con y sin
resistencia a la insulina y, hasta donde sabemos ningln trabajo ha analizado el efecto de la lipidaciéon alterada de las
HDL por el tejido adiposo, sobre las actividades antioxidante, antiinflamatoria y la capacidad para promover el eflujo
de colesterol de estas lipoproteinas.

Las HDL participan activamente en el metabolismo del colesterol. En las etapas iniciales del metabolismo de las HDL,
la apolipoproteina Al (apo Al) sintetizada en higado e intestino, es capaz de remover colesterol libre de los tejidos
periféricos para su transporte posterior hacia el higado. Este eflujo de colesterol es uno de los primeros pasos en el
transporte reverso del colesterol y da origen a las HDL nacientes, que pueden continuar captando lipidos hasta formar
HDL maduras. Estas HDL de mayor tamafio intercambian con otras lipoproteinas circulantes el colesterol que es
llevado al higado, para ser reciclado o eliminado a través de los acidos biliares (17). Durante este proceso de
remodelacion de las HDL, diferentes apolipoproteinas, enzimas, transportadores y receptores, actian
concertadamente para regular las concentraciones de la lipoproteina y dar origen a particulas que difieren en su
composicion, tamano, carga y actividad biolégica (18). Entre las actividades ateroprotectoras mas importantes de las
HDL, se encuentran el eflujo y transporte reverso de colesterol (19), la inhibicion de la oxidacidn de lipidos a través de
la enzima paraoxonasa y la reduccion de la sintesis de proteinas inflamatorias como la proteina C reactiva y las
moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) e intercelular (ICAM) (20, 21). Reportes de nuestro grupo y de otros
investigadores han mostrado que en estados de resistencia a la insulina, las HDL tienen una distribucién anormal
caracterizada por menor proporcion de HDL grandes y mayor proporcion de HDL pequefias. Ademas, las HDL de
sujetos con resistencia a la insulina tienen mayor contenido de triglicéridos y menor cantidad de colesterol (22-25).
Estas anormalidades se asocian a menor capacidad para promover el transporte reverso de colesterol y con la
reduccion de sus actividades antioxidante y antiinflamatoria (22-25).

Estudios recientes han mostrado que las HDL contienen micro RNAS (miRNAS) (15). Estos pequeiios RNAS tienen una
function moduladora ya que en el interior de las células bloquean la traduccion de diferentes RNAs mensajeros y por
ende reducen la velocidad de rutas metabdlicas especificas. Se ha demostrado que algunos miRNAS contenidos en las
HDL pueden ingresar a células del endotelio vascular, modulando su funcion (16). De este modo el contenido
particular de miRNAS en las HDL puede ejercer efectos importantes en los tejidos periféricos cardioprotectores. Sin
embargo, no se sabe el origen de estos miRNAS en las HDL y su regulacién durante los estados de obesidad y
resistencia a la insulina.

9. Definicion del problema

Estudios recientes en humanos, de quienes se obtuvieron biopsias de tejido adiposo abdominal subcutaneo,
mostraron que el acumulo de grasa abdominal visceral evaluado por tomografia computada, se asocia con estrés
inflamatorio y mayor infiltracion de macroéfagos en el tejido adiposo (13,28,29). Adicionalmente, experimentos
realizados Unicamente in vitro y en modelos animales han mostrado que la inflamacion de bajo grado, expresada por




la elevacion moderada de IL-6, TNF-a y MCP-1, es capaz de alterar el eflujo de colesterol de los adipocitos hacia la apo
Al y las HDL, por reduccion de la expresion de los transportadores ABCA1 y SR-B1 (12). En los ultimos afios se han
identificado miRNAS especificos dentro de las HDL, los cuales ejercen diferentes efectos sobre los drganos periféricos.
Sin embargo, no se conoce el papel del tejido adiposo sobre la funcidn de las HDL y su contenido de miRNAS, ni el
impacto de esta relacidn sobre los parametros metabdlicos de pacientes normopeso y con exceso de peso. Por tanto,
este proyecto propone investigar las caracteristicas fisicoquimicas, funcionales y perfil de miRNAS de las lipoproteinas
de alta densidad aisladas de sujetos en normopeso y con exceso de peso que cursen o no con resistencia a la insulina
y analizar su relacién con el contenido de transportadores y receptores relacionados con el metabolismo de
lipoproteinas, asi como de marcadores inflamatorios en biopsias de tejido adiposo y el contenido de miRNAs en
adipocitos diferenciados de células precursoras.

10.Justificacion

Datos publicados por nuestro grupo que han analizado adultos de origen mestizo mexicano sin antecedentes de
enfermedad arterial coronaria, indican que aproximadamente 80% de esta poblacién tiene exceso de peso definido
por indice de masa corporal o circunferencia de cintura (30-32). Andlisis mas especificos de esta misma cohorte
indican que mas de la mitad de la poblacién (56.6%) tiene grasa abdominal visceral elevada y 70% de estos sujetos
presentan resistencia a la insulina. Ademads, se encontré que aproximadamente una tercera parte (30.3%) de los
sujetos con grasa abdominal visceral normal tuvieron resistencia a la insulina y ~50% tuvieron valores bajos de C-HDL
(33). Numerosos estudios han demostrado que la concentracion disminuida de C-HDL es predictor de morbi-
mortalidad cardiovascular (17-20). Mas recientemente, se ha demostrado que las anormalidades en estructura y
funcion de las HDL, predicen con mayor fuerza los eventos cardiovasculares futuros (17-20). Nosotros proponemos
gue en comparacion con los sujetos sin resistencia a la insulina, las HDL de pacientes en normopeso y con exceso de
peso pero con resistencia a la insulina, presentaran caracteristicas fisicoquimicas y funcionales anormales, en
asociacién con un perfil de miRNAS también anormal, independiente del indice de masa corporal. Estas alteraciones
se asociaran con una menor expresion de proteinas asociadas al metabolismo de lipoproteinas y mayor activaciéon
inflamatoria del tejido adiposo subcutaneo. Finalmente, el perfil de miRNAS en los adipocitos en cultivo se modificara
adversamente, en respuesta a estimulos que semejen la condicién de resistencia a la insulina. Lo anterior podria
indicar que la actividad de las HDL es modulada por la funcién del tejido adiposo y la transferencia de miRNAS de los
adipocitos a las HDL. El estudio de la asociacion de estas caracteristicas funcionales del tejido adiposo, con la
estructura y funcién de las HDL, permitira ampliar el conocimiento sobre algunos de los factores involucrados en la
aparicion de anormalidades metabdlicas propias de la obesidad y podria ser de utilidad para establecer estrategias
mas adecuadas en la prevencion de las enfermedades que acompanan a este problema que ha alcanzado cifras
alarmantes en México y en el mundo.

11. Hipétesis

En comparacion con los sujetos sin resistencia a la insulina, las HDL de pacientes en normopeso y con exceso de peso
pero con resistencia a la insulina, presentaran caracteristicas fisicoquimicas y funcionales anormales, en asociacién
con un perfil de miRNAS también anormal, independiente del indice de masa corporal. Estas alteraciones se asociaran
con una menor expresion de proteinas asociadas al metabolismo de lipoproteinas y mayor activacion inflamatoria del
tejido adiposo subcutaneo. Finalmente, el perfil de miRNAS en los adipocitos en cultivo se modificara adversamente,
en respuesta a estimulos que semejen la condicién de resistencia a la insulina. Lo anterior podria indicar que la
actividad de las HDL es modulada por la funcién del tejido adiposo y la transferencia de miRNAS de los adipocitos a las
HDL.

12. Objetivos.

Objetivo principal
Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, funcionales y perfil de miRNAS de las lipoproteinas de alta densidad aisladas
de sujetos en normopeso y con exceso de peso que cursen o no con resistencia a la insulina y analizar su relacién con
el contenido de transportadores y receptores relacionados con el metabolismo de lipoproteinas, asi como de
marcadores inflamatorios en biopsias de tejido adiposo y el contenido de miRNAs en adipocitos diferenciados de
células precursoras.
Objetivos Especificos.
En pacientes con normopeso y con exceso de peso, con y sin resistencia a la insulina se obtendra:
1)Suero para evaluar la concentracién de:

a)Citocinas IL-6, TNF-a y leptina




b)La hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas

c)Las moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) e intercelular (ICAM)
d)Glucosa e insulina, asi como el perfil de lipidos

e)La actividad paraoxonasa como indicador de la actividad antioxidante de las HDL

2)Se aislaran las HDL circulantes para:
a)Analizar la distribucidn de subclases y el tamafio promedio de las particulas
b)Determinar la composicién de lipidos
c)Evaluar la actividad antiinflamatoria
d)Cuantificar el eflujo de colesterol hacia las lipoproteinas
e)Determinar el perfil de miRNAS transportados por las HDL

3)Biopsia de tejido adiposo abdominal subcutaneo para evaluar la abundancia de las siguientes proteinas:
a)El transportador ABCA1
b)Los receptores de lipoproteinas SR-B1 y LDLr
c)Los marcadores inflamatorios p-JNK, CHOP y MCP-1
d)La hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas

4)Biopsia de tejido adiposo abdominal subcutaneo para realizar analisis histolégico y evaluar
a)Morfologia (area de los adipocitos, estructuras en forma de corona)
b)Contenido de macréfagos M1y M2 por inmunofluorescencia

5)En adipocitos diferenciados a partir de células estromales de tejido adiposo humano, evaluar el efecto de diferentes
estimulos asociados con la resistencia a la insulina sobre:
a)El transportador ABCA1, los receptores de lipoproteinas SR-B1 y LDLr, los marcadores inflamatorios p-JNK,
CHOP y MCP-1y la hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas
b)La capacidad de captacion de lipoproteinas LDL y HDL
c)El perfil de miRNAs liberados al medio

13. Metodologia: Disefio general.

Los participantes seran seleccionados del estudio Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA), que tiene como
objetivos analizar las bases gendmicas que predisponen a la enfermedad arterial coronaria (EAC) y examinar la
relacion de factores de riesgo tradicionales y emergentes con la aterosclerosis establecida y con la forma subclinica de
la enfermedad, en poblacion mexicana (30-33). Este estudio incluyé 1500 individuos de ambos géneros con edad de
35-70 afios, sin historia de EAC. Todos los sujetos cuentan con una extensa caracterizacion en la que se considerd la
aplicacién de cuestionarios estandarizados para obtener informacion demografica, socioecondmica, factores de
riesgo cardiovascular, mediciones antropométricas, registro de la tension arterial sistdlica y diastdlica,
determinaciones bioquimicas como colesterol total, colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL),
triglicéridos (TG), apolipoproteina A, apolipoproteina B, glucosa, insulina, proteina C reactiva, adiponectina y enzimas
hepaticas. A partir de esta base de datos se dividiran a los participantes en relacién al indice de masa corporal (IMC) y
el modelo de evaluacién homeostatica de resistencia a la insulina (HOMA-IR) de la siguiente manera:

Los participantes que no tengan criterios de exclusion se estratificaran de la siguiente forma: 1) sujetos normopeso y
sin RI (grupo de referencia); 2) sujetos con normopeso pero con Rl; 3) sujetos con exceso de peso sin Rl; y 4) sujetos
con exceso de peso y Rl. De estos cuatro grupos se seleccionaran 20 individuos, pareando por edad y género.
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Moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) e intercelular (ICAM)
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RI: Resistencia a la insulina hombres (HOMA-RI > 3.12) y mujeres (HOMA-RI > 3.58).
14.Temporalidad del estudio.
Tipo de estudio Seleccione una opcién
Retrospectivo
Prospectivo X
15.Proceso de asignacion de los grupos en estudio
Maniobra Si. Los pacientes se dividirdn en los grupos experimentales de | No | No aplica

acuerdo a los parametros bioquimicos y antropométricos

Aleatorizacién

Estudio abierto

Estudio ciego simple

Estudio doble ciego

Estudio triple ciego

16.Descripcion de las maniobras o las intervenciones

Las personas seleccionadas seran invitadas a participar en el estudio y aquellas que acepten, firmaran un
consentimiento informado previo a la toma de muestra sanguinea y a la biopsia del tejido adiposo abdominal. La
muestra de sangre se obtendra previo ayuno de al menos 10 horas. En esta muestra se medira la concentracién de
glucosa, colesterol total, TG y C-HDL. La biopsia de tejido adiposo sera obtenida en el Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez por un médico cirujano especializado. Esta maniobra consistird en la toma de una muestra de tejido
graso subcutaneo de la region abdominal a través de una incisién no mayor de 1 cm cercana al ombligo, con previa
administracién de anestesia local. La muestra consistird en dos fragmentos de 1 cm2. Uno de ellos se colocara en un
criotubo de 1 ml, se congelara en nitrégeno liquido y se almacenara a -702C hasta su uso. La segunda muestra se
colocara en un casete de inclusidn y almacenard en formalina 10% hasta su procesamiento.

17.Tratamientos (si aplica) (incluya una tabla para cada medicamento en estudio)

Medicamento 1 Incluya la informacidn correspondiente No | No aplica

Nombre

¢Cumple con “Buenas




practicas de fabricacion”?

Cédigos, etiquetado,
almacenamiento,
retencién y resguardo de
las muestras de
medicamento

Forma farmacéutica

Dosis

Intervalo de
administracion

Via de administracion

Velocidad de
administracion

Duracion del tratamiento

18. Seguimiento

Incluya la informacidn correspondiente No | No aplica
Numero de fases del 1
estudio
Numero de visitas y su 1

programacion (incluya los Los pacientes seran citados una sola vez, en horario de 7 a 10 horas
horarios)

Duracion de cada fase del Una hora
estudio

Estudios de laboratorio y glucosa, colesterol total, TG y C-HDL
gabinete que seran usados

Duracion total del X
seguimiento

Métodos de muestreo En esa Unica vista se realizara la toma de muestra sanguineay ala
biopsia del tejido adiposo abdominal

Opciones de tratamiento Se ofrecera al paciente un plan de alimentacion personalizado
gue se ofreceran al
término del estudio

19. Manejo de sobredosis

No aplica

20. Terapia de rescate

No aplica

21. Terapias concomitantes permitidas

No aplica

22. Terapias concomitantes prohibidas

No aplica

23. Definicion de las variables de seguimiento

No aplica

24. Métodos que se usaran para la recoleccién de la informacién

Los datos obtenidos de analisis bioquimicos y hormonales en suero, asi como los datos de biologia molecular se
capturaran codificando a los pacientes, para garantizar el anonimato

25. Procedimiento de monitoreo y auditorias durante el desarrollo del estudio

Los cuatro investigadores involucrados en el proyecto tendran acceso a la base de datos y se realizaran reuniones
bimestrales para monitorear y discutir resultados




26. Criterios de falla y de éxito

Falla: error en determinacidnes que impida la obtencién de resultados confiables
Exito: capacidad de obtener resultados reporducibles en cada uno de los analisis planeados

27. Tamano de muestra (por favor incluya la férmula empleada para el calculo y la fuente de informacion en que se
fundamentaron los supuestos)

Considerando que no existen estudios en los que se haya analizado los aspectos funcionales del tejido adiposo en
sujetos con peso normal y exceso de peso (excluyendo a individuos con obesidad marbida), el calculo del tamaiio de
muestra se realizé con los datos obtenidos de una muestra de sujetos con obesidad mérbida (IMC: 46.2 + 7.5) sin
diabetes, a los que se les realizo cirugia bariatrica y se les dio seguimiento por un afio en el que mantuvieron una
pérdida de peso significativa (IMC: 34.0 + 4.5). La disminucién en el peso incremento la sensibilidad a la insulina
(HOMA-RI basal: 2.9 [2.1-4.6] vs HOMA-RI final: 1.0 [0.5-1.6]; p < 0.001) y redujo el porcentaje de macréfagos en el
tejido adiposo (3.8 £2.2vs 1.9+ 1.2; p = 0.01). Tomando en cuenta la diferencia de medias en el contenido de
macrdéfagos, asi como un alfa de 0.05 y un poder estadistico de 80%, se realizo el calculo del tamafio de muestra y se
obtuvo un total de 14 participantes por grupo. Adicionando un 30% a la muestra calculada, se incluiran 20
participantes en cada uno de los grupos.

Referencia: Hagman DK, Larson |, Kuzma JN, Cromer G, Makar K, Rubinow KB, Foster-Schubert KE, van Yserloo B,
Billing PS, Landerholm RW, Crouthamel M, Flum DR, Cummings DE, Kratz M. The short-term and long-term effects of
bariatric/metabolic surgery on subcutaneous adipose tissue inflammation in humans. Metabolism 2017; 70: 12-22.

28. Descripcion de las técnicas, aparatos y/o instrumentos que se utilizaran en la medicion (Incluidos: equipos
mecanicos, electronicos, cibernéticos especiales)

Anilisis de proteinas de biposia de tejido adiposo por western blot

La muestra congelada se homogenizara en buffer RIPA y cuantificara con el reactivo de Folin-Ciocalteu como esta
descrito (35). Se separaran las proteinas en gel de poliacrilamida y transferirdn a membranas de PVDF para
bloquearlas con solucién de bloqueo (BioRad) e incubarlas con anticuerpos especificos para las siguientes proteinas:
El transportador ABCA1, Los receptores de lipoproteinas SR-B1 y LDLr, los marcadores inflamatorios p-JNK, CHOP y
MCP-1 vy la hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas. Como control de carga se determinara la
abundancia de actina y tubulina. Posterior al lavado del exceso de anticuerpo primario, las membranas se incubaran
con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (HRP) y revelado con sustrato quimioluminiscente (Millipore).
Las imaegenes de las bandas se obtendran con un digitalizador ChemiDoc (BioRad), localizado en el Departamento de
Fisiologia de la Nutricion del INCMNSZ.

Analisis histologico de las biopsias de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo fijadas en formalina se deshidrataran en etanol, pasaran por xilenos para finalmente
ser incluidas en parafina. Se realizardn cortes de 4 micras y se tefiiran con hematoxilina y eosina para evaluar
morfologia y drea de adipocitos. Esto se realizara usando el programa Adiposoft asociado a ImageJ (NIH) como se ha
descrito (35). La determinacion de la proporcion de macréfagos M1y M2 en el tejido adiposo se realizard por
inmunofluoresencia, donde se incubaran las laminillas con anticuerpos especificos para cada poblacién (TLR4 para M1
y CD163 para M2) para posteriormente incubarse con anticuerpos secundarios unidos a TexasRed. Las laminillas se
montaran en medio de montaje con DAPI y se observardn en un microscopio de fluorescencia localizado en el
Departamento de Fisiologia de la Nutricion del INCMNSZ.

Anidlisis de metabolitos, hormonas y citocinas en suero

A las personas que hayan aceptado participar en el estudio y firmado el consentimiento informado, se les tomara una
muestra de sangre venosa previo ayuno de al menos 10 horas. En esta muestra fresca se medira la concentracion de
glucosa, colesterol total, TG y C-HDL, utilizando métodos enzimaticos colorimétricos (Roche/Hitachi, Alemania), en un
autoanalizador Hitachi 902 (Hitachi LTD, Tokio, Japén). El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) se
calculara usando la formula de Delong, et al (36). En el laboratorio de Endocrinologia del Instituto Nacional de
Cardiologia, la reproducibilidad y precisidon de las determinaciones de los lipidos y lipoproteinas son evaluadas
periédicamente por el Programa de Estandarizacion de Lipidos del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades
(LSP CDC, Atlanta, GA, EE.UU.). La proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCR) se determinara en plasma por
inmunonefelometria, en un nefelémetro BN ProSpec (DadeBehring MarburgGmbH, Alemania). La insulina se
cuantificara en suero por radioinmunoanalisis (Millipore RIA ST Charles, Missouri, EE.UU.). La concentracion de




adiponectina en suero se evaluara mediante ELISA (R&D systems, Minneapolis EUA, Quantine Kit), con coeficientes de
variacién intra e interensayo menores al 10. La cuantificacion de las moléculas de adhesion (VCAM e ICAM) se
realizara en muestras de suero, utilizando inmunoensayos en placas de ELISA (R&D systems). El coeficiente de
variacion intra e interensayo de estas determinaciones es menor al 3.5y 7.8%, respectivamente.

Aislamiento y caracterizacion funcional de las HDL

Determinacion de subpoblaciones: Las subpoblaciones de HDL seran determinadas en HDL aisladas por
ultracentrifugacion secuencial, mediante electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (gradiente 4% al 25%) (37, 38).
En cada gel se utilizardn como referencia marcadores de alto peso molecular (Pharmacia, Piscataway, NJ), con
diametros conocidos (tiroglobulina 17 nm, ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2 nm, y
albdmina 7,1 nm). Previa tincion con azul de Coomassie R250, las proporciones relativas de las diferentes
subpoblaciones de HDL seran cuantificadas por densitometria dptica, con los siguientes intervalos: HDL3c 7.21-
7.76nm, HDL3b 7.76-8.17 nm, HDL3a 8.17-8.77 nm, HDL2a 8.77-9.71 nm y HDL2b 9.71-12.93 nm. El tamafio promedio
de la particula se calcula en base a la proporcién relativa de cada una de las subpoblaciones.

Composicion de las HDL: La proteina total, el CT, el colesterol libre, los fosfolipidos y el contenido de triglicéridos en
las HDL aisladas, seran determinados mediante ensayos enzimatico-colorimétricos (Wako Diagnostics, USA), en un
autoanalizador de Hitachi 902. El contenido de colesterol esterificado (CE) se calcula multiplicando la diferencia entre
el colesterol total y libre por 1.67 (37, 38). La masa total de la lipoproteina se calcula como la suma de todos sus
componentes.

Eflujo de colesterol: El eflujo de colesterol se determinarad in-vitro utilizando la linea celular Fu5AH, siguiendo el
procedimiento descrito por de la Llera Moya et al., (39) con algunas modificaciones. Brevemente, las células FuSAH
son mantenidas en medio minimo esencial (MEM) suplementado con suero fetal bovino al 5%. Los ensayos seran
realizados en placas de 24 pozos, se cultivan 250 000 células/pozo durante 24h, posteriormente las células son
marcadas (1, 2-3H colesterol, Perkin-Elmer, 0.5 uCi/pozo), después de 24h las células son lavadas y equilibradas en
MEM suplementado con albdmina al 0.5% durante 18h. Finalmente, las células son lavadas e incubadas durante 4h a
37 °C, con el suero de cada participante diluido al 2.5%, o con suero depletado de apoB (20 ug proteina-HDL/pozo). La
radiactividad del medio y las células es cuantificada, y el porcentaje de eflujo de colesterol calculado. Todas las
determinaciones se realizaran por triplicado y en cada ensayo se corre un control positivo (HDL obtenidas por
precipitacién con dextran-sulfato) y un suero estandar para comprobar la variabilidad del ensayo. El coeficiente de
variaciéon para este ensayo es menor al 10%.

Actividad paraoxonasa. La actividad paraoxonasa en suero se cuantificara fotométricamente (Beckman DU650,
Fullerton, CA) usando paraoxon (Sigma- Aldrich D9286) como sustrato, la tasa de produccidn del para-nitrofenol se
determina a 412 nm. La actividad paraoxonasa se expresa como la cantidad de para-nitrofenol formado en
nanomoles por minuto por mililitro de suero.

Anilisis del contenido de miRNAs. Los miRNAs se aislaran de las lipoproteinas HDL obtenidas por ultracentrifugaciéon
usando el kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Germantown, MD) como se ha descrito (16). Posteriormente, se
generard una biblioteca con los miRNAS obtenidos usando el kit TrueSeq Small RNA library Prep Kit (lllumina),
posteriormente las muestras se cargardn en un cartucho de secuenciacion MiniSeq Mid output Kit (Illumina) para ser
secuenciadas en un sistema de secuenciamiento MiniSeq (Illumina). Con este analisis se pretende encontrar un
pequeiio nimero de miRNAS expresados de manera diferencial en los cuatro grupos de pacientes.

Cultivos celulares

De cinco pacientes del grupo de normopeso sin Rl se obtendran células estromales de tejido adiposo por el método
de separacion por colagenasa descrito por Rodbell (40). Estas células se cultivardn en cajas de cultivo de seis pozos
por 7 dias, hasta alcanzar confluencia. Posterior a esto, se estimulara la diferenciacion a adipocitos al cultivarlos por 7
dias en medio suplementado con insulina, dexametasona, IBMX y pioglitazona como se ha descrito (41). Ya
diferenciados, los adipocitos se someterdan a diferentes estimulos asociados con la resistencia a la insulina como son:

1) Medio alto en glucosa e insulina
2) Medio alto en acidos grasos
3) Medio con tunicamicina (un inductor de estrés del reticulo endoplasmico)

Las células se someterdn a estos estimulos por 24 horas. Posteriormente se obtendra proteina para evaluar ABCA1,
SR-B1, LDLr, p-JNK, CHOP, MCP-1, adiponectina en sus tres formas multiméricas por western blot como se describid




anteriormente. Tambien se obtendra RNA total usando el kit mirVana (Thermo Fisher) para determinar la expresion
de los miRNAS liberados al medio utilizando los reactivos y equipos mencionados anteriormente. En un segundo
experimento se incubaran las células con lipoproteinas marcadas con una molécula fluorescente (Kalen Biomedical,
LLC) y se someteran al mismo disefio experimental para determinar la capacidad de captacion de lipoproteinas bajo
las diferentes condiciones experimentales.

29. Descripcion de los formatos de evaluacion, cuestionarios, tablas de cotejo, etc., seiialando los criterios de
validez, reproducibilidad y controles de calidad que se tengan de los mismos

No se aplicaran cuestionarios a los pacientes

30. ¢El protocolo implica el manejo y etiquetado de muestras bioldgicas?. En caso de ser aplicable, mencione los
procedimientos que se usaran

Las muestras de sangre asi como las biopsias de tejido adiposo se almacenaran en criotubos de 1.5ml, rotuladas con
el nimero de codificacién que se le asignara a cada paciente. Las muestras se almacenaran juntas en cajas de carton
para criopreservacion en un ultracongelador en el Departamento de fisiologia de la Nutricion del INCMNSZ.

31. Informacidn correspondiente para asegurar que las muestras biologicas obtenidas no serdn utilizadas para
lineas celulares permanentes ni inmortales o fines no relacionados al estudio

De 5 pacientes sanos, adicionalmente a la obtencidn de biopsia de tejido adiposo para histologia y determinacion de
mMiRNAS, se aislaran células del estroma vascular para hacer cultivo primario de adipocitos. Estos adipocitos se
mantendran en cultivo por 15 dias, tras los cuales seran procesados para obtencién de proteina y miRNAS. Ninguna
célula se mantendra mas de ese tiempo.

32. Descripcion de los grupos de tratamiento

A los pacientes no se les sometera a ningln tratamiento.

33. Mecanismos para la asignacién de los tratamientos

No aplica

34. Si se emplea un grupo con placebo, incluya su justificacion

No aplica

35. Criterios para el retiro prematuro de algin participante del estudio (se refiere a situaciones previamente
definidas por los investigadores, que obliguen al retiro prematuro de un sujeto del estudio)

No aplica

36. Procedimientos para el retiro de algun participante del estudio (se refiere a los procedimientos a seguir por los
investigadores, en caso de que se cumpla con alguno de los criterios definidos en el apartado anterior, por ejemplo:
informacion por escrito al sujeto de estudio de su retiro y sus causas)

No aplica

37. Criterios y procedimientos para la suspensidon prematura (temporal o definitiva) del estudio. (se refiere a las
situaciones, previamente definidas por los investigadores, que obliguen a la suspension del estudio, y a los
procedimientos a seguir para su notificacion a los comités correspondientes).

No aplica

38. Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusién (Debera incluir la definicién de los grupos de edad, sexo y la severidad del padecimiento que
seran permitidos en el estudio)

El grupo de pacientes normopeso estard compuesto por participantes con IMC (kg/m2) entre 20 y 24.9, mientras que
el grupo con exceso de peso estara compuesto por participantes con IMC entre 25 y 39.9. La resistencia la insulina
(RI) se definird con el HOMA-RI (insulina [pUI/mL] X glucosa [mmol] / 22.5) mayor a la percentila 75, el cual es en
hombres (HOMA-RI > 3.12) y en mujeres (HOMA-RI > 3.58). Este punto de corte se calcul6 empleando una
submuestra del estudio GEA e incluyd a sujetos sanos con IMC < 30, sin diabetes, glucosa de ayuno < 100 mg/dL,
tensién arterial < 140/90 mmHg, C-HDL > de 40 mg/dL en hombres y > 50 mg/dL en mujeres, y triglicéridos < 150
mg/dL.

b) Criterios de exclusion

De los 1500 sujetos caracterizados del estudio GEA, se excluird a aquellos con IMC > 40, diabetes, tratamiento con
estatinas, hipertigliceridemia severa (TG > 600 mg/dl), dafio renal (tasa de filtracién glomelular > 60 U/L) y con
consumo elevado de alcohol > 30 g/dia a la fecha de la entrevista.

c) Criterios de eliminacién




Pacientes que no deseen participar y firmar carta de consentimiento informado.

39. Desenlaces y variables

Determinaciones en Suero:

Citocinas IL-6, TNF-a y leptina

La hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas

Las moléculas de adhesién celular vascular (VCAM) e intercelular (ICAM)
Glucosa e insulina, asi como el perfil de lipidos

La actividad paraoxonasa como indicador de la actividad antioxidante de las HDL

Se aislaran las HDL circulantes para:

Analizar la distribucidn de subclases y el tamafio promedio de las particulas
Determinar la composicién de lipidos

Evaluar la actividad antiinflamatoria

Cuantificar el eflujo de colesterol hacia las lipoproteinas

Determinar el perfil de miRNAS transportados por las HDL

En las biopsias de tejido adiposo abdominal subcutaneo se evaluara la abundancia de las siguientes proteinas:
El transportador ABCA1

Los receptores de lipoproteinas SR-B1 y LDLr

Los marcadores inflamatorios p-JNK, CHOP y MCP-1

La hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas

En las biopsias de tejido adiposo abdominal subcutaneo se realizara analisis histoldgico y evaluara
Morfologia (area de los adipocitos, estructuras en forma de corona)
Contenido de macroéfagos M1y M2 por inmunofluorescencia

En adipocitos diferenciados a partir de células estromales de tejido adiposo humano, evaluar el efecto de diferentes
estimulos asociados con la resistencia a la insulina sobre:

El transportador ABCA1, los receptores de lipoproteinas SR-B1 y LDLr, los marcadores inflamatorios p-JNK, CHOP y
MCP-1 vy la hormona adiponectina en sus tres formas multiméricas

La capacidad de captacion de lipoproteinas LDLy HDL

El perfil de miRNAs liberados al medio

40. Métodos que serdn usados para ponerse en contacto con los pacientes

Se les llamara por teléfono para invitarlos a participar en el protocolo

41.Analisis estadistico (Descripcion del plan de procesamiento y presentacion de la informacion. Incluya la
justificacion de las pruebas estadisticas que seran usadas)

Las variables continuas serdn expresadas en promedios y en desviacién estandar y las variables dicotémicas como
frecuencias y porcentajes. Las variables continuas se evaluaran mediante Z de Kolmogorov-Smirnov para analizar su
tipo de distribucion. En caso de que los datos no tuvieran una distribucidon de normal, se realizara la transformacion
logaritmica antes del analisis. Posteriormente, los datos se analizaran con la prueba de ANOVA de una via. El valor
significativo de p se establece en < 0.05 de una cola. Los datos seran analizados por el programa SPSS (version 15.00
SPSS Inc. Chicago. IL).

42. Justificacion del tamafio de muestra (incluya el poder del estudio y el valor de p que serd considerado como
significativo)

Tomando en cuenta la diferencia de medias en el contenido de macrdfagos, asi como un alfa de 0.05 y un poder
estadistico de 80%, se realizo el cdlculo del tamafio de muestra y se obtuvo un total de 14 participantes por grupo.
Adicionando un 30% a la muestra calculada, se incluirdan 20 participantes en cada uno de los grupos.

43. Potencial de reclutamiento (nimero de sujetos que se pretende reclutar)

60 pacientes




44. En caso de ser multicéntrico, incluya el nimero global y el nimero local de la muestra

45. Procedimientos para reportar desviaciones del plan estadistico original

Los investigadores se mantendran en estrecha comunicacién para reportar cualquier desviacién del plan y tomar
decisiones colegiadas.

46. Molestias posibles resultantes del estudio

Respecto a la toma de muestra sanguinea: Dolor en el sitio de la puncién, mareo o sensaciéon de desmayo.
En cuanto a la toma de muestra del tejido adiposo subcutdneo: dolor en el drea de uno a diez dias posteriores a la
toma de muestra.

47. Riesgos potenciales

Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretdn en el sitio de la puncién.
En cuanto a la toma de muestra del tejido adiposo subcutaneo los riesgos son: posibilidad de sangrado en el area de
la incisidn, inflamacion o infeccion de la herida.

48. Métodos de deteccidn de riesgos anticipados

EL cirujano entrevistara al paciente para determinar cualquier riesgo inherente al procedimiento quirurgico de
obtencion de biopsia de tejido adiposo subcutaneo del area abdominal.

49. Medidas de seguridad para el diagndstico oportuno y prevencion de los riesgos

El personal que extraera la muestra sanguinea y la biopsia de tejido adiposo esta capacitado para ello, lo que
minimizara los riesgos de complicaciones.

50. Procedimientos a seguir para resolver los riesgos en caso de que se presenten

Se le proporcionara un teléfono celular de urgencias al paciente en caso de algln inconveniente.

51. Beneficios directos esperados

El paciente recibira los resultados de sus analisis de laboratorio y se le ofrecera un plan de alimentacion personalizado

52. Beneficios indirectos esperados

El estudio de la asociacidn de estas caracteristicas funcionales del tejido adiposo, con la estructura y funcion de las
HDL, permitird ampliar el conocimiento sobre algunos de los factores involucrados en la aparicion de anormalidades
metabdlicas propias de la obesidad y podria ser de utilidad para establecer estrategias mas adecuadas en la
prevencion de las enfermedades que acompafian a este problema que ha alcanzado cifras alarmantes en México y en
el mundo.

53. Ponderacion general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto

El beneficio del proyecto trasciende los posibles riesgos asociados a la toma de muestra sanguinea y obtencion de
biopsia de tejido adiposo subcutaneo abdominal de 60 pacientes.

54. Especifique costos (directos/indirectos, monetarios, en tiempo de participacidn, visitas/traslados) que la
investigacion genere para los sujetos del estudio

El paciente tendra que trasladarse al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez para el procedimiento, lo que le
costara tiempo de traslado y tiempo de procedimiento, asi como los gastos de traslado.

55. Especifique si las consultas, examenes de laboratorio/gabinete y tratamientos médicos/quiruargicos, generados
con motivo del estudio seran o no cubiertos por el paciente/sujeto de investigacién

Ningun procedimiento o estudio sera sufragado por el paciente.

56. Informe quién cubrird los costos asociados a la investigacion

El Departamento de Fisiologia de la Nutricion del INCMNSZ asi como el Departamento de Endocrinologia del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez aportaran una cantidad aproximada de $10,000 pesos proveniente del
presupuesto departamental. El proyecto se sometié al Premio de Investigaciéon en Biomedicina Dr. Rubén Lisker 2017

57. En caso de que corresponda, especifica los incentivos que se ofreceran (se entiende incentivo como un
ofrecimiento o influencia que compele a realizar una accién sin que implique una desviacién importante con
nuestro plan general de vida; v. gr.: dar un libro por haber participado)

Nota: Una compensacidon/incentivo fuera de proporcién se considera una actitud coercitiva

A los participantes se les proporcionaran los resultados de sus andlisis bioquimicos en suero y se les ofrecera un plan
de alimentacion personalizado.
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== CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS 30JuN17 V1.0

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Investigador principal: Dr. lvan Torre Villalvazo

Direccién del investigador: Departamento de Fisiologia de la Nutricion, Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24 horas):
5531403659

Investigadores participantes: Dr. Armando Tovar Palacio, Departamento de Fisiologia de la
Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

Dr. Juan Gabriel Juarez Rojas, M. en C. Aida Xochitl Medina Urrutia, Departamento de
Endocrinologia, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Versién del consentimiento informado y fecha de su preparacién: 1.0, 30 junio 2017

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacion a participar en un estudio de investigacién del Instituto. Por favor,
tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre
cualquier duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no
como sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los
beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presion y usted tendra todo el tiempo que
requiera para pensar, solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta
participar. Cualquiera que sea su decisién no tendra efecto alguno sobre su atencién médica en el
Instituto.

Con el fin de tomar una decisiéon verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion,
la cual podra comentar quien usted quiera, por ejemplo un familiar, su médico tratante, el investigador
principal de este estudio o con algin miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y
entendida esta informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin
ninguna presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, la Declaracion de Helsinki, y a las
Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

l. La justificacién y los objetivos de la investigacion.

. Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la identificacién de qué son
procedimientos experimentales.

1. Los riesgos 0 molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.
V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted
VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los

procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el
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tratamiento de la materia.

VIL. La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atencién y el tratamiento en el
Instituto.

VIll.  La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la
confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada que pueda

ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicion para
continuar con su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacién a que legalmente tiene derecho,
en el caso de que ocurran dafos causados directamente por la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decision final en
los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

Considerando su valiosa y entusiasta colaboracion en el proyecto GEA, desde hace varios afios, el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), a través del grupo de
investigacion, le invitan a participar como sujeto de investigacion en este estudio que tiene como
objetivo: investigar las caracteristicas de las células que conforman su tejido graso abdominal y la
relacion que este tiene con algunas proteinas inflamatorias y con las grasas que estan en la sangre;
lo cual promueve el desarrollo de enfermedades como diabetes o infartos al corazén.

La duracion total del estudio es: 3 afios.

Su participacion en el estudio tendra una duracién de una a dos horas.

El nUmero aproximado de participantes sera: 60.

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas: IMC (kg/m2) entre 20 y
249 6 IMC entre 25 y 39.9. HOMA-RI (insulina [pUlI/mL] X glucosa [mmol] / 22.5) en hombres
(HOMA-RI > 3.12) y en mujeres (HOMA-RI > 3.58).

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Usted acudira una vez al Departamento de Endocrinologia, si reune las condiciones para el protocolo acepta
participar, se le realizaran las siguientes pruebas y procedimientos:
1. Sera necesario acudir en ayuno de 12 horas, sin ingesta excesiva de grasas ni bebidas

alcohdlicas el dia previo a la cita.

Se pedira que llene cuestionarios para conocer sus antecedentes familiares y personales.

Se medira su estatura, peso, presion arterial y frecuencia cardiaca.

Se le tomaran varias muestras de sangre (volumen aproximado de 25 mL)

Su muestra de sangre servira para realizar estudios de colesterol, triglicéridos y glucosa.

Para conocer la distribucion de la grasa en su cuerpo se utilizara un estudio radiolégico
conocido como Tomografia computada. Este es un estudio no invasivo que en este caso, no
requiere la administracién de medio de contraste por via oral o intravenosa. La duracion del
estudio es de aproximadamente 10 minutos, sin embargo se requiere una frecuencia cardiaca
estable por debajo de 80 (numeros de latidos cardiaco por minuto) por lo que se le pedira un
periodo de reposo antes de realizar dicho estudio.

o0 s wN
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7. Se realizara un estudio de ultrasonido a nivel de cuello para conocer si usted tiene grasa
acumulada en las arterias carétidas. Este procedimiento no produce molestias, no tiene riesgo y se
realiza en 5 minutos.

8. Se le realizara una biopsia de la grasa que se encuentra debajo de la piel de su abdomen.
Esta biopsia consiste en la toma de una muestra de tejido graso a través de una incisibn no mayor
de 1 cm cercana al ombligo con previa administracion de anestesia local. Esta muestra se
analizara posteriormente, para conocer las caracteristicas de la grasa que conforman su tejido.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, sefiala que la
obtencion de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. Los riesgos
de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretdén en el sitio de la
puncidén, mareo o sensacion de desmayo y raramente puede producirse puncién arterial. El personal
que extraera la muestra sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de
complicaciones.

Después de la biopsia, puede sentir molestias, hinchazén y cambio de coloracién en la zona que se manipulo lo
que desaparecera al paso de pocas horas. El riesgo de infeccién o alergia al material de sutura es muy bajo
pero existe a pesar de todas las precauciones que tomemos. Se sugiere mantener limpia y seca la zona que se
tratd, hasta que cicatrice.

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningin momento
como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos clinicos usted no enfrenta riesgos
mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual sera protegida mediante la
codificaciéon de las muestras y de su informacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

Los examenes de laboratorio seran sin costo para los participantes. Es necesario que usted sepa que bajo
ningun concepto percibira algun tipo de pago por la participacion voluntaria en el estudio.

Con el estudio de tomografia y ultrasonido se podra apreciar la forma en que la grasa se distribuye en su
cuerpo, lo cual junto con los resultados de los analisis de sangre se podra sugerir modificaciones o no a su
estilo de vida y tratamientos médicos pertinentes para su condicion médica en particular.

Los resultados de los estudios de laboratorio seran entregados 4 semanas después de su visita al Instituto
Nacional de Cardiologia.

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda de nuevos
marcadores de riesgo cardiovascular podria permitir desarrollar nuevos blancos terapéuticos y con
esto hacer un tratamiento mas personalizado de esta enfermedad. Ademas, gracias a su participacion
altruista, su comunidad se puede beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender
esta complicacion médica.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno. El investigador
podra cubrir los gastos de su transporte al Instituto hasta por una cantidad de $100 pesos por visita.
Para ello, debera presentar comprobantes o facturas (si corresponde).
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COMPENSACION

Si llegara a presentarse alguna complicacién como resultado directo de su participacion en este
estudio, por parte del protocolo le proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, si lo
amerita, al especialista médico que requiera.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacion es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio.
POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Los resultados o materiales obtenidos en el estudio seran propiedad del INCMNSZ. Si un producto
comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera propiedad del Instituto o
quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibira un beneficio financiero por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del estudio al Dr.
Ivan Torre Villalvazo del INCMNSZ (tel. 54870900 ext 2802). La investigacidon es un proceso largo y
complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su relacién
habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atencion médica o cualquier servicio al que
tenga derecho no se veran afectados.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio. Las muestras bioldgicas
obtenidas no contendran ninguna informacién personal y seran codificadas con un nimero de serie
para evitar cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicion legal, las muestras bioldgicas,
incluyendo la sangre, son catalogadas como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta
razon durante el curso de la investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus
muestras bioldgicas, asi como su informaciéon médica y/o genética, puedan ser usadas para otros
proyectos de investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser
usados para estudios de investigacion que estén relacionados con condiciones distintas a las
estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser sometidos a aprobacion por un Comité de
Etica.

Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por cuatro afios.

Los codigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores titulares, quienes
estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran guardados en un archivero
con llave. Sdlo los investigadores tendran acceso a ellos. El personal del estudio (monitores o
auditores) podra tener acceso a la informacién de los participantes.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su participacion en
el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley, asignando cédigos a su
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informacion. El coédigo es un numero de identificacion que no incluye datos personales. Ninguna
informacién sobre su persona sera compartida con otros sin su autorizacion, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una lesion y
requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material biolodgico y
de su informacién. Todas las hojas de recoleccién de datos seran guardadas con las mismas medidas
de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos que tienen su
nombre. Si asi lo desea, usted debera contactar al Dr. lvan Torre Villalvazo y expresar su decision por
escrito.

El Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ aprobd la realizacion de este estudio. Dicho comité
es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacién en humanos en el Instituto. En el
futuro, si identificamos informacién que consideremos importante para su salud, consultaremos con el
Comité de Etica en Investigacién para decidir la mejor forma de darle esta informacién a usted y a su
medico. Ademas, le solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para
solicitarle informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacion personal seran eliminados antes de usar los
datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el estudio.

Su material genético no sera usado con fines distintos a los mencionados en este documento. Si se
tienen células, éstas no se utilizaran para la creacién de lineas celulares inmortales. Si el investigador
desea usarlos con fines distintos, debera notificarselo y solicitarle su firma en un documento similar al
que usted esta leyendo, ademas de contar con la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péngase en contacto con Dr.
Ivan Torre Villalvazo en el INCMNSZ (teléfono: 5531403659).

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con el Dr. Juan Gabriel Juarez
Rojas en el Departamento de Endocrinologia, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
(teléfono: 55732911 ext. 1272)

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede hablar con el
Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ Dr. Patricio Santillan Doherty, teléfono:
54870900 ext. 2501.

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo
con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales,
particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi
entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas sangre y tejido adiposo
subcutaneo para ser utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacion médica y bioldgica podra
ser utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere
colectar informacién adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.
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Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

re

Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Haleido y entendido el formato de consentimiento informado, ensu O |
lengua materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O |
estudio?

c. ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas?

d. ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenido el
tiempo suficiente para tomar la decision?

e. ¢ Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es libre de | O
suspender su participacién en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decisién y sin que esto afecte su atencién
meédica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?

f. ¢ Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar O |
en este estudio?
g. ¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O

legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?

h. ¢ Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta O |
Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion del paciente: Yo,
declaro que es mi
decision participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi participacion es voluntaria.

Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacién en cualquier
momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi
participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran o en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez y no sufriré perjuicio en mi atencién médica ni en futuros estudios de investigacion. Yo puedo
solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi
participacién en este estudio. También puedo obtener los resultados de mis examenes clinicos si asi
los solicito.
Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con

, tel.

Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por ejemplo, uso de
nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la ciudad donde resido, tan pronto
como sea posible.
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He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He
tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a
mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de investigacion clinica
en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo obtener informacion adicional, o bien,
hacer comentarios sobre el desarrollo del estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del
Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ INCMNSZ Dr. Patricio Santillan Doherty, teléfono:
54870900 ext. 2501.

Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal
Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador

que explicod el documento

Fecha

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1

Fecha Relacion con el participante:

7

Evaluacion del perfil inflamatorio y metabolico del tejido adiposo de sujetos con normopeso y con exceso de peso que cursen o no con resistencia a la insulina, para conocer la
relacion de la adiposidad con la funcionalidad de las lipoproteinas de alta densidad y el riesgo cardiometabélico. V 1.0 30 junio 2017



Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2

Fecha Relacion con el participante:

Direccion:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 8 paginas)

8

Evaluacion del perfil inflamatorio y metabolico del tejido adiposo de sujetos con normopeso y con exceso de peso que cursen o no con resistencia a la insulina, para conocer la
relacion de la adiposidad con la funcionalidad de las lipoproteinas de alta densidad y el riesgo cardiometabélico. V 1.0 30 junio 2017



Viernes, 30 de junio del 2017
DECLARACION DE LOS INVESTIGADORES

TITULO DEL PROYECTO: Evaluacion del perfil inflamatorio y metabélico del
tejido adiposo de sujetos con normopeso y con exceso de peso que cursen
0 no con resistencia a la insulina, para conocer la relacion de la adiposidad
con la funcionalidad de las lipoproteinas de alta densidad y el riesgo
cardiometabélico

Nimero de Registro CIIBH: FNU-2308-17/20-1

Los investigadores que participamos en el proyecto arriba mencionado
sometemos voluntariamente a evaluaciéon dicho proyecto ante el Comite
Institucional de Investigacion Biomeédica en Humanos y libremente
declaramos:

« Que conocemos todos los aspectos del estudio y contamos con la
capacidad de llevario a buen término. -

o Que la revision minuciosa de los antecedentes cientificos del proyecto
Justifican su realizacion y nos comprometemos a mantener un
estindar cientifico elevado que permita obtener informaciéon util para
la sociedad.

o Que conocemos los riegos potenciales a los que exponemos a los
paclentes Invitados a participar los cuales hemos discutido
ampliamente con ellos.

* Que pondremos el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de
investigacién por encima de cualquier otro objetivo.

e Que nos conduciremos de acuerdo con los estandares de
comportamiento ético y cientifico aceptados nacional e
internacionalmente segun lo establecido por la Ley General de Salud y
el Reglamento en Materia de Investigacién para la Salud de México, las
Pautas Eticas Internacionales para la Investigacién y Experimentacion
Biomédica en Seres Humanos de la Organizacion Mundial de la Salud
asi como la Declaracién de Helsinki.

'Nombre del investigador _Firma .,

Dr. ivan Torre Villalvazo, INCMNSZ
Or. Armando Tovar Palaclo, INCMNSZ X
"Dr. Juan Gabrie! Juarez Rojas, INCIC ‘
M. en C. Aida Xochitl Medina Urrutia, INCIC

Dxchion & | LA Y‘<€—/




CONFLICTO DE INTERESES

TITULO DEL PROYECTO: “EVALUACION DEL PERFIL INFLAMATORIO Y METABOLICO DEL TEJIDO ADIPOSO DE
SUJETOS CON NORMOPESO Y CON EXCESO DE PESO QUE CURSEN O NO CON RESISTENCIA A LA INSULINA, PARA CONOCER
LA RELACION DE LA ADIPOSIDAD CON LA FUNCIONALIDAD DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD Y EL RIESGO

CARDIOMETABOLICO™

Nimero de Registro C.E.L.: FNU-2308-17/20-1

,Elinvestigador incurre en algtn de los siguientes Conflictos de Interés?

En caso de que exista o no el contlicto explicar el por qué.

CONFLICTO DE INTERESES SI NO
El interés es un valor superior a 10.000 délares EE.UU. X
cuando se suman a la familia inmediata.
El interés no se cotiza en la bolsa de valores. X
El valor de los intereses aumentara o disminuiri X
dependiendo de los resultados de la investigacion.
Es dueiio del 3% o mas de la compaiiia que patrocina el X
estudio 6 del producto generado (o 1% si participan
otros familiares)
El interés estd relacionado con una patente, marga X

registrada, derecho de autor, o acuerdo de licencia.

Fecha: 30 de junio del 2017

Investigador Nombre y Firma: Dr. lvan Torre Villalvazo, INCMNSZ @)%

Recibido:




CONFLICTO DE INTERESES
TITULO DEL PROYECTO: “EVALUACION DEL PERFIL INFLAMATORIO Y METABOLICO DEL TEJIDO ADIPOSO DE
SUJETOS CON NORMOPESO Y CON EXCESO DE PESO QUE CURSEN O NO CON RESISTENCIA A LA INSULINA, PARA CONOCER
LA RELACION DE LA ADIPOSIDAD CON LA FUNCIONALIDAD DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD Y EL RIESGO
CARDIOMETABOLICO™
Numero de Registro C.E.L: FNU-2308-17/20-1

;El investigador incurre en algin de los siguientes Conflictos de Interés?

En caso de que exista o no el conflicto explicar el por qué.

CONFLICTO DE INTERESES S NO
El interés es un valor superior a 10.000 délares EE.UU. X
cuando se suman a la familia inmediata.
El interés no se cotiza en la bolsa de valores. X
El valor de los intereses aumentara o disminuira X
dependiendo de los resultados de la investigacion. '
Es dueiio del 5% o mas de la compaiiia que patrocina el X
estudio 6 del producto generado (o 1% si participan
otros familiares)
El interés estd relacionado con una patente, marga X
registrada, derecho de autor, o acuerdo de licencia.

Fecha: 30 de junio del 2017

Investigador Nombre y Firma: Dr. Armando Tovar Palacio, INCMNSZ )(

Recibido:



' .

INSTITUTO NACIONAL BF
CIENCIAS MEDICAS
Y KVTRiciron
SALVADOR ZURINAN

CONFLICTO DE INTERESES
TITULO DEL PROYECTO:"EVALUACION DEL PERFIL INFLAMATORIO Y METABOLICO DEL TEJIDO ADIPOSO DE SUJETOS CON
NORMOPESO Y CON EXCESO DE PESO QUE CURSEN O NO CON RESISTENCIA A LA INSULINA, PARA CONOCER LA RELACION DE LA
ADIPOSIDAD CON LA FUNCIONALIDAD DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD Y EL RIESGO CARDIOMETABOLICO®
Ndmero de Registro C.E.I:FNU-2308-17/20-1

LEl investigador incurre en algin de los siguientes Conflictos de Interés?

En caso de que exista o no el conflicto explicar el por qué.

CONFLICTO DE INTERESES Sl NO
El interés es un valor superior a 10.000 délares EE.UU. X
cuando se suman a la familia inmediata. “
El interés no se cotiza en la bolsa de valores, X
El valor de los intereses aumentara o disminuird X
dependiendo de los resultados de la investigacion.
Es duefio del 5% o mds de la compafia que patrocina X
el estudio 6 del producto generado (o 1% si participan
otros familiares)
El interés estd relacionado con una palente, marga X
registrada, derecho de autor, o acuerdo de licencia,

Fecha:30 de junio del 2017

Investigador Nombre y Firma: Dr. Juan Gabriel Judrez Rojas, INCIC

Recibido:



INSTITUTO MACIONAL DX
CIENCIAS MEIDICAY
Y NUTHRICION
SALVADOR Zumisan

CONFLICTO DE INTERESES
TITULO DEL PROYECTO:"EVALUACION DEL PERFIL INFLAMATORIO Y METABOLICO DEL TEJIDO ADIPOSO DE SUJETOS CON
NORMOPESO Y CON EXCESO DE PESO QUE CURSEN O NO CON RESISTENCIA A LA INSULINA, PARA CONOCER LA RELACION DE LA
ADIPOSIDAD CON LA FUNCIONALIDAD DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD Y EL RIESGO CARDIOMETABOLICO"
Nimero de Registro C.E.I.FNU-2308-17/20-1

LEl investigador incurre en algin de los siguientes Conflictos de interés?

En caso de que exista o no el conflicto explicar el por qué.

CONFLICTO DE INTERESES Si NO
El interés es un valor superior a 10.000 ddlares EE.UU. X
cuando se suman a la familia inmediata. =
El interés no se cotiza en la bolsa de valores. X
El valor de los intereses aumentara o disminuird X
dependiendo de los resultados de la investigacién,
Es duefio del 5% o mas de la compafia que patrocina X
¢l estudio 6 del producto generado (o 1% si participan
otros familiares)
El interés estd relacionado con una patente, marga X
registrada, derecho de autor, o acuerdo de licencia.

Fecha: 30 de junio del 2017

Investigador Nombre y Firma: M. en C. Aida hitl Medina Urrutia, INCIC

Recibido:
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