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Resumen

La vitamina D tiene acciones antiinflamatorias
y aumenta la expresion de péptidos antimi-
crobianos. Niveles bajos de 25 hidroxivitami-
na D (250HD) se relacionan con la obesidad.
El inhibidor secretor de proteasa leucocitaria
(SLPI) es un péptido serina proteasa no glico-
silado con actividad antimicrobiana y antiinfla-
matoria que podria asociarse con la obesidad
y la inflamacién. Obijetivo: evaluar la correla-
cion entre la 250HD y el SLPI en las muje-
res y su relaciéon con la obesidad. Para ello,
se incluyeron 32 mujeres posmenopausicas
(69+6 afos), sin patologias o medicaciones
que pudieran afectar el estado inflamatorio.
Se midieron el peso corporal (PC) (kg) y esta-
tura (m) y se calculé el indice de masa corpo-
ral (IMC). Se determinaron los niveles de SLPI
(ng/mL) (ELISA) y 250HD (ng/mL) (RIA). La
masa grasa (densitometria) (gr) se normaliz
por el PC para obtener el porcentaje de masa

grasa (PMG). Resultados (X+SD): el IMC fue
de 30,3+6,9 y el PMG de 43,9+9,6. SLIP osci-
16 entre 1,9y 29,7 (13,1+6,8) y la 250HD entre
8,2 y 48 ng/mL (22,1+£13,7). El PMG, pero no
el IMC, se correlacioné negativamente con el
SLIP (r=-0,64, p=0,01) y la 25HOD (r=-0,69,
p=0,01). EI SLPI se correlacioné con la250HD
(r=0,61, p=0,01). Tomando las mujeres obesas
con suficiencia de 250HD, la correlacion en-
tre ambos fue altamente significativa (r=0,97;
p<0,0001). Conclusiones: ademas de favore-
cer la liberacién de péptidos antimicrobianos,
nuestros resultados mostraron que niveles
adecuados de 250HD correlacionan positi-
vamente con SLPI en obesidad. Serian nece-
sarios estudios adicionales en una poblacién
mas amplia para aclarar si esta correlacion es
clinicamente relevante.

Palabras clave: inhibidor de la proteasa leu-
cocitaria secretora, vitamina D y obesidad,
mujeres
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VITAMIN D, SECRETORY LEUKOCYTE
PROTEASEINHIBITOR (SLPI)AND OBESITY
IN ELDER WOMEN. PRELIMINARY STUDY

Abstract

Vitamin D has anti-inflammatory actions,
increasing the expression of antimicrobial
peptides. Low levels of 25hydroxyvitamin D
(250HD) are associated with obesity. Secretory
leukocyte protease inhibitor (SLPI) is a non-
glycosylated serine protease peptide with
antimicrobial and anti-inflammatory activity,
which could be associated with obesity
and inflammation. Objective: to evaluate
the correlation between 250HD and SLPI
in women and its relationship with obesity.
Thirty-two postmenopausal women (69+6
years), without conditions or medications
that could affect their inflammatory status,
were included. Body weight (BW) (kg) and
height (m) were measured and body mass
index (BMI) was calculated. SLPI (ng/mL)

Introduccién

La vitamina D (VD) es esencial para la salud
6sea y la regulacion del metabolismo fosfo-
célcico. En los ultimos afios se han ampliado
las investigaciones sobre su participacion en
la homeostasis de diferentes sistemas: car-
diovascular, muscular, sistema inmune tanto
innato como adquirido, y en la regulacioén del
crecimiento y diferenciacion celular.’

El estado nutricional respecto de la VD se
clasifica en suficiencia, insuficiencia y defi-
ciencia segun los niveles séricos 250HD. Di-
versos factores de riesgo se encuentran im-
plicados en la posibilidad de alcanzar niveles
bajos de 250HD. Entre ellos podemos citar la
edad extrema, el sexo femenino, la desnutri-
cioén, el fototipo de piel oscura, la estacion in-
vernal, el nivel socioeconémico bajo y la obe-
sidad.? Se ha demostrado que la obesidad,
definida por un IMC > 30 kg/m?, se encuentra
asociada a un mayor riesgo de insuficiencia/

(ELISA) and 250HD (ng/mL) (RIA) levels were
determined. Fat mass (densitometry) (gr) was
normalized by BW to obtain percent fat mass
(PFM). Results (X+SD): BMI was 30.3+6.9 and
PFM was 43.9+9.6. SLIP ranged from 1.9 to
29.7 (13.1+£6.8) and 250HD ranged from 8.2
to 48 ng/mL (22.1+£13.7). PFM, but not BMI,
negatively correlated with SLIP (r=-0.64,
p=0.01) and 25HOD (r=-0.69, p=0.01). SLPI
correlated with 250HD (r=0.61, p=0.01). For
obese women with 250HD sufficiency, the
correlation between both was highly significant
(r=0.97; p<0.0001). Conclusions: In addition to
favoring the release of antimicrobial peptides,
our results showed that adequate 250HD
levels correlate positively with SLIP in obesity.
Further studies in a larger population would be
necessary to clarify whether this correlation is
clinically relevant.

Keywords: Secretory leukocyte protease
inhibitor, vitamin D and obesity, women

deficiencia de VD en sujetos de todas las eda-
des independiente de la latitud y del estado
de desarrollo socioeconémico del individuo.28

El inhibidor secretor de proteasa leucoci-
taria (SLPI) es una proteina catiénica no glico-
silada, secretada por varios tipos celulares in-
cluyendo neutréfilos, macréfagos, plaquetas y
células epiteliales, entre otras. Su expresion
puede ser alterada por diversos estimulos,
incluyendo lipopolisacaridos (LPS), elastasa
neutrofilica y citoquinas proinflamatorias y an-
tiinflamatorias.* El SLPI desempefia funciones
entre las que podemos citar: (i) efectos antimi-
crobianos, proporcionando una primera linea
de defensa contra la infeccion, (ii) control del
procesamiento de mediadores inflamatorios
que protegeran al huésped de dafios tisulares
excesivos generados por enzimas proteoliti-
cas liberadas durante la inflamacion, (iii) supre-
sion de las respuestas inflamatorias contro-
lando la actividad del factor de transcripcion
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NFkB, (iv) regulaciéon de la produccion y la
funcioén proinmunogénica de las trampas ex-
tracelulares de neutrdéfilos y (v) favorecer la
reparaciéon; asimismo es un componente de
la maquinaria molecular que controla el creci-
miento, la diferenciacion y la apoptosis celu-
lar. El resultado neto de las acciones del SLPI
es contrarrestar las respuestas inflamatorias
excesivas.®

Como es sabido, la obesidad es un esta-
do cronico multifactorial de balance energéti-
co positivo y acumulacion excesiva de grasa,
que conlleva un estado de inflamacién crénica
de bajo grado asociado a una disminucién de
la esperanza de vida.?® La relacién de la VD y
la obesidad ha sido estudiada y se ha reporta-
do que tanto la masa grasa (MG) como el por-
centaje de masa grasa (PMG) se asocian de
forma inversa con los niveles de VD indepen-
dientemente de la latitud y la edad 27 y tanto
en los individuos con obesidad como en los
que presentan insuficiencia de VD existe una
elevacién de los niveles de citoquinas proin-
flamatorias.®'° EI SLPI también se expresa en
el tejido adiposo y puede desempefiar una
funcién antiinflamatoria en los adipocitos re-
duciendo la expresion sistémica y local de las
citoquinas inflamatorias, incluido el TNF-a..%

Sobre la base de lo expuesto, el objetivo
del presente estudio fue relacionar los niveles
de SLPI con el sobrepeso y la obesidad y de-
terminar la relacion existente entre los niveles
de VD y SLPI en mujeres posmenopausicas.

Materiales y métodos
Materiales
Diseno del estudio
Estudio descriptivo de base poblacional.

Poblacion

Un total de 123 mujeres mayores de 65
anos se presentaron para ser evaluadas en el
contexto de la Semana de la Osteoporosis en
el Hospital de Clinicas José de San Martin de la
Universidad de Buenos Aires (UBA), en el afo
2019. Del total de participantes, solo 32 fueron

incorporadas al analisis ya que el resto conta-
ba con uno o mas de los criterios de exclusion.

Muestra

Todas las mujeres completaron un cuestio-
nario que incluia antecedentes clinicos, nutri-
cionales y tipo de medicacion utilizada duran-
te los ultimos 3 meses previos al estudio.

Las muestras de sangre fueron obtenidas
en ayunas. Dichas muestras fueron centrifu-
gadas y los sueros guardados congelados a
-18 °C hasta la realizacion de las mediciones
bioquimicas.

Criterios de inclusion: mujeres mayores de
65 afos.

Criterios de exclusion: mujeres bajo trata-
miento con farmacos que afecten el metabo-
lismo éseo y mineral, y mujeres con patologias
o medicaciones que pudieran alterar el estado
inflamatorio (enfermedades infecciosas en los
ultimos 3 meses; enfermedades autoinmunes;
insuficiencia renal [cleareance de creatinina
<60 mL/min], cancer, medicacién glucocorti-
coide o inmunosupresora).

Variables del estudio

Variables antropométricas

e Edad: en afos.

e Talla: medida en centimetros, tomando la al-
tura desde la coronilla de la cabeza hasta los
pies (talones) de pie (parado).

e Peso corporal: expresada en kilogramos, to-
mando el valor del peso corporal con la ropa
puesta, sin zapatos o accesorios pesados,
como teléfonos moviles y carteras, y utili-
zando balanzas de pesaje manual.

¢ indice de masa corporal (IMC): talla sobre
el peso al cuadrado. Se utilizaron los pun-
tos de corte del IMC establecidos por la
OMS que define un IMC < 18,5 con del-
gadez, entre 18,5 y 24,9 normal, entre 25
y 29,9 con sobrepeso y de 30 o mas con
obesidad.™

e Porcentaje de masa grasa (PMG): valor de
masa grasa (MG) en gramos normalizada
por el peso corporal en kilogramos.
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Variables densitométricas

e Masa grasa: medida en gramos por el mé-
todo de absorciometria de rayos X de ener-
gia dual (DEXA), la cual utiliza una dosis
muy pequefa de radiacién ionizante para
producir imagenes del interior del cuerpo.

Consideraciones éticas

Las participantes firmaron un consenti-
miento informado previo a quedar incluidas
dentro de él. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital de Clinicas, segun
disposicion de ANMAT 5330/97, cumpliendo
con sus requisitos éticos, legales y juridicos
basados en el Cédigo de Nuremberg y la De-
claracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (dltima version y sus modificaciones).

Métodos
Seguimiento de las participantes

Al finalizar el procesamiento de todas las
muestras, cada participante recibié el informe
de los resultados de sus estudios.

Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones de 250HD fueron rea-
lizadas mediante el método de radioinmunoa-
nalisis (RIA)/Competicién proteica comercial
(Elecsys® Vitamin D Roche S.A.) (Sensibilidad
2,2 ng/mL). Para el estudio de los distintos
parametros, las mujeres fueron divididas se-
gun la concentracion de 250HD en aquellas
con niveles < 30 ng/mL (insuficiencia) y aque-
llas con niveles > 30 ng/mL (suficiencia).'®

Las determinaciones de SLPI fueron reali-
zadas en el CEFYBO-CONICET, Facultad de
Medicina, UBA, Argentina, mediante metodo-
logia de doble anticuerpo por ELISA.™

Los analisis bioquimicos fueron realizados
en un Unico ensayo para evitar las variaciones
interensayo, al final del estudio.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media +
desvio estandar (DE) para variables continuas.
Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov

para analizar la normalidad de las variables.
En funcién de los resultados de esta prueba
se realizaron analisis descriptivos de la po-
blacién, paramétricos o no paramétricos. Las
comparaciones entre grupos se efectuaron
usando ANOVA para muestras independien-
tes. Las correlaciones se calcularon mediante
la prueba de Pearson. Un valor de p<0,05 se
considero significativo. Para el andlisis esta-
distico se utilizé un procesador SPSS 20.0°
Chicago, IL, USA.

Resultados

La edad promedio de las mujeres incluidas
en el estudio fue de 69 + 6 afos, con una talla
de 1,55+0,07 metros, un peso de 72,1+16,1
kg y un IMC de 30,3+6,9 kg/m?. El valor to-
tal promedio de MG fue de 32,4+12,2 g y de
PMG fue de 44,7+29,7%. El valor promedio
de los niveles de 250HD fueron de 22,1+13,7
ng/mL, mientras que los de SLPI fueron de
13,1+6,8 ng/mL (Tabla 1).

El % de PMG correlacioné negativamen-
te tanto con los niveles de SLPI (r= -0,64;
p<0,01) como con los niveles de 250HD (r=
-0,69; p<0,01) (Figura 1).

Los niveles de SLPI y los de 250HD cuan-
do se consider6 el grupo total de las mujeres
estudiadas presentaron una correlacion posi-
tiva entre ellos (r= 0,61; p<0,01) (Figura 2 A).
Sin embargo, cuando solo se tomaron las mu-
jeres obesas con suficiencia de VD, la corre-
lacion se hizo altamente significativa (r=0,97;
p<0,0001) (Figura 2 B). Contrariamente, la co-
rrelacion entre VD y SLPI en las mujeres con
niveles de 25HOD < 30 ng/mL no presento
significancia estadistica (r=-0,23; p=0,35).

Cuando las mujeres fueron divididas en
grupos segun el nivel de 250HD, se obser-
vo que aquellas con niveles < 30 ng/mL pre-
sentaban menor talla, mayor peso corporal
y mayor IMC. Por otra parte, en este grupo,
los niveles de SLPI fueron significativamente
menores (p<0,0001), mientras que los valores
promedio de MG y PMG fueron significativa-
mente mayores (p<0,001) (Tabla 1).
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Tabla 1. Variables antropométricas y bioquimicas en el total de mujeres y divididas por grupos
segun el nivel de 250HD.

Total de mujeres (n=32) < 30ng/mL (n=18) >30ng/mL (n=14)
. 69+6 68+6 705
Edad (afios)
(60 - 82) (60 - 82) (61 - 80)
1,55+0,07 1,52+0,06 1,58+0,07*
Talla (m)
(1,43 - 1,68) (1,42 - 1,63) (1,50 - 1,68)
72,1+16,1 77,2+16,9 65,5+12,6*
Peso (kg)
(50 - 122) (55 - 122) (50 - 90)
30,3+6,9 33,3+6,7 26,5+5,4*
IMC (kg/m2)
(18,5 - 48,1) (24 - 48,1) (18,5 - 37,5)
32,4+12,2 37,7+10,1 25,1+10,6"*
MG (9)
(8 - 56) (24 - 56) (8 -48)
43,9+9,6 48,6+5,7 37,8+10,1*
PMG (%)
(16,3 - 62,3) (42,6 - 62,3) (16,3 - 53,2)
22,1£13,7 10,6+1,9 36,9+5,2***
VD (ng/mL)
(8,2- 48) 8,2-18) (30- 48)
13,1+6,8 9,5+5,2 18,6+5,2***
SLIP (ng/mL)
(1,9-29,7) (1,9 -18,5) (7,9 - 29,7)

*p<0.05 Vs. < 30ng/mL; *p<0.01 Vs. < 30ng/mL; ***p<0.001 Vs. < 30ng/mL.
IMC: indice de masa corporal; MG: masa grasa; PMG: porcentaje masa grasa; VD: vitamina D (250HD).
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Figura 1. Correlacion entre los niveles de SLPI'y 250HD con el porcentaje de masa grasa en el
total de mujeres. Se observa una correlacion negativa y significativa entre los niveles de SLPI y
250HD con el porcentaje de masa grasa, indicando posibles implicaciones en la regulacién del
metabolismo lipidico y la salud general.
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Figura 2. Correlacion entre los niveles de SLPI y 250HD. La figura muestra una correlacion po-
sitiva y significativa entre los niveles de SLPI y 250HD, sugiriendo una posible interaccion entre
estos biomarcadores en el contexto del metabolismo lipidico y la salud general. A: Correlaciéon
entre los niveles de SLPI y 250HD en el total de mujeres analizadas. La figura muestra una rela-
cion significativa entre estos biomarcadores en la poblacién general de mujeres. B: Correlaciéon
entre los niveles de SLPI y 250HD en mujeres obesas con suficiencia de vitamina D. Se observa
una interaccioén notable entre los niveles de SLPI y 250HD en este subgrupo especifico, sugi-
riendo posibles implicaciones en el metabolismo y la salud de las mujeres obesas con niveles

adecuados de vitamina D.

Discusidén

Los resultados de este estudio prelimi-
nar evidenciaron que los niveles de SLPI co-
rrelacionan directamente con los niveles de
250HD.

La relacién inversa entre el estado nutricio-
nal de VD y la MG ha sido ampliamente es-
tudiada.?” En el presente estudio en mujeres
posmenopausicas con distinto IMC confirma-
mos dichas investigaciones, lo cual muestra
que la insuficiencia/deficiencia de VD estaria
directamente asociada a mayor contenido
corporal de masa grasa.

Varias hipétesis tratan de explicar los bajos
niveles de VD observados en sujetos obesos.
Se ha postulado que estarian relacionados no
solo con una menor exposicion solar sino con
una menor hidroxilacion hepatica de la VD. La
menor sintesis de 250HD seriaresponsable del
desarrollo del hiperparatiroidismo secundario
que se observa frecuentemente en sujetos

con alto grado de obesidad.? Sin embargo, el
mecanismo mas aceptado es el secuestro de
VD en el exceso de tejido adiposo. Una re-
ciente revision sistematica y metanadlisis de
ensayos controlados aleatorios demostré que
la obesidad disminuye significativamente los
niveles de 250HD respecto de sujetos con
sobrepeso, concluyendo que el almacena-
miento en el tejido adiposo seria el responsa-
ble de ello.25-18

Varias hipétesis trataron de explicar la aso-
ciacion entre obesidad e inflamacion crénica,
entre ellas el efecto ejercido por el excesivo
consumo de dietas ricas en grasas saturadas.
Esta dieta estimula el desarrollo de proteo-
bacterias liberadoras de LPS, los cuales pro-
mueven un estado inflamatorio y con ello un
aumento en la permeabilidad intestinal. Este
hecho facilita el pasaje de LPS al torrente san-
guineo, proceso denominado “endotoxemia
metabdlica”. Los LPS junto a los acidos grasos
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(especialmente los saturados) y especies re-
activas de oxigeno favorecen la activacion de
receptores tolls (TLRs). Dicho proceso activa
la via de sefalizacién del NFkB, lo cual con-
duce a un incremento en la liberacién de cito-
quinas inflamatorias, responsables de la infla-
macion sistémica observada en personas con
alto grado de obesidad.%®61°

Varios estudios epidemiologicos recientes
han indicado la existencia de una asociacién
significativa entre la deficiencia de VD y la ma-
yor incidencia, o agravamiento, de enfermeda-
des infecciosas y enfermedades inflamatorias
autoinmunes asociadas al aumento de cito-
quinas proinflamatorias.®™>'® En este sentido,
se necesitan niveles adecuados de 250HD

para el proceso por el cual la VD controla
el estado inflamatorio. Diversos estudios ex-
perimentales han demostrado que la VD re-
duce la activacion de receptores TLRs y man-
tiene en estado inactivo a NFkB impidiendo
la fosforilacién y degradacién de la proteina
inhibidora de kappa B (IkB). Por otra parte,
la unién 1,25(0H)2D/VDR dificulta la trans-
locacién del NF-kB al nucleo promoviendo
una disminucién del proceso inflamatorio.
Por ultimo, la VD reduciria la fosforilacion de
la subunidad p65 dentro del complejo NF-xB
impidiendo la liberacién de citoquinas proin-
flamatorias (Figura 3).%17:18

El mecanismo intracelular graficado en la fi-
gura 3 explicaria alguno de los hallados clinicos
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Figura 3. Mecanismo de accién de la VD y SLPI en la inflamacion asociada a la obesidad.
La vitamina D (VD) y el inhibidor secretor de leucoproteasa (SLPI) juegan roles cruciales en la
modulacién de la inflamacion en el contexto de la obesidad. La VD ayuda a reducir la inflama-
cién al inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias, mientras que el SLPI protege los te-
jidos al neutralizar las proteasas liberadas durante la respuesta inflamatoria. Juntos, estos me-
canismos contribuyen a mitigar los efectos inflamatorios asociados con la obesidad. Tomado y
adaptado de Popa AD y col.® SLPI: Inhibidor secretor de proteasa leucocitaria; VD: Vitamina D.
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y epidemiolégicos observados en sujetos con
algo grado de obesidad. En este sentido se
ha reportado que los niveles de VD se aso-
cian inversamente con los niveles de TNF-a
e IL6; contrariamente, la suplementaciéon con
VD disminuye los niveles de marcadores in-
flamatorios.??' Estos hechos evidencian los
beneficios de la adecuacion de VD sobre la
condicion de inflamacién crénica asociada a
la obesidad.®

Se ha sugerido la existencia de una aso-
ciacion entre el estado inflamatorio cronico
de la obesidad y SLPI1.2223 Experimentalmen-
te se observé que la expresién de SLPI au-
menta en tejido adiposo por el consumo de
dietas que inducen obesidad y que regula la
inmunidad innata y adaptativa, previniendo
la degradacion de los inhibidores de NFkB,
IkBa e IkBb, respectivamente.’?223 Asimis-
mo, SLPI compite con el componente p65 de
NFkB para unirse a las regiones promotoras
de genes proinflamatorios, incluyendo TNF-a
y CXCLS8 inhibiendo su produccion (Figura
3).222% Clinicamente se reporté una correla-
cién significativa entre los niveles circulantes
de SLPI e IMC.22 En concordancia con estos
hallazgos, los resultados del presente estu-
dio muestran que los niveles circulantes de
SLPI presentan una relacién inversa con el
IMC y con el PMG.
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