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Resumen

La obesidad se ha convertido en una pandemia global y en una de las principales
causas de mortalidad prevenible. En México, afecta al 75.1% de la poblacion adulta
(Shamah-Levy et al., 2022). Entre los distintos tipos de grasa corporal, la grasa
visceral se ha identificado como uno de los predictores mas importantes e
independientes del riesgo cardiometabdlico, incluso en personas con un indice de

masa corporal (IMC) dentro de rangos normales (Pluta et al., 2022).

La Resistencia a la Insulina (RI), considerada el eje fisiopatologico del Sindrome
Metabdlico (SM) y etapa previa a la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), se asocia con el
estrés del reticulo endoplasmico (ERE) y con alteraciones en la sefalizacion de la
insulina (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017). Recientemente, se ha propuesto que la
proteina Reguladora de la SefAalizacion de Proteinas G 2 (RGS2) podria intervenir
en este proceso, ya que inhibe la fosforilacion de Akt (Vazquez-Jiménez et al.,
2021).

El objetivo de presente estudio transversal fue analizar la correlacion entre la R, el
area de grasa visceral (AGV) y los niveles de expresidén génica de RGS2 en jovenes
universitarios aparentemente sanos. Para ellos se reclutaron 61 participantes de
nuevo ingreso a la Facultad de Deportes de la UABC, quienes fueron clasificados
en dos grupos: uno con AGV = 100 cm? (“grupo problema”) y otro con AGV < 100

cm? (“grupo control”).

El grupo con mayor AGV presentd diferencias estadisticamente significativas en
IMC, circunferencia de cintura, presion arterial, triglicéridos, colesterol total y las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), ademas de niveles mas altos de insulina y
menores de adiponectina, lo que refleja Rl y la presencia de componentes del SM.
A nivel molecular, se observd una tendencia al aumento de la expresion de RGS2

en el grupo con AGV elevada, aunque sin alcanzar significancia estadistica.
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Estos resultados sugieren que la acumulacion de grasa visceral en personas
jévenes se relaciona tempranamente con alteraciones metabdlicas y con RIl. La
tendencia al incremento de RGS2 podria representar un mecanismo molecular
inicial, lo que resalta su posible papel como biomarcador o blanco terapéutico en la

prevencion de la DM2.
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1. Introduccion

La obesidad es una enfermedad caracterizada por el exceso anormal o
desproporcionado de tejido adiposo que compromete la salud (OMS, 2025;
Secretaria de Salud, 2021). Su prevalencia ha alcanzado niveles pandémicos y se
considera una de las principales causas de morbilidad y mortalidad prevenibles a
nivel mundial (Elagizi et al., 2018). En México, mas del 75% de la poblacién adulta
presenta sobrepeso u obesidad, y el estado de Baja California supera incluso el

promedio nacional (Shamah-Levy et al., 2022).

Aunque el IMC es la herramienta mas utilizada para clasificar el estado nutricional,
tiene limitaciones importantes: no diferencia entre masa grasa y masa magra, por lo
que no refleja con precision el riesgo cardiometabdlico individual. En cambio, la
distribucion del tejido adiposo, en especial la acumulacién de grasa visceral se ha
identificado como un indicador mas confiable del desarrollo de complicaciones
metabdlicas, incluso en individuos con un IMC dentro de lo normal (Pluta et al.,
2022).

Un incremento en el AGV se asocia con inflamacion crénica de bajo grado,
disfuncion endotelial y alteraciones hormonales que favorecen la apariciéon del SM

y otras complicaciones cardiovasculares (Dobrowolski et al., 2022).

La RI constituye uno de los pilares del SM y es el mecanismo precursor de la DM2.
Se caracteriza por una menor respuesta de los tejidos periféricos a la accién de la
insulina, lo que interfiere con la captacion y uso de glucosa, principalmente en

higado, musculo y tejido adiposo (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).

Estudios previos han demostrado que la obesidad abdominal y el aumento de acidos
grasos circulantes inducen ERE, afectando proteinas esenciales para la
homeostasis del calcio, como la bomba de calcio del reticulo sarco/endoplasmatico
(SERCA). Esto genera disfuncién en la senalizacion de la insulina desde etapas

tempranas (Bianchi, 2020).



En este contexto, ha cobrado interés el papel de las proteinas Reguladoras de la
Sefalizaciéon de Proteinas G (RGS), particularmente RGS2, que modula la actividad
de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y participa en la regulacion de
la presion arterial, la inflamacion y el metabolismo de la glucosa (McNabb et al.,
2020). Evidencias recientes indican que la sobreexpresiéon de RGS2 puede inhibir
la fosforilacion de Akt, un paso clave en la via metabdlica de la insulina, fendmeno
observado tanto en modelos celulares como en pacientes con DM2 mal controlada

(Vazquez-Jiménez et al., 2021).

Considerando la alta prevalencia de obesidad en la poblacién joven mexicana y el
papel potencial de RGS2 como modulador temprano de la RI, resulta relevante
estudiar la relacion entre el AGV, la Rl y la expresion de RGS2 en individuos
aparentemente sanos. Comprender esta asociacidon permitiria identificar
marcadores tempranos de riesgo metabdlico y contribuir al disefio de estrategias

preventivas desde etapas iniciales de la vida adulta.



2. Marco Teoérico

2.1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, multifactorial y progresiva, caracterizada
por la acumulacion excesiva de tejido adiposo en proporciones que comprometen
la salud (OMS, 2025). Su origen esta influido por factores biolégicos, conductuales,
sociales, culturales y ambientales, lo que la convierte en uno de los retos de salud

publica mas importantes del siglo XXI.

Durante las ultimas décadas, su prevalencia ha aumentado de forma constante a
nivel mundial, configurando una verdadera pandemia metabdlica con impacto
sanitario y econdmico significativo (Grace, 2020). Se estima que mas de dos mil
millones de personas en el mundo viven con exceso de peso, lo cual incrementa la
incidencia de enfermedades cronicas y los costos asociados a su tratamiento
(Shamah-Levy et al., 2022).

En México, el problema es especialmente grave. De acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), mas del 75% de la poblacion adulta
presenta sobrepeso u obesidad, ubicando al pais entre los primeros lugares a nivel
mundial (Secretaria de Salud, 2021). Ademas, regiones como Baja California
reportan cifras superiores al promedio nacional, lo que subraya la necesidad de
estrategias preventivas orientadas al control del peso corporal y la reduccion del

riesgo cardiometabdlico.

Aunque tradicionalmente se ha empleado el IMC como herramienta diagndstica
para clasificar el estado nutricional, este indicador presenta limitaciones, ya que no
distingue entre masa grasa y masa magra, ni refleja la distribucion del tejido adiposo
(Pluta et al., 2022). Por ello, individuos con un IMC normal pueden mostrar
alteraciones metabdlicas si presentan una acumulacion desproporcionada de grasa

en la zona abdominal.



Este conocimiento ha impulsado un cambio de paradigma: pasar del enfoque clasico
centrado en peso y talla hacia un analisis mas detallado de la composicion corporal,
que considera la distribucion del tejido adiposo como un determinante mas preciso

del riesgo cardiometabdlico, incluso en ausencia de obesidad generalizada.

2.2. Composicién corporal

El tejido adiposo, lejos de ser un simple depdsito inerte de energia, es hoy
reconocido como un érgano endocrino altamente activo. Este tejido participa en la
regulacion de multiples procesos fisiolégicos mediante la secreciéon de hormonas,
citocinas, adipocinas y metabolitos que influyen directamente en el apetito, el
equilibrio energético, la inflamacion sistémica, el metabolismo de la glucosa, la

sensibilidad a la insulina y la funcion vascular (Townsend & Tseng, 2012).

De manera general, se distinguen tres tipos principales de tejido adiposo: el tejido
adiposo blanco (TAB), el tejido adiposo marron (TAM) y el tejido adiposo beige.
Cada uno presenta caracteristicas estructurales y funcionales particulares que

determinan su papel en la homeostasis metabdlica.

El TAB representa la mayor proporcion de tejido adiposo en el organismo humano.
Su funcion principal es el almacenamiento de triglicéridos durante los periodos de
exceso energético, que posteriormente libera en forma de acidos grasos libres
cuando la demanda metabdlica lo requiere (Saely et al., 2011). Sin embargo, su
papel no se limita al almacenamiento: el TAB actua también como un 6rgano
secretor que libera diversas moléculas bioactivas, conocidas como adipocinas,
entre las que destacan la leptina, resistina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

a), interleucina 6 (IL-6) y adiponectina.

Estas adipocinas tienen efectos metabdlicos que pueden ser tanto proinflamatorios
como antiinflamatorios, dependiendo del equilibrio fisiolégico del individuo. Por
ejemplo, la adiponectina ejerce un efecto protector al favorecer la sensibilidad a la
insulina, reducir el estrés oxidativo y mejorar la sefalizacion metabdlica (Tseng,
2023). En contraste, moléculas como TNF-a e IL-6 promueven inflamacion y R, lo

4



que contribuye a la disfuncion metabdlica observada en la obesidad (Gutiérrez-
Rodelo et al., 2017).

El TAM, por otro lado, se caracteriza por su abundante contenido mitocondrial y por
la expresion elevada de la proteina desacopladora UCP1 (uncoupling protein 1).
Esta proteina es responsable de la termogénesis adaptativa, un proceso que
transforma la energia de los lipidos en calor a través de la oxidacién lipidica, sin
generar ATP (Townsend & Tseng, 2012). Aunque la cantidad de TAM en humanos
adultos es relativamente pequena, se le atribuye un papel importante en la
regulacion del balance energético, contribuyendo a prevenir el exceso de peso

corporal y mejorando la sensibilidad a la insulina.

Finalmente, el tejido adiposo beige representa un tipo intermedio entre el blanco y
el marron. Este se forma dentro del TAB bajo estimulos como el frio, el ejercicio
fisico o la activacion simpatica, y expresa parcialmente las caracteristicas del TAM.
Su capacidad para oxidar lipidos y generar calor lo ha convertido en un foco
emergente de investigacién en terapias contra la obesidad y las enfermedades
metabdlicas (Zheng et al., 2023). A pesar de los avances, su relevancia fisiologica
en humanos aun esta en estudio, y se considera un objetivo potencial para futuras

intervenciones terapéuticas.

Desde esta perspectiva, la composicion corporal deja de entenderse como una
simple proporcion entre grasa y masa magra, y pasa a concebirse como un sistema
dinamico que integra la funcion endocrina del tejido adiposo. Este concepto explica
por qué personas con IMC normal pueden mostrar alteraciones metabdlicas
significativas, si presentan una distribucion desfavorable del tejido adiposo, en

especial en el compartimiento visceral.

De manera particular, la disminucion en los niveles de adiponectina plasmatica
constituye un marcador temprano de riesgo cardiometabdlico y refleja el
desequilibrio inflamatorio que acomparia al exceso de grasa visceral (Tseng, 2023;
Clemente-Suarez et al., 2023). En este sentido, evaluar la distribucion de la grasa
corporal resulta mucho mas informativo que medir unicamente el IMC, ya que

proporciona una visién mas precisa de la fisiologia metabdlica del individuo.



2.3. Grasa visceral

La grasa visceral se localiza en el interior de la cavidad abdominal, rodeando
organos como el higado, el pancreas y los intestinos. A diferencia de la grasa
subcutanea, la GV posee una actividad metabodlica mas elevada, caracterizada por
una mayor tasa de lipdlisis basal y por una produccion aumentada de acidos grasos
libres (AGL), los cuales son liberados directamente hacia la circulacion portal

hepatica (Elagizi et al., 2018).

Este tipo de drenaje vascular explica por qué la acumulacion excesiva de grasa
visceral se asocia con aumento de la gluconeogénesis hepatica, sintesis de
triglicéridos y RI, incluso en personas con un IMC dentro del rango considerado

normal (Dobrowolski et al., 2022).

Ademas, el tejido adiposo visceral presenta una mayor infiltracion de macrofagos,
predominantemente del fenotipo M1 proinflamatorio, que contribuyen a un
microambiente inflamatorio crénico caracterizado por la liberacion sostenida de
mediadores como TNF-q, IL-6, MCP-1 y resistina. Este estado inflamatorio de bajo
grado constituye uno de los principales rasgos fisiopatologicos del riesgo
cardiometabdlico asociado a la obesidad visceral y genera una conexion directa
entre el exceso de GV y la disfuncion en la sefalizacion de la insulina (Liang et al.,
2022).

Es importante destacar que este patron de riesgo puede observarse incluso en
individuos con un IMC normal, pero que presentan valores elevados de AGV. Esta
condicion se conoce como obesidad metabdlicamente obesa con peso normal
(MONW, por sus siglas en inglés) y se considera un fenotipo clinico de alto riesgo.
Las personas con este perfil pueden desarrollar RI, dislipidemia e incluso DM2 sin

manifestar obesidad generalizada (Pluta et al., 2022).

En poblaciones jovenes, este fendbmeno cobra especial relevancia, ya que el exceso
de GV puede anteceder durante afos al desarrollo clinico de alteraciones
metabdlicas. Identificarlo a tiempo permitiria intervenir de manera preventiva,

reduciendo el riesgo de enfermedades crénicas no transmisibles.



Para fines de investigacion, la cuantificacion de la grasa visceral puede realizarse
mediante diversos métodos, entre ellos tomografia axial computarizada (TAC),
resonancia magnética (RM) y bioimpedancia eléctrica (BIA). En este estudio, se
utilizé la bioimpedancia segmental multifrecuencia mediante el analizador corporal
InBody 720, el cual estima el AGV en cm? con un modelo validado frente a la TAC
(Ogawa et al., 2011; Gao et al., 2020).

El punto de corte de 2100 cm? se emplea de forma habitual en estudios
epidemiologicos como indicador de adiposidad visceral asociada a riesgo
cardiometabdlico aumentado (Kim et al., 2006). Este criterio fue el utilizado para

establecer los grupos de comparacion en la presente investigacion.

La grasa visceral, por tanto, no solo actua como un depdsito energético, sino como
un tejido endocrino proinflamatorio que participa activamente en la desregulacion
metabdlica. Su exceso contribuye a una cascada de procesos que incluyen estrés
oxidativo, lipotoxicidad, disfuncion endotelial y Rl. Comprender esta relacion resulta
esencial para identificar marcadores tempranos de riesgo metabdlico,

especialmente en poblaciones jovenes aparentemente sanas.

2.4. Adipocinas

El tejido adiposo, especialmente el visceral, actia como un érgano endocrino capaz
de secretar un conjunto de moléculas bioactivas denominadas adipocinas. Estas
sustancias cumplen un papel fundamental en la regulacién de la homeostasis
metabdlica, la inflamacidén sistémica y la sensibilidad a la insulina, modulando

procesos metabdlicos tanto a nivel local como sistémico (Townsend & Tseng, 2012).

Entre las diversas adipocinas conocidas, la adiponectina destaca por su efecto
antiinflamatorio y sensibilizador de la insulina. Esta hormona, producida
principalmente por los adipocitos del tejido blanco, favorece la oxidacion de acidos
grasos, mejora la captacion de glucosa y aumenta la sensibilidad a la insulina en

tejidos como el musculo esquelético y el higado (Tseng, 2023). Ademas, reduce la



liberacion de mediadores inflamatorios, promueve la produccion de éxido nitrico y
mejora la funcion endotelial, contribuyendo a mantener un perfil cardiometabdlico

saludable (Clemente-Suarez et al., 2023).

Sin embargo, a medida que aumenta la adiposidad visceral, los niveles plasmaticos
de adiponectina disminuyen de manera significativa. Esta reduccién favorece un
estado proinflamatorio, con aumento de estrés oxidativo y disminucion de la accién
de la insulina, lo que conduce a una pérdida progresiva del equilibrio metabdlico
(Tseng, 2023; Dobrowolski et al., 2022). Por esta razon, la adiponectina se
considera un marcador inverso del riesgo cardiometabdlico, ya que sus niveles
bajos predicen la apariciéon de Rl 'y SM, incluso antes de que existan signos clinicos

de enfermedad.

En contraste, otras adipocinas como el TNF-a y la IL-6 ejercen efectos
proinflamatorios. Estas moléculas estimulan la fosforilacion del sustrato del receptor
de insulina (IRS) en residuos de serina, lo que interfiere con la sefalizacién
intracelular de la insulina e impide una adecuada captacion de glucosa en los tejidos
(Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).

Ademas, el TNF-a y la IL-6 inducen la activacion de rutas como JNK (c-Jun N-
terminal kinase) y NF-kB (factor nuclear kappa B), que amplifican la respuesta
inflamatoria y promueven un circulo vicioso de Rl y lipotoxicidad. La sobreexpresion
sostenida de estas citocinas no solo afecta la sensibilidad a la insulina, sino que
también contribuye a la disfuncion endotelial y al aumento del riesgo cardiovascular
(Garg et al., 2021).

Este desequilibrio entre adipocinas antiinflamatorias, como lo es la adiponectina, y
proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6, constituye uno de los ejes fisiopatoldgicos
mas importantes en la relacion entre obesidad visceral y deterioro metabdlico. En
los individuos jovenes, la presencia de este perfil inflamatorio puede pasar
desapercibida clinicamente, pero representa un marcador temprano del desarrollo
futuro de SM y DM2 (Clemente-Suarez et al., 2023).



En resumen, las adipocinas funcionan como mediadores clave entre el exceso de
tejido adiposo visceral y las alteraciones metabdlicas sistémicas. La disminucion de
adiponectina, junto con el aumento de TNF-a e IL-6, establece un ambiente
inflamatorio y disfuncional que predispone al organismo a desarrollar RI. Por ello, la
medicion de estas moléculas podria tener un valor clinico y prondstico importante
para la deteccion temprana de alteraciones metabdlicas en poblaciones jovenes

aparentemente sanas.

2.5. Estrés del reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico es un organulo esencial en la célula, responsable del
plegamiento de proteinas, la sintesis de lipidos y el mantenimiento de la
homeostasis del calcio intracelular. Cuando estos procesos se alteran por una
sobrecarga metabdlica, se activa una respuesta conocida como ERE, la cual busca
restablecer el equilibrio proteico. Sin embargo, si este estrés es sostenido, puede
desencadenar inflamacion, disfuncion metabdlica y apoptosis celular (Mayer &
Belsham, 2010).

En el contexto de la obesidad, el exceso de acidos grasos saturados,
particularmente el acido palmitico, constituye uno de los principales estimulos que
inducen el ERE. Este tipo de lipidos altera la composicién de las membranas del RE
y afecta la funcién de la bomba SERCA, encargada de mantener los niveles
adecuados de calcio dentro del organulo. La reduccién de la actividad de SERCA
provoca acumulacion de proteinas mal plegadas y activa una cascada de
sefalizacion celular conocida como respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por

sus siglas en inglés) (Bianchi, 2020).

Esta respuesta tiene un papel dual, inicialmente es adaptativa y busca restablecer
la homeostasis, pero si el estimulo persiste, entonces se convierte en una via
proinflamatoria que interfiere con la sefalizacién de la insulina. En modelos
celulares, se ha observado que la activacién cronica de la UPR puede inhibir la

fosforilacidn del sustrato del receptor de insulina (IRS), reduciendo la capacidad de



la célula para responder adecuadamente a la insulina (Gutiérrez-Rodelo et al.,
2017).

A nivel molecular, el ERE activa rutas como JNK, IKK (IkB kinase) y NF-kB, las
cuales incrementan la produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6.
Estas moléculas perpetuan el estado inflamatorio y generan un circulo vicioso que

refuerza la Rl y el deterioro metabdlico (Garg et al., 2021).

En estudios realizados en células endoteliales humanas y en tejidos adiposos de
modelos animales, la exposicion prolongada a acidos grasos saturados, como el
acido palmitico, ha demostrado inducir una respuesta inflamatoria marcada y un
aumento en los marcadores de ERE, incluyendo PERK, IRE1 y ATF6, ademas de
una reduccion en la expresion de SERCA (Vazquez-Jiménez et al., 2016; Samuel &
Clinical, 2016). Este fendbmeno se acompafna de una disminucién en la fosforilacion
de Akt, un paso critico en la sefializacién de la insulina, lo que vincula directamente

el ERE con la resistencia insulinica.

En este sentido, el ERE puede considerarse uno de los mecanismos celulares mas
tempranos en la génesis de la R, incluso antes de que aparezcan alteraciones
clinicas detectables como la hiperglucemia o la hiperinsulinemia compensatoria. De
hecho, su estudio en poblacién joven podria ayudar a identificar alteraciones
metabdlicas iniciales y permitir intervenciones preventivas en etapas tempranas del

desarrollo de la obesidad.

2.6. Vias de senalizacion

El estado inflamatorio crénico de bajo grado que caracteriza a la obesidad visceral
activa diversas vias de sefalizacion intracelular que convergen en la alteracion de
la ruta metabdlica de la insulina. Este fendmeno constituye un punto clave en la
fisiopatologia de la RI, ya que traduce la disfuncién metabdlica del tejido adiposo en
una pérdida progresiva de la respuesta celular a la insulina (Gutiérrez-Rodelo et al.,
2017).
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Entre las rutas mas relevantes se encuentran las vias JNK, IKK y PKC (protein
kinase C). Estas son activadas por la exposicion continua a citocinas
proinflamatorias, como TNF-a e IL-6, por el exceso de acidos grasos saturados y
por la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Liang et al., 2022; Garg
et al., 2021).

Una vez activadas, estas vias promueven la fosforilacién del sustrato del receptor
de insulina (IRS) en residuos de serina en lugar de tirosina. Esta modificacion impide
que el IRS interactue de manera eficiente con la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K),
bloqueando asi la activacion de Akt y la transduccidén de sefales que permiten la

captacion de glucosa (Samuel & Clinical, 2016).

La proteina Akt desempefia un papel esencial en la via metabdlica de la insulina.
Su activacién promueve la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 hacia
la membrana celular en los tejidos muscular y adiposo, ademas de inhibir la
gluconeogénesis hepatica y favorecer la sintesis de glucdégeno y lipidos. Cuando la
fosforilacion de Akt se reduce, la célula pierde su capacidad para internalizar
glucosa de manera eficiente, lo que lleva a un aumento compensatorio de los niveles

de insulina circulante y, finalmente, al establecimiento de Rl (DeFronzo et al., 2015).

A nivel fisiolégico, esta disfuncion tiene consecuencias importantes. En el tejido
muscular, limita la captacion de glucosa y la oxidacidn de acidos grasos; en el
higado, promueve la produccion de glucosa endogena; y en el tejido adiposo,
incrementa la lipdlisis, liberando mas acidos grasos libres al torrente sanguineo. En
conjunto, estos efectos perpetuan un ciclo de hiperglucemia, hiperinsulinemia vy

disfunciéon metabdlica que se encuentra en el nucleo del SM (Barber et al., 2021).

Este proceso ocurre de manera silenciosa en etapas tempranas, cuando las
concentraciones plasmaticas de glucosa aun se mantienen dentro de rangos
normales. Por ello, la Rl puede pasar inadvertida durante anos antes de que se

manifieste clinicamente como DM2.

La comprension de estas rutas de sefalizacion ha permitido identificar blancos

terapéuticos potenciales. Algunos farmacos y compuestos bioactivos que modulan
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las vias JNK/IKK/PKC o que promueven la fosforilacidon de Akt podrian restaurar
parcialmente la sensibilidad a la insulina y reducir el impacto inflamatorio del tejido

adiposo.

2.7. Proteinas RGS

Las RGS constituyen una familia de mas de 30 proteinas que modulan la intensidad
y duracion de las sefales transmitidas por los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR). Estas proteinas actuan como aceleradores de la hidrélisis del GTP en la
subunidad Ga, promoviendo su conversion a GDP y, con ello, el retorno del sistema

a su estado inactivo (Heximer et al., 1997; Kimple et al., 2011).

En condiciones fisiologicas, las RGS desempefian funciones clave en la regulacion
del tono vascular, la contractilidad cardiaca, la respuesta inflamatoria y la
senalizacion metabdlica. Dentro de esta familia, la RGS2 ha cobrado especial
interés por su implicacion en procesos metabdlicos, cardiovasculares y en la

regulacion de la sensibilidad a la insulina (McNabb et al., 2020).

La proteina RGS2 se expresa de manera ubicua, con especial abundancia en tejidos
como el corazon, rifones, sistema nervioso central y tejido adiposo. Su funcién
principal es la inhibicién selectiva de las sefiales mediadas por la subunidad Gaq,
la cual esta involucrada en la activacién de enzimas como la fosfolipasa C8 (PLCR)
y la generacion de segundos mensajeros intracelulares, como el inositol trifosfato
(IP3) y el diacilglicerol (DAG). Mediante esta accion, RGS2 contribuye a la
regulacion del calcio intracelular y del tono vascular, ademas de modular procesos

de crecimiento celular e inflamacién (Osei-Owusu et al., 2007).

En los ultimos afos, la RGS2 ha sido vinculada con la Rl y con el SM. Diversos
estudios en modelos experimentales han mostrado que la sobreexpresiéon de RGS2
puede interferir con la fosforilacion de Akt, un paso critico en la via de sefializacion
de la insulina, y alterar la translocacién del transportador de glucosa GLUT4

(Vazquez-Jiménez et al., 2021). Este efecto se ha observado particularmente en
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células expuestas a acido palmitico, donde la activacion de RGS2 coincide con un

incremento de marcadores de ERE y disfuncién metabdlica.

Asimismo, en estudios realizados en pacientes con DM2 mal controlada, se ha
descrito un aumento en la expresion génica de RGS2 en tejido adiposo y muscular,
correlacionado con niveles elevados de glucosa plasmatica y Rl (Vazquez-Jiménez
et al., 2021). Estos hallazgos sugieren que la RGS2 podria actuar como un
modulador negativo de la sefalizacion insulinica, contribuyendo a la alteracion de

la homeostasis metabdlica.

Por otro lado, la RGS2 también se relaciona con la regulacion de la presion arterial,
ya que inhibe la sefalizacion del receptor a1-adrenérgico y del angiotensindgeno |l,
ambos mediadores de la vasoconstriccion (Heximer et al., 1997). Su deficiencia se
ha asociado con hipertensién espontanea en modelos murinos, lo que refuerza su

papel dual en el control metabdlico y cardiovascular.

El interés actual en RGS2 radica en su posible papel como biomarcador temprano
de disfuncién metabdlica, especialmente en etapas iniciales del sobrepeso y la
obesidad. Comprender como se regula su expresidn en respuesta a diferentes
estimulos nutricionales y hormonales podria ofrecer nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas a mejorar la sensibilidad a la insulina y prevenir la progresion hacia

enfermedades metabdlicas crénicas.

2.8. Integracion fisiopatologica

La obesidad, y particularmente la acumulacion de grasa visceral, constituye el punto
de partida de una compleja red de alteraciones metabdlicas e inflamatorias que
convergen en la Rl. Esta condicion representa el nucleo fisiopatolégico del SM y de
otras enfermedades cronicas no transmisibles, como la DM2 y la enfermedad
cardiovascular aterosclerética (Dobrowolski et al., 2022; Gutiérrez-Rodelo et al.,
2017).
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El exceso de grasa visceral promueve la liberacion continua de acidos grasos libres
(AGL) y de citocinas proinflamatorias (TNF-q, IL-6, MCP-1), lo que genera un estado
inflamatorio cronico de bajo grado. Este microambiente inflamatorio se asocia con
estrés oxidativo, disfuncion endotelial y alteracion de las rutas de sefializacion
insulinica en tejidos como el higado, el musculo y el tejido adiposo (Liang et al.,
2022; Clemente-Suarez et al., 2023).

En paralelo, la sobrecarga de lipidos saturados induce ERE, con alteracion de la
homeostasis del calcio y activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).
Este proceso activa vias proinflamatorias —como JNK, IKK y NF-kB—, que
interfieren con la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS) e impiden
la activacion eficiente de la via PI3K/Akt, fundamental para la captacion de glucosa
(Bianchi, 2020; Garg et al., 2021).

La inhibicién de la fosforilaciéon de Akt reduce la translocacion del transportador de
glucosa GLUT4 a la membrana celular, lo que disminuye la captacion de glucosa y
favorece la hiperglucemia. A su vez, el higado incrementa la gluconeogénesis y el
musculo reduce su oxidacion de acidos grasos, amplificando el ciclo de resistencia

insulinica e hiperinsulinemia compensatoria (DeFronzo et al., 2015).

En este contexto, la proteina RGS2 emerge como un modulador potencial de la
sefalizacion de la insulina. Su sobreexpresion, observada en modelos de obesidad
y DM2, se asocia con disminucion de la fosforilacion de Akt, exacerbacion del ERE
y mayor expresion de marcadores inflamatorios (Vazquez-Jiménez et al., 2021).
Estos hallazgos sugieren que RGS2 podria ser un nexo molecular entre el exceso
de grasa visceral y la disfuncion metabdlica, participando en las etapas tempranas

del desarrollo de la RI.
En conjunto, la evidencia permite proponer una secuencia fisiopatoldgica integrada:

1. Acumulacion de grasa visceral, acompafiada de infiltracion de macrofagos
proinflamatorios (M1).
2. Aumento de citocinas proinflamatorias (TNF-qa, IL-6, MCP-1) y liberacién de

acidos grasos libres hacia la circulacion portal.
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ERE y disfuncién de la bomba SERCA, con activacion de la UPR.
Activacion de vias proinflamatorias intracelulares (JNK, IKK, NF-kB).
Inhibicién del IRS y reduccion en la fosforilacion de Akt.

Incremento en la expresion de RGS2, que refuerza la disfuncion insulinica.

N o g bk~ w

Establecimiento de Rl y alteraciones metabdlicas sistémicas.

Esta cascada de eventos refleja la estrecha interconexion entre inflamacion, estrés
celular y disfuncion metabdlica. Ademas, respalda la hipotesis de que el exceso de
grasa visceral puede desencadenar alteraciones moleculares antes de que se
manifiesten cambios clinicos evidentes, especialmente en poblaciones jovenes y

aparentemente sanas.

De confirmarse esta asociacion, la RGS2 podria constituir un biomarcador temprano
de RI, asi como un blanco terapéutico potencial para estrategias de prevencion del
SM y la DM2. El estudio de su expresidn en relacién con el AGV representa, por
tanto, un paso importante para comprender los mecanismos iniciales de la
disfuncién metabdlica en la obesidad juvenil (McNabb et al., 2020; Vazquez-

Jiménez et al., 2021).
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3. Antecedentes

La obesidad y sus comorbilidades asociadas representan uno de los principales
retos de salud publica a nivel mundial. Diversas investigaciones han sefialado que
la acumulacién de grasa visceral constituye un factor determinante en el desarrollo
temprano de RI y progresién hacia DM2, incluso en individuos jévenes y
aparentemente sanos. La grasa visceral posee caracteristicas metabalicas distintas
a la grasa subcutanea, ya que presenta un mayor flujo de acidos grasos libres hacia
el higado, asi como una mayor actividad lipolitica y un perfil secretor proinflamatorio.
Esto favorece un microambiente metabdlico que promueve estrés oxidativo,

inflamacion crénica de bajo grado y desregulacion de la sefializacién insulinérgica.

Un elemento clave en dicho proceso es la adiponectina, una adipocina con
funciones antiinflamatorias, antiapoptoticas y sensibilizadoras a la insulina. Se ha
demostrado que niveles elevados de adiponectina se correlacionan con un perfil
cardiometabdlico favorable, promoviendo la oxidacion de acidos grasos vy
reduciendo la lipotoxicidad asociada a la obesidad. Sin embargo, en estados de
adiposidad  visceral aumentada, sus niveles circulantes disminuyen

significativamente, contribuyendo al establecimiento de la RI.

En paralelo, se ha identificado el papel critico del ERE en la génesis de la RI. El
aumento de acidos grasos saturados, particularmente acido palmitico, induce una
sobrecarga metabdlica que altera la homeostasis proteica del RE, llevando a la
activacion de rutas de respuesta de estrés y fosforilacion aberrante del sustrato del
receptor de insulina (IRS) en residuos de serina, lo que bloquea la sefalizacion
normal de la insulina. Un componente esencial en esta respuesta es la bomba
SERCA, encargada de mantener los niveles de calcio intracelular. La disminucion
en la expresion o actividad de SERCA compromete la funcion del RE y contribuye

directamente a la RI.

Estudios en células endoteliales de cordén umbilical (HUVEC-CS) han demostrado
que la exposicion a acido palmitico induce, desde la primera hora, un incremento en

la expresion de RGS2 (Vazquez-Jiménez et al,.2020), acompanado de una
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disminucién en la fosforilacion de Akt, observandose RI a las 8 horas (Vazquez et
al., 2016). Este hallazgo establece una conexion molecular entre la lipotoxicidad

inducida por acidos grasos saturados y la alteracion de la sefalizacion insulinérgica

(Figura 1).
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Figura 1. A. Vazquez-Jimenez, J.G. The Increased Expression of Regulator of G-Protein Signaling 2 (RGS2) Inhibits
Insulin-Induced Akt Phosphorylation and Is Associated with Uncontrolled Glycemia in Patients with Type 2 Diabetes. 2021.
B. Vazquez-Jimenez, J.G. Palmitic acid but not palmitoleic acid induces insulin resistance in a human endothelial cell line
by decreasing SERCA pump expression. 2016.

RGS2 forma parte de la familia RGS, la cual modula la sefalizacién a través de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR). RGS2, especificamente, regula
negativamente la sefalizacion mediada por proteinas Gaq, afectando procesos
relacionados con el metabolismo energético, inflamacion, presion arterial y funcion
endotelial. La sobreexpresion de RGS2 se ha asociado con una reduccion en la
capacidad de la insulina para activar la via PI3K/Akt, contribuyendo a un estado de

RI en diferentes tipos celulares (Vazquez-Jiménez et al,.2020) (Figura 2).
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Figura 2. Vazquez-Jimenez JG. The Increased Expression of Regulator of G-Protein Signaling 2 (RGS2) Inhibits
Insulin-Induced Akt Phosphorylation and Is Associated with Uncontrolled Glycemia in Patients with Type 2 Diabetes.
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En estudios clinicos, se ha observado que pacientes con DM2 presentan niveles
significativamente elevados de expresiéon de RGS2 en comparacion con individuos
sanos (Figura 3A). Asimismo, se ha reportado que pacientes con HbA1c 2 7%
muestran una mayor expresion de RGS2 respecto a aquellos con mejor control
glucémico, lo cual sugiere que la expresion elevada de RGS2 no solo se asocia a la
RI, sino también a un mal control metabdlico persistente (Vazquez-Jiménez et
al,.2020) (Figura 3B).
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Figura 3. Vazquez-Jimenez JG. The Increased Expression of Regulator of G-Protein Signaling 2 (RGS2) Inhibits

Insulin-Induced Akt Phosphorylation and Is Associated with Uncontrolled Glycemia in Patients with Type 2 Diabetes.

Complementariamente, modelos murinos deficientes en RGS2 han mostrado una
resistencia al aumento de peso con la edad, aun bajo dietas ricas en grasas,
indicando que RGS2 participa también en la regulacion del metabolismo energético

y la homeostasis lipidica.

Con base en estos hallazgos, se ha planteado que el incremento en la expresion de
RGS2 podria constituir un mecanismo molecular temprano en el desarrollo de RI,
particularmente en sujetos con alto contenido de grasa visceral, aun antes de
progresar a un diagnoéstico clinico de DM2. Este razonamiento fundamenta la
importancia de estudiar la relacion entre AGV, Rl y RGS2 en poblaciones jovenes,
en quienes la intervencidn preventiva puede modificar sustancialmente el curso de

la enfermedad metabdlica.
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4. Planteamiento del Problema

En México, la elevada prevalencia de sobrepeso y obesidad, particularmente entre
la poblacion joven, se ha asociado con un incremento de la Rl y del riesgo
metabdlico temprano. Sin embargo, los mecanismos moleculares iniciales que
vinculan la adiposidad visceral con la disfuncion insulinica permanecen poco
caracterizados. Evidencia experimental sugiere que la sobreexpresién de la
proteina RGS2, inducida por una dieta rica en acidos grasos saturados, podria
contribuir a la alteracion de la via de sefnalizacion de la insulina mediante la
inhibicion de la fosforilacion de Akt. No existen estudios que analicen esta posible
asociacion en jovenes aparentemente sanos de Baja California. Por ello, se plantea

evaluar la correlacion entre el AGV, la Rl y la expresion de RGS2 en esta poblacion.

5. Justificacion

Dado que mas del 75% de la poblacion adulta mexicana presenta sobrepeso u
obesidad, resulta prioritario identificar biomarcadores tempranos que permitan
reconocer el riesgo metabdlico antes de que se desarrollen patologias clinicas como
la DM2. La grasa visceral es un componente clave en la fisiopatologia de la RI,
incluso en individuos con peso normal, y su medicion mediante bioimpedancia
eléctrica ofrece un método no invasivo, reproducible y econdmico. Por otra parte, la
proteina RGS2 emerge como un posible modulador molecular de la sefalizacion
insulinica y posible blanco terapéutico. Determinar su relacion con indicadores
clinicos y antropométricos en jovenes permitira ampliar la comprension de los
mecanismos tempranos de disfuncion metabdlica y abrir la posibilidad de

considerarla como blanco terapéutico o biomarcador de riesgo.
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6. Hipotesis y Objetivos

6.1 Hipotesis

Los jovenes universitarios con un AGV igual o mayor a 100 cm? presentan niveles
aumentados de Rl y mayor expresion génica de RGS2, en comparacion con

aquellos con AGV normal.

6.2 Objetivo general

Determinar la correlacion entre la R, el AGV y los niveles de expresion de RGS2 en

jévenes universitarios aparentemente sanos de Baja California.

6.3 Objetivos especificos

1. Determinar los parametros antropométricos (peso, talla, circunferencia
abdominal, porcentaje de grasa corporal, AGV y presion arterial) en jovenes
universitarios.

2. Evaluar los parametros bioquimicos (glucosa, insulina, perfil lipidico y
adiponectina) para identificar alteraciones asociadas al SM.

3. Cuantificar los niveles de expresion génica de RGS2 mediante RT-gPCR.

4. Analizar la correlacion entre los parametros clinicos, bioquimicos, el AGV y

los niveles de expresion de RGS2.
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7. Materiales y métodos

7.1. Diseino del estudio

El presente es un estudio Transversal que cumple con las caracteristicas que se

enmarcan en el siguiente recuadro:

Intervencion Observacional
Direccidn Prospectivo
Seguimiento Transversal
Fuente de datos Prolectivo
Analisis Descriptivo
Muestra Heterodémica
Muestreo No probabilistico
Asignacion No probabilistico
Tipo de comparacion Concurrente
Medicion Abierta

7.2. Lugar de estudio

Esta investigacion se realizd en las siguientes tres sedes de la Universidad
Auténoma de Baja California:

- Facultad de Deportes
- Facultad de Medicina

- Centro de Ciencias de la Salud

Los anteriores centros de estudio ubicados en la ciudad de Mexicali, perteneciente
al estado de Baja California, estado fronterizo perteneciente a la Republica

Mexicana.
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7.3. Periodo de realizacion

La toma de muestras, asi como las mediciones antropométricas se llevaron a cabo
durante los meses de octubre a diciembre del afio 2021, la estandarizacion, asi
como el analisis de las muestras se llevaron a cabo durante el periodo que abarcan

los meses de diciembre del afio 2021 a junio del afio 2023.

El analisis de los datos recolectados se efectué durante los meses de agosto a
diciembre del 2023.

7.4. Universo de estudio

La poblacion de estudio se caracteriza por ser participantes universitarios jovenes,
de ambos sexos, aparentemente sanos, y de una edad promedio de 19.5 afos, una

talla promedio de 169.68 cm y un peso promedio de 70.86 kg.

7.5. Muestreo y tamaio de la muestra

El muestreo fue no probabilistico, llevado a cabo mediante una convocatoria abierta
y dirigida hacia alumnos de nuevo ingreso de la Facultad de Deportes de la
Universidad Auténoma de Baja California, Campus Mexicali, la cual const6 de 61

sujetos.
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7.6. Criterios de seleccion

7.6.1. Criterios de inclusion

Se incluyeron a todos los alumnos que acudieron a la toma de tejido sanguineo o

mediciones antropométricas.

Se empled un punto de corte de 100 cm? de AGV, siguiendo los criterios del
Examination Committee of Criteria for Obesity Disease (2002) para establecer un
grupo denominado “problema”, caracterizado por alteraciones metabdlicas. Por lo
tanto, el grupo denominado “control” consistié en participantes por debajo de los

100 cm? y que no presentaron ninguna alteracion clinica o bioquimica.

7.6.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio a aquellos estudiantes que no completaron la extraccion
de tejido sanguineo o las mediciones antropométricas, asi como a los menores de
edad y a los mayores de 28 afios. Los jovenes aparentemente sanos que cumplieron

con todos los requisitos continuaron siendo parte del estudio.

7.6.3. Criterios de eliminacion

Fuera del estudio quedaron aquellos sujetos que una vez realizados los analisis
primeros (bioquimicos, antropométricos) no cubrian con las caracteristicas de los
dos grupos de estudio; el primero denominado “Problema”, el cual tiene como
caracteristica principal un AGV igual o mayor a 100 cm?; y el grupo “Control”, cuya

caracteristica principal es no tener ninguna alteracion metabdlica.
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7.7. Variables

Las variables tomadas en cuenta, asi como su cuantificacién fue la siguiente:
- Peso
- Talla
- IMC
- Circunferencia abdominal
- Colesterol de alta densidad
- Colesterol de baja densidad
- Colesterol total
- Triglicéridos
- Glucosa
- Insulina
- Adiponectina
- Presion arterial diastdlica
- Presion arterial sistolica
- AGV
- Porcentaje de grasa corporal
- Niveles de expresion de RGS2
- Niveles de expresion de SERCA

- HOMA-IR



7.8. Procedimientos

7.8.1 Convocatoria y preparacion de los participantes

La recoleccion de datos inicid6 con una convocatoria dirigida a los estudiantes de
nuevo ingreso de la Facultad de Deportes de la Universidad Autbnoma de Baja
California, Campus Mexicali. A cada participante se le solicitd presentarse en ayuno
de al menos ocho horas para asegurar condiciones fisiolégicas homogéneas,
especialmente en los parametros metabdlicos sensibles a la ingesta alimentaria
como glucosa, insulina vy triglicéridos. Durante su visita se les explico
detalladamente el procedimiento y firmaron el consentimiento informado

correspondiente.

7.8.2 Mediciones antropomeétricas y presion arterial

Se registro la estatura utilizando un estadiometro SECA 213 y la circunferencia de
cintura se midié con una cinta métrica SECA 201, siguiendo la referencia anatémica
estandar ubicada entre la ultima costilla y la cresta iliaca. Estas mediciones se
realizaron con el participante en posicion anatémica, respiracion normal y ropa
ligera. La presion arterial se obtuvo con un monitor automatico Welch Allyn OSZ 5
tras un periodo breve de reposo, asegurando tres mediciones consecutivas y

tomando el promedio como valor final.

7.8.3 Analisis corporal por bioimpedancia eléctrica (BIA)

El analisis de composicion corporal se llevd a cabo con el InBody 720, un equipo
basado en el método segmentario directo de impedancia bioeléctrica

multifrecuencia (SDA-IBM). Este sistema incorpora ocho electrodos tetrapolares y
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permite evaluar de manera independiente la impedancia y reactancia de cinco
segmentos corporales: brazo derecho, brazo izquierdo, pierna derecha, pierna

izquierda y tronco.
Para garantizar lecturas confiables, el equipo aplicé las siguientes frecuencias:

- Impedancia (Z) - 1 kHz, 5 kHz, 50 kHz, 250 kHz, 500 kHz y 1000 kHz
- Reactancia (Xc) - 5 kHz, 50 kHz y 250 kHz

Estas mediciones multifrecuencia permiten estimar de forma precisa el AGV, que
constituyo una de las variables centrales del presente estudio. Todos los registros
se realizaron bajo condiciones controladas de temperatura y sin ejercicio previo para

evitar alteraciones en el estado de hidratacion.

7.8.4 Obtencion de muestras sanguineas y analisis bioquimico

Se extrajeron 5 mL de sangre periférica mediante venopuncion en tubos sin
anticoagulante. Tras una centrifugacion inicial a 1800 G durante 15 minutos, el suero
se recupero y se utilizo para la cuantificacion de glucosa (Spinreact, 41010,
Espana), triglicéridos (Spinreact, 41030, Espafia), colesterol total (Spinreact, 41020,
Espana) y colesterol HDL (Spinreact, 1001097, Espafia) mediante un analizador

automatico Spinreact Spin120.

7.8.5 Determinacion de insulina y adiponectina mediante ELISA

Para evaluar la posible presencia de resistencia a la insulina y alteraciones
relacionadas con SM, se cuantificaron las concentraciones séricas de insulina y
adiponectina mediante ensayos de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA). Se
emplearon kits comerciales especificos para cada analito: insulina humana
(Calbiotech, Cat. IN374S, EUA) y adiponectina humana (Sigma-Aldrich, Cat.
EZHADP-61K, México). Ambos ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones
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del fabricante, manteniendo condiciones uniformes entre placas para reducir

variaciones técnicas.

Los kits utilizados operan bajo el principio de ELISA tipo sandwich, en el cual:

1. La placa de 96 pozos contiene anticuerpos previamente fijados contra el
analito de interés.

2. La muestra, al agregarse al pozo, permite que el antigeno (insulina o
adiponectina) se una al anticuerpo capturador.

3. Tras un lavado, se adiciona un anticuerpo de deteccién conjugado con
enzima (generalmente peroxidasa).

4. La enzima cataliza la reaccidbn cromogénica con el sustrato (TMB),
generando un color proporcional a la concentracién del analito.

5. La reaccion se detiene con solucion acida y la densidad 6ptica se cuantifica

en un lector de microplacas.

Este tipo de ELISA es ampliamente utilizado en estudios clinicos por su alta
especificidad y sensibilidad.

Previo al analisis, todos los reactivos se equilibraron a temperatura ambiente. Los
estandares provistos se reconstituyeron con el volumen indicado por el fabricante y
se preparo una curva estandar por dilucion seriada en rango logaritmico, necesaria

para la interpolaciéon de las concentraciones finales.

Los tampones de lavado se prepararon a partir de las soluciones concentradas
incluidas en los kits y se mantuvieron en agitacion suave para evitar precipitacion

de sales.

El suero de cada participante se descongel6 una sola vez y se homogeniz6 por

inversion suave.

Todas las muestras se analizaron por duplicado, con el fin de garantizar

reproducibilidad y minimizar la variacién técnica. En el caso del kit de adiponectina,
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en el que el fabricante lo recomienda, se realizaron diluciones previas 1:500 debido

a las concentraciones habitualmente elevadas de esta adipocina en suero humano.
Cada analisis sigui6 una secuencia estandarizada:

1. Se anadieron 100 pL de estandar o muestra en cada pozo.

N

La placa se incubd por el tiempo indicado (generalmente 1 hora) en
condiciones controladas de temperatura.

Se realizaron tres a cinco ciclos de lavado para eliminar material no unido.
Se afadio el anticuerpo conjugado con enzima y se incubd nuevamente.
Tras un segundo ciclo de lavados, se agrego el sustrato cromogénico TMB.
Se incubd protegido de la luz hasta el desarrollo del color azul.

La reaccion se detuvo con solucidon acida, cambiando el color a amarillo.

© N o O kW

Se cuantificé la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas (Bio-Rad

Model 680), con correccion de linea base a 620 nm.

Las densidades 6pticas se ajustaron contra el blanco y se graficaron en funcion de
la curva estandar. Para insulina y adiponectina se empled una regresion logistica
de cuatro parametros (4PL), recomendada por los fabricantes debido a la naturaleza

sigmoidal de la relacion absorbancia—concentracion.

Las muestras se interpolaron automaticamente y aquellas cuyo valor estuvo fuera
del rango util fueron diluidas y reevaluadas. La variabilidad entre duplicados se
mantuvo por debajo del 10%, criterio aceptable para ensayos bioquimicos de este
tipo.

Para asegurar la precision del ensayo:

- Se incluyeron control interno bajo y alto en cada placa.
- Se verificé la linealidad de la curva estandar (R? = .98).

- Se descartaron pozos con burbujas, precipitados o valores atipicos.

Los valores obtenidos se utilizaron para el calculo de HOMA-IR, integrandose

posteriormente al analisis estadistico general.
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7.8.6 Conservacion y extraccion de ARN

De los 5 mL de sangre iniciales, se tomaron 500 pL destinados a la extraccion de
ARN. A esta fraccion se le afadieron 250 yL de TRIzol (Life Technologies,
15596026, E.U.A.) para iniciar el proceso de lisis, seguido posteriormente por 1.25
mL adicionales del mismo reactivo. Debido a la ausencia inicial de un protocolo
especifico para sangre total, se efectuaron ajustes experimentales durante varios

meses hasta estandarizar un método fiable para nuestro laboratorio.

La extraccion se basd en la técnica clasica de tiocianato de guanidinio—fenol—
cloroformo descrita por Chomczynski y Sacchi, ampliamente utilizada para obtener
ARN intacto a partir de tejidos complejos. Se anadieron 400 pL de cloroformo y la
mezcla se centrifugd a 13 000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Tras la separacion de
fases, la capa acuosa se recuperd cuidadosamente y se le anadié 1 mL de

isopropanol para precipitar el ARN, incubando toda la noche a =20 °C.

Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron nuevamente a 13 000 rpm durante
30 minutos y el pellet obtenido se lavé con etanol al 75%, se centrifugd por 5
minutos, se dejo secar brevemente y se resuspendié en 30 yL de agua libre de

nucleasas.

7.8.7 Verificacion de integridad del ARN mediante electroforesis

Para evaluar la integridad del ARN extraido, se prepar6 un gel de agarosa al 1%
utilizando TBE 1X como tampon de corrida. La agarosa se calentdé en microondas
hasta obtener una solucion completamente transparente, y posteriormente se vertio
en la camara de electroforesis previamente nivelada y desinfectada para eliminar
residuos de sales o RNasas. Una vez gelificada, la superficie del gel se cubrio

nuevamente con TBE 1X.

Cada muestra de ARN se mezclé con buffer de carga 5X y GelRed, procurando

evitar la contaminacion con RNasas en todo momento. Las muestras se colocaron
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en los pocillos junto con un marcador de peso molecular de 1 kb. La corrida se

mantuvo a voltaje constante hasta lograr la separacion adecuada de los fragmentos.

La integridad del ARN se verifico6 observando la presencia clara de dos bandas
ribosomales correspondientes a 28S y 18S. La banda 28S mostré mayor intensidad
relativa, lo cual es indicativo de ARN no degradado. La ausencia de bandas difusas
o patrones de “smearing” confirmé que las muestras eran aptas para la sintesis de

ADNCc y los analisis posteriores de expresion génica.

7.8.8 Sintesis de ADNCc (retrotranscripcion)

El ARN integro se retrotranscribio utilizando el kit iScript gDNA Clear cDNA (Bio-
Rad, Cat. 1725035, EUA), el cual incluye un paso de eliminacion de ADN genémico
para evitar amplificaciones no especificas. La reacciéon se llevd a cabo en un

volumen total de 20 L siguiendo el programa recomendado:

- 25 °C durante 5 minutos (union inicial de primers)
- 46 °C durante 20 durante (sintesis activa del ADNc)

- 95 °C durante 1 durante (inactivacion y estabilizacion del producto)

El ADNc obtenido se conservé a —20 °C hasta su uso en las reacciones de gPCR.

7.8.9 Cuantificacion de la expresion génica mediante RT-qPCR

La expresion génica de RGS2 y SERCA-2B se cuantifico mediante PCR en tiempo
real utilizando el sistema SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Cat. 1725270, EUA). Las
reacciones se prepararon en un volumen final de 10 L, incluyendo: 5 yL de mezcla
SYBR, 0.5 yL de cada cebador (10 pM), 2 yL de ADNc y 2 pyL de agua libre de

nucleasas.
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El protocolo de amplificacion utilizado fue el siguiente:

Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 30 segundos
35 ciclos de:

o Desnaturalizacion: 95 °C durante 10 s

o Alineamiento: 57 °C durante 30 s

o Extension: 65 °C durante 5 s
Extension final: 95 °C durante 5 minutos

Enfriamiento: 4 °C

Se utilizaron los siguientes primers:
RGS2 (Holden et al., 2011)

- Forward: 5'-CCT CAA AAG CAA GGA AAA TAT ATACTG A-3'
- Reverse: 5-AGT TGT AAA GCA GCC ACT TGT AGC T-3'

SERCA-2B (Mahn et al., 2009)

- Forward: 5'-TTAAAGCAACTGTCTATTTCTGCTG-3'
- Reverse: 5'-AGTCAGAAAAAGCAAAACAAAATCTA-3'

GAPDH (OrigenTechnologies, HP205798), el cual se utiliz6 como gen constitutivo

para normalizar la variabilidad entre las muestras.

- Forward: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
- Reverse: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

Cabe destacar que se incluyeron controles sin plantilla (NTC) y curvas de

disociacion para verificar especificidad.
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7.8.10 Calculo de la expresion génica (método 2 AACt)

El analisis relativo de expresion se realizd mediante el método 2 AACH, utilizando
como grupo calibrador al grupo control y normalizando todos los valores con
respecto a GAPDH. Este método permiti6 comparar de manera consistente la

expresion génica entre los grupos estudiados.

7.8.11 Analisis estadistico

El procesamiento inicial de los datos de Ct y las eficiencias de amplificacion se
realizd en el software Bio-Rad CFX Manager 3.1, que permitié obtener ACt, AACty
graficas preliminares de expresion. Posteriormente, los datos fueron exportados a

IBM SPSS Statistics v.25 para su analisis estadistico.
Se aplicaron las siguientes pruebas:

- Prueba de normalidad de Shapiro—Wilk

- t de Student para muestras independientes cuando los datos cumplieron
criterios paramétricos

- U de Mann-Whitney en variables con distribucién no normal

- Correlacion de Pearson para explorar la relacion entre AGV y parametros
metabdlicos, incluido HOMA-IR

Los resultados se expresaron como media * desviacion estandar y se consideraron

estadisticamente significativos cuando p < .05.
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8. Resultados

En el analisis final se conformé de 17 adultos jévenes aparentemente sanos, con
edades entre 18 y 27 afnos. Con base en el AGV, se conformaron dos grupos: grupo
problema (AGV = 100 cm?, n = 8) y grupo control (AGV < 50 cm? n = 9). Aunque
todos los participantes pertenecian a un rango etario estrecho y sin antecedentes
de enfermedad metabdlica, el analisis detallado reveld diferencias fisiologicas

profundas entre ambos grupos.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y clinicas de los participantes

Variable Grupo(:=rg)blema Grup(zfgc;ntrol Valor p
Edad (afos) 21.1+ 3.1 18.9+0.7 ns
Sexo (M/F) 6/2 7/2 —
Talla (cm) 173.5+9.3 169.6 + 12.1 ns
Peso (kg) 101.3+14.8 56.7 £ 8.6 < 0.0001
IMC (kg/m?) 33.63+4.75 20.00+1.44 < 0.0001
Circunferencia de cintura (cm) 105.6 + 12.3 71.3+5.5 < 0.0001
% grasa corporal 39.29 £ 7.90 12.79 £ 542 < 0.0001
AGV (cm?) 154.53 + 30.87 24.07 £ 13.46 < 0.0001

8.1. Diferencias antropométricas y composicion corporal

La variable utilizada como punto de partida para la clasificacion, el AGV, mostré
diferencias claras y contundentes entre los grupos. El grupo problema present6 un
valor promedio de 154.53 + 30.87 cm?, mientras que el grupo control registré 24.07
+ 13.46 cm?, una separacion que refleja la marcada disparidad en la acumulacién
de grasa visceral. El tamano del efecto fue extremadamente alto (d=5.61), lo que

confirma que los grupos representan fenotipos metabdlicos totalmente distintos.
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Figura 4. Comparacion del AGV entre el grupo problema y el grupo control.
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Figura 4. El grupo problema presenté un AGV significativamente mayor *(p < 0.0001).

Estas diferencias en AGV se acompafiaron de valores mayores en IMC, porcentaje
de grasa corporal y circunferencia de cintura en el grupo problema. En todos los
casos, las diferencias fueron significativas y mostraron un patrén consistente de
adiposidad central, lo que refuerza la interpretacién de que el grupo problema posee
un perfil antropométrico de riesgo cardiometabdlico, incluso en esta etapa joven de
la vida.

8.2. Perfil metabodlico

El analisis bioquimico mostré diferencias importantes. El grupo problema presento
niveles mas elevados de triglicéridos, glucosa en ayuno y colesterol total. Aunque
el colesterol HDL no mostré diferencias significativas, se observé una tendencia a

valores mas bajos en el grupo con mayor AGV.
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Tabla 2. Comparacion de variables metabdlicas entre grupos.

Variable Grupo Problema Grupo Control Valor p
Triglicéridos (mg/dL) 152.75 + 50.32 80.56 £ 12.75 <0.01

Glucosa en ayuno (mg/dL) 98.88 £ 10.24 84.33£9.38 < 0.01

Colesterol total (mg/dL) 169.13 £ 32.94 133.00 + 18.03 <0.05

HDL (mg/dL) 38.7+6.1 46.9+7.9 ns

Estos hallazgos reflejan alteraciones metabdlicas tempranas que comienzan a
perfilar un estado de desbalance energético y lipidico. En adultos jévenes, estos
cambios tienden a pasar inadvertidos si no se evaluan de forma integral; sin

embargo, aqui se manifiestan como un patrén biolégico claro.

Figura 5. Comparacion de triglicéridos (A) y glucosa en ayuno (B) entre los grupos.
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Figura 5 A: Niveles de triglicéridos y B: glucosa en sangre * (p < 0.05).

8.3. Insulina y resistencia a la insulina

Las diferencias en insulina en ayuno fueron notables, duplicandose en promedio en
el grupo problema. Como consecuencia, el indice HOMA-IR fue significativamente
mayor en este grupo (3.76 £ 2.40) en comparacion con el control (1.37 + 1.10). Estos
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valores sugieren un estado de resistencia a la insulina, considerado uno de los

primeros pasos en la progresion hacia el sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2.
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Figura 6 A: Niveles de insulia y B: indice HOMA-IR * (p < 0.05).

8.4. Adiponectina plasmatica

Los niveles de adiponectina mostraron marcadas diferencias entre los grupos. El
grupo control (AGV < 50 cm?) present6 concentraciones notablemente mayores de
adiponectina en comparacién con el grupo problema (AGV = 100 cm?) sin llegar a
ser significativas. Este comportamiento es consistente con el patron fisioldgico
descrito en la literatura, en el que una mayor acumulacion de grasa visceral se
asocia con una disminucién marcada en la secrecion de adiponectina (Zaidi et al.,
2022).

Estos resultados sugieren un estado metabdlico menos favorable en el grupo
problema, reforzando la relacién entre adiposidad visceral elevada y disfuncion
adipocitaria.
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Figura 7. Niveles de adiponectina plasmatica por grupo.
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Figura 7. Comparacion de los niveles de adiponectina entre los dos grupos

8.5. Parametros hemodinamicos

Aunque todos los participantes permanecieron dentro de rangos clinicos normales,

el grupo problema presento valores consistentemente mas altos en presion arterial

sistdlica y diastdlica. La diferencia promedio superdé los 20 mmHg, lo que sugiere

modificaciones tempranas en el tono vascular, rigidez arterial o actividad simpatica,

factores documentados en personas con mayor adiposidad visceral.

Tabla 3. Comparacion de insulina, resistencia a la insulina y presion arterial.

Variable Grupo Problema Grupo Control Valor p
Insulina (IU/mL) 14.78 + 9.46 6.58 + 4.99 <0.05
HOMA-IR 3.76 £ 2.40 1.37£1.10 <0.01
Presién arterial sistélica (mmHg) 150.8 + 22.1 127.0+ 8.3 <0.05
Presién arterial diastdlica (mmHg) 83.3+6.7 64.7+55 < 0.01
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8.6. Severidad metabolica mediante Puntuacion Z del SM

La puntuacion Z del SM permitio integrar todos los parametros metabdlicos en un

solo indice continuo. EI grupo control mostré valores negativos, caracte

risticos de

un perfil metabdlico saludable, mientras que el grupo problema presentd valores

positivos que reflejan mayor severidad metabdlica.

Figura 8. Correlacion entre la puntuacion de gravedad del SM y el AGV.
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Figura 8. A Puntuacion Z que asocia una mayor area grasa visceral con sindrome metabdlico

La correlacion entre AGV vy la puntuacion Z del SM fue alta (r = 0.83; p < 0.0001), lo

cual indica que el AGV es un predictor cuantitativo robusto de deterioro m

etabdlico,

aun cuando los parametros clinicos individuales se encuentren dentro de rangos

“normales”.
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8.7. Expresion génica

Los analisis moleculares mostraron que SERCA no presenté diferencias entre los
grupos, lo que indica que los procesos asociados a la regulacion del calcio en el

reticulo sarcoplasmico no se encuentran alterados en esta etapa temprana.
Figura 9. Expresion relativa de SERCA y RGS2.
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Figura 9 A: Comparacion de los niveles de SERCA y B: RGS2 entre los dos grupos.

Por el contrario, RGS2 mostré una tendencia al incremento (~3 veces) en el grupo
problema. Aunque los valores no alcanzaron significancia estadistica debido al
tamafno muestral y variabilidad, la magnitud del cambio sugiere un potencial papel
de esta proteina en la resistencia a la insulina o en la funcion vascular, lo cual

coincide con reportes previos en la literatura.
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9. Discusion

A pesar de que el grupo estaba compuesto aparentemente por jovenes sanos, la
diferencia en el contenido de grasa visceral resulté ser un factor clave para la salud
metabdlica en esta poblacién. En este sentido, un estudio demostré la correlacion
entre una mayor circunferencia abdominal y la RI, la presion arterial y la dislipidemia
en pacientes pediatricos (Ortega et al., 2017). La acumulacion de grasa visceral se
caracteriza por una mayor liberacién de acidos grasos libres, una sobreproduccién
de especies reactivas de oxigeno, un aumento de citocinas proinflamatorias como
la IL-6 y el TNF-a, y una disminucién de citocinas antiinflamatorias como la
adiponectina. Estas respuestas fisiolégicas a la obesidad contribuyen a la

inflamacion sistémica, el estrés oxidativo y la Rl (Vazquez-Jiménez et al., 2016).

Como se muestra, el grupo con alto contenido de grasa visceral requiere mayores
concentraciones de insulina para mantener la homeostasis de la glucosa, como lo
evidencian los datos elevados del indice HOMA-IR. Tal como muestran Murguia-
Romero et al. en un trabajo que incluyd participantes con una poblacion etarea
similar a la nuestra, donde muestran que un valor de HOMA-IR superior a 2.6 esta
relacionado con la RI en la poblacion mexicana. A partir de estos datos, pudimos
identificar que nuestro grupo con alta AGV presenta Rl (Murguia-Romero et al.,
2014).

Ademas, la Rl en el grupo problema se acompano de un estado metabdlico alterado,
como lo reflejan los resultados de los parametros séricos. De hecho, este grupo
presentd al menos tres alteraciones relacionadas con el SM, a diferencia del grupo
control, que no mostrd signos de SM. En este sentido, la determinacion de algunos
marcadores de riesgo metabdlico confirmé que el grupo problema tiene mayor
probabilidad de presentar enfermedades cardiovasculares, DM2 y SM. En este
sentido, la puntuacién z del SM revel6 un perfil metabdlico mas saludable y un
menor riesgo de enfermedad en el grupo con bajo contenido de AGV, en contraste
con el mayor riesgo de incidencia de SM en el grupo con alto contenido de AGV.
Dada la edad de los participantes, como se ha demostrado en otros estudios, una

puntuacion z del SM mas elevada en la infancia predijo una mayor probabilidad de
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desarrollar enfermedades cardiovasculares y DM2 afos después. El uso de una
puntuacion z basada en la suma de componentes para definir el SM favorece la
especificidad del diagndstico frente a factores como el sexo o la raza, que influyen
en mayor medida en el cuadro clinico. Esto brinda la oportunidad de identificar a
pacientes jovenes con mayor riesgo, y, como se ha demostrado en otros estudios,
una puntuacion z mas alta de SM en la infancia predice una mayor probabilidad de

desarrollar enfermedad cardiovascular y DM2 afos después (Lee et al., 2016).

El uso de una puntuacién z basada en la suma de componentes para definir el SM
favorece la especificidad del diagndstico frente a factores como el sexo o la raza,
que influyen en mayor medida en el cuadro clinico. Esto brinda la oportunidad de
identificar a pacientes jovenes con mayor riesgo, alentarlos a modificar su estilo de
vida y monitorizar la evolucion del tratamiento durante la edad adulta. Ademas,
nuestros resultados demuestran la fuerte correlacién entre una mayor AGV vy la
puntuacion z de SM en los participantes jovenes, lo que confirma el informe de
Summer et al. que establece la obesidad abdominal como un fuerte predictor de
puntuaciones z mas altas del SM en adolescentes estadounidenses (DeBoer et al.,
2017).

Por otro lado, trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado el papel
determinante de la proteina RGS2 en la patogenia de la RI, tanto en modelos
celulares de alteraciones metabodlicas como en plaquetas de pacientes con DM2
(Vazquez-Jiménez et al., 2021; Galindo-Hernandez et al., 2021). De hecho, se ha
observado que los roedores alimentados con una dieta rica en grasas presentan un
aumento de la grasa visceral y niveles elevados de RGS2 (Seo et al., 2009; Nunn
et al., 2011). Por lo tanto, para determinar si la RGS2 se encuentra elevada en las
plaquetas de individuos con Rl pero que no han desarrollado DM2, identificamos
individuos con un AGV superior a 100 cm? ya que se ha descrito que estos
individuos presentan anomalias metabdlicas, como RI, a pesar de aparentar estar
sanos. Al analizar los niveles de expresion de RGS2 en la fase final, se observo
que, si bien el grupo con AGV elevada expresaba ARNm de RGS2 en niveles mas

altos, estos aumentos no fueron estadisticamente significativos. Por consiguiente,
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otros factores, ademas del aumento de la expresion de RGS2, podrian contribuir
principalmente al desarrollo de la Rl en jovenes. En este sentido, es fundamental
destacar que la obesidad es una etapa previa a la Rl y al desarrollo de la DM2, y
que el aumento en la expresion de RGS2 es probablemente uno de los numerosos
mecanismos que limitan la accidén de la insulina. Sin embargo, cabe sefalar que
muchos medicamentos destinados a promover la homeostasis de la glucosa
reducen la expresién de RGS2. Esta investigacién presenta algunas limitaciones
que deben tenerse en cuenta al interpretar los resultados. El tamafio reducido de la
muestra limita la generalizacion de los hallazgos a otras poblaciones. Si bien se
identificd una tendencia al aumento de la expresion de RGS2 en el grupo con alto
contenido de grasa visceral, esta no alcanzo significacion estadistica. Finalmente,
no se consideraron variables importantes como el estilo de vida, la dieta o el nivel

de actividad fisica, que podrian influir en los resultados metabdlicos.
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10. Conclusiones

Nuestra investigacion demuestra que una elevada AGV en jovenes se asocia
fuertemente con multiples componentes del SM, Rl y mayor riesgo metabdlico.
Ademas, una tendencia al aumento de la expresiéon del gen RGS2 en el grupo con
alta grasa visceral sugiere una posible conexidn molecular con la Rl temprana. En
general, estos resultados resaltan la importancia de evaluar la adiposidad visceral y
los biomarcadores relacionados para identificar a las personas en riesgo en la
poblacion joven y prevenir la aparicion de trastornos metabdlicos clinicos al detener

Su progresion.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity in young adults is a worldwide
growing concern, increasing the risk of metabolic syndrome
(MetS) and type 2 diabetes. This study explores whether
healthy young individuals with a visceral fat area over
100 cm2 show early metabolic alterations and investigates
potential molecular mechanisms, including RGS2 expression,
to better understand the onset of insulin resistance before
clinical disease appears.

Objectives: Since a wide percentage of people who de-
velop metabolic syndrome come from being overweight or
obese, it is important to identify whether a higher area of vis-
ceral fat could be a diagnostic strategy associated with insulin
resistance and higher levels of RGS2 in the young population.

Methods: Healthy male and female participants underwent
routine medical evaluations and were grouped based on vis-
ceral fat area (VFA). Individuals with VFA < 50 cm2 were clas-
sified as the Low VFA group, while those with VFA > 100 cm?2
comprised the High VFA group. Anthropometric assessments
and serum biochemical analysis were performed to estimate
insulin resistance, waist-to-height ratio, triglyceride-to-HDL ra-
tio, and MetS severity score. Finally, mRNA was extracted to
calculate the SERCA pump and RGS2 gene expression through
gRT-PCR.

Results: Young participants with High VFA exhibited
MetS signs, higher HOMA-IR values, and elevated waist-to-
height and triglyceride-to-HDL ratios. The MetS z-score and

Correspondencia:
José Gustavo Vazquez Jiménez
gustavo.vazquez@uabc.edu.mx

Nutr Clin Diet Hosp. 2025; 45(2):517-524

a strong positive correlation between VFA and MetS severity
(r = 0.8307, p < 0.0001) further support the relationship be-
tween central adiposity and metabolic dysfunction. Addi-
tionally, young participants with High VFA tended to have
higher levels of RGS2 gene expression, targeting this protein
as a potential therapeutic target.

Conclusion: Our findings demonstrate the role of exacer-
bated visceral adiposity in the metabolic risk in young people,
despite their apparent healthy condition.

KEYWORDS

Obesity, visceral fat area, insulin resistance, metabolic syn-
drome, regulator of G-protein signaling-2.

INTRODUCTION

Obesity constitutes a serious public health concern world-
wide. According to the latest National Health and Nutrition
Survey! in Mexico, the levels of overweight and obesity are
elevated in more than a third of the adolescent and young
adult population. Overweight and obesity are conditions
that increase the risk of developing non-communicable
metabolic diseases, such as hypertension, cardiovascular
diseases, metabolic syndrome (MetS), and type 2 diabetes
mellitus (T2DM), by disturbing several molecular mecha-
nisms affecting metabolic health. Given the health risks as-
sociated with MetS, it’s essential to identify its clinical signs
as early as possible to enable timely intervention and po-
tentially reverse its effects to prevent its clinical evolution
to T2DM.

For instance, the etiology of MetS is generally recognized as
multifaceted; still, its essential components are insulin resist-
ance and obesity?, and some studies underscore the importance
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of metabolic status, independent of body mass index, in pre-
dicting cardiovascular risk3. In adults, a visceral fat area (VFA)
over 100 cm2 is widely recognized as an increased risk thresh-
old for metabolic and cardiovascular diseases*>. However, in
young adults, although visceral fat accumulation is concerning
and is associated with cardiovascular risk factors, there are no
defined thresholds or international consensus for the clinical use
of VFA as a risk predictor®.

In this respect, excessive visceral fat accumulation is as-
sociated with alterations in lipid metabolism and the devel-
opment of dyslipidemia. Although the molecular mecha-
nisms involved in the pathogenesis of MetS have not yet
been fully resolved, it is known that increased levels of fatty
acids can impair the action of insulin, further contributing to
insulin resistance’.8. In this sense, previous studies have
highlighted alterations in the expression of the G protein sig-
naling regulator 2 (RGS2) and sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPase (SERCA) as possible mechanisms that con-
tribute to the development of insulin resistance and type 2
diabetes mellitus (T2DM) due to saturated fatty acids®?®.
However, to focus on RGS2 and SERCA as po-
tential therapeutic targets, it is crucial to de-

Subjects

Participants were recently admitted students at the Sports
School of the Universidad Auténoma de Baja California, who
underwent a medical examination as a requirement to enroll
in sports activities. The present double-blind study consid-
ered 47 apparently healthy male and female patients. The
inclusion criteria required participants to be between 18 and
28 years old and to show no signs or symptoms of disease,
while the exclusion criteria disqualified anyone with a med-
ical condition or who was pregnant. After a cluster analysis
based on MetS criteria, the participants were divided into
two experimental groups per their visceral fat area (VFA)
content: Low VFA when it was less than 50 cm? given that
they were all participants of both gender who did not pres-
ent any metabolic alteration and will act as control; and High
VFA when over 100 cm2. In the search for the problem
group, there is solid data showing that a VFA greater than
100 cm?2 is associated with metabolic alterations character-
istic of obesity in both women and men; therefore, this
group was classified as High VFA> (Figure 1).

termine whether the expression of these two
proteins would be altered in young, Appar-
ently healthy individuals with insulin resist-
ance before the onset of MetS or T2DM.

Accordingly, it is of great importance to un-
derstand the establishment and evolution of
metabolic disorders in the young population,
considering most of the studies are directed at
the description of molecular mechanisms of
obesity and its associated disturbances in the
elderly population, so several aspects of the
pathogenesis are not well understood in young
people!-13, Thus, this study aimed to evaluate
whether apparently healthy young people with
a visceral fat area greater than 100 cm? pres-
ent metabolic alterations characteristic of
MetS, as well as to investigate the possible mo-
lecular causes involved.

MATERIALS AND METHODS
Ethical Statement

The protocols carried out in the present study
were previously approved by the Hospital
General 5 de Diciembre of ISSSTE Mexicali,
Mexico, Ethics Committee (Circular letter num-
ber 0985/2017), following the principles of the
Declaration of Helsinki, as revised in 2000. The
participants’ informed consent was obtained
and documented before initiating the research

(VFA):
(n=17)
Excluded
(n=30)
Low VFA group High VFA group
(< 50 cm?) (> 100 cm?)
n=9 (n=8

{ (7 males, 2 females)

Total assessed for
eligibility (n=47)

Cluster Analysis based on
MetS criteria

Group allocation based
on Visceral Fat Area

(6 males, 2 females)

protocol.

Figure 1. Flowchart of the study selection process
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Determination of body and serum parameters

The body mass index (BMI) was calculated by dividing
weight by height squared. Height measurement was deter-
mined with a portable SECA 213 stadiometer. Waist circum-
ference was measured with millimeter precision using a
SECA 201 ergonomic tape. The body fat percentage and the
visceral fat area were determined by bioelectrical impedance
(InBody 720, Hennock Road East, Marsh Barton, UK). Blood
pressure was registered after at least 10 minutes of rest us-
ing a Welch Allyn OSZ 5 digital monitor.

For the serum parameters, after fasting overnight, 5 mL of
peripheral blood was collected into polypropylene tubes with
sodium citrate (Vacutainer System, BD Biosciences). Blood
was centrifuged at 4000 r.p.m. for 15 minutes to obtain the
serum, which was used to determine total cholesterol, glu-
cose, triglycerides, LDL-Cholesterol, and HDL-Cholesterol in
an automatic analyzer (Spin 120, SpinReact, Barcelona,
Spain). HOMA-IR was calculated by multiplying the fasting in-
sulin level (in micro-units per milliliter) by the fasting glucose
level (in milligrams per deciliter) and dividing the result by
405. Waist-to-height ratio was calculated by dividing the waist
circumference by the height, both in centimeters. The triglyc-
eride to HDL ratio is calculated by dividing the level of triglyc-
erides by the level of HDL cholesterol, both in mg/dL. MetS
severity score was calculated using the software MetS Calc
following the authors’ indications!#13,

Insulin and adiponectin levels determination

Insulin and adiponectin serum levels were determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a specific
kit for each protein and following the manufacturer’s instruc-
tions (Insulin IN374S, Calbiochem, CA, USA; Adiponectin
EZHADP-61K, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Optical
density was detected at 450 nm using a microplate ab-
sorbance reader (iMark, BioRad).

Quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction (qRT-PCR) assay to determine
RGS2 and SERCA mRNA levels

Total RNA was isolated from blood tissue using TRIZOL
reagent (Life Technologies, 15596026, USA). A reverse tran-
scription was performed using the iScript gDNA Clear cDNA
synthesis kit (Bio-Rad, 1725035, USA). The amplification
primers for RGS2 were forward 5’-CCT CAA AAG CAA GGA AAA
TAT ATA CTG A-3’ and reverse 5’-AGT TGT AAA GCA GCC ACT
TGT AGC T-3’ 16, The amplification primers for SERCA were
forward 5°-TTA AAG CAA CTG TCT ATT TCT GCT G-3” and re-
verse 5 -AGT CAG AAA AAG CAA AAC AAA ATC TA-3" 7. The
conditions for cDNA synthesis were 25°C for 5 min, 46°C for
20 min, and 95°C for 1 min. Real-time PCR was performed to
measure gene expression using SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad, 1725270, USA). PCR reactions were performed in vol-
umes of 20 pl; the detailed PCR reaction was as follows: for
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the initial denaturation, it was subjected to 95 °C for 30 sec-
onds, followed by 35 cycles of denaturation, alignment, and
extension at temperatures of 95°C for 10 s, 57°C for 30 s, and
65°C for 5 s, respectively. The final extension was performed
at 95°C for 5 minutes, followed by cooling to 4°C. Relative
gene expression levels were determined by RT-gPCR, normal-
ized to GAPDH. The amplification primers for GAPDH were for-
ward 5’- GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC G-3’ and reverse
5’- ACC ACC CTG TTG CTG TAG CCA A-3" 18,

Statistical Analysis

Average values were analyzed using unpaired t-tests, while a
Spearman correlation analysis (r) and test were performed to
correlate the raw data. GraphPad PRISM version 9.5.0 for
macOS (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) was
used for both analyses. A p-value < 0.05 was considered statis-
tically significant, and data are presented as the mean + stan-
dard error (SE).

RESULTS

High VFA in young participants is associated with metabolic
syndrome components.

Evaluation of body composition and serum parameters
demonstrated that individuals with a High VFA (greater than
100 cm?) exhibited at least three metabolic syndrome-related
alterations, such as high blood pressure, increased waist cir-
cumference, and dyslipidemia (Supplementary table 1). In
comparison, those with a Low VFA (less than 50 cm2) showed
no metabolic abnormalities (Table 1).

High VFA in young participants is associated with
insulin resistance and increased metabolic risk

To determine insulin resistance and metabolic risk depending
on VFA, we have determined the blood concentration of
adiponectin and calculated some indices based on body compo-
sition and blood data (Figure 2). Concerning the waist-to-height
ratio (Figure 2A) and the triglycerides to HDL-cholesterol (Figure
2B), both indices were significantly increased in the High VFA
group, indicating a higher metabolic risk in this group. A Ho-
meostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR)
analysis was conducted to estimate the insulin resistance state,
revealing a higher HOMA-IR in the High VFA group than the Low
VFA group (Figure 2C). In this sense, adiponectin, a cytokine
produced by the adipose tissue that exerts metabolic protective
effects in several tissues and regulates insulin sensitivity, did not
change significantly between groups; it did show a downward
trend in the High VFA group (Figure 2D).

High VFA in young participants is associated
with increased metabolic syndrome severity

Interestingly, the MetS z-score calculation indicated that
those in the Low VFA group had a lower degree of MetS
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Table 1. Participants* general characteristics

GROUP
PARAMETERS P value
Low VFA High VFA
BMI (kg/nm?) 20.01 0.5 33.63 1.7 ** 0.000001
Waist circumference (cm) 71.29 1.8 105.59 4.3 ** 0.000002
Body fat percentage (%) 12.79 1.8 39.31 2.8 ** 0.000001
Visceral fat area (cm?) 24.07 4.5 154.52 10.9 ** 0.00000001
Systolic blood pressure (mm Hg) 110.67 1.4 138.75 8.6* 0.004
Diastolic blood pressure (mm Hg) 64.56 1.5 86.00 3.5 ** 0.00003
Glucose (mg/dL) 84.33 3.1 98.88 3.6 * 0.01
Triglycerides (mg/dL) 80.56 4.2 152.7517.8 * 0.001
Total cholesterol (mg/dL) 133.00 6.0 169.13 11.6 * 0.01
HDL-cholesterol (mg/dL) 45.78 2.5 40.75 6.3 0.45
LDL-cholesterol (mg/dL) 87.22 6.1 128.38 7.8 * 0.001
Insulin (IU/mL) 6.58 1.6 14.76 3.3 * 0.04

Values are mean £ S.E.M of N=9 for Low VFA and N=8 for High VFA. BMI, body mass index; HDL-C, High-density lipoprotein cholesterol; LDL-
C, Low-density lipoprotein cholesterol; VFA, visceral fat area. *P < 0.05 and **P <0.0001 vs. Low VFA.

severity than the average, while the High VFA group pre-
sented a positive MetS severity score, meaning more risk for
future metabolic disease (Figure 3A). Indeed, there was a ro-
bust and statistically significant positive correlation between
MetS severity and VFA (r = 0.8307, p < 0.0001), suggesting
that individuals with higher VFA tend to have more severe
manifestations of metabolic syndrome (Figure 3B).

Young participants with High VFA tended to
express higher levels
of RGS2 mRNA.

In order to identify the molecular mechanisms associated
with the genesis of type 2 diabetes, we aimed to determine
whether there were alterations in the gene expression of
RGS2 and the SERCA pump, given these proteins’ association
in insulin resistance molecular mechanisms. According to our
RT-gPCR findings, there was no difference in SERCA pump
gene expression between the Low and High VFA groups
(Figure 4A), while for RGS2 there was a trend for the High
VFA group to present a 3-fold increase in RGS2 gene ex-
pression compared to the Low VFA group (Figure 4B).

DISCUSSION

Despite the group being apparently healthy young people,
the difference in visceral fat content proved to be a key factor
for metabolic health in this population. In this sense, a study

demonstrated the correlation of an increased abdominal cir-
cumference with insulin resistance, blood pressure, and dys-
lipidemia in pediatric patients!®. Visceral fat accumulation is
characterized by increased free fatty acid release, reactive ox-
idative species overproduction, an increase in proinflammatory
cytokines such as IL-6 and TNF-g, and a decrease in anti-in-
flammatory cytokines like adiponectin. These physiological re-
sponses to obesity contribute to systemic inflammation, oxida-
tive stress, and insulin resistance2C. As depicted, the High VFA
group requires increased insulin concentrations to maintain
homeostatic glucose levels, as evidenced by the increased
HOMA-IR data. So, based on the Murguia-Romero et al. re-
port, which indicates that a HOMA-IR value greater than 2.6 is
linked to insulin resistance in the Mexican population, the High
VFA group presents insulin resistance?.

Furthermore, the insulin resistance in the High VFA group was
accompanied by a disturbed metabolic state as represented by
the serum parameters results; in fact, the High VFA group pre-
sented at least three alterations related to MetS in contrast to
the Low VFA group, which did not have any signs for MetS di-
agnosis. Related to this, the determination of some metabolic
risk markers confirmed that the High VFA group is more likely to
present conditions like cardiovascular diseases, T2DM, and
MetS. In this regard, the MetS z-score revealed a healthier
metabolic profile and lower disease risk for the Low VFA group,
in contrast to the increased risk for MetS incidence in the High
VFA group. Given the age of the participants, as has been

Nutr Clin Diet Hosp. 2025; 45(2):517-524
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Bar graphs representing A. Waist to height ratio, B. Triglyceride-to-HDL-C ratio,
C. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR),
and D. Adiponectin levels of participants classified in Low VFA (visceral fat
area) and High VFA groups. All values are presented as mean + SE, obtained
from N=9 for the Low VFA group and N=8 for the High VFA group.
(*) p<0.05, (**) p<0.001, (****) p<0.0001 vs. Low VFA.

Figure 2. Metabolic risk indicators in Low VFA and High VFA young participants

courage them to change their lifestyle, and
track treatment progress over adulthood?.
Moreover, our results demonstrate the strong
correlation between the VFA and the MetS
z-score in the young participants, confirming
the report of Summer et. al. that establishes
abdominal obesity as a strong predictor of
higher MetS z-scores in US adolescents?*.

On the other hand, previous work from our
laboratory has demonstrated the determining
role of the RGS2 protein in the pathogenesis
of the state of insulin resistance, both in cel-
lular models of metabolic alterations and in
platelets from patients with T2DM%25, In fact,
rodents fed a high-fat diet are reported to
have increased visceral fat and higher levels of
RGS2.426, Hence, to determine whether RGS2
is elevated in the platelets of individuals who
have insulin resistance but have not devel-
oped T2DM, we identified individuals with a
VFA greater than 100 cm?, as it has been re-
ported that these individuals present meta-
bolic abnormalities such as insulin resistance
despite appearing healthy. When RGS2 ex-
pression levels were analyzed in the final
phase, it was found that while the High VFA
group expressed RGS2 mRNA at higher levels,
these increases were not statistically signifi-
cant. Hence, factors other than increased
RGS2 expression may contribute primarily to
the development of insulin resistance in young
humans. In this matter, it is essential to em-
phasize that obesity is a preceding stage of in-
sulin resistance and T2DM development and
that the increase in RGS2 expression is prob-
ably one of the numerous mechanisms limit-
ing insulin action. However, it is noteworthy
that many medications intended to promote
glucose homeostasis reduce RGS2 expression
due to these facts?’. This study has some lim-
itations that should be considered when inter-
preting the results. The small sample size lim-
its the generalizability of the findings to other
populations. Although a trend toward in-
creased RGS2 expression was identified in the
high-visceral fat group, this did not reach sta-
tistical significance. Finally, important vari-

shown in other studies, a higher MetS z-score in childhood pre-
dicted a greater likelihood of developing cardiovascular disease
and T2DM vyears later?2. The use of a z-score based on the sum
of components to define MetS favors the specificity of the diag-
nosis in the face of factors such as gender or race, which have
a greater influence on the clinical picture, providing the poten-
tial opportunity to identify young patients at higher risk, and en-
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ables such as lifestyle, diet, or physical activity level, which
could influence metabolic outcomes, were not considered.

CONCLUSION

Our study demonstrates that a high visceral fat area in
young individuals is strongly associated with multiple MetS
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Supplementary table 1. Anthropometric, biochemical and clinical data of apparently healthy university students participating

Year G BMI | . LCE! Body fat T Bloo;;rlzsure Glucose | Triglycerides ol HDL LDL Insulin
to age ender (kg/m?) circumference percentage fat arzea (ma/ml) | (mg/mi) cholesterol | cholesterol | cholesterol (1U/mL)
(cm) (em*) | systolic | Diastolic (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/mi)
19 M 21.1 79 16.6 47.4 115 69 91 82 169 44 125 0.6
20 M 17.9 66 10.1 14.9 105 67 95 76 136 42 94 13.7
19 M 19.7 71 9.5 17.5 115 69 78 102 127 39 88 2.7
E 18 M 20.3 69.1 12.5 23.7 127 78 68 68 107 49 58 5.2
E 18 F 18.4 65.5 21.0 29.3 | 112 63 83 72 140 63 77 6.9
19 M 22.1 78 12.2 29 114 64 87 69 126 47 79 14.0
18 F | 217 68 20.2 383 | 106 65 76 97 148 49 99 10.0
18 M 19.7 78 6.7 11.5 106 54 84 70 119 38 81 4.4
23 M 29.7 101 29.3 102.6 | 171 90 110 155 236 81 155 31.2
24 M 29.3 104.5 29.5 133.4 | 140 90 105 215 183 23 160 14.2
18 M | 30.5 97.2 359 | 1345 | 135 83 98 130 139 39 100 15.2
E 18 F 30.7 91 40.9 151.4 | 109 70 91 80 186 48 48 7.9
,E’ 21 M 42.3 125 45.7 199.5 | 179 98 87 100 156 36 120 13.3
27 M 35.6 124 44.6 178.2 | 124 82 114 152 146 33 113 24.6
18 F 38.5 101 51.6 159.4 | 122 82 87 224 137 30 107 11.0
18 M 32.4 101 36.8 177.2 | 125 82 99 166 170 36 134 0.8

components, insulin resistance, and increased metabolic risk.
Additionally, a trend toward increased RGS2 gene expression
in the High VFA group suggests a potential molecular link to
early insulin resistance. Overall, these results highlight the im-
portance of evaluating visceral adiposity and related biomark-
ers to identify at-risk individuals in the young population to
prevent the appearance of clinical metabolic disorders by 5.
stopping their evolution.
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