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Resumen

Antecedentes: Se ha sugerido que la metilacién en la region reguladora y parte del
primer exon de FABP3 modula su expresion, provocando cambios en los niveles de
HFABP. Dicha proteina participa de manera importante en el desarrollo de Sindrome
Metabolico (SM) ya que se ha observado que contribuye a la sensibilidad a la insulina.
El objetivo principal de éste estudio piloto fue analizar la metilacion de FABP3 en
leucocitos y evaluar su asociacion con resistencia a la insulina y fenotipos
relacionados, en pacientes con SM.

Metodologia: Los andlisis de metilacion de FABP3 se hicieron por clonacion, con el
proposito de obtener informacién por cada sitio CpG. El estudio se llevé a cabo en dos
fases, en la primera (n=20, 10 casos y 10 controles) los andlisis tuvieron como
finalidad describir la metilacion de dos islas CpG en la region reguladora y parte del
primer exon del gen. En la segunda, se llevo a cabo el andlisis de la metilacion de
FABP3 (n=10, 5 casos y 5 controles) y su correlacién con la expresion del gen, el
indice HOMA y la concentracién plasmatica de acidos grasos.

Resultados: En la fase uno, la metilacion de la isla CpG 1 fue igual en casos y
controles, sin embargo, en la isla CpG 2 la metilacion del sitio CpG 17 fue
significativamente mayor en los casos (z=2.64). Resultados similares se encontraron
en una muestra independiente, que aunque no alcanzé una significancia estadistica,
la metilacion en dicho sitio CpG 17 fue similar. Ademas, en el sitio CpG 18, localizado
en el primer ex6on de FABP3, y la metilacion global de la isla CpG 2 fue
estadisticamente mas alta en los controles (z=3.98 y 2.79 respectivamente). Estos
resultados no mostraron correlacion con la expresion del gen, el indice HOMA ni con
la concentracion plasmatica de &cidos grasos.

Conclusiones: Los hallazgos en éste estudio mostraron que la metilacion en la region
reguladora de FABP3 es méas abundante cerca del sitio de inicio de la transcripcion y
estadisticamente diferente en los sitios CpG 17 y 18 entre casos y controles. A pesar
de que no se observo una correlacion entre la metilacion de FABPS3, la expresion del
gen, el indice HOMA o las concentraciones plasmaticas de &cidos grasos, éste
estudio generd informacién relevante para analizar la variaciéon de la metilacion en
dicha regién, y para el calculo de un tamafio de muestra con suficiente poder

estadistico que permita analizar asociaciones con fenotipos de importancia clinica.



Palabras clave: metilacion, FABP3, resistencia a la insulina, Sindrome Metabdlico.

Introduccién

Actualmente, las enfermedades no transmisibles también consideradas como
enfermedades crénicas se encuentran entre las principales causas de muerte
alrededor del mundo en personas menores de 70 aflos en paises de bajo y

mediano ingreso (World Health Organization 2015).

En México, las enfermedades crénicas se han convertido en un problema de salud
gue va en aumento, considerando a las enfermedades coronarias y la diabetes
como primera y tercera causa de muerte, estimando el 77% del total de las
muertes en todos los grupos de edad por éstas causas (World Health Organization
2014). Dentro de los problemas mas graves de salud publica en nuestro pais, se
encuentra el SM del cual, segun datos de la ENSANUT mas actual realizada en el
afio 2012, la prevalencia en adultos mayores de 20 afios fue de ~45% (Salas, del
Mar Bibiloni, et al. 2014). Ademas, como parte de los componentes del SM, las
anormalidades lipidicas tales como la hipoalfalipoproteinemia (bajos niveles de c-
HDL) e hipertrigliceridemia son los factores de riesgo mas comunes para
enfermedad cardiovascular (ECV) entre adultos mexicanos (220 afios) (Aguilar-
Salinas et al. 2010).

En la etiologia de las enfermedades cronicas, una dieta alta en grasas saturadas e
hidratos de carbono simples; el estilo de vida que incluye habitos de tabaquismo y
un elevado consumo de alcohol; ademas de una vida sedentaria contribuyen de
manera importante (Reininger et al. 2015; Epping-Jordan et al. 2005; Aguilar-
Salinas et al. 2001), debido a que estos factores incrementan el riesgo para
obesidad vy dislipidemia que, ademas de tener factores genéticos subyacentes, la
influencia del medio ambiente es considerable (Velazquez-Monroy, et al. 2003).
De aqui la importancia de la prevencion, el desarrollo de herramientas pronosticas

y la creacién de modelos terapéuticos (Cordova-villalobos et al. 2008).



Marco tedrico

Sindrome Metabdlico

El SM es un conjunto de factores que combinados incrementan el riesgo de
enfermedades cronicas. Dichos factores son: dislipidemia (triglicéridos elevados,
lipoproteinas asociadas a apolipoproteina B y niveles bajos de lipoproteinas de
baja densidad (HDL)), elevacion de la presion sanguinea arterial y alteracion de la
homeostasis de glucosa, ademas de obesidad y resistencia a la insulina que han
generado atencion especial como manifestaciones centrales del sindrome
(Pedroza-Tobias et al. 2014; Kassi et al. 2011; Grundy et al. 2004). La
combinacion de estos factores de riesgo pueden culminar en eventos adversos
como la diabetes tipo 2, ECV y con ello, un incremento en la mortalidad (Luna-
Luna et al. 2015; Pedroza-Tobias et al. 2014). Diversos estudios han mostrado
como es gque los factores ambientales contribuyen al desarrollo de obesidad
central y resistencia a la insulina, conllevando al desarrollo de SM (Deedwania &
Gupta 2006).

Numerosas organizaciones internacionales y grupos de expertos, tales como la
OMS, el EGIR, NCEP: ATPIII, AACE, IDF y la AHA/NHLBI han presentado varias
definiciones incorporando los diferentes componentes del SM Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios para las definiciones del SM en adultos.

OMS (1998) (Alberti & Zimmet 1998)

La resistencia a la insulina definida como diabetes mellitus tipo 2, glucosa en
ayuno alterada (>100mg/dl) o tolerancia a la glucosa alterada, ademas de dos

de los siguientes criterios:

- Obesidad abdominal (indice cintura-cadera >0.9 en hombres y >0.85 en

mujeres), o IMC >30 Kg/m?Z.

- Triglicéridos 2150 mg/dl, y/o colesterol asociado a lipoproteinas de alta

densidad (c-HDL) <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.
- Presion sanguinea 2140/90 mmHg.

- Microalbuminuria (tasa de secrecion de albumina urinaria 220 ug/min o

proporcidon albumina/creatinina 230 mg/g).

EGIR (1999) (Balkau & Charles 1999)

Resistencia a la insulina definida como niveles de insulina > percentil 75 en

pacientes no diabéticos, méas dos de los siguientes criterios:
- Circunferencia de cintura 294 cm en hombres, 280 cm en muijeres.
- Triglicéridos 2150 mg/dl y/o c-HDL <39 mg/dl en hombres o mujeres.

- Presién sanguinea 2140/90 mmHg o ingerir medicamentos

antihipertensivos.

- Glucosa en ayuno 2110 mg/dl.
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NCEP:ATPIIIl (2001) (Communication 2001)

Tres o mas de los siguientes criterios:

Obesidad abdominal dada por circunferencia de cintura.
Circunferencia de cintura >102 cm en hombres, >88 cm en mujeres.
- Triglicéridos 2150 mg/dl.

- Colesterol-HDL <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.

- Presion sanguinea 2130/85.

- Glucosa en ayuno =100 mg/dI*.

* En 2003, la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) cambid el criterio para la

tolerancia a la glucosa en ayuno alterada, de 110 mg/dl a 100 mg/dl.

AACE (2003) (Einhorn et al. 2003)

Tolerancia a la glucosa alterada mas dos de los siguientes criterios:
- IMC 225 Kg/m?.

- Triglicéridos 2150 mg/dl y/o c-HDL <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en

mujeres.

- Presién sanguinea 2130/85 mmHg.

Federacidén Internacional de Diabetes (2005) (Eckel et al. 2010b)

Obesidad central (definida como circunferencia de cintura o como IMC >30

Kg/m?) con valores especificos por etnicidad*, mas dos de los siguientes:

- Triglicéridos 2150 mg/dl.
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- c-HDL <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.
- Presién sanguinea 2130/85 mmHg.
- Glucosa en ayuno 2100 mg/dlI.

*Circunferencia de cintura para Europeos, Africanos y del Mediterraneo Este,
>94 cm en hombres y >80 cm en mujeres; y para Sur Asiaticos, Chinos,
Japoneses, Sury Centro América >90 cm en hombres y >80 cm en mujeres.

AHA/NHLBI (2004) (Grundy et al. 2004)

Tres de los siguientes:
- Circunferencia de cintura 2102 cm en hombres, 288 cm en mujeres.
- Triglicéridos 2150 mg/dlI.
- ¢c-HDL <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.

- Presion sanguinea 2130/85 mmHg.

- Glucosa en ayunas 2100 mg/dl.

Aunque el incremento de riesgo para diabetes tipo 2 y ECV es reconocido por
dichas organizaciones, la definicion precisa y la contribucion de los diversos
componentes del SM aun es controversial (O’Neill & O’Driscoll 2015). La principal
causa de debate para el SM ha sido el tener multiples definiciones, lo cual
contribuye a que haya una carencia de claridad sobre su aplicacion en la practica
clinica. (Eckel et al. 2010a). Sin embargo, en el afio 2009 se publico una definicion
conjunta por la IDF y la AHA/NHLBI. Dicha definicion declara que tres de los cinco
componentes pueden ser suficientes para su diagndstico, con los puntos de corte
para la medicion de circunferencia de cintura basados en el grupo étnico Tabla 2
(Alberti et al. 2009).
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Tabla 2. Definicién consenso del SM (incorporando las definiciones de la IDF y de
AHA/NHLBI) (Alberti et al. 2009).

Tres de los siguientes componentes:

- Circunferencia de cintura elevada (de acuerdo a la poblacién y a las

definiciones especificas por region).
- Triglicéridos = 150 mg/dlI.
- c-HDL <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.
- Presién sanguinea 2130/85 mmHg.

- Glucosa en ayuno 2100 mg/dI.

Con base en la clasificacion SM, dichos criterios conllevan a 16 posibles
combinaciones que implican diferente riesgo metabdlico. Se ha observado que
niveles bajos de c-HDL y niveles de triglicéridos elevados son un buen marcador
de riesgo cardiovascular y resistencia a la insulina (Pedroza-Tobias et al. 2014).
Las cuales son alteraciones muy prevalentes en poblacibn mexicana (Lopez-
Alvarenga et al. 2008).
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Epidemiologia del Sindrome Metabadlico

El SM es un desorden complejo que representa altos costos socioeconémicos y es
considerado una epidemia mundial (Kassi et al. 2011) afectando al 25% de la
poblacién en paises desarrollados (Salas, del Mar Bibiloni, et al. 2014). Como ya
se menciono, la existencia de diversas definiciones para el SM, las cuales difieren
sblo en pequefios detalles, impide sefialar un valor especifico que determine la
prevalencia a nivel mundial (Surveys 2009). Cabe mencionar, que la prevalencia
de SM varia y depende de los criterios diagnostico utilizados en las diferentes
definiciones, asi como de las caracteristicas de la poblacion estudiada (sexo, edad
y grupo étnico) (Cornier et al. 2008). Sin embargo, se sabe que para todos los
grupos, la prevalencia va en aumento de manera importante con respecto al
incremento de IMC y edad (Kassi et al. 2011; Surveys 2009).

En México, se observa una prevalencia de SM considerablemente mas alta que
los paises colindantes como: El Salvador (28.8%), Guatemala (22.7% en hombres
y 41.1% en mujeres) y Costa Rica (29.2%). Utilizando la definicion para SM del
ATP 1ll, en 1993 la prevalencia en adultos mexicanos fue de 26.6%, en 2006 con
base en los datos de la ENSANUT la prevalencia incrementd a un 36.8% y para
2012 fue de 45% (Salas, del Mar Bibiloni, et al. 2014). Cabe mencionar que se ha
observado una asociacién entre el incremento en la prevalencia con respecto a la
edad, tomando en cuenta que durante el envejecimiento suelen presentarse
condiciones patolégicas como el incremento de la lipoperoxidacion, incremento de
radicales libres y fendmenos epigenéticos alterados (Kim & Choi 2015).

En 2014 Pedroza-Tobias y colaboradores reportaron la prevalencia de las
diferentes combinaciones del SM en poblacion mexicana. Dichos resultados
mostraron que el grupo con hipoalfalipoproteinemia fue el mas prevalente en el
total de la poblacién (46%), siendo la combinacion mas frecuente: bajo c-HDL +
hipertension arterial + obesidad abdominal (20%) en mujeres. Por otro lado, el
grupo de SM con dislipidemia mixta fue el mas prevalente en hombres (43.5%),

siendo la combinacion mas frecuente: hipertrigliceridemia (HTG) + bajo c-HDL +
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obesidad abdominal. Con base en los resultados de la ENSANUT 2006, de 31.5%
de los adultos mexicanos que presentaron hipertrigliceridemia, sélo el 3.8% de la
poblacion habia diagnosticada previamente, siendo este uno de los principales

desafios para la salud publica nacional (Pedroza-Tobias et al. 2014).

Por otra parte, con respecto a la prevalencia de obesidad, el nimero de personas
afectadas alrededor del mundo ha incrementado dramaticamente durante los
altimos afos, lo cual lo convierte en un tema de gran importancia ya que
predispone al desarrollo de resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y ECV (Snel et
al. 2012). Dado el incremento en la prevalencia de obesidad se resalta la
influencia de los factores ambientales (Barnes & Ozanne 2011), haciendo especial
énfasis en los habitos dietéticos. Algunas de las causas mas evidentes de la
obesidad incluyen una mayor ingestibn de energia que la utlizada con el
subsecuente almacenamiento del exceso de energia en forma de grasa (Chang &
Neu 2015).

El cambio en los habitos dietéticos en los Ultimos afios junto con un estilo de vida
sedentario ha favorecido el incremento de la predisposicion para obesidad
relacionada con enfermedades crénicas principalmente en paises en desarrollo

incluyendo a México, Brasil, India y Argentina (Gupta et al. 2012).
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Fisiopatologia

El SM agrupa diversos factores de riesgo cardiovascular. Como ya se menciono
previamente, la resistencia a la insulina es considerada un factor central. Sin
embargo, en la fisiopatologia del SM, la obesidad parece ser uno de los factores
desencadenantes mas importantes, entre otras alteraciones metabdlicas que lo
caracterizan: intolerancia a la glucosa, dislipidemia e hipertension arterial (Garcia
E, De-la-Llata M, Kaufer M, Tusié M, Calzada R 2008).

Dislipidemia

La dislipidemia forma parte de las alteraciones que componen al SM, dentro de las
cuales se incluyen diversas anormalidades lipidicas que implican mayor riesgo
para diabetes tipo 2 y ECV (Ruotolo & Howard 2002); sin embargo, las tres mas
importantes asociadas al SM son el incremento de lipoproteinas ricas en
triglicéridos, disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL) e incremento de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Mooradian 2009).

El incremento de lipoproteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones, VLDL, IDL,
LDL) en pacientes con SM se debe tanto a la sobreproduccion intestinal como
hepética en estado de ayuno y posprandial. Ademas, una deficiencia funcional de
la lipoproteina lipasa parece contribuir de manera importante a esta alteracion
(Raal 2009).

Diversos estudios y resultados de encuestas realizadas en poblacion mexicana
han mostrado que los niveles bajos de c-HDL y niveles altos de triglicéridos ya sea
de forma independiente o en combinacion, son los fenotipos mas prevalentes en
adultos mayores de 20 afios. En el afio 2010 Aguilar-Salinas y colaboradores
reportaron una alta prevalencia en México de hipoalfalipoproteinemia e

hipertrigliceridemia de 60.5 y 31.5%, respectivamente (Aguilar-Salinas et al. 2010).
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Resistencia la Insulina

La resistencia a la insulina se define como la disminucion de la habilidad de la
insulina para estimular la captacion de glucosa por los tejidos periféricos (D
LeRoith & Cohen 2012). En términos generales, la insulina se encarga de
mantener la homeostasis de glucosa en la sangre regulando su captacion por los
tejidos insulinodependientes. Durante éste proceso, la glucosa es translocada al
interior de las células-p, por medio de los transportadores de glucosa y es
fosforilada por la glucocinasa, en donde es metabolizada en la glucdlisis y en el
ciclo de Krebs, resultando en el incremento de la proporcién citoplasmética
ATP/ADP. Esto provoca el cierre de los canales de K sensibles al ATP y
despolariza la membrana celular provocando la abertura de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje. Esto resulta en el incremento en la concentracién de Ca?*

en el plasma promoviendo la secrecion de insulina (Leibiger et al. 2008) Figura 1.
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Figura 1. Produccion de insulina por las células B-pancreaticas.
HNF: factor nuclear hepatico; IPF-1: factor 1 promotor de la insulina; Neuro-D1.:

factor 1 de la diferenciacion neurogénica (Cuesta 2004).
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En individuos con una sensibilidad a la insulina normal, las células 3-pancreaticas
liberan insulina en respuesta al incremento de los niveles circulantes de glucosa,
como se ve en el estado posprandial. Subsecuentemente, las concentraciones de
glucosa en plasma disminuyen por una supresion coordinada de la produccion
hepatica de glucosa a partir de aminoacidos y otros intermediarios del
metabolismo (gluconeogénesis) y glucégeno (glucogendlisis), ademas del
incremento de la captacion de glucosa por el musculo y el tejido adiposo Figura 2.
En estos tejidos, la insulina incrementa la movilizaciéon del transportador de
glucosa regulado por la insulina 4 (GLUT4) desde las vesiculas de
almacenamiento intracelular a la superficie de la célula 'y de ésta manera favorecer

la captacion de glucosa (Derek LeRoith & Cohen 2012).

T Glucosa circulante

Péncreas
Insulina
1 Captacion de glucosa | Produccion de glucosa
- 1T Captacion de glucosa
Musculo esquelético Higado

Tejido adiposo

Figura 2. Accion de la insulina en tejidos periféricos (Derek LeRoith & Cohen 2012).

19



La union especifica de la insulina a su receptor que se encuentra en la superficie
de la célula, inicia la activacion de las redes de transduccion de sefales regulando
diversas funciones celulares. El receptor de insulina, una tirosina quinasa activada
por ligando, fosforila substratos intracelulares incluyendo los substratos del
receptor de la insulina (IRS) (White 2002). Por el contrario, cuando ocurre
resistencia a la insulina, la respuesta bioldégica a la insulina se encuentra
atenuada, lo cual trae como consecuencia una disminucion en la captacion de
glucosa por las células del musculo y del tejido adiposo, una disminucion en la
produccion hepatica de glucogeno y un aumento en la produccion hepética de
glucosa. Posteriormente, ocurre un aumento en la secrecién de insulina como
compensacion a la elevacion progresiva de los niveles de glucosa circulante,

denominado hiperinsulinismo compensatorio (Wilcox 2005).

La resistencia a la insulina esta estrechamente asociada a importantes problemas
de salud publica incluyendo a la obesidad, hipertension, enfermedad arterial
coronaria, dislipidemias y un grupo de anormalidades metabdlicas vy
cardiovasculares que definen al SM (Muniyappa et al. 2008). Es considerada como
un defecto celular primario en el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Keane et al.
2015), ya que la combinacién de resistencia a la insulina y la subsecuente
hipersinsulinemia, seguida por hipoinsulinemia, conlleva al desarrollo de
hiperglucemia y el desarrollo de complicaciones asociadas con SM y diabetes tipo
2 (Park et al. 2015; Qatanani & Lazar 2007).

Acidos grasos y desarrollo de resistencia la insulina

Existe evidencia sobre los efectos metabdlicos de los acidos grasos libres en la
resistencia a la insulina. Durante este estado patoldgico la lipolisis se encuentra
aumentada, llevando a un incremento de los acidos grasos libres lo cual no sélo es
considerado como un resultado de resistencia a la insulina, sino también como
una causa. Estos acidos grasos libres pueden llevar a la resistencia la insulina a
través de diversos mecanismos incluyendo la acumulacion de lipidos intracelulares
como diacilglicerol y ceramidas, sefalizacion inflamatoria, estrés oxidativo y
disfuncion mitocondrial (Derek LeRoith & Cohen 2012).
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Cuando los niveles de acidos grasos libres incrementan, la capacidad del tejido
adiposo para capturarlos y almacenarlos es excedida. Cuando esto ocurre, los
acidos grasos libres se acumulan en tejidos con una capacidad limitada para el
almacenamiento de lipidos, como el higado y el musculo esquelético. Dicho
fendbmeno es conocido como acumulacién ectopica de grasa y esta estrechamente

asociada con la resistencia a la insulina (Snel et al. 2012).

Determinacién de resistencia a la insulina

Comunmente se utiliza una prueba de tolerancia a la glucosa como herramienta
de diagnéstico para la diabetes tipo 2. Algunas préacticas clinicas tales como el
clamp hiperinsulinémico euglicémico, considerado el “estandar de oro” para la
determinacion de resistencia a la insulina, permite conocer tanto la sensibilidad a
la insulina (hepética y muscular) como la respuesta de la célula $ a la glucosa
(Tam et al. 2012). Dado que el clamp hiperinsulinémico euglicémico es un método
muy complicado para llevarse a cabo en la practica clinica, existen otras
alternativas para la determinacién de resistencia a la insulina a partir de la
concentracion de insulina y glucosa en ayuno, entre algunos podemos mencionar
la evaluacién del modelo homeostatico o indice HOMA (Matthews et al. 1985) que
se deriva de la interaccion entre la funcion celular B y la sensibilidad a la insulina
en un modelo mateméatico donde se utilizan las concentraciones de glucosa e
insulina en ayuno (DeFronzo et al. 1979), el cual por su naturaleza poco invasiva
es mas facil de aplicar en la practica clinica (Park et al. 2015). Este método ha
sido correlacionado con el clamp y se han reportado coeficientes que van desde -
0.53 a -0.91 (Martinez Basila et al. 2011).
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Obesidad

Durante la obesidad existe una alteracion en la habilidad de la insulina para inhibir
la produccién de glucosa por el higado y promover la captaciéon de glucosa en
tejido adiposo y musculo (Qatanani & Lazar 2007). En presencia de resistencia a
la insulina, el proceso de movilizacion de &cidos grasos libres a partir de los
triglicéridos almacenados en el tejido adiposo se encuentra acelerado (Xu 2013).
Diversas investigaciones han reportado que el incremento del tejido adiposo
visceral, mas que el tejido adiposo subcutaneo esta asociado con resistencia a la
insulina (Osborn & Olefsky 2012) como consecuencia de la secrecion de
adipocitosinas como leptina, resistina, factor de necrosis tumoral (TNFa),
interleucina-6 (IL-6), y angiotensina Il (Kassi et al. 2011). Ademas, durante la
obesidad el tejido adiposo libera citosinas proinflamatorias que activan cascadas
de inflamacion y moléculas tales como IKKB y JNK que participan en el
mecanismo que atenua la fosforilacion de la tirosina en el receptor de insulina,
contribuyendo también al desarrollo de resistencia a la insulina (Xu 2013).
Diversos mecanismos han sido considerados importantes en el desarrollo de
obesidad tales como la sobre y subregulacién de intermediarios metabdlicos,
transportadores de nutrimentos, factores de transcripcién, y el control de cambios
epigenéticos como la metilacién del ADN (Chang & Neu 2015); lo cual destaca que
el desarrollo de la obesidad se debe tanto a factores genéticos como a la
influencia de factores externos, como los nutrimentos provenientes de la dieta.
Cabe hacer notar que entre las diversas causas que contribuyen a la obesidad, la
mas evidente consiste en un mayor consumo de energia del que se utiliza
conllevando al almacenamiento del exceso de energia en forma de grasa (Chang
& Neu 2015).
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Factores dietéticos en el Sindrome Metabdlico

La asociacion entre la adiposidad y el SM ha sido ampliamente descrita, y la dieta
contribuye de manera importante en el desarrollo de ambas patologias (Klein-
platat et al. 2005). Aunque son limitados, existen resultados de estudios que han
confirmado la relacidon que existe entre una dieta poco saludable (alta en acidos
grasos saturados y baja en acidos grasos omega-3) y el desarrollo de obesidad y
SM, mientras que con patrones dietéticos saludables el riesgo disminuye (Suliga et
al. 2015; Wirfalt et al. 2001; Kim et al. 2001). En un estudio realizado por Fung T y
colaboradores hallaron que un patrén de alimentacion con alto contenido en frutas,
vegetales, pescado, granos enteros y leguminosas se asocia con perfiles
metabdlicos favorables como baja insulina en ayuno, baja homocisteina y altas
concentraciones de folato. En contraste, un patron de alimentacion abundante en
carnes rojas y carne procesada, alimentos altos en grasas saturadas, bebidas
azucaradas y postres correlaciona con alto IMC, alta homocisteina, niveles bajos
de c-HDL y niveles bajos de folatos (Fung et al. 2001).

Acidos grasos en plasma provenientes de la dieta

La determinacién de &cidos grasos en el plasma y en el tejido adiposo puede ser
utilizada como un estimador de la proporcion y el tipo de grasa contenida en la
dieta de un individuo. La composicion de acidos grasos en el tejido adiposo puede
proporcionar informacién sobre la dieta de periodos relativamente largos
(Lagstrom et al. 1998), mientras que la composicién de los acidos grasos en el
plasma refleja la ingestion de grasa a corto plazo (dias o semanas). Cabe
mencionar que los acidos grasos en plasma, como una medicion de la integracién
de la ingestion dietética y la respuesta biolégica, es mas sensible que una
encuesta dietética cuando se pretende evaluar el efecto de la dieta en procesos
metabdlicos (Ma et al. 1995).

Multiples estudios han mostrado que la modificacién de las concentraciones de
lipidos en plasma es de gran utilidad en la disminucion de la mortalidad por
eventos cardiovasculares (Aguilar-Salinas et al. 2001). Se ha observado que la
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composicion de la grasa en la dieta y de éacidos grasos en el plasma, esta
relacionada con la sensibilidad a la insulina (Pagotto 2009; Klein-platat et al. 2005)
y con diversas caracteristicas del SM, como presion arterial, perfil lipidico en

plasma e inflamacion (Klein-platat et al. 2005).

FABP

Las proteinas intracelulares de union a &cidos grasos (FABP) pertenecen a una
familia multigénica, dividida en al menos cuatro tipos distintos: hepaticas,
intestinales, cardiacas y del tejido adiposo. Su peso molecular va de 14 a 15 kDa y
participan en la captacién, metabolismo intracelular y transporte de acidos grasos
de cadena larga. Ademds, también son responsables en la modulacion del
crecimiento y proliferacion celular (Gene 2015). Las diferentes FABPs muestran
una variabilidad en su secuencia de 22-73%, pero sus estructuras tridimensionales

son altamente conservadas (Kakoti & Goswami 2013).

HFABP y FABP3

La proteina de union a acidos grasos H (HFABP) participa en la captacion;
transporte de &cidos grasos de cadena larga y metabolismo de &cidos grasos,
interactuando con el factor de transcripcion PPARa (Kakoti & Goswami 2013); y
ademas es un potencial regulador del sistema mitocondrial B-oxidativo (Fournier &
Richard 1990). Esta proteina es codificada por el gen FABP3 y se expresa en
tejidos como el corazén, musculo esquelético, cerebro, rifiones, intestino,
glandulas adrenales y linfocitos (Zhang et al. 2013). Su tamafio molecular y
localizacion determina su liberacion en circulacién. Dado que es una molécula
citoplasmatica de pequefio tamafio (15kD) se libera antes (2-4 h) que aquellas
moléculas de mayor tamafo. Es por ello que HFABP ha sido utilizada como
marcador diagnostico para sindromes agudos coronarios. Existe evidencia que
indica que los niveles de HFABP son detectables en muestras de suero de
pacientes con SM, siendo éstos mas elevados en aquellos que ademas presentan

diabetes (Akbal et al. 2009). En un estudio reportado en el afio 2012 se observo
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una correlacién positiva entre los niveles de HFABP y parametros metabdlicos
como el indice HOMA, triglicéridos y c-LDL en mujeres con alto riesgo
cardiovascular (Cakir et al. 2012).

HFABP es codificada por FABP3, un gen que se localiza en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p33-p32) y contiene cuatro exones (Gene 2015). Dicho gen es
considerado un regulador clave en la homeostasis lipidica, y su estado metilado ha
sido asociado con alteracion en los niveles de colesterol, glucosa sanguinea,
adiponectina, presion arterial y sensibilidad a la insulina; hallazgos que sugieren
gue las marcas epigenéticas en sangre pueden ser un predictor de riesgo de SM
(Kim & Choi 2015).

En la Figura 3 se presenta la distribucion de los dinucle6tidos CpG en FABP3,
1500 pares de bases rio arriba y rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS). Dichos sitios CpG se encuentran en mayor proporcion en la parte del

promotor y del primer exdn cerca del sitio del TSS (NCBI 2015).
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Figura 3. Frecuencia y distribucion de sitios CpG en FABP3

Un estudio reportado en el aflo 2013 por Zhang y colaboradores en el cual se
estudio la heredabilidad de la metilacion de FABP3 en familias Europeas (n=517) y
su asociacion con fenotipos del SM, mostro que el estado de metilacion derivado
de células circulantes en sitios CpG de dicho gen tiene una alta heredabilidad y

ademas, se encontraron correlaciones significativas con niveles de colesterol total,
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apoB asociada a VLDL, ILDL y LDL; presion arterial diastélica y sensibilidad a la
insulina (Figura 4) (Zhang et al. 2013).
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Figura 4. Metilacion de sitios CpG en FABP3 y su asociacion con fenotipos del
SM. Las figuras representan caracteristicas del SM (lado derecho: colesterol total,
Lipoproteinas asociadas a apoB, presion arterial diastélica y sensibilidad a la
insulina) asociadas con sitios CpG (-log(p) en el eje y). La linea punteada azul
representa el threshold (a=0.05) después de la correccién por multiples pruebas
(Zhang et al. 2013).
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Metilacion del ADN

La epigenética es el estudio de las modificaciones en el ADN que promueve
cambios en la expresion génica sin que impliqgue cambios en la secuencia del ADN
(Babraham 2015).

La metilacidbn es una marca epigenética esencial involucrada en el desarrollo,
regulacion génica, impronta y preservacion de la integridad del genoma (Bock et
al. 2006; Jones & Takai 2001). Consiste en la adicibn de un grupo metilo,
proveniente del S-adenosilmetionina (SAM) (Zwingerman 2012) al carbono 5 de
las citosinas del ADN (Zhang et al. 2009; Bock et al. 2006). Esta reaccién ocurre
generalmente en citosinas localizadas en dinucleétidos CG cuya frecuencia es
mayor en las islas CpG (Gardiner-Garden & Frommer 1987). Las modificaciones
epigenéticas se caracterizan por ser reversibles bajo determinadas condiciones
(Kangaspeska et al. 2008), y existen mecanismos de desmetilacion activa que son

independientes de la division celular (Branco, Ficz et al. 2012).

Se han identificado aproximadamente 38000 CGI en el genoma humano (McCabe
et al. 2009), de las cuales cerca del 50% se encuentran cerca del sitio de inicio de
la transcripcion (TSS) y el resto estan distribuidas en regiones intra e intergénicas
(Figura 5) (Deaton & Bird 2011a).
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Figura 5. Distribucion genomica de CGI en humanos. Las CGI estan localizadas
en sitios TSS, en regiones intra e intergénicas (Deaton & Bird 2011b).

Las CGI se definen de acuerdo a tres condiciones: (i) contenido de CG mayor que
50%, (ii) proporcion de dinucléotidos observados vs esperados mayor que 0.6, y
(iif) de 200 a 1000 pares de bases de longitud; raramente exceden las 5000 pares
de bases y generalmente estan asociadas con elementos funcionales (Bock et al.
2006). La mayor parte de las CGI se encuentran traslapadas con el sitio de inicio
de la transcripcion y estan involucradas en la regulacion de la expresion génica.
Sin embargo, la funcién de las CGI y la regulacién transcripcional del gen que
modula puede variar dependiendo de sus caracteristicas como longitud y
contenido de CpG (Weber et al. 2007).

La reaccion de la metilaciéon del ADN en mamiferos es catalizada por las ADN
metiltransferasas (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y DNMT?2) las cuales se clasifican
en enzimas de mantenimiento y enzimas de novo con base en su funcionamiento
(Turek-Plewa & Jagodzinski 2005; Shukla et al. 2011).

La represion transcripcional génica mediada por la metilacion del ADN puede
ocurrir por diversos mecanismos: 1) el grupo metilo de la 5meC impide la unién de
factores de transcripcibn a sus respectivos sitios de reconocimiento, 2)

reclutamiento de proteinas de union a sitios metilados (MBD), las cuales tienen un
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dominio que se une especificamente a las CGI metiladas evitando el acceso de los
factores de transcripcion, 3) las proteinas MBD reclutan enzimas cuya funcion es
la modificacién covalente de histonas (HMT) asi como enzimas remodeladoras de
la cromatina dependientes de ATP, llevando a cabo modificaciones en el complejo
de histonas y como resultado la estructura de la cromatina se compacta

silenciando la transcripcion de los genes (Bogdanovic and Veenstra 2009).

Establecimiento de los patrones de metilacién

A lo largo del genoma, los patrones de metilacion del ADN son establecidos
durante el desarrollo embrionario y esencialmente mantenidos durante la
diferenciacion celular. No todos los dinucleétidos CpG de las células se
encuentran metilados; de hecho, los sitios CpG en las regiones promotoras de las
islas CpG generalmente se encuentran desmetiladas, mientras que en las
regiones codificantes y no codificantes del gen, regiones promotoras de los genes
improntados, genes sujetos a la inactivacion del cromosoma X y transposones
comunmente se encuentran metiladas (Clark et al. 2006). Dichos patrones pueden
ser alterados durante un proceso patologico, en donde la metilacion aberrante de
los promotores en las islas CpG esta asociada con el silenciamiento génico, en
contraste con la desmetilacion, asociada a la activacion génica (Jones 2005).

Los patrones de metilacion especificos de célula ocurren en aproximadamente 60
a 90% de los sitios CpG de las células somaticas, los cuéles son mantenidos
durante la replicaciéon celular, predominantemente por la accion de la DNMT1

(Kangaspeska et al. 2008).

Estudio de la metilacion del ADN en leucocitos

El estudio de la metilacion del ADN a nivel tisular es muy amplio, sin embargo, el
conocimiento sobre los cambios en la metilacion del ADN en células circulantes es
escaso, pero va en aumento dado que su investigacion permitird determinar la

factibilidad para considerarlo como un posible biomarcador (Terry et al. 2011).
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Ademas, la sangre periférica es una fuente comun de ADN en adultos, facilitando

dicho andlisis (Armstrong et al. 2014).

Aunque en la mayoria de los estudios en los que han determinado que la
metilacion del ADN en células de sangre periférica es Gtil como biomarcador es en
cancer (Kuchiba et al. 2014), en otros estudios como el reportado en 2010 por
Wang y colaboradores, observaron diferencias en la metilacion del ADN en
leucocitos entre personas con y sin obesidad, en el que ademas sugirieron que la
resistencia a la insulina podria tener una participacion importante en estas
diferencias (Wang et al. 2010). De igual manera, en otro estudio publicado este
afo observaron diferencias en la metilacién del ADN, en un sitio CpG ubicado en
el promotor del gen FTO entre personas con Yy sin diabetes tipo 2 (Toperoff et al.
2015).

Por otra parte, estudios epidemiolégicos han investigado la asociacion entre
factores demograficos y la metilacion del ADN global y gen-especifica en células
blancas; resultados que han mostrado que existe correlacion entre la metilacion y
la edad (Terry et al. 2011).

Metilacion del ADN asociada a enfermedades

El desarrollo del individuo durante el ciclo de vida esta ligado a cambios en los
patrones de metilacion del genoma. Las alteraciones en la nutricion pueden
modificar la metilacibn del ADN desde la vida intrauterina, promoviendo una
alteracion de la expresion génica (Ho & Tang 2007), hiperinsulinemia, intolerancia
a la glucosa, hipertensién arterial, disfuncién endotelial, hipertrofia de adipocitos,
estrés oxidativo, hiperfagia, efectos cardiovasculares y disfuncion mitocondrial,
ademas de incremento de la lipogénesis llevando a la progresion de higado graso
no alcoholico (NAFLD) (Bruce & Cagampang 2011).

La identificacibn de genes y proteinas que modulan estos efectos ha

proporcionado una vision detallada de este complejo proceso y de enfermedades
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gue se producen cuando se alteran mecanismos de regulacion epigenética (Fraga,
Ballestar et al. 2005).

Evidencia sobre la metilacién del ADN y su influencia en el desarrollo de SM

Se sabe que la susceptibilidad para el desarrollo de SM puede ser heredada,
sugiriendo la presencia de un importante componente genético. Sin embargo, muy
pocos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) han sido asociados con el
incremento del riesgo de SM (Bruce & Cagampang 2011), lo cual suma

importancia a los factores epigenéticos.

Un ambiente limitado durante el desarrollo, como una nutricion deficiente, esta
asociada con un incremento en el riesgo de enfermedades no transmisibles
durante la edad adulta, tales como el SM y enfermedad cardiovascular (Hoile et al.
2011). Una desregulacion metabdlica inducida por intervencién nutricional u
hormonal durante el periodo de gestacion en la generacibn FO en modelos
animales puede ser transmitida a mas de una generacién en la progenie. Por
ejemplo, en ratas prefiadas alimentadas con una dieta restringida en proteina en la
generacion FO indujo presion sanguinea elevada, disfuncion endotelial (Torrens,
Poston et al. 2008) y resistencia a la insulina en las generaciones F1 y F2 en la
progenie, a pesar de haber tenido una nutricion adecuada in utero y después del
nacimiento en la generacion F1 (Hoile et al. 2011), lo cual corrobora que los
mecanismos epigenéticos son un mecanismo clave que sustenta el origen del
desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles (Gluckman, Hanson et al.
2009). En roedores, se ha demostrado que la sobrealimentacion postnatal
temprana, induce exceso de adiposidad y susceptibilidad al SM, posiblemente
debido a mecanismos epigenéticos dado a que se identificaron cambios
importantes en la metilacion del ADN (Li, Kohorst et al. 2013).
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Aplicacion clinica de la metilacion del ADN

Avances recientes en el estudio de la metilacion del ADN asociada a
enfermedades complejas, permite el considerar la posible aplicacion clinica del
conocimiento mediante el desarrollo de marcadores moleculares para la deteccion

y prevencion de enfermedades (McCabe et al. 2009).

El campo de la epigenética actualmente esta en pleno desarrollo y puede llevar a
generar nuevas estrategias terapéuticas. La metilacion del ADN podria ser incluso
utilizada como potencial biomarcador de prediccion y riesgo en diversas
enfermedades, aunque aun falta mucho por descubrir para entender la
complejidad de los mecanismos epigenéticos y sus efectos. Los nuevos abordajes
tecnolégicos para el estudio de la epigenética, conllevan a incrementar el
conocimiento de nuevos mecanismos y como consecuencia, establecer mejores
estrategias de diagnostico, prondstico y tratamiento de enfermedades (Ptak &
Petronis 2008).
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Problema de investigacion

El SM en un padecimiento multifactorial complejo que tiene una importante
contribucion genética, la cual es influenciada por factores ambientales.

El incremento potencial en la frecuencia de las alteraciones que constituyen al SM
es un fendbmeno que afecta a la poblaciéon a nivel mundial y en México con una
prevalencia en adultos de ~45% de acuerdo a los ultimos datos reportados por la
ENSANUT realizada en el afio 2012 (Salas, Bibiloni, et al. 2014). Hay mas de 17
millones de personas con hipertension arterial, mas de 14 millones con
dislipidemia, méas de 6 millones con diabetes y mas de 35 millones de adultos con
sobrepeso u obesidad. Sin embargo, en la actualidad no existen suficientes
estrategias de prevencion, diagnostico y tratamiento eficaces para el manejo de
éstas enfermedades lo cual las convierte en un importante problema de salud
publica (Garcia E, De-la-Llata M, Kaufer M, Tusié M, Calzada R 2008).

La metilacion del ADN es una modificacion epigenética que controla la expresion
génica en estados fisiolégicos y patolégicos por lo cual cumple una parte
importante en el desarrollo de enfermedades metabdlicas. Cabe reiterar que
dichas enfermedades estdn asociadas con alteraciones en la expresion de
multiples genes en las que estan implicados tanto factores genéticos como
ambientales (Barres & Zierath 2011). Dada la relevancia de la prevalencia de
enfermedades crénicas y su implicacién en la salud de la poblacion se requiere
encontrar estrategias cientificas para adquirir conocimiento oportuno que permita
disefiar modelos de prevencién y tratamiento factibles en la practica clinica
cotidiana. Esta necesidad de conocimiento radica en identificar los mecanismos
celulares y moleculares implicados en la morbilidad y mortalidad del paciente con
SM (Garcia E, De-la-Llata M, Kaufer M, Tusié M, Calzada R 2008).
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Justificacion

El incremento y la letalidad de las enfermedades cronicas y degenerativas
justifican el hecho de que actualmente estos padecimientos sean una prioridad en
materia de salud publica. El efecto social de estas anomalias va en incremento,
afectando a individuos en edades productivas y representan costos elevados para
el sector salud. Por ello, es de gran interés llevar a cabo acciones para confrontar
las enfermedades crénicas no transmisibles (Cordova-villalobos et al. 2008).
Considerando la influencia de los factores ambientales en las enfermedades
metabolicas, el estudio de la metilacion del ADN contribuye al conocimiento de los
mecanismos por los cuales dichos factores tales como la dieta y el ejercicio
pueden modificar la predisposicion a multiples enfermedades. Diversos estudios
han demostrado la influencia de los factores no genéticos en el desarrollo de
anormalidades metabdlicas como la resistencia a la insulina indicando que, los
factores epigenéticos, en parte debido a la metilacion del ADN, participan de
manera importante en la patogénesis de enfermedades metabdlicas, regulando la
expresion génica mediante la hiper o hipometilacién en los sitios que regulan la
transcripcion de dichos genes (Barres & Zierath 2011).

De igual forma, el incremento de los niveles de &cidos grasos circulantes esta
asociado con anormalidades metabolicas como obesidad, resistencia a la insulina
e hipertension, por lo tanto su determinacion es clave para conocer el estado de la
homeostasis energética y lipidica. Asimismo, las proteinas transportadoras de
acidos grasos (FABPSs) tienen una contribucion importante en el desarrollo de SM.
Una de ellas es HFABP, proteina codificada por FABP3, del cual se ha sugerido
que sea regulado por factores epigenéticos (Zhang et al. 2013). Sin embargo, los
estudios en éste gen son escasos, lo cual conlleva a la necesidad de obtener

datos que permitan delimitar su participacion en el desarrollo del SM.
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Hipotesis

Si la metilacion del promotor y parte del primer exdén de FABP3 en leucocitos esta
asociada con el desarrollo de resistencia a la insulina y composicion de acidos
grasos en plasma en pacientes con Sindrome Metabdlico; entonces al determinar
la metilacion de FABP3, su asociacion con el indice HOMA y composicion de
acidos grasos en plasma, se observara que la metilacion en dicha regién
promotora de FABP3 es mayor en personas afectadas por el SM en comparacion

con personas no afectadas.
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Objetivos del estudio

Objetivo general

Evaluar la asociacion la metilacion de FABP3 en leucocitos y resistencia a la

insulina en pacientes con sindrome metabdlico.
Objetivos especificos

1. Comparar el porcentaje de metilacion del promotor y primer exén de FABP3

entre personas afectadas y no afectadas por el sindrome metabdlico.

2. Analizar la asociacion entre la metilacion de FABP3 y el indice HOMA entre

casos y controles.

3. Evaluar la asociacion entre el porcentaje de metilacion y la expresion de
FABP3.

4. Analizar la asociacion entre el porcentaje de metilacion de FABP3 y la

composicién plasmatica de acidos grasos.
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Metodologia

Disefio del estudio

El presente es un estudio piloto de corte transversal con un alcance descriptivo.
Por naturaleza, al ser un estudio piloto es de tipo exploratorio. Enfocado a generar
informacion y datos que permitan definir la viabilidad y factibilidad de realizar el
estudio a gran escala (Leon et al. 2011).

Fue dividido en dos fases (Disefio metodoldgico pag. 39): la primera fue
enfocada a describir la metilacion en dos regiones CpG halladas en el promotor y
primer exén de FABP3. La segunda fase tuvo como fin evaluar la asociacion entre
la metilacion de FABP3 y variables de interés como el indice HOMA, la expresion

relativa del gen y la concentracién de acidos grasos en plasma.

Determinacién del tamafo de la muestra

La naturaleza exploratoria del estudio y debido a que no se cuenta con
informacion previa sobre la metilacion de FABP3 que permita realizar un calculo
de tamafio de muestra, el nimero de sujetos involucrados (n=30) fue basado en
las necesidades de examinar la viabilidad de la investigacion, los cuales se
eligieron con base en las caracteristicas que se pretenden medir en la poblacién
objetivo (Leon et al. 2011).

Los datos generados en éste estudio permitieron realizar un calculo del tamafio de
muestra, tomando en cuenta un poder estadistico del 80% con el fin de identificar
asociaciones clinicamente significativas en estudios posteriores (Leon et al. 2011).
Para esto se utilizd la siguiente formula que se basa en la diferencia de
proporciones independientes:
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Donde:

P es la proporcion media de la proporcion de eventos de interés del grupo control
(c) y en el grupo en tratamiento (e), Qc1-P, Pc es la proporcion de eventos de
interés en el grupo control, Qc=1-Pc, Pe, €s la proporcion de eventos de interés en
el grupo expuesto o en tratamiento, Qe=1-Pe, ¥ (Pe — Pc) es la diferencia de las

proporciones entre el grupo control y la proporcion de grupos expuestos.
Delimitacion cualitativa de la muestra
La muestra esta constituida por sujetos mexicanos con caracteristicas de

personas clinicamente sanas y con fenotipos de Sindrome Metabdlico con base en

los criterios del ATP 1ll como se observa en el disefio metodoldgico del estudio.
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Disefio metodolbgico

n=30

Fase 1

Descripcion de la metilacion de FABP3

n= 20

10 casos/10controles

Analisis de Isla
CpG1ly2

Grupo 1 (n=5)

Control

Fase 2
n=10

Sindrome Metabolico

Grupo 2 (n=5) Andlisis de la

Isla CpG 2

Criterios de inclusién y

exclusion

Evaluacion:

- Clinica

- Antropométrica

- Composicién
corporal

- Dietética

Muestra sanguinea

Separacion de
células
mononucleares
Analisis de expresion
por PCR en tiempo real

Plasma
Parametros bioquimicos
(perfil lipidico, glucosa,
insulina)
Analisis de acidos grasos

Buffy coat
Extraccion de ADN
|
Andlisis de
metilacion del

ADN
Clonacién bacteriana
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Criterios de inclusion y exclusién

a. Criterios de inclusion

- Hombres y mujeres clinicamente sanos dentro de un rango de edad
entre 20 y 40 afios.
- Aquellos con al menos tres fenotipos de Sindrome Metabdlico con base

en los criterios del ATPIII:

1) Glucosa en ayuno alterada: 2100 mg/dI

2) Triglicéridos elevados: 2150 mg/di

3) c-HDL bajo: <50 mujeres, <40 hombres

4) Circunferencia de cintura: 80 cm mujeres, 90 cm hombres (ajustada
por grupo étnico)

5) indice de masa corporal (IMC) entre 18.5 y 35 Kg/m2.

b. Criterios de exclusion

- Fumadores o personas que abusen en el consumo de alcohol.
- Diagndstico previo de alguna enfermedad metabdlica diferente al SM.

- Consumo de algun medicamento o suplemento dietético.

Técnicas e instrumentos de evaluacion y recoleccién de datos

Datos clinicos

Para la recoleccion de los datos generales de cada participante se recurrio a la
elaboracion de una historia clinica utilizando un formato para el acopio de la
informacion disefiado para cubrir los requerimientos del estudio (Apéndice 1) con
el fin de obtener un panorama general del estado de salud de cada uno de ellos,
se recolectaron datos demograficos, asi como antecedentes patoldgicos familiares

y personales, informacion sobre consumo de medicamentos, presencia de

40



alergias, aspectos ginecoldgicos (en el caso de las mujeres) y algunas preguntas

sobre estilo de vida (habitos de alcoholismo y tabaquismo).

Datos Antropomeétricos

Se realizd una evaluacion antropométrica mediante técnicas previamente
estandarizadas con el fin de reducir la variabilidad inter e intrasujeto. Todas las

medidas antropométricas fueron determinadas en estado de ayuno:

Peso: se utilizo el analizador de composicion corporal InBody720®.

Talla: se determiné utilizando un estadimetro convencional tomando en cuenta el
plano de Frankfort (SPPS 2002) para una correcta medicion.

indice de masa corporal (Kg/m?2): se calcul6 a partir de las medidas de peso y
talla con base en la férmula propuesta por Quetelet Keys y colaboradores (Keys et
al. 1972).

Una vez obtenido el IMC se tomaron en cuenta los puntos de corte de la
FAO/OMS (WHO 1995) para determinar el grado de sobrepeso u obesidad de los

individuos:
- Normal: 18.5-24.99
- Sobrepeso: 25-29.9
- Obesidad grado I: 30-34.99
Composicién corporal
La composicion corporal fue determinada por impedancia bioeléctrica con InBody

720® el cual nos permitio obtener: el porcentaje de grasa corporal y area de grasa

visceral.
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Dieta

Para la recoleccion de los datos dietéticos, se utilizé el cuestionario de frecuencia
de consumo de alimentos elaborado y avalado por el Instituto Nacional de Salud
Publica (Apéndice 2). Dicha herramienta nos permitié adquirir datos cualitativos y

semicuantitativos de la dieta habitual de cada uno de los sujetos de estudio.

Muestra sanguinea

Se tomaron dos muestras sanguineas (~5ml), recolectadas en tubos con
anticoagulante EDTA bajo condiciones de ayuno (8 horas). Fueron sometidas a
centrifugacion con el fin de obtener los componentes de interés para los andlisis

posteriores (plasma, buffy coat, células mononucleares).

Datos bioquimicos

A partir del plasma sanguineo se determinaron los niveles de glucosa e insulina en
ayuno, triglicéridos, colesterol total y c-HDL mediante métodos enzimaticos
estandarizados. Dichos analisis fueron realizados en un laboratorio especializado

independiente.

Extraccion de ADN

El ADN fue extraido a partir de la capa leucoplaquetaria (buffy-coat) obtenida de
aproximadamente 5 ml de sangre total, utilizando el QIAamp DNA blood mini kit®
de QIAGEN. Durante éste procedimiento el ADN se une de manera especifica a
una membrana de silica-gel mientras que los contaminantes pasan a través de
ella. Inhibidores de PCR, como cationes divalentes y proteinas son removidos a
partir de lavados con buffers (QIAGEN 2013). Una vez obtenido el ADN, fue eluido

en agua libre de nucleasas.
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Integridad del ADN. Previo al analisis de metilacion, se evalud la integridad del
ADN genomico por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, utilizando

SYBR Green como agente intercalante en acidos nucléicos.

Andlisis de metilacion del ADN en promotor y primer exdn de FABP3

Posterior a la extraccion del ADN se realizé el andlisis de metilacion por medio de
transformacién con bisulfito, clonacion y secuenciacion. En la Figura 6 se

muestra un esquema general del proceso.

Prediccion de regiones ricas
en dinucledtidos CG

\

Disefio de primers

v

Tratamiento con bisulfito a ADN
gendmico

v

Amplificacién

\

Clonaciéon

v

Secuenciacion

v

Andlisis de datos

Figura 6. Andlisis de la metilacién de FABP3

Prediccién de regiones ricas en dinucleétidos CG y disefio de primers.
Tomando la secuencia de referencia (chrl:31961670-31962719) de la base de
datos CCDS (Pruitt et al. 2009), se realizé la exploracion de FABP3 2000 pb rio
arriba y 2000 pb rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion para identificar los

sitios CpG localizados en el promotor y primer exén (Figura 7).
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De esta manera, se identificaron 2 islas CpG con 14 y 18 sitos CpG
respectivamente. Datos que fueron utilizados para el disefio de los primers
utilizando el software MethPrimer (Li & Dahiya 2002).

31962719 dJaagagctgaccgaattggcagaatttctgcaggaggggagetggga a-
acctgagctaaagct.gagctgtgcgaaga aa c.qaaaagcc cagadc
act tgcagqgg.ggtggqgagctagatggtgggqtnggtgggga.gi
ggagggccagcaggagaca ttc.cagggaggggcaagca.tgt gaggc
g_g_g.gggcgcgaagggtcaggcttttgctcaa aacaggcagaggacaadg
gtcagctcagcilicagaciljagc@lictggtgactgtctcijccaccaggce
agtgagagtgaagggagag.cgagctctga agcc.ctaga ctaagctt
gcaatctgagctccattcacceocecctectatttcttgagaccttgtecagtt
ccocctgtgagecteoggacteoctecacttgtaaaacgaggacagatgeccgt
gccadaagtcaaccagagctttocceoggegtgggcaccagoccaagdgcg
ttttgcttttctagtctcatototgetetgacgectaagetcaaagaggga
ctgggggacgggaagatatccaccatggecatgogecctagetotaegggct
ggtgttggoctgcttccttctocagattoccagagtgectagaggocagdgaaa

gggadaaggtcctaccagcctggggtaggga ct.ggggccagg cactgg
Blctga@lcaggctagcaggyllccactggctggtecccacccacctfiliig
t tt at caccagccccteococtgggtgageocctageotgg
ggcttectatttfiggagcillgggg@litgggccajtctcctcatgtgat]

glllzgggctatttaaagiillgcagccillggcagggag il Mlloagcc

cttgca.cctgctctcttgtagcttctctcagcctagcccagcatcact
ATGGTGGACGCTTTCCTGGGCACCKelehvelouvXeldelesNoNelor VG AA T TT|
31961670 (Hepvertsipteuiervicifotsifeectgagcaageccgeggggctcaggatgt

Figura 7. Prediccion de Isla CpG 1 e Isla CpG 2 de FABP3.
Sitios CpG (rojo) en Isla CpG 1 localizada en el promotor e Isla CpG 2 localizada
en el promotor y parte del primer exén (azul), primers utilizados (amarillo) para el

analisis.

Tratamiento con bisulfito de sodio a ADN gendmico. Para la transformacion
del ADN se utilizo el EZ DNA Methylation-Gold™ Kit. Este método se basa en la
desaminacion selectiva de los residuos de citosina mediante el tratamiento con
bisulfito de sodio, sin actuar en las 5-metilcitosinas, lo cual permite que las
citosinas no metiladas sean quimicamente convertidas a uracilo (Figura 8) (Zhang
et al. 2009).
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Amplificacidén. Posterior al tratamiento con bisulfito, el fragmento de interés fue
amplificado a partir de una cadena de ADN previamente convertida, dicha
amplificacion se hizo por PCR. Durante éste proceso, el uracilo se amplifica como
timina. En contraste, si la citosina en los sitios CG esta metilada, entonces ésta no
reaccionara con el bisulfito, dichas 5-metilcitosinas permanecen intactas y son

amplificadas como citosinas (Zhang et al. 2009).
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Clonacién y secuenciacion

Figura 8. Proceso de transformacion con bisulfito y reaccién de amplificacion por
PCR

Clonacién. Durante la clonacion molecular se prepara una molécula de ADN
recombinante: un ADN circular extracromosomico que se puede replicar de
manera autonoma dentro de un huésped microbiano (BioLabs 2015b). La
secuenciacion de clonas individuales de fragmentos de ADN tratado con bisulfito
es considerado el “estandar de oro” para el analisis de metilacion del ADN, debido
a que la secuenciacion de moléculas individuales de ADN subclonadas

proporciona informacion mas exacta y detallada de patrones de metilacion por
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cada sitio CpG en secuencias de 300 a 500 pb de longitud (Zhang et al. 2009). El
namero de clonas utilizadas para dicho andlisis es variable, puede ir desde cinco
hasta diez 0 mas (Asimakopoulos et al. 1999) dependiendo el tipo de muestras

gue se utilicen y la variabilidad que se espere encontrar.

1. Ligacion. Se llevé a cabo la ligacion del fragmento de interés (promotor y
primer exon de FABP3) con el plasmido (pGEM®-T), utilizando una T4 DNA
ligasa. Esto sucede debido a la formacién de un enlace fosfodiéster entre el grupo
monofosfato del extremo 5’ en el ADN del plasmido recombinante y el OH en el

extremo 3’ del ADN target. Formando asi una molécula circular.

2. Transformacion. Se introdujo la molécula de ADN recombinado en una célula
huésped (E.coli) mediante choque térmico, en donde las células de E. coli son
sometidas a un incremento de temperatura lo cual provoca la formacién de poros
en la membrana, permitiendo la entrada de la molécula de ADN externo al citosol
de la bacteria (BioLabs 2015a).

3. Cultivo. Dado que el plasmido pGEM®-T presenta un genotipo que le confiere
resistencia a antibiéticos, las células competentes fueron cultivadas en un medio
de agar adicionado con ampicilina, ademas de XGAL e IPTG que permiten realizar
una seleccion de colonias por color (azul/blanco) dependiendo de la expresion del

gen B-galactosidasa (Promega 2014).

4. Validacion. Una vez obtenidas las colonias, fueron seleccionadas 5 por cada

uno de los individuos. Posteriormente, se realiz6 una validacién por PCR.

5. Purificacion. Se extrajo el plasmido de la célula hospedadora. Para ello, se
utilizé un mini-prep a base de lisis alcalina. Dicha solucién contiene duodecil
sulfato de sodio (SDS), compuesto que provoca la lisis de la membrana y la
desnaturalizacion de proteinas, mientras que las condiciones alcalinas permiten la
desnaturalizaciéon del ADN plasmidico y gendmico. Después de la lisis, mediante

una solucion neutralizante se obtuvo el ADN gendmico (Promega 2014).
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Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas en wuna institucion
independiente utilizando el kit ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle
Sequencing y la DNA polimerasa AmpliTag®. Se utilizd6 un primer universal SP6.
Los fragmentos fueron purificados y las muestras fueron resuspendidas en agua
destilada y sujetas a electroforesis en el secuenciador ABI PRISM® 3730xI DNA

Analyzer (Applied Biosystems).

Anélisis de datos de metilacién del ADN

Los datos obtenidos de la secuenciacion fueron analizados con el software BISMA
y BiQ Analyzer disefiado por el Instituto Max Planck especial para la visualizacion
y control de calidad de datos obtenidos a partir de ADN transformado con bisulfito.
El programa permite realizar un alineamiento mutliple de secuencias clonales para
el subsecuente andlisis de sitios CpG individuales de manera manual o automaética
(Bock et al. 2005).

Extracciéon de RNA

El RNA se extrajo de células mononucleares, aisladas de sangre total mediante
gradiente de densidad con Ficoll-Paque™. La extraccion de RNA se hizo por el
método de TRIzol® siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante.
Precipitandolo en 200 ul de isopropanol y resuspendido en 50 ul de agua libre de
RNAasas. Una vez extraido fue cuantificado en un espectrémetro NanoDrop®

1000 y la integridad determinada por un bioanalizador Agilent®.
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Analisis de expresion de FABP3

Una vez obtenido el RNA, éste fue transformado a cDNA por rtPCR con el kit
High-Capacity cDNA reverse transcription ® utilizando 2ug de RNA.

La expresiéon de FABP3 fue cuantificada relativamente por PCR en tiempo real,
mediante el método Ct (método 2-22CT), Como control interno se utilizé el gen de la
gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH) debido a la consistencia en su

expresion (Figura 9).

Amplification Plot
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Figura 9. Grafico de amplificacion de FABP3 con respecto al control interno
(GAPDH). Derecha: FABP3, izquierda: GAPDH.

Andlisis de acidos grasos en plasma

El analisis de &cidos grasos presentes en plasma consisti6 en tres etapas: 1)
extraccién de lipidos totales, 2) transformacién de dichos lipidos en derivados
volatiles (ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG)), 3) analisis de los derivados
volatiles por cromatografia de gases, para finalmente, obtener el perfil de acidos
grasos. Los lipidos extraidos requieren ser convertidos en EMAG (metilacion)

antes de ser analizados por cromatografia de gases (Ratnayake & Galli 2009).
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Anélisis por cromatografia de gases

La cromatografia de gases se compone de una fase movil (gas) y una fase
estacionaria (liquido). Consisti6 en la inyeccion de una muestra en la fase
gaseosa, ésta se volatilizo y paso a la fase liquida, la cual se retuvo por una
columna. Los componentes de la muestra permanecieron en la fase movil y la fase
estacionaria, dependiendo de la afinidad que tuvieron por ésta Ultima. De esta
manera, conforme la muestra pasé por la columna, las moléculas de cada
componente se distribuyeron entre las fases liquida y gaseosa de acuerdo con su
coeficiente de distribucion. Finalmente, los compuestos obtenidos emergieron del
extremo final de la columna, representados como picos de concentracion. Dichos
picos fueron detectados por un medio que convirtio la concentracion de cada
componente en una sefial eléctrica, la cual se amplifico y registro, permitiendo asi

su monitoreo y cuantificacion (William W. 1989).
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Herramientas para el andlisis estadistico

El analisis de los datos fue realizado con el paquete estadistico SPSS version 22 y

con Prism versién 6.07.

Las variables continuas fueron presentadas como medias * desviacion estandar

(DE) y las nominales como porcentajes y frecuencias.

Se utilizé la prueba t de Student o U de Mann-Whitney para determinar diferencias
de medias entre grupos y la prueba de X? para la diferencia de proporciones. Para
evaluar la asociacion entre los patrones de metilacion, indice HOMA,
concentracion de acidos grasos en plasma y otros pardmetros metabdlicos de
interés, se recurrid a una prueba de correlacion de Pearson. Para todas las

pruebas estadisticas, se tomd en cuenta un valor de p<0.05

El calculo del tamafio de muestra para proporciones independientes fue calculado
con la formula previamente descrita (pagina 37) y validado con el programa

GPOWER, tomando en cuenta un poder estadistico de 80%.

Aspectos éticos y confidencialidad

El estudio fue aprobado por la comision de ética del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN).

A cada participante se le otorg6 una carta de consentimiento informado en dénde
se explica todo lo relacionado al estudio. La cuél debi6 ser leia y firmada por cada
uno de ellos. Toda la informacion recolectada fue codificada y los identificadores

personales no se incluyeron en la base de datos.
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Resultados

Para determinar la factibilidad del analisis de metilacion en ambas Islas CpG

localizadas en el promotor y primer exdn de FABP3 se llevo a cabo la primera fase

del analisis en una muestra de 20 sujetos, 10 personas clinicamente sanas y 10

pacientes con SM de acuerdo a los criterios del ATP lll.

Fase 1

De éste primer andlisis, 55% fueron hombres y 45% mujeres. El promedio de edad

fue de 32 afios en los casos y de 30 afios en los controles (6 en ambos grupos).

Los datos descriptivos se muestran en la Tabla 3, en la cual se puede observar

gue ambos grupos presentan diferencias en los fenotipos por los cuales fueron

clasificados con y sin SM, estos son: circunferencia de cintura, glucosa en ayuno,

triglicéridos y c-HDL; ademés de peso e IMC.

Tabla 3. Datos descriptivos fase 1

n=20 (11H/9M) HedReE
Caso Control
Sexo (H/M) (6/4) (5/5)
Edad (afios) 32.6 (6) 30 (6)
Talla (m) 1.78 (0.2) 1.63 (0.06)
Peso (Kg) 76 (13.2) 60 (8.9)
IMC (Kg/m2) 28.3(2.8) 22.5(2.3)
CCintura (cm) 95 (12) 74 (7)
Glucosa ayuno (mg/dL)* 108 (3.4) 84.6 (4.4)
Col Total (mg/dL)* 230 (80) 182 (19)
Triglicéridos (mg/dL) 234 (87) 90.6 (23.5)
c-HDL (mg/dL) 36 (4.7) 53.6(7.3)
PAS (mmHg) 111 (13) 111 (19)
PAD (mmHg) 73(13) 71 (14)

Prueba estadistica: t de Student para muestras independientes, t>2.10, *p<0.05
Prueba estadistica: U de Mann-Whitney

1.04
2.05
3.10
5.03
4.80

5.02
6.52
0.054
0.417

Sig.

0.312
0.067
0.006*
0.001*
0.001*
0.001*
0.121
0.001*
0.001*
0.958
0.681
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Metilacion Isla CpG 1

Se analiz6 la metilacién de cada uno de los sitios en la isla CpG 1. Los resultados
se muestran en el Grafico 1 en el cual se puede apreciar que la metilacion en
practicamente todos los sitios analizados es igual en ambos grupos, con

excepcion del sitio CpG 11, presentando ligeras diferencias que no alcanzan una

significancia estadistica.

Gréafico 1. Comparacion de los patrones de metilacion entre casos y controles de
la Isla CpG 1. Cada una de las lineas horizontales representa una secuencia de la
isla CpG que forma parte del promotor de FABP3 con 14 sitios; en negro cada uno

de los sitios CpG metilados y en blanco los sitios no metilados.
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A partir de los patrones de metilacion de cada uno de los sujetos se obtuvo el
porcentaje de metilacién por sitio CpG en casos y controles. Después de realizar

una prueba para diferencia de proporciones no se obtuvieron resultados
significativos Grafico 2.

Gréfico 2. Comparacion de metilacion (%) isla CpG 1
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Por el contrario de la isla 1, en la Isla CpG 2 se observaron diferencias en un
namero mayor de sitios CpG especificos, tal como se muestra en el Gréafico 3.
Con base en estos resultados, se calculé el porcentaje de metilaciéon por cada uno
de los sitios CpG en casos y controles (Gréfico 4).
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Gréafico 3. Comparacion de patrones de metilacion entre casos y controles de la
Isla CpG 2.
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Después de realizar una prueba para diferencia de proporciones entre ambos
grupos se obtuvo una diferencia significativa en el sitio CpG 17 con un valor de X?
de 6.98 y un valor de z de 2.64 (a=0.05).

Gréfico 4. Comparacion de metilacion (%) isla CpG 2
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Se analizaron las posibles correlaciones entre la metilacién por sitio de la isla CpG
2 y los pardmetros bioquimicos de glucosa en ayuno, colesterol total, triglicéridos y
c-HDL, sin embargo, ningun resultado alcanz6 un valor estadisticamente

significativo.
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Fase 2

Esta segunda fase del andlisis se conformo6 de 10 sujetos, 5 casos y 5 controles,
con una edad media de 27 y 24 afios, respectivamente. Las caracteristicas
descriptivas de ambos grupos se muestran en la Tabla 4. Se puede apreciar que
los sujetos fueron diferentes en edad, peso e IMC; asi como en los fenotipos del
SM: circunferencia de cintura, glucosa en ayuno, triglicéridos y una tendencia en c-
HDL. Asimismo, en los niveles de insulina en ayuno, indice HOMA, presion arterial
diastolica y contenido de grasa visceral. Cabe mencionar que para las variables

insulina en ayuno y c-HDL las diferencias entre los grupos fueron calculadas con

base en sus rangos debido a su distribucién.

Tabla 4. Datos descriptivos fase 2

Media (DE)
n=10 (4 H/1M por grupo)
Casos Controles

Edad (afios) 27 (1) 24 (1)
Peso (Kg) 83(9.2) 64.4(5.2)
Talla (cm) 169 (6) 166 (1.6)
IMC (Kg/m2) 28.7(2) 23.3(1.7)
C de cintura (cm) 94 (7.4) 78 (7.7)

Glucosa en ayuno (mg/dl) 103 (3.8) 91.5(6.5)
Insulina en ayuno (Ul/ml)!  15.7 (8) 5.8 (2)

HOMA 4 (2.3) 1.3 (0.5)
Colesterol Total (mg/dI) 204 (35) 155 (36)
Triglicéridos (mg/dl) 221 (73) 102 (27)
Colesterol-HDL (mg/dl)? 37.5(3.5) 49.7 (13.5)
PAS (mmHg) 116 (14) 112 (15)
PAD(mmHQ) 89 (3) 81 (3)
Grasa Visceral (cm?) 115(11.8) 72.4(21)

3.11
3.86
1.21
4.33
3.28
3.50

2.59
2.15
3.36

0.40
3.65
4.03

Sig.

0.014*
0.007*
0.285
0.002*
0.011*
0.008*
0.016*
0.056*
0.063
0.010*
0.056
0.699
0.006*
0.004*

Prueba estadistica: t de Student para muestras independientes; t>2.30, *p<0.05 bilateral
1Prueba estadistica: U de Mann-Whitney para muestras independientes
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Se observo una diferencia significativa en el indice HOMA entre ambos grupos
tomando un punto de corte de 2.27 (Gayoso-Diz et al. 2013) con base en la
clasificacion del ATPIII para SM. En el Grafico 5 se muestra la comparacion entre
casos y controles, con un valor de p=0.01. Fue excluido uno de los casos por ser

considerado un dato atipico.

Gréfico 5. Comparacion de indice HOMA entre casos y controles.
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Metilacion Isla CpG 2

En el Grafico 6 se muestran los resultados del andlisis de metilacion de la isla
CpG 2 en casos y controles. Tal como se observa, no hay un patron especifico
que distinga a ambos grupos, sin embargo, se obtuvo el porcentaje de metilacién
por sitio CpG para hacer los analisis posteriores.

Grafico 6. Patrones de metilacion Isla CpG 2
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El Grafico 7 muestra la comparacion de la metilacion por cada sitio CpG
localizado en la Isla 2, que como ya se ha mencionado es parte del promotor y
primer exdn de FABP3. Después de probar la diferencia de proporciones entre
ambos grupos, la metilacion del sitio CpG 18 resultd estadisticamente diferente
con un valor de X? de 15.91 y un valor de z de 3.98 (0=0.05).

Grafico 7. Comparacion de metilacion (%) isla CpG 2
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Posteriormente se calcul6 el porcentaje de metilaciéon global de la isla CpG 2 y se
analizd la diferencia entre casos y controles. Los resultados mostraron que la
metilacion global es significativamente diferente entre ambos grupos (Grafico 8),
siendo mayor en los controles con un valor de X2 de 7.79 y un valor de z de 2.79
(a=0.05).
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Grafico 8. Metilacion global (%) de casos y controles fase 2
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Finalmente, se realizé un andlisis de correlacion entre la metilacion por sitio CpG y
global de la isla CpG 2 con el indice HOMA. Sin embargo, ninguno de los
resultados fue estadisticamente significativo. De igual forma, no se observaron
asociaciones significativas entre la metilacion con otros pardmetros bioquimicos
como glucosa en ayuno, colesterol total, c-HDL, triglicéridos o IMC.
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Resultados de expresion de FABP3

Con base en los resultados de expresion relativa de FABP3 entre casos y
controles, se obtuvo un fold change de 1.04 (Gréafico 9), lo cual indica que no
existe una diferencia significativa en los niveles de expresion de FABP3 entre

ambos grupos.

Gréfico 9. Expresion de FABP3
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Se realiz6 un analisis de correlacion entre la metilacion de FABP3 y los resultados
de expresion de FABP3 considerandola como variable continua, sin embargo, no
se obtuvieron resultados que indicaran asociacién entre el porcentaje de

metilacion y la expresion del gen.
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Composicion de acidos grasos en plasma

Se determinaron 11 &cidos grasos en el plasma, los cuales varian en grado de
insaturacion y namero de atomos de carbono. En la Tabla 5 se muestra la

concentracion media en casos y controles.

Después de probar las diferencias entre ambos grupos, ninguna resultd

estadisticamente significativa (Grafico 10).

Tabla 5. Composicion media (%) de acidos grasos en plasma.

il e Casos Controles . Sig
Media (DE) Media (DE)

Laurico 0.20 (0.08) 0.15 (0.07) 1.12 0.294
Miristico 1.64 (0.32) 1.28 (0.31) 1.80 0.109
Palmitico 28.92 (1.4) 27.18 (1.8) 1.70  0.127

Palmitoléico 2.65 (0.58) 2.25 (0.58) 1.07  0.314
Estearico 7.40 (0.73) 7.26 (1.1) 0.22  0.824

Oléico 24.65 (2.6) 24.48 (2.4) 0.10  0.919

Linoléico 28.82 (3.9) 30.79 (4.7) 0.60 0.500

Araquiddnico 4.14 (0.87) 4.81 (0.79) 1.26 0.243
EPA 0.25(0.14) 0.25 (0.07) 0.02 0.979
Nervonico 0.023 (0.06) 0.25 (0.07) 0.49 0.634
DHA 0.67 (0.19) 0.85 (0.32) 1.06  0.316

Prueba estadistica: t de Student para muestras independientes; t>2.30, p<0.05
Prueba para homogeneidad de varianzas: Levene
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Gréfico 10. Concentracion de acidos grasos en plasma (%)
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Se analizo la correlacién del porcentaje de metilacion por sitio CpG y global con la
concentracion de acidos grasos en plasma, sin embargo, no se obtuvieron valores
que alcanzaran significancia estadistica. Por otro lado, aunque tampoco se
obtuvieron valores estadisticamente significativos, se observé una tendencia de
correlacion entre la concentracion de acidos grasos en plasma y el c-HDL e indice
HOMA.

Posteriormente, como un analisis complementario se obtuvo el porcentaje de
acidos grasos reportados en la encuesta dietética y se clasificaron con base en su
grado de insaturacion. En el Gréfico 11 se puede apreciar que las personas con
SM consumen mas acidos grasos saturados y menos &cidos grasos
monoinsaturados en comparacion con los controles, mostrando diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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Gréafico 11. Acidos grasos provenientes de la dieta (%)
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Finalmente, se analizé la correlacion entre la composicion de los acidos grasos del

plasma y los acidos grasos reportados en la dieta. No obstante, ambos valores no
resultaron estar correlacionados.

Célculo de tamaio muestral

Con base en las diferencias de la metilacion de FABP3 observadas en el presente
estudio piloto, es posible realizar un célculo de tamafio de muestra para

proporciones independientes que puede ser (til para futuras investigaciones.

Tomando en cuenta un tamafio del efecto esperado de 0.2, un valor de a=0.05y
un poder estadistico de 0.80. Obtuvimos un nimero de 680 sujetos por grupo para

hallar asociaciones que tengan significancia clinica.
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Discusion

El objetivo principal de éste estudio piloto fue analizar la metilacion de la regién
reguladora de FABP3 en leucocitos y su asociacion con resistencia a la insulina,

como fenotipo del SM.

Nos propusimos evaluar la factibilidad del analisis de la metilacion de FABP3 por
clonacion, considerado el estandar de oro (Zhang et al. 2009) con el fin de obtener
informacion por cada sitio CpG y determinar su aplicacion en un mayor nimero de
sujetos. Para lograr esto, el estudio se llevo a cabo en dos fases, la primera se
realizé en 20 sujetos para describir la metilacion del promotor y primer exén de
FABP3 y hacer la comparacién entre casos y controles. Posteriormente, en la
segunda fase se incluyeron 10 sujetos en los cuales se analiz6 la metilacién de
FABP3 y su asociacién con la expresion del gen, con el indice HOMA y con la

composicidn de los acidos grasos en plasma.

Debido a los escasos estudios previos enfocados al estudio de la modulacion
epigenética de FABP3 o de algun otro miembro de genes que codifican para ésta
familia de proteinas; la determinacion del tamafio de muestra necesario para
cumplir con los objetivos de este estudio fue considerado a fin de obtener las
observaciones esperadas para responder la pregunta de investigacion y ademas,
para obtener informacién que permitiera calcular un nimero 6ptimo de sujetos de
estudio para futuras investigaciones, como usualmente se lleva a cabo en los

estudios piloto (Leon et al. 2011).

Fase 1

Tal como se esperaba, los casos y los controles mostraron diferencias entre si en
peso, IMC, circunferencia de cintura, glucosa en ayuno, triglicéridos y c- HDL,
dado que estos fenotipos determinan la presencia o ausencia del SM.
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A diferencia de los resultados reportados por Zhang y colaboradores en el 2013 en
donde analizaron la metilacién del promotor y exén 1 de FABP3 como una sola
region, en el presente estudio fueron identificadas dos regiones, Isla CpG 1
(promotor) e Isla CpG 2 (promotor y parte del primer exén). En dicho estudio
previo, los sitios CpG localizados en el primer exon fueron los que resultaron con
mayor importancia clinica debido a su asociacién con fenotipos del SM (Zhang et
al. 2013). Por lo cual, en la primera fase de éste estudio nuestro objetivo principal
fue describir la metilacién de FABP3 y de esta manera determinar si el analisis de
las dos Islas CpG era necesario para responder a nuestra pregunta de

investigacion.
Comparacion de la metilacion entre casos y controles

La metilacion de las Islas CpG fue bastante similar en ambos grupos a pesar de
las discrepancias en los fenotipos entre casos y controles, especialmente en la Isla
CpG 1, en donde las diferencias fueron practicamente nulas. Esta carencia de
diferencias puede ser atribuida al hecho de que la metilacion del ADN por
naturaleza es relativamente estable del 70-al 80% del total de los sitios CpG en el
genoma (Ziller et al. 2013), lo cual sugiere que la Isla CpG 1 de FABP3 puede ser

parte de éstas regiones altamente estables con respecto a la metilacién.

A pesar de la carencia de diferencias halladas en la primer regiéon analizada, en la
isla CpG 2 se observaron diferencias en diversos sitios CpG, resultando el sitio 17
significativamente diferente entre ambos grupos, siendo la metilacion casi el doble
en los casos que en los controles. Cabe mencionar que éste sitio CpG es uno de
los mas proximos al sitio de inicio de la transcripcién lo cual concuerda con
resultados previos que mostraron que la metilacion de FABP3 fue mas abundante
en los sitios CpG mas cercanos al sitio de inicio de la transcripcion (Zhang et al.
2013).

La escasa significancia estadistica en la asociacion de la metilacion con
pardmetros metabdlicos como glucosa en ayuno, colesterol total, c-HDL vy

triglicéridos puede deberse a la heterogeneidad de la metilacién observada. Por lo
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cual, un mayor numero de sujetos y un control mas estricto de los criterios de

inclusion podrian ser de utilidad para percibir diferencias significativas.

Fase 2

En la segunda fase del estudio, se llevé a cabo el analisis de metilacion de FABP3
en un grupo de sujetos que nos permitiera evaluar la asociacion de la metilacion
con la expresion relativa de FABP3, con el indice HOMA y con la concentracion
de &cidos grasos en el plasma. Para esto se incluyeron a 10 sujetos, 5 casos y 5
controles. Ambos grupos presentaron discrepancias en los fenotipos que
distinguen la presencia o ausencia del SM tales como la circunferencia de cintura,
glucosa en ayuno Yy triglicéridos; ademas de los niveles de insulina en ayuno, el
indice HOMA, edad, peso, IMC, y grasa visceral. Dichas diferencias nos indican
que los grupos tuvieron fenotipos extremos entre si, los cuél nos permitiria
descartar que la ausencia de diferencias en la metilacion de FABP3 en la muestra
previamente analizada se debi6é a la falta de diferencias fenotipicas entre los

grupos.

Cabe mencionar, que el indice HOMA como indicador de resistencia a la insulina,
de especial interés en el presente estudio, mostré diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles, tal como se esperaba dado que, como ya se
ha mencionado anteriormente, es uno de los componentes del SM (Muniyappa et
al. 2008). Consideramos un valor de 2.27 como punto de corte para personas sin
diabetes, ya que toma en cuenta la edad, el género y los criterios para del ATPIII
para el SM (Gayoso-Diz et al. 2013).

Comparacion de la metilacion entre casos y controles

Los resultados obtenidos a partir de los analisis de metilacion en la fase 1 nos
permitié6 determinar que el analisis de la isla CpG 2 era suficiente para fines de
éste estudio, dado que en la isla CpG 1 las diferencias fueron nulas a pesar de las

diferencias en los fenotipos de los sujetos comparados.
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De entre las diferencias observadas en los sitios analizados en la isla 2, el sitio
CpG 18 se observo significativamente mas metilado en controles. Cabe mencionar
que éste sitio CpG forma parte del primer exon de FABP3, que como ya se
menciond concuerda con resultados previos, en donde se obtuvo un porcentaje
mayor de metilacion en aquellos sitios CpG localizados en el primer exén de
FABP3 (Zhang et al. 2013). Sin embargo, no se habia hecho una comparacion

entre personas afectadas y no afectadas por el SM.

Ya que obtuvimos resultados significativos en un solo sitio CpG, realizamos el
andlisis de la metilacién global de la Isla CpG 2 e hicimos la comparacion entre los
grupos. En general, la metilacién presentd una gran variabilidad, con un rango de
0 a 100%, similar a lo que se ha observado anteriormente en la region promotora
de otros genes (Armstrong et al. 2014). Asi mismo, tomando en cuenta la
metilacion de toda la region, observamos que la metilacion fue mayor en el grupo

control, alcanzando una significancia estadistica.

Después de esto, analizamos la correlacion de la metilacion global con el indice
HOMA vy con el resto de los parametros bioquimicos analizados, sin embargo, no
obtuvimos resultados significativos. Nuestro interés en el analisis de la asociacion
entre la metilacion de FABP3 y el indice HOMA surgi6é a partir del conocimiento
sobre la contribucion de HFABP en la sensibilidad a la insulina mediante la
utilizacion de glucosa y acidos grasos de cadena larga (AGCL), ya que se ha
observado que cuando ésta proteina se expresa de manera abundante,
incrementa la solubilidad de los AGCL, facilita su difusién y protege contra su
toxicidad (Shearer et al. 2005). De ésta manera, si su regulacion esta siendo
influenciada por factores epigenéticos como la metilacion del ADN, entonces el
estudio de FABP3 podria otorgar informacién clave para el conocimiento del SM.
No obstante, en éste estudio no hallamos una asociacion significativa entre la
metilacion de FABP3 y el indice HOMA, lo cual podria deberse en parte al

reducido nimero de sujetos incluidos en nuestro estudio.

La heterogeneidad en la metilacién intrasujeto y la limitada diferencia observada

entre los grupos de estudio puede ser explicada por el uso de ADN proveniente de
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leucocitos, los cuales se componen de diferentes poblaciones celulares con
distintos perfiles epigenéticos, por lo cual cabe la posibilidad de que solamente el
cambio en el perfil epigenético de un tipo celular se relacione con el SM. Tal como
se observo en un estudio enfocado en evaluar la asociacion de la metilacion en
genes implicados en la obesidad y fenotipos del SM, utilizando células circulantes

al igual que en el presente estudio (Wang et al. 2010).

Asociacion de la metilacion con insulina 'y parametros metabolicos

En general, en este estudio no se observaron asociaciones significativas entre la
metilacion de FABP3 y los niveles de insulina, incluso con otros parametros
metabdlicos como glucosa en ayuno, colesterol total, triglicéridos y c-HDL, lo cual
es inconsistente con hallazgos anteriores. Los estudios sobre relacion entre la
metilacion de genes y el desarrollo de SM (Yara et al. 2015), y en especial en la
modulacion epigenética de FABP3 son escasos, sin embargo, previamente se
observé una fuerte asociacion entre la metilaciéon global de FABP3 y el colesterol
total; la metilacion de sitios CpG del promotor con la presion diastdlica y la
sensibilidad a la insulina; y una importante asociacion entre un sitio CpG del
primer exén y lipoproteinas de baja y muy baja densidad (VLDL, ILDL y LDL). Las
discrepancias entre esos hallazgos y el presente estudio pueden deberse a las
diferencias en el tamafio de muestra y los métodos de analisis. En dicho estudio
previo se utilizd6 una muestra de mayor tamafio (n=517) compuesta por sujetos
relacionados en el cual el objetivo principal fue evaluar la heredabilidad de la
metilacion de FABP3 analizada con EpiTYPER y su asociacién con fenotipos del
SM (Zhang et al. 2013).

Asociacion entre el porcentaje de metilacion y la expresion de FABP3

Debido a que se conoce el efecto de la metilacion en la represion transcripcional
cuando ésta ocurre en sitios CpG en la regién promotora e incluso en regiones
intergénicas, nos dimos a la tarea de analizar la expresion relativa de FABP3 y

hacer la comparacion entre casos y controles.
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Después de realizar los analisis pertinentes, no observamos diferencias en la
expresion de FABP3 en leucocitos entre ambos grupos. Y por consiguiente,
tampoco hubo asociacion entre la metilacion global o especifica por sitio CpG y la
expresion. En estudios previos realizados en cultivos celulares y estudios in vivo
se ha demostrado que FABPS3, al igual que otros miembros de la familia de las
FABPs posee una region promotora que es suficiente para dirigir la expresion de
dicho gen (Qian et al. 1999). Sin embargo, se ha reportado que la expresion de

FABP3 en células circulantes es relativamente baja (EMBL-EBI 2014).
Por otra parte,

Asociacioén entre la metilacién de FABP3 y la concentracion de &cidos

grasos en el plasma

Realizamos una comparacion de la concentracion de acidos grasos plasméticos
entre casos y controles. Observamos ligeras diferencias entre ambos grupos, sin
embargo, ninguna de ellas alcanzd suficiente significancia estadistica. De igual
forma, la asociacion entre la metilacion global o especifica por sitio CpG no mostro
una correlacion significativa con la concentracion de acidos grasos en plasma.
Estos resultados podrian en parte deberse a la insuficiencia de poder estadistico

por lo cual, se requiere un mayor numero de sujetos de estudio.

Por otro lado, las tendencias de correlacion entre los 4cidos grasos en plasma y
fenotipos del SM tales como c-HDL, e indice HOMA aunque no alcanzan una
significancia estadistica, concuerdan con resultados reportados previamente en
donde observaron que la composicién de acidos grasos en plasma contribuye a la
heterogeneidad que existe entre la grasa corporal y fenotipos del SM, como el
indice HOMA, niveles de triglicéridos, c-HDL y presién arterial sistélica (Klein-
platat et al. 2005).

Finalmente, como una observacion complementaria llevamos a cabo un analisis
de correlacién entre las concentraciones de acidos grasos en plasma y la ingestiéon
de acidos grasos reportados la encuentra dietética, pero no obtuvimos una
correlacion significativa entre ambas variables. Nuestros resultados son opuestos
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a estudios previos los cuales han reportado que los niveles de &acidos grasos en
plasma sirven como biomarcador para evaluar la calidad de la grasa dietética
(Klein-platat et al. 2005; Lagstrom et al. 1998; Ma et al. 1995). Sin embargo,
nuestro pequefo tamafio de muestra limita la capacidad para hacer inferencias en

esta rama.
Calculo de tamaio de muestra

La utilidad de nuestro estudio radica principalmente en la generacion de
conocimiento sobre la metilacion de FABP3 permitiendo llevar a cabo un calculo
de tamafio de muestra que puede ser (til para futuras investigaciones. Esperando
un tamafo del efecto de 0.2 con un poder estadistico del 80%, se requiere un
tamafio de muestra 6ptimo de al menos 680 sujetos por grupo, lo cual sugiere la
utilizacion de un método de andlisis distinto dada la complejidad del utilizado en

ésta investigacion.
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Limitaciones del estudio

Existen diversas limitaciones en el presente estudio que deben ser tomadas en
cuenta. Una de ellas esta basada en el disefio transversal del estudio lo cual no
permite establecer una relacion causa-efecto. Sin embargo, el disefio del estudio
piloto fue apropiado por distintas razones, la primera de ellas radica en la carencia
de estudios previos sobre la modulacion epigenética de FABP3 y por lo tanto de la
asociacion con fenotipos del sindrome metabdlico, lo cual conlleva a la necesidad
de generar datos que sirvan como base para estudios posteriores.

La disponibilidad de las muestras en la primera fase del presente estudio no
permitid6 hacer analisis de expresion, ni determinaciéon de insulina en la muestra
total. El numero reducido de los sujetos involucrados hace menos representativos
los resultados obtenidos con respecto a la poblacion con sindrome metabdlico en
general. Sin embargo, la informacion producida a partir de nuestros resultados, es
de gran utilidad para un calculo de muestra adecuado.

Otra de nuestras limitaciones es el método empleado para el analisis, dada la

complejidad de su ejecucion, dificulta el analisis de un grupo grande de muestras.

72



Conclusiones

Los mecanismos biolégicos que asocian la metilacion de ADN con el desarrollo del
sindrome metabdlico ain no estan bien descritos. Por lo cual, el objetivo principal
de éste estudio consistio en analizar la metilacion de FABP3 en leucocitos y
evaluar su asociacion con resistencia a la insulina, un componente importante del
sindrome metabdlico.

A pesar de que no observamos diferencias en la metilacién de la isla CpG 1 entre
casos y controles, en la isla CpG 2 se observo una diferencia significativa en los
sitios CpG 17 y 18 localizados en el promotor y primer exén de FABP3
respectivamente. Dada la escaza diferencia observada en la expresion del gen, es
necesario considerar la ejecuciéon del estudio en un nimero mayor de sujetos con
el fin de determinar si la metilacién en el sitio regulador de FABP3 influye en la

modulacién de su expresion.

Finalmente, aunque no se observl correlacion entre la metilacion de FABPS3, la
expresion del gen, el indice HOMA o las concentraciones plasmaticas de &cidos
grasos, esté estudio generd informacion relevante para evaluar la variacion de la
metilacion en esta regién, y para el célculo de un tamafio de muestra con suficiente
poder estadistico que permita analizar asociaciones con fenotipos de importancia

clinica.
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Apéndices

1. Historia clinica

Fecha Cédigo
DATOS PERSONALES
Nombre

Apellido paterno Apellido materno Nombre (s)
Edad Sexo @@ Fecha de Nacimiento

Dias / Mes / Afio

Edo. Civil Escolaridad
Ocupacién Numero telefénico
Direccién
E-mail

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

Por favor, indique si alguno de sus padres o hermanos han padecido estas enfermedades:

Obesidad Cardiopatias Hipertension
Infarto Diabetes 1 Diabetes 2
Hipercolesterolemia Hipertrigliceridemia

Céncer Alcoholismo Problemas de tiroides
Problemas de coagulacién Otro (especificar)

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Por favor indique si usted ha padecido o padece cualquiera de los siguientes:

Obesidad Cardiopatias Hipertension
Infarto Diabetes 1 Diabetes 2
Hipercolesterolemia Hipertrigliceridemia

Cancer Alcoholismo Problemas de tiroides
Problemas para coagular Otro (especificar)
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MEDICAMENTO

DOSIS TIEMPO

ALERGIAS O REACCIONES A MEDICAMENTOS

MEDICAMENTO REACCION

CIRUGIAS

OPERACION FECHA

ASPECTOS GINECOLOGICOS

Numero de embarazos Fecha de la Ultima menstruacion

ESTILO DE VIDA

Tabaquismo

Nunca he fumado:

Dia / Mes / Afio

Lo he dejado (Fecha):

Fumador ocasional (Numero de cigarros):

Fumador ocasional, nunca fumador diario:

Fumador ocasional, antes fumador diario:
Fumador actual:

Numero de cigarros / dia:

Dia / Mes / Afo

Alcohol

Semana Mes
Si No
Si No Tiempo:
Meses

Numero de afios:




éToma bebidas alcohdlicas?

Toxicomanias

¢Consume alguna droga? Si

DATOS DEL PACIENTE

Antropometria

-

Peso

Si No Numero de bebidas:

No Especificar:

UNIDADES

Semana

Mes

OBSERVACIONES

Talla

IMC

CC

TAS

TAD

Parametros bioquimicos

Glucosa

UNIDADES

OBSERVACIONES

Insulina

Colesterol Total

HDL

Triglicéridos




Dieta
UNIDADES

Energia (Kcal/dia)

OBSERVACIONES

Carbohidratos (%E)

Proteinas (%E)

Lipidos(%E)

Muestras de laboratorio

Numero de alicuotas: Observaciones:
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2. SNUT. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

Instituto Nacional de Salud Piblica

Centro de Salud en Investigacion Poblacional

Cuestionario de Frecuencia de Consumo

Mombre del Pacients

Apellido Paterno Apellido Materno Mombre(s)

MNombre del Entrevistador

Mombre del Revisor

Mo. de identificacién del Paciente

Fecha A T Y I
Dia Mes  Afo

Edad del Paciente (en afios cumplidos)

Durante el afio previc a este dia ;Con qué frecuencia consumid usted productos lacteos?

Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencia, la opcibn que considere mas cercana
a su realidad.

Encuestader: Por favor llene el circulo (no lo tache) v en la columna de la derecha el nimero comespondiente
a la frecuencia de consumo reportada.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO m | vec VECES A LA VECES AL
PROCUCTOE LACTEOS cs | es <ERAHIA Cii
ovn | wes
vz
HUMNCA F\._.. -3 -.;. ZIJ' :h:lﬁ _.;-I Z:C' '-:"IS :-I
it r.'|I=Js m | o T } iR} m } )
e (g lo|o|o|o|olo|o]o]o]
LINA REEANADA DE
2 |avesomescoos | ) (CPC (L OO OO (OO L
3 | e OO0 (10 (01021010 | s
s lassoweresoo [ 1O OO [O O[O O[O O] 'L
5 o OO0 1O1O12(1010 | .
| INA TAFA NFE : : = = [ =52 (o 3
S pimeiing CPCD OO PO OO OO g
T | e OO0 10101021010 | -

Dwrarte 21 ano pravio a esie dia. 0o gue recusencia consumid ustsd ruiasy?
Por fawor indique con unma cruz, en la colummna de frecuencias, la opcidn gque considers més
carcana n eu reafidad, incluya las frutae guse ecwvisrcn dieponibles edlc en tem porada.

88



FRECUENCIA DE CONSUMO

14 | UNA REBANADA DE
PIRA

Q

ALIMENTO
pdimdee l!:l-;' HEE;‘- VECESALA vaﬁlss“u
DE AL
UNA | MES
VEZ
Jrumcal AL 13 24 | 55 23 | &5 &
] MES m 4 ] 0] 8} L]
m
. [ O|10|1010]|0]10 O10|0
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LCuamas cucharaditas de azicar le agrega usted a sus alimentos, a lo largo del dia? Tome en
cuenta lo que le pone al café, licuado, sic.
cucharaditas.

;e agrega usted sal a sus alimentos antes de probarlos?
Si Mo

92 come usted el pellsjo del pollo?
Si Mo

iSe come usted el gordito de la carne?
Si Mo

LCuamos meses del aflo pasado consumid usted vitaminas?

0 1-2 3-4 36 78 9-10 11-12

&Cudl o cuales?

LCuantos meses del afio pasado consumid usted suplemento de calcio?

0 1-2 34 36 78 9-10 11-12

&Cudl o cudles?

L Considera usted que su alimentacion ha cambiado durante el ditimo afio?

Si Mo {Si, el ha cambiado, preguntar:)

i Porquée?

Obsemvaciones
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