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Obijetivo: Evaluar el comportamiento de la leptinemia cu-
antificada por “multiplex”, en una muestra seleccionada
de la poblacién venezolana estratificada por sexo y Cir-
cunferencia Abdominal (CA) y su correlacion con facto-
res de riesgo de Enfermedades Cardiometabdlicas (ECM).
Metodologia: Se estudiaron 173 sujetos adultos, divididos
en 4 grupos, 2 del sexo femenino con CA <0 > a 88 cm
y 2 masculinos con CA < o > 102 cm respectivamente.
Se determind el indice de masa corporal, CA, porcentaje
de grasa corporal, presion arterial, glicemia, perfil lipidico
y leptina en plasma; encontrandose diferencias estadisti-
camente significativas al estratificar dichos grupos segun
la CA, en los parametros antropométricos y cardiovascu-
lares y entre los grupos del sexo femenino, en la glicemia
y leptinemia, la cual tuvo correlacion positiva con la CA.
Conclusion: La determinacion de leptinemia por multiplex
en una poblacién venezolana parece tener utilidad para
medir riesgo a ECM.

Palabras clave: Leptina, Circunferencia Abdominal, Fac-
tores de riesgo

Enviado: 07/08/2013  Recibido: 14/10/2013

Objective: To evaluate the behavior of the leptinemia,
quantified by “multiplex”, in a venezuelan population
stratified by sex and abdominal circumference (AC) and
its correlation with risk factors for cardiometabolic diseas-
es (CD). Methods: 173 adult subjects, were divided into
4 groups, 2 female with AC < or > 88 cm and 2 male
with AC < or > 102 cm respectively. It was assessed the
Body Mass Index, AC, Body Fat%, Blood Pressure, Glu-
cose, Lipid Profile and Leptinemia. It was found statisti-
cally significant difference after stratifying these groups
according to the AC in anthropometric and cardiovascular
parameters between groups, and in females in Glycaemia
and Leptinemia, which was positively correlated with AC.
Conclusion: The determination leptinemia by multiplex in
a venezuelan population seem useful to measure CD risk.

KEY WORDS: Leptin, Abdominal Circumference, Risk
factor.

oy en dia se acepta que las Enfermeda-
des Cardiometabolicas (ECM) pueden ser
el resultado de la conjunciéon de una red
intrincada de factores predisponentes, pero es dificil pre-
cisar si alguno de estos cumple un papel protagénico, lo
gue ha dado lugar a muchas controversias. Asi por ejem-
plo, se ha demostrado que el Indice de Masa Corporal
(IMC), es una herramienta til en el despistaje de ECM?;

sin embargo, en los sujetos con masa muscular significa-
tiva, la determinacion de este parametro no tiene ningin
valor?; por lo que actualmente se ha optado por la medi-
cion de la grasa corporal*#® o de la circunferencia abdomi-
nal (CA), mostrando esta uUltima mayor poder predictivo?.

Por otra parte, es importante destacar que los factores
predisponentes a las ECM, presentan un patrén de com-
portamiento diferente, dependiendo de la raza o grupo
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étnico que se estudie. Asi, se ha reportado que los asiati-
cos, tienen mayor riesgo de Hipertension Arterial (HTA) y
diabetes a menor IMC respecto a los caucasicos®’# y que
las mujeres afroamericanas, tienen mayor riesgo a des-
ordenes metabdlicos cuando se comparan con las euro-
peo-americanas, independientemente de su IMC?®; por lo
gue se plantea que este comportamiento puede deberse
a diferencias étnicas en la composicion y distribucion de
la grasa corporal. De hecho, la mayor cantidad de grasa
visceral respecto a la subcuténea entre los asiaticos y los
caucasicos'™!, pudiera constituir la causa de la resisten-
cia a la insulina y otros desérdenes metabdlicos en estos
grupos étnicos'?.

Ahora bien, no siempre el patrén de distribucion de la
grasa corporal puede explicar la variabilidad existente en
el riesgo a ECM entre las poblaciones; en este sentido, se
ha descrito que los afroamericanos, aun teniendo mayor
proporcién de tejido adiposo periférico respecto al visce-
ral'3, presentan mayor prevalencia de HTA si se les compa-
ra con los caucasicos'. Es por ello que recientemente se
ha propuesto, que la concentracion plasmatica de diversas
adipocitoquinas, mas que la propia distribucién de la gra-
sa corporal pueda explicar las diferencias en la prevalencia
del riesgo a ECM presentadas entre las razas; es por ello
gue la evidencia sugiere que cada raza tiene un determi-
nado patrén de secrecion de dichas hormonas'™.

Una de las adipocitoquinas mas estudiada es la leptina,
péptido pleiotrépico sintetizado principalmente en el te-
jido adiposo, por lo que su concentracién plasmatica es
directamente proporcional a la cantidad de grasa en el
organismo’®, el cual se describié inicialmente como una
hormona capaz de regular el apetito al actuar a nivel del
hipotdlamo'; sin embargo, hoy en dia se sabe que esta
involucrada en muchas funciones como la reproduccion,
la angiogénesis, la respuesta inmune inflamatoria, la mo-
dulacién de la Presion Arterial (PA) y el metabolismo ener-
gético entre otras’®.

Los efectos producidos por la leptina dependen de sus ni-
veles plasmaticos, asi, a bajas concentraciones resulta favo-
rable para el organismo, mientras que sucede lo contrario a
medida que ésta se incrementa; donde se hace evidente su
asociacion con la HTA 'y con desérdenes metabdlicos'; por
lo que se propone la existencia de un estado de resistencia
a la leptina en el obeso, el cual puede darse por diferentes
mecanismos aun no del todo esclarecidos?®.

Partiendo del hecho que tanto la leptinemia como el dia-
metro de la CA tienen un importante papel predictivo de
las ECM, y tomando en cuenta ademas que la expresion
de este péptido pudiese estar modulada por factores étni-
cos, decidimos evaluar el comportamiento de esta hormo-
na en sujetos con diferentes valores de CA en una pobla-
cion venezolana seleccionada, donde debido a la presen-
cia de un mestizaje significativo, es dificil inferir el patrén
de secrecion de la leptina y la manera como se asocia con

métodos
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diferentes factores de riesgo a ECM, para lo cual, ademas
de medir su concentracion, determinamos si sus niveles
plasmaticos se correlacionan con algunos parametros an-
tropométricos y cardiometabdlicos comtinmente usados
para medir dichos riesgos.

Por otra parte, debido al auge y la diversificacion del uso
que recientemente han mostrado las técnicas que deter-
minan la concentracién de varias citoquinas simultanea-
mente como el “multiplex”2'?2, se utilizé dicha metodolo-
gia para cuantificar la concentracion de leptina plasmatica
y de esta manera tener resultados comparables con los
que se reportan a nivel mundial.

Poblacién y Muestra. Reclutamiento

y seleccion de los sujetos

La poblacién estuvo constituida por adultos en edades
comprendidas entre 19-68 afos que acudieron de mane-
ra voluntaria a la consulta y evaluacién Cardiometabdlica
en la Unidad de Farmacologia Clinica de la Facultad de
Farmacia y de la Escuela de Medicina José Maria Vargas de
la Universidad Central de Venezuela (Caracas, Venezuela)
desde Julio de 2012 hasta Abril de 2013. La muestra estu-
vo conformada por 173 sujetos adultos de ambos géne-
ros, seleccionados de la poblacién; de los cuales 99 eran
del sexo femenino.

Fueron excluidos del estudio, sujetos con habito tabaquico,
proteinuria franca y/o diagnostico previo de nefropatias, in-
dependientemente de su etiologia, cardiopatia isquémica,
insuficiencia cardiaca, lupus eritematoso sistémico, mielo-
ma multiple o con PA superior a 160/100 mmHg.

Todos los protocolos experimentales fueron revisados y
aprobados por el Comité de Bioética del Hospital Universi-
tario de Caracas y cumplen con la Declaracion de Helsinki
para experimentacién con seres humanos (1964 y revision
del 2013) y solo se realizd en aquellos sujetos que firma-
ron el Consentimiento Informado, todo esto en apego a
la Ley del Ejercicio de la Medicina y a las Normas de Inves-
tigacion Clinica del Ministerio del Poder Popular para la
Salud y el Desarrollo Social.

Procedimiento Metodolégico. Evaluacion antropo-
métrica y cardiometabélica

Los pacientes fueron citados a la Unidad de Farmacolo-
gia Clinica de la Facultad de Farmacia y de la Escuela de
Medicina José Maria Vargas de la Universidad Central de
Venezuela (Caracas, Venezuela) entre las7 y las 8 de la
manana. Todos los pacientes fueron sometidos a examen
fisico determinando talla, peso, CA, porcentaje de grasa y
PA. Se registraron los valores de PA Sistélica (PAS), Diasto-
lica (PAD) y Media (PAM), luego de 15 minutos de reposo,
efectuandose tres mediciones con un minuto de separa-
cion entre ellas, utilizando un equipo automatizado (Ac-
cutorr Plus, Datascope, New Jersey, USA). Seguidamente,
se midi¢ la talla (en cm), el peso (en Kg), empleando una




balanza, el didmetro de la circunferencia abdominal (en cm)
y el porcentaje de grasa corporal por bioimpedancia eléc-
trica con el medidor de grasa (OMRON, Modelo BHF306C).
Posteriormente, a cada paciente se le tomé una muestra de
sangre periférica previo ayuno de 12 horas mediante veno-
puncion directa en la region antecubital utilizando tubos
con EDTA. Posteriormente, fueron centrifugadas a 3000
rom durante 15 minutos, reservando el plasma, el cual se
congeld a -70°C hasta el momento de su procesamiento, el
cual fue destinado para la determinacion plasmatica de la
glicemia, triglicéridos, colesterol total, colesterol asociado a
las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y leptina.

Siguiendo los lineamientos establecidos por el ATP Il (Na-
tional Cholesterol Education Program Expert Panel on De-
tection, Evaluation and Treatment of the High Blood Cho-
lesterol in Adult) y tomando en cuenta que la leptinemia
es significativamente mayor en las mujeres, se decidio eva-
luar las posibles diferencias en los parametros registrados,
segun el diametro de la CA, por lo que se conformaron 4
grupos de estudio, dos del sexo femenino (G1y G2), con
didametro de CA menor o mayor a 88 cm, respectivamente
y dos del sexo masculino (G3 y G4), con didmetro de CA
menor 0 mayor a 102 cm, respectivamente.

Métodos Bioquimicos

Se determind la concentracion plasmatica de glicemia, tri-
glicéridos, colesterol total y c-HDL, por métodos enzimati-
cos, utilizando el estuche comercial (Stanbio). Los valores
de referencia para las variables estudiadas fueron 70-105
mg/dL; <200 mg/dL; >60 mg/dL; <150mg/dL para la glice-
mia, colesterol total, c-HDL y triglicéridos, respectivamente.

Para la determinacion de la leptina plasmatica, todas las
muestras de plasma se evaluaron por duplicado mediante el
analisis multiplex de microesferas (Bio-Plex Pro Assays Cyto-
kine, Chemokine and Growth Factors, Life Science Grup,
BIORAD). Brevemente, el sistema Bio-Plex® se basa en tres
nucleos tecnolégicos. El primero constituye una tecnologfa
novedosa que emplea hasta 100 microesferas de poliestire-
no (5.6um) o magnéticas (8um), tefidas fluorescentemente
codificadas con un cédigo espectral (Tecnologia xMAP), la
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cual permite la deteccion simultanea de hasta 100 molécu-
las diferentes por muestra. El sequndo es un citémetro de
flujo con dos rayos laser asociados a un sistema dptico que
permite cuantificar las diferentes moléculas unidas a la su-
perficie de las microesferas. El tercero estad constituido por
un procesador de sefial digital de alta velocidad que maneja
los datos de fluorescencia con alta eficiencia.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + error es-
tandar de la media (E.E.M.). Se evalu¢ la distribucién de
los datos a través de la inspeccion visual y las pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Jar-
que-Bera. Se emple6 la t-Student y el analisis de varianza
(ANOVA) con andlisis post-hoc para comparar los grupos
sujetos a estudio. Las correlaciones entre las variables fue-
ron realizadas con la prueba de correlacién de Pearson.
Se considero significativo p<0,05. Se utilizd el programa
GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc).

| medir los pardmetros antropomé-
tricos y cardiovasculares, se encontré
que hubo diferencias estadisticamen-
te significativas en la edad, IMC, CA,
porcentaje de grasa corporal, PAS, PAM y PAD (p<0,01)
entre los grupos del sexo femenino y del masculino. Se
encontré diferencias en el IMC, PAD, porcentaje de gra-
sa corporal CA (p<0,05) entre los sujetos masculinos con
CA<102 cm al compararlos con las mujeres con CA<88
c¢m (Tabla 1). Se encontro diferencias estadisticamente sig-
nificativas, en la glicemia y la leptinemia entre los grupos
del sexo femenino y en la concentraciéon de c-HDL entre
los sexos (Tabla Il). Por otra parte, al hacer la correlacion
de Pearson entre las variables en estudio y la CA, se en-
contrd correlacion positiva con la Edad, Peso, Talla, IMC,
PAS, PAD, glicemia, triglicéridos y leptina y negativa con
el c-HDL (Tabla II).

Tabla 1. Parametros antropométricos y cardiovasculares estratificados segun el sexo y la CA

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Femenino (CA<88cm) Femenino (CA>88 cm) Masculino (CA<102cm) Masculino (CA>102cm)
N° de sujetos (Total= 173) 48 51 48 26

Edad (afios) 34,22 +1,92 44,25 £1,61™ 34,61+ 1,80 44,52 + 2,03

IMC (Kg/m2) 23,31 +0,57 34,17 £ 0,84™ 26,93 + 0,45* 35,65 + 1,02%#

CA (cm) 77,97+0,97 104,4 +1,73™ 91,041,22** 114,85 +2,17%#

% Grasa Corporal 27,02 +0,88 38,4 +0,59™ 22,57 +0,8* 32,87 + 1,09%##
PAS (mm Hg) 114,63 £ 1,79 128,37 £ 2,2™ 122,35 +1,11 134,81 + 3,35

PAD (mm Hg) 74,53 £ 1,24 82,73 +1,41” 82,73 + 1,41* 91,15+ 2,15

PAM (mmHg) 87,90 + 1,36 97,94 + 1,58™ 94,25+ 1,19 105,7 + 2,43%#

Cada valor corresponde a la media + E.E.M. (**p<0,01 y ***p<0,01, al comparar G2 con G1; #p<0,01 y ##p<0,001 al comparar G4 y G3; *p<0,05, *p<0,01 y **p<0,001 al
comparar G3 con G1).
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Tabla 2. Parametros bioquimicos estratificados segun el sexo y la CA

GRUPO 1
Femenino (CA<88cm)

GRUPO 2
Femenino (CA>88 cm)

GRUPO 3
Masculino (CA<102cm)

GRUPO 4
Masculino (CA>102cm)

Glicemia (mg/dL) 81,31+1,13 88,77 + 1,91 85,11 + 1,68 87,65+ 2,04
Colesterol Total (mg/dL) 167,07 £ 6,02 153,08 + 8,37 167,3 + 8,38 167,34 £ 7,74
Triglicéridos (mg/dL) 93,8 + 8,62 128,98 + 10,20 120,02 £9,3 146,8 + 12,44
c-HDL (mg/dL) 44,18 + 1,48 41,75+ 1,48 37,06 + 1,42% 35,98 +1,74
Leptina (ng/mL) 3,97 + 0,58 6,70 £ 0,778 3,42 + 0,61 4,14 + 0,61

Cada valor corresponde a la media + E.E.M. (*p<0,05 al comparar G2 y 1; #p<0.05 al comparar G3 con G1).

Tabla 3. Correlacion de Pearson entre la Circunferencia Abdominal y las variables cardiovasculares y bioquimicas

R
CAyPAS 0,4848 0,0001
CAy PAD 0,5138 0,0001
CAy Glicemia 0,2189 0,0034
CAy Triglicéridos 0,2523 0,0007
CAvy c-HDL -0,2103 0,005
CAy Edad 0,3290 0,0001
CAYy Peso 0,918 0,0001
CAy Talla 0,2567 0,0006
CAelMC 0,901 0,0001
CAYy Leptina 0,2186 0,0063

Tabla 4 Leptinemia segun la raza, sexo y técnica para cuantificar

GRUPO ETNICO SEXO IMC METODO LEPTINEMIA (ng/mL)

ELISA Khan y col. (2012)
Afroamericana F 32,8 (7,7) 41,3 (25,5)
China F 23,6 (4,0) 14 (9,4)
Japonesa F 23,9 (4,3) 13,9 (10,4)
Caucasica F 28,6 (6,9) 28,3 (21,6)
RIA Azrad y col. (2013)
Europeo americana F 28,3 (0,14) {225;‘1)
Afro americana F 28,2 (0.17) {222é<
Loo y col., (2011)
Finlandeses F+M ELISA 19,9 (rango:1,23-125)
F+M MULTIPLEX 9 (rango:1,5-44,6)
Venezolanos IRMA Velazquez y col. (2006)
M 28,8 10 (1)
F 28 28 (2)
Venezolanos M+F 25,3(3) RIA Contreras y col. (2011)
M 6,9 (3,6)
F 9,1(2,4)
Venezolanos ELISA Solano y col. (2009)
M+F 32,3 (5) 23,4 (14)

Cada valor representa la media (D.E)

os resultados obtenidos en el presente estudio

confirman que la poblacién evaluada, sigue

el mismo comportamiento que el reportado
a nivel mundial; es decir, se evidencia un incremento del
porcentaje de grasa corporal, IMC, PAS, PAD y PAM, pro-
porcional al aumento de la CA y ademas se observa que
el promedio de edad es mayor en el grupo con mayor
diametro de CA.

Muchos estudios realizados en diferentes poblaciones a
nivel mundial, coinciden en que el IMC aumenta propor-

cionalmente con la edad; de esta manera, el norteame-
ricano lo incrementa significativamente hasta los 50 o
60 afios y en menor proporcion hasta los 70 u 80 afios,
siendo mayor en las mujeres adultas jovenes afroamerica-
nas, respecto a las caucasicas del mismo grupo etario®.
Curiosamente, los japoneses presentan en promedio, el
mismo IMC en los diferentes grupos etarios; sin embargo,
la cantidad de grasa corporal aumenta con la edad®, mien-
tras que los tailandeses, a pesar de tener en su mayoria un
IMC normal, muestran un ligero incremento entre los 40 y
60 afios de edad?*. En la poblacion evaluada en el



presente estudio, a diferencia de lo reportado en los japo-
neses o tailandeses, el incremento en el IMC con la edad
es evidente, encontrandose que en promedio los sujetos
gue son 10 afios mayores, independientemente del sexo,
incrementan hasta en 10 Kg/m? su IMC.

Por otra parte, en esta investigacion se corrobor6 la uti-
lidad que tiene la medicién de la CA como herramienta
Gtil para evaluar riesgo a ECM, previamente reportada por
otros autores?'?, ya que se evidencié diferencias estadisti-
camente significativas en los parametros cardiovasculares
y el porcentaje de grasa corporal, al estratificar a los su-
jetos con respecto al didmetro de la CA, evidencidandose
correlacion positiva de esta variable con factores de riesgo
conocidos de ECM; ademas, el hecho de que los valores
de glicemia y perfil lipidico usados clasicamente para el
diagnostico del Sindrome Metabdlico®, resultaron estar
dentro del rango de referencia, independientemente de
los valores antropométricos, le da mayor relevancia al dia-
metro de la CA como parametro Util en la evaluacion de
riesgo a ECM.

Actualmente se postula que el efecto deletéreo que tie-
ne el incremento del Tejido Adiposo Abdominal (TAA),
viene dado por la modificacion del perfil de compuestos
gue éste elabora en los sujetos con sobrepeso u obesi-
dad. Hoy en dia se considera al TAA, como un 6rgano
endocrino y paracrino®, capaz de elaborar diferentes cito-
quinas, muchas de éstas no exclusivas del tejido adiposo,
gue contribuyen al estado proinflamatorio observado en
el obeso?, esto debido al incremento en estos sujetos,
de la proporcion de macrofagos en el TAA hasta en un
50%%. Ademas, este drgano sintetiza sustancias propias
como la adiponectina y otras casi exclusivas del tejido adi-
poso como la leptina?’, la cual al aumentar su produccion,
puede propiciar un estado de resistencia a esta hormona,
contribuyendo de esta manera también a la resistencia a
lainsulinay a todas las consecuencias que ello acarrea?®?.

También se ha determinado que la leptina puede propiciar
la formacion de la placa ateromatosa®®3"3?, estimular la pro-
duccion de endotelina |y de especies reactivas de oxigeno e
inducir a la expresion de moléculas de adhesion, todo esto
en concordancia con el hecho que el aumento de sus nive-
les plasmaticos, se ha asociado a un incremento de la PA,
tanto en sujetos normotensos® como en los hipertensos?>.
En la presente investigacion, se evidencid una correlacion
positiva entre la leptinemia y la CA'y entre la CAy la PA, lo
cual pudiese tener un valor predictivo al evaluar el riesgo a
ECM, por todas las implicaciones explicadas previamente
gue tiene este péptido en dichas enfermedades.

El comportamiento mostrado por la leptina en la pobla-
cion estudiada, es similar al dado en otras localidades; de
esta manera, la correlacion positiva con el diametro de la
CA, ademas de la mayor leptinemia en el sexo femenino
(que se hizo mas evidente en las mujeres de mayor CA),

ya ha sido reportados en diversas investigaciones, lo cual
era de esperarse, ya que por una parte, generalmente el
incremento de la CA va acompafiado de un aumento de
TAA, el cual es productor de leptina y por otra, que el por-
centaje de grasa corporal es mayor en el sexo femenino.

Es preciso destacar que es necesario ser muy cautelosos
al momento de comparar los resultados de leptinemia
dados en diferentes estudios, ya que estos varian signifi-
cativamente bien sea por el sexo, la raza y los diferentes
parametros antropométricos®**3’, ademas de que su rango
depende de la técnica empleada para su cuantificacion?.

Existen estudios realizados en diferentes grupos étnicos
a nivel mundial, que arrojan resultados de leptinemia di-
ficiles de interpretar, ya que difieren no solo en las ca-
racteristicas antropométricas de los sujetos evaluados,
sino en las técnicas que estos emplean'®22:37.3839.40 (Tabla
IV). Una de las técnicas mas ampliamente usadas para la
cuantificacion de leptina es la del ELISA, la cual a pesar de
que ha mostrado muy buena correlacién con la técnica de
multiplex (r=0,9), difiere de esta; ya que tanto el valor de
su media aritmética como el rango en el cual oscilan sus
valores, son significativamente mayores si se les compara
con el multiplex?? (Tabla IV).

Ademas de las ventajas que clasicamente se le describen
a la técnica de Multiplex, como la capacidad de deteccién
simultanea de varias citoquinas y el menor volumen de
muestra requerida, esta técnica tiene un rango dindamico
mas amplio y un limite inferior de deteccién ligeramente
menor si se le compara con el ELISA; sin embargo, la com-
paracion de los datos entre las técnicas se dificulta debido
a que en muchas ocasiones el tipo de anticuerpo utilizado
es diferente para cada metodologia??.

De acuerdo a los condiciones metodoldgicas del presente
estudio, los valores medios de leptina obtenidos parecen
ser inferiores a los reportados previamente en nuestro pais
por la técnica de ELISA%® (Tabla IV); sin embargo, no se
pueden establecer comparaciones entre los resultados ob-
tenidos por diferentes metodologias, debido a que existen
muchos factores que intervienen en la interpretacién de
los mismos, como el alto grado de mestizaje en nuestra
poblacién y la falta de uniformidad entre los datos antro-
pomeétricos en cada estudio, por lo que serfa ideal realizar
estos ensayos, midiendo la leptinemia simultaneamente
con las técnicas que se deseen evaluar, utilizando las mis-
mas muestras en cada metodologfa.

Por lo tanto, en el presente estudio se confirma la utilidad
de la cuantificacién de la leptina plasmatica, como uno
de los componentes que participa en el establecimiento
de los factores de riesgo a ECM y que la técnica de mul-
tiplex aparentemente puede usarse para estos fines, sin
embargo, es necesario dar continuidad a estos estudios
utilizando este ensayo como herramienta.
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