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Resumen

En las ultimas décadas la obesidad se ha convertido en un padecimiento con caracteristicas de
pandemia, lo que aunado a su estrecha relacion con diversas comorbilidades, como dislipidemias,
diabetes mellitus tipos 2 (DT2), hipertensién y cancer, ha convertido a ésta en un problema de
salud publica. La obesidad y sus comorbilidades son enfermedades complejas donde se requiere
la interaccién de factores ambientales y genéticos para su origen. Sin embargo, a pesar de la alta
heredabilidad de esta entidad y de la nuevas tecnologias genémicas para la identificacion de las
variantes genéticas responsables de la enfermedad, los factores genéticos identificados a la fecha
so6lo explican una pequeia parte de la variacion del indice de masa corporal (IMC).

Recientemente se han propuesto a las modificaciones epigenéticas, como la metilacion del DNA,
como fuertes candidatos para explicar la variabilidad de las alteraciones metabdlicas de la
obesidad. Asi, en este trabajo se analizé la correlacién de la remodelacion de la metilacion con los
niveles de los parametros lipémicos y glucémicos en 24 muestras de tejido adiposo subcutaneo de
pacientes obesas femeninas diabéticas y no diabéticas, antes y después de la cirugia bariatrica.

El analisis de la metilacion del genoma completo se realizé6 con el microarreglo 450k (lllumina)
antes y seis meses después de la cirugia y la correlacion con los parametros lipémicos vy
glucémicos se realizd a través de la prueba de Pearson. Se seleccionaron aquellos genes con
sitios CpG que tuvieron correlaciones de Pearson con r 2+0.6; r<-0.6 y P<0.050. La alteracioén de la
metilacion de los genes relacionados con los parametros clinicos asociados a dislipidemia fue
principalmente hipermetilacion. Algunos de los genes cuya remodelacion de la metilacion presento
la mayor correlacion con la concentracion de los niveles séricos de lipidos, después de 6 meses de
cirugia bariatrica fueron WNT10B, ADAMS8, LPCAT1, ABCA6, APOE, PLTP, FOX0O3, CDH1 y
CAPNS. El enriquecimiento ontolégico-funcional mostré que las vias principalmente que participan
en las dislipidemias fueron la biosintesis de lipidos y macromoléculas, en hiper LDL; muerte celular
programada y regulacion negativa de procesos biosintéticos, en hipercolesterolemia; adhesion
focal, sefalizacion de TGFR, sefalizacion de WNT, interaccion de receptores y matriz extracelular
y desarrollo del cancer, en hipo HDL y transporte de iones y aminoacidos, proliferacion de células
T, regulacion de procesos metabdlicos que involucran al fosfato, en hipertrigliceridemia.

La mayoria de las alteraciones de la metilacion del DNA en el tejido adiposo fueron revertidas por
la cirugia bariatrica, lo que indica que la metilaciéon es un proceso dinamico, aunque no se puede
determinar si las alteraciones en la metilacion del DNA son una causa o consecuencia de la
obesidad o sus comorbilidades. Las alteraciones epigenéticas encontradas en el tejido adiposo de
pacientes obesas contribuye a la comprension de la etiologia de la dislipidemia e identifica nuevos
objetivos para el desarrollo de terapias potenciales y nuevas estrategias para una mejor

intervencion de estos padecimientos.



Abstract

In recent decades, obesity has become a disease with characteristics of a pandemic, which, along
with its close relationship with various comorbidities, such as dyslipidemias, Diabetes mellitus type
2 (DT2), hypertension and cancer, has made this a public health problem. Obesity and its
comorbidities are complex diseases where the interaction of environmental and genetic factors for
their origin is required. However, despite the high heritability of this entity and the new genomic
technologies for the identification of the genetic variants responsible for the disease, the genetic
factors identified to date only explain a small part of the variation of the Body mass index (BMI).
Recently they have been proposed to the epigenetic modifications, like DNA methylation, as strong
candidates to explain to explain the variability of the metabolic alterations of the obesity. Thus, in
this work the correlation of methylation remodeling with the levels of lipemic and glycemic
parameters in 24 subcutaneous adipose tissue samples from diabetic and non-diabetic female
obese patients, before and after bariatric surgery, was analyzed. The methylation analysis of the
complete genome was performed with the microarray 450k (lllumina) before and six months after
surgery and the correlation with the lipemic and glycemic parameters were performed through the
Pearson test. Those genes with CpG sites that had Pearson's correlations with r = + 0.6 were
selected; R<-0.6 and P <0.050. The alteration of the methylation of genes related to the clinical
parameters associated with dyslipidemia was mainly hypermethylation. Some of the genes whose
methylation remodeling had the highest correlation with serum lipid levels, after 6 months of
bariatric surgery were WNT10B, ADAM8, LPCAT1, ABCA6, APOE, PLTP, FOXO3, CDH1 and
CAPNS. Ontological-functional enrichment showed that the pathways mainly involved in
dyslipidemias were lipid and macromolecule biosynthesis, in hyper LDL; Programmed cell death
and negative regulation of biosynthetic processes in hypercholesterolemia; Focal adhesion, TGF[3
signaling, WNT signaling, interaction of receptors and extracellular matrix and development of
cancer, in hipo HDL and transport of ions and amino acids, T cell proliferation, regulation of

metabolic processes involving phosphate, in hypertriglyceridemia.

Most alterations of DNA methylation in adipose tissue were reversed by bariatric surgery, indicating
that methylation is a dynamic process, although it is not possible to determine if alterations in DNA
methylation are a cause or consequence of obesity or its comorbidities. The epigenetic alterations
found in the adipose tissue of obese patients contributes to the understanding of the etiology of
dyslipidemia and identifies new objectives for the development of potential therapies and new

strategies for a better intervention of these diseases.



Introduccién

En México, al igual que en todo el mundo, ha ocurrido una transicion epidemiolégica, con una
disminucién progresiva de las entidades infecciosas y parasitarias y un incremento de
enfermedades cronicas-degenerativas. Por su frecuencia y ritmo acelerado en el crecimiento de su
prevalencia, ésta es la primera vez que nuestro pais se enfrenta a un proceso que compromete la
esperanza de vida de futuras generaciones. Segun la ultima Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (2012), la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México en adultos fue de 71.28% (que
representan a 48.6 millones de personas). La prevalencia de obesidad (IMC =30 kg/mz) en este
grupo fue de 32.4% y la de sobrepeso de 38.8%. La obesidad fue mas prevalente en el sexo
femenino (37.5%) que en el masculino (26.8%), al contrario del sobrepeso, donde el sexo
masculino tuvo una prevalencia de 42.5 % y el femenino de 35.9%.

La obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud (WHO, 2016). Segun la NOM-008-SSA3-2010, para el tratamiento integral
del sobrepeso y la obesidad se debe de considerar el indice de masa corporal (IMC) como criterio
diagndstico, el cual se obtiene dividiendo el peso en kilogramos, entre el cuadrado de la talla en
metros. Por tanto, el IMC relaciona el peso y la talla del individuo y es un indicador de la obesidad y
bajo peso.

En los pacientes obesos, es bien conocido el incremento de riesgo para padecer diabetes mellitus
tipo 2 (DT2), intolerancia a la glucosa, hipertension arterial (HTA), dislipidemia, osteoartrosis,
apnea del suefio y otras comorbilidades (Lépez F., y Herrera MF., 2008). Los obesos tienen menor
calidad de vida y una menor esperanza de vida mas que los individuos promedio.

La obesidad, junto con el sobrepeso, son ahora los factores de riesgo cardiovascular mas
prevalentes en personas con enfermedad coronaria establecida (Lopez-Jiménez F, et al., 2004).
De hecho, estudios epidemiolégicos han demostrado que la obesidad se ha convertido en uno de
los principales factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares, incluidas enfermedad
coronaria, insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular, arritmia ventricular y muerte subita (Catenacci
VA, et al.,, 2009). El incremento en el riesgo cardiovascular a través de estas entidades, esta
relacionado con factores metabdlicos asociados a la concentraciéon de lipidos en suero, como el
incremento en la concentracion de triglicéridos (TG), altos niveles de colesterol total (CT) y de LDL
(lipoproteina de baja densidad) y bajos niveles de colesterol HDL (c-HDL: lipoproteina de alta

densidad), etc.

Dislipidemias

Las dislipidemias son alteraciones genéticas o adquiridas que comprometen la sintesis o
degradacion de las lipoproteinas conduciendo a un aumento del CT plasmatico, de los TG o de

ambos a la vez, que suele corresponder a un aumento del colesterol-LDL, a un incremento del



colesterol VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) y/o una disminucion del c-HDL (Gonzalez, A.,
2011).

Nuestro pais cuenta con tres encuestas nacionales (1994, 2000 y 2006) en las que se han medido
la concentracion de los lipidos sanguineos en los adultos mayores de 20 afos. La
hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas comun (poblacion total 60.5%, hombres 68.1%,
mujeres 53.9%). Esta anormalidad es mas frecuente en el sur del pais, en individuos con
sobrepeso o diabetes. La prevalencia encontrada en México es una de las mas altas de las
informadas en encuestas con cobertura nacional; la tasa no se ha modificado en el periodo

comprendido por las encuestas.

La hipercolesterolemia es la segunda anormalidad mas frecuente (poblacion total 43.6%, hombres
39.3%, mujeres 47.2%). El ndmero de casos ha aumentado, en especial, entre las mujeres
mayores de 50 afos. Su prevalencia es mayor en el norte y el centro del pais. La prevalencia de la
hipertrigliceridemia es 31.5% y es mas comun en los hombres, en las personas con obesidad o
diabetes. La prevalencia de hipertrigliceridemia es proporcional a la edad y es mayor en los
hombres (36.9% vs 26.9%). (Aguilar CA, Melgarejo Hernandez MA, et al. 2016).

Clasificacion de las dislipidemias

La clasificacion de Fredrickson divide a las hiperlipidemias en seis grupos (I, lla, llb, Ill, IV y V)
considerando tanto el tipo de lipidos como de lipoproteinas alterados. Basicamente, ésta es una
clasificaciéon fenotipica que ofrece una aproximacién a la alteracion metabdlica de la dislipidemia
(Tabla. 1). Una clasificacion mas practica distribuye a las dislipidemias en primarias o secundarias,
de acuerdo con su origen. Las dislipidemias primarias son de origen hereditario, ocasionadas por
mutaciones especificas y se sospechan cuando existen antecedentes familiares de dislipidemia o
enfermedades ateroscleroéticas prematuras y cuando éstas se manifiestan a temprana edad (Beers
MH, et al., 2007). Las principales dislipidemias primarias son hipercolesterolemia familiar,
hiperlipemia familiar combinada, hipercolesterolemia poligénica, hipertrigliceridemia familiar e

hipoalfalipoproteinemia (Gonzalez A., 2011).

-Tabla 1. Clasificacion de Fredrickson de las dislipidemias-

Fenotipo Lipoproteinas elevadas Lipidos elevados
Tipo | Quilomicrones Triglicéridos

Tipolla LDL Colesterol

Tipollb LDLyVLDL Colesterol y triglicéridos
Tipo lll IDL Colesterol y triglicéridos
Tipo IV VLDL Triglicéridos

Tipo V Quilomicrones y VLDL Triglicéridos

La forma mas simple y practica de clasificar las dislipidemias es la que refleja el tipo de alteracion

lipidica predominante:



-Hipercolesterolemia: predomina la elevacion de colesterol.

-Hipertrigliceridemia: predomina la elevacion de TG.

-DLP mixta o combinada: elevacién de colesterol y TG.

-Hipoalfalipoproteinemia: disminucién del colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
(Gonzalez, A., 2011).

Las formas secundarias constituyen la mayoria de los casos de dislipidemia en adultos. La causa
mas frecuente es el estilo de vida sedentario, con ingesta elevada de grasas saturadas y colesterol
(como las contenidas en mantecas de origen animal, la carne de cerdo y otras); otras causas son la
DT2, el consumo excesivo de alcohol, la insuficiencia renal crénica, el hipotiroidismo, la cirrosis
hepatica primaria y algunos farmacos como las tiacidas, retinoides, antirretrovirales, estrégenos,

progestagenos y glucocorticoides (Miguel, P., 2009).

El aumento de los TG en sangre, unido a bajos valores de colesterol HDL, es la dislipidemia mas
frecuente en la practica médica (Millan J, et al., 2009). La hipertrigliceridemia se produce por un
aumento de la formacion hepatica de las VLDL, sobre todo por exceso de grasa visceral o un

déficit de eliminacion de estas particulas (Ros E, Laguna JC., 2006).

Criterios diagnésticos

Siguiendo las recomendaciones de la NOM-037-SSA2-2012 (Tabla. 2), que son los mismos que
recomiendan las guias internacionales, se considera como caso probable de dislipidemia cuando
se encuentran niveles séricos de CT >200 mg/dL, LDL >100 mg/dL, TG >150 mg/dL y c-HDL <50

mg/dL en mujeres y <40 mg/dL en hombres:

Tabla 2. Puntos de cohorte para los niveles normales de parametros clinicos asociados a dislipidemias.

Parametro Recomendable

Colesterol <200 mg/dL
total

LDL <100 mg/dL
Triglicéridos <150 mg/dL
c-HDL >50 mg/dL
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Figura 1. Procesado de los lipidos de la dieta. La digestion y absorcion de los lipidos de la dieta tiene lugar en el intestino
delgado y los &cidos grasos liberados de los triglicéridos son empaquetados y enviados a los tejidos muscular y adiposo.
Tomado de Lehninger AL, Nelson DL, 2006 Principios de Bioquimica: 42. Ed, Ediciones Omega, Barcelona.

Metabolismo y absorcién de los lipidos

Numerosos procesos metabdlicos participan en la captacion, transporte y almacenamiento de los
lipidos. Después de una comida que contiene grasas, los TG son lipolizados dentro el lumen
intestinal hacia acidos grasos libres (FFA) y monoacilgliceroles (MAG) y son captados por los
enterocitos por difusion pasiva o a través de transportadores especificos como CD36. El colesterol
es captado por los enterocitos, por medio del transportador especifico de colesterol Niemann-Pick
C1 Like 1 protein (NPC1L1) (Altman, SW, et al., 2004). Una vez en el enterocito, el colesterol es
transformado en ésteres de colesterol, mientras los FFA y los MAG son ensamblados en TG de
nuevo. Finalmente, los esteres de colesterol y los TG son empaquetados junto con los fosfolipidos

y apolipoproteina apo B48 para formar quilomicrones (Pan, X., y Hussain, M., 2011).

Después del ensamblaje, los quilomicrones son secretados al sistema linfatico y finalmente entran
a la circulacién via el conducto toracico (Figura 1). El higado sintetiza lipoproteinas ricas en TG
llamadas VLDL, esta lipoproteina aumenta cuando de la comida derivan TG y FFA y estos llegan al

higado. El ensamblaje de las VLDL es casi idéntico a la sintesis de quilomicrones, la apoB 100 es
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la proteina estructural de las VLDL y sus remantes como las lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL) y las LDL (Klop, B., et al., 2012). EI higado humano carece del complejo de edicion del
mRNA, necesario para traducir apoB48, en lugar de apoB100. Una modificacién post-
transcripcional, de edicion del mRNA en una base, induce la detencidon prematura de la
transcripcion, por la generacion de un codon de paro que produce la isoforma corta ApoB48
(Innearity, TL, et al., 1987).

Los quilomicrones y las VLDL entregan FFA al corazén, al musculo esquelético y al tejido adiposo,
para el gasto energético y almacenamiento. La lipolisis adecuada de las lipoproteinas ricas en TG
es necesaria para que los FFA sean liberados en la circulacidon. Este proceso es regulado por
diversas enzimas y proteinas que intervienen como cofactores. La lipoproteina lipasa (LPL) es la
enzima principal para la lipolisis en los TG en la circulacion y se expresa fuertemente en los tejidos
que requieren grandes cantidades de FFA como el corazdn, el musculo esquelético y el tejido
adiposo (Goldberg, IJ., et al 2009). La LPL funciona como estacion de acoplamiento para los
quilomicrones y VLDL por su adherencia al endotelio por medio de la proteina 1 de unién de alta
densidad anclada a glucosil-fosfatidilinositol (GPIHBP1), la cual esta presente sobre el lado luminal
del endotelio (Dallinga-Thie, GM., et al., 2010). La cantidad de FFA liberado de los quilomicrones y
las VLDL depende de la actividad de la LPL, la cual es estimulada por la insulina (Karpe, F., et al.,
2011).

En contraste, APOC3 es un inhibidor de LPL, pero también de la lipasa hepatica. Las
concentraciones plasmaticas de APOC3 correlacionan positivamente con los TG plasmaticos (Ool,
Em, 2008). Ademas, los quilomicrones compiten con las VLDL enddgenos por la accion de la LPL
(Brunzell, JD, et al., 2015). Los FFA liberados son avidamente tomados por los adipocitos y re
sintetizados hacia TG dentro del citoplasma, donde la proteina estimuladora de la acilacion
(ASP)/C3adesArg desempefia un papel importante (Baldo, et al., 1993). El receptor carrofiero
CD36 es el transportador de FFA mejor caracterizado, es abundante en el musculo, tejido adiposo
y endotelio capilar. La insulina y las contracciones musculares incrementan la expresion de CD36,
facilitando la incorporacién de FFA (Abumrad, NA, et al., 2012).

El aumento de la insulina después de comer es uno de los mecanismos regulatorios mas
importantes para el almacenamiento de lipidos. El incremento postprandial de insulina resulta en la
inhibicién efectiva de la lipasa sensible a hormona (HSL), la cual es la enzima clave en la hidrdlisis
de lipidos intracelulares. A pesar de la absorcion de FFA por los adipocitos y miocitos, una
proporcion de FFA permanece en el compartimiento plasmatico (“derrame”), donde los FFA se
unen a la albumina y son transportados al higado (Evans, K; et al., 2002). Cuando concentracion
de FFA para el gasto energético es insuficiente, como en el estado de ayuno, los FFA puede ser
movilizados por el tejido adiposo para la oxidaciéon y producir energia en los tejidos que lo
demanden, como el tejido muscular de corazén. La insulina es también un importante regulador de
la movilizaciéon de FFA del tejido adiposo (Karpe, F., et al., 2011). Por lo tanto, la resistencia a la

insulina tiene un mayor impacto sobre el metabolismo de lipoproteinas ricas en TG y FFA.



Eventualmente, los quilomicrones y las VLDL reducen su diametro durante el proceso de lipolisis
para formar quilomicrones remanentes y LDL densas, respectivamente. Los remantes de los
quilomicrones son captados por el higado, por medio de muchas vias que incluyen apo E, lipasa
hepatica y el receptor de LDL (Mahley, RW., y Ji, ZS, 1999). En contraste, las LDL son
principalmente tomadas por el higado por el receptor LDL, el cual es reciclado y retransportado de
regreso a la superficie de la célula. El reciclaje del receptor LDL es regulado por la proproteina
convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). Durante este proceso, es sometido a degradacion
lisosomal, cuando PCSK9 se une al receptor LDL, pero es reciclado de regreso a la superficie de
los hepatocitos en la ausencia de PCSK9. La neutralizacién de PCSK9 incrementa el total de la
capacidad de unién de los hepatocitos, o que conlleva la reduccién en la concentracién de C-LDL
(Raal, F; et al., 2012).

Por otra parte, en lo que se refiere al metabolismo de TG y LDL, los entrerocitos y hepatocitos
participan dentro del transporte reverso del colesterol para la sintesis de HDL. Las HDL promueven
la captacion de colesterol de tejidos periféricos, incluyendo la pared arterial y el regreso de

colesterol al higado.

Los enterocitos y hepatocitos sintetizan apo A-1, la cual es la proteina estructural de HDL. Las HDL
nacientes adquieren colesterol libre de los tejidos periféricos. Posteriormente, el colesterol dentro
de las HDL es modificado en esteres de colesterol por la enzima asociada a HDL, la lecitina
colesterol aciltransferasa (LCAT) (Abumrad, NA, et al., 2012).

Dentro de la circulacién, las particulas HDL también son enriquecidas con ésteres de colesterol por
la accién de la proteina transferidora de esteres de colesterol (CETP) y la proteina transferidora de
fosfolipidos (PLTP). En este proceso las HDL adquieren TG de lipoproteinas ricas en TG a cambio
de esteres de colesterol como una consecuencia directa de la accién de CETP. En el higado, la
lipasa hepatica hidroliza las HDL asociadas a TG, mientras que los fosfolipidos inducen la
formacién de particulas HDL mas pequenas, las cuales pueden contribuir de nuevo con el
transporte reverso del colesterol. Por tanto, el metabolismo lipidico es altamente dinamico y
depende de numerosos factores incluyendo el estado posprandial, concentraciéon de lipoproteinas
ricas en TG, niveles de HDL y su funcién, gasto energético, niveles de insulina y sensibilidad y

funcion del tejido adiposo.
Alteracion del metabolismo de lipidos en obesidad

La caracteristica distintiva de la dislipidemia en la obesidad es la concentracion elevada de TG
tanto en ayuno como posprandial, en combinacion de la preponderancia de LDL densas y
pequefas y baja concentracion de HDL (Figura 2). La hipertrigliceridemia puede ser la principal
causa de otras anormalidades lipidicas, ya que conlleva a un retraso en la remocion de
lipoproteinas ricas en TG (Capell, WH., et al., 1996) y la formacion de LDL pequefias y densas
(Hokanson, et al., 1995).

La lipolisis de las lipoproteinas ricas en TG esta dafiada en la obesidad por la reduccién de los

niveles de expresiéon de RNAm de LPL en el tejido adiposo (Clemente-Postigo, et al., 2011), la
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reduccion en la actividad LPL en el musculo esquelético y la competicion de la lipdlisis entre las
VLDL y los quilomicrones. El incremento de la lipemia postprandial que conlleva a niveles elevados
de FFA, resulta en desprendimiento de LPL de su superficie endotelial (Peterson ,J. et al., 1990).
La LPL puede permanecer unida a VLDL e IDL contribuyendo al agotamiento de TG. El
intercambio de los TG de estos remanentes por esteres de colesterol de HDL por CETP con la
accion concertada de la lipasa hepatica, permite por ultimo la formaciéon de LDL pequefias vy
densas. En presencia de hipertrigliceridemia, el contenido de éster de colesterol en las LDL
disminuye, mientras el contenido de TG de LDL incrementa por la actividad de CETP. Sin embargo,
el incremento de TG contenido en las LDL es hidrolizado por la lipasa hepatica, lo cual permite a la
formacion de LDL pequefias y densas. El desarrollo de LDL pequeias y densas se debe
principalmente al incremento en las concentraciones de TG y no depende de la grasa corporal total
(Tchernof, A, et al., 1996). Las LDL pequefias y densas son lentamente metabolizadas, con cinco

dias de permanencia, lo cual potencia su aterogenicidad.
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Figura 2. Alteraciones en el metabolismo de los lipidos en condiciones de obesidad. La caracteristica distintiva de la dislipidemia en la
obesidad es la hipertrigliceridemia en parte debido al incremento en el flujo de acidos grasos libres (FFA) al higado, lo que permite la
acumulacion hepatica de triglicéridos. Lo anterior descrito conlleva a que las concentraciones de HDL-C disminuyan y una reduccion en
el contenido de TG en las LDL. El color intenso amarillo representa colesterol, mientras el color amarillo claro representa el contenido
de TG dentro de las diferentes lipoproteinas. La obesidad induce el incremento en procesos metabdlicos como los marcados en flechas
verdes, mientras las vias que reducen su actividad debido a esta patologia son marcadas con flechas rojas. Imagen tomada y modificada
de: Klob, B., et al., (2013). Dyslipidemia in Obesity: Mechanisms and Potential Targets. Nutrients, 5, 5: 1222

Los quilomicrones remanentes y las LDL pueden migrar y ser atrapadas en el espacio
subendotelial donde pueden ser captados por los monocitos/macrofagos. Las LDL pequefias y
densas tienen una afinidad incrementada por los proteoglicanos arteriales, lo que trae como

consecuencia una retencién subendotelial aumentada de esta lipoproteina. Sin embargo, los



remanentes subendoteliales de los quilomicrones y VLDL no necesitan ser modificados para
permitir la captacion por receptores carrofieros de macréfagos en contraste a las LDL nativas. Se
ha descrito que las LDL pequenas y densas son mas susceptibles a la oxidacion, en parte debido a
la menor liberacién de colesterol libre y contenido antioxidativo. El tamano de la lipoproteina es un
factor limitante para la migracion a través del endotelio y las particulas LDL migran mas facilmente
que los quilomicrones remanentes, pero el nimero de particulas que migran no se traduce
necesariamente en mas deposicion de colesterol y los quilomicrones remanentes contienen
aproximadamente 40 veces mas colesterol por particula que LDL. Alternativamente, los restos
LPL, enriquecidos de quilomicrones y VLDL, pueden ser transportados a los tejidos donde la
interaccidén con proteoglicanos y receptores de lipoproteinas pueden ser parcialmente removidos.
Este proceso toma lugar en el higado y actia como un mecanismo antiaterogénico, pero puede
tomar lugar en otros tejidos donde el colesterol no puede ser removido eficientemente, permitiendo

la acumulacion de colesterol y por tanto el inicio de la placa aterosclerética (Packard, CJ., 2003).

Estudios utilizando is6topos estables, han mostrado un decremento en el catabolismo de los
quilomicrones remanentes en sujetos obesos, donde la relacién cintura-cadera ha destacado como
un mejor predictor para la tasa catabdlica fraccional. El dafio en el mecanismo de eliminacion de
lipoproteinas remanentes esta asociado a concentraciones elevadas de apo C-Ill en la situacién de
obesidad. Niveles elevados de apo C-lll en la obesidad pueden ser explicados por la transcripcion
estimulada por glucosa. Ademas, se ha descrito que los niveles plasmaticos de apo C-llI
correlacionan con la glucosa en ayuno y postprandial, en individuos obesos. Finalmente, la
expresion del receptor LDL esta reducida en la obesidad (Taskinen, MR et al., 2011; Caron, S et
al., 2011 y Mamo, JC., et al., 2001).

Alteracion del metabolismo de lipidos en los individuos con peso normal

El exceso de grasa corporal no siempre esta asociado con anormalidades del IMC, el incremento
de la acumulacion de grasa ectépica, particularmente en el higado, pueden ser un factor de riesgo

directamente asociado con la progresion de la enfermedad.

Esto estd apoyado por las cantidades menores de grasa intrahepatica que se ha encontrado en
individuos obesos metabdlicamente sanos, comparados con aquellos obesos con perfiles
metabolicos adversos (Thomas EL, et al, 2012). Adicionalmente, en una cohorte de 8,090
individuos japoneses sin diabetes, se encontr6 un incremento en el factor de riesgo en
comparaciéon con los controles sanos con peso normal (Heianza Y, et al 2014). Cuando
compararon con obesos, los individuos con peso normal pero que padecen dislipidemia muestran
un perfil metabdlico similar, en ambos se aprecian anormalidades en los lipidos, citocinas
inflamatorias y resistencia a la insulina (Kwon BJ., et al., 2013 y Giannini S, et al 2012), lo que
apoyaria la nocién que el incremento en la adiposidad por si solo no puede explicar completamente

el perfil metabdlico dafiado y la mortalidad incrementada.

Al igual que con los individuos con obesidad y dislipidemia, en muchos de los estudios en

individuos con dislipidemia sin obesidad se identifica una dislipidemia caracterizada por niveles
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incrementados de CT, TG y LDL, mientras que los niveles de HDL se encuentran por debajo de
recomendado (Katsuki A, et al; 2006 y Hyun YJ et al., 2008).

La induccién de citocinas inflamatorias y el estrés oxidativo ha sido ligada a la propagaciéon de un
metabolismo disfuncional en individuos con peso normal. También se han encontrado cambios en
los niveles de adiponectinas, IL6 y TNFalfa en mujeres no obesas pero que presentan dislipidemias
(Katsuki A, et al; 2006).

Los pacientes con peso normal pero que presentan dislipidemias y los pacientes con higado graso
sin obesidad, comparten un perfil metabdlico similar. Ademas, las lesiones hepaticas se desarrollan
independientemente de la obesidad y el grado de dislipidemia parece comparable (Hgjland Ipsen
D, Tveden-Nyborg P, Lykkesfeldt J., 2016).

Caracteristicas de los obesos metabdlicamente sanos y los obesos no metabdlicamente

sanos

En la ultima década se han descrito dos fenotipos de obesos, los metabdlicamente sanos y los no
metabdlicamente sanos, los cuales se asocian a diferentes comorbilidades, aunque la principal
caracteristica distintiva entre estos fenotipos es la mayor presencia y la localizacion de tejido
adiposo.

La grasa visceral excesiva, caracteristica distintiva de los obesos no metabdlicamente sanos,
predispone al “sindrome metabdlico” asociado con resistencia a la insulina, diabetes, enfermedad
cardiovascular y por supuesto dislipidemia (Figura 3). El otro escenario ocurre en algunos
individuos con un estado metabdlico sano, asociado con una preponderancia de grasa subcutanea,
sensibilidad normal a la insulina, ausencia de diabetes y riesgo reducido de enfermedades
cardiovasculares (Wildman RP, et al 2008). Es posible que los depdsitos subcutaneos, provean un
“albergue” seguro para los lipidos potencialmente toxicos en los individuos obesos, lo cual

mejoraria la salud metabdlica y cardiovascular (Unger, RH y Sherer, PE; 2010).
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Obesos metabdlicamente sanos Obesos no metabdlicamente sanos

Grasa subcutanea> Grasa visceral. Grasavisceral > Grasa subcutanea
Masa muscularincrementada Perdida de masa muscular (sarcopenia)
Hiperinsulinemia Hiperinsulinemia

Sensibilidadnormal alainsulina Diabetes

Concentracion normal de azticar sanguinea. Dislipidemia

Riesgo cardiovascular medio Inflamacion

Alto riesgo cardiovascular
Alto riesgo de cancer

Figura 3. Caracteristicas de los individuos obesos, metabdlicamente sanos y los individuos obesos con alteraciones
metabdlicas. Imagen tomada de: Ahima Ry Lazar MA. (2013) Physiology. The health risk of obesity--better metrics
imperative. Science. Aug 23;341(6148):857.

Genética de la dislipidemia

Las dislipidemias comprenden un grupo de desérdenes heterogéneos, donde dentro de una
poblacién dada, una pequefia proporcidon padece dislipidemia por mutaciones en un solo gen.
Muchos de estos defectos han sido identificados y su descubrimiento ha permitido mejorar el
conocimiento del metabolismo lipidico.

Las formas mas comunes de dislipidemias son de origen multifactorial, donde la interaccion entre
los genes y el ambiente contribuyen a su patogénesis (Khor y Goh, 2010). Los niveles de lipidos en
el plasma, presentan una heredabilidad que varia del 40-60%. Los GWAS (estudios de asociacion
del genoma completo) han identificado mas de 157 regiones génicas asociadas a dislipidemias. Sin
embargo, las variantes detectadas por estudios de asociacidon explican sélo una modesta
proporcion de la heredabilidad, es decir, la fraccidn del total de la varianza en los fenotipos lipidicos
plasmaticos (Tada H, et al., 2014).

Las dislipidemias humanas, causadas por el efecto acumulativo de variantes comunes o
polimorfismos de muchos genes, son entendidas como la consecuencia de un estado de
susceptibilidad genética que es debido a la herencia de multiples alelos de susceptibilidad
(marcados por un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP).

A menudo, la susceptibilidad genética es insuficiente para forzar la expresion de los fenotipos y se
requieren factores adicionales como la dieta, peso alto al nacer o la inactividad fisica para que un

individuo genéticamente susceptible exprese un fenotipo (Kuivenhoven JA y Hegele RA, 2014).
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Estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS)

Estos estudios se basan en el analisis genético de grandes tamafos de muestra que comprenden
casos Yy controles para la genotipificacion de miles de SNP distribuidos por todo el genoma (libre de
hipotesis) por medio de microarreglos de DNA. Los resultados del proyecto HapMap sobre las
frecuencias genotipicas y estructura haplotipica han permitido la seleccion de los “tag” SNPs
(SNPs etiqueta) que permiten capturar la mayor parte de la variabilidad genética comun existente
en el genoma humano (WTCCC Collaborators, 2007).

La lista mas actualizada de loci asociados con niveles plasmaticos de lipidos fue reportada por
Willey et al., la cual anadié 62 loci a los 95 loci reportados en 2010, dando un total de 157 loci
(Global Lipids Genetics Consortium, 2013). El nimero total de sujetos en este metanalisis fue de
190,000 individuos pertenecientes a diferentes grupos étnicos. Interesantemente, 65 de los 157 loci
que fueron descubiertos, mostraron asociacion significativa con los niveles de lipidos, como por
ejemplo, CETP, TRIB1, FADS1, FADS2, FADS3 y APOA1. Por otro lado, 92 loci mostraron
asociacion exclusiva con un solo tipo de lipido, (Kuivenhoven JA y Hegele RA, 2014).

A pesar del poder estadistico y el gran niumero de loci, el efecto del tamafo de los nuevos loci es
muy modesto: los nuevos loci afiadidos a los GWAS solo explican alrededor del 2% de la variacion
en las lipoproteinas plasmaticas, lo cual incrementa a un 15%, sumando los loci previamente
reportados (Kuivenhoven JA y Hegele RA, 2014).

Estas observaciones han llevado a la pregunta general de cémo explicar la heredabilidad faltante o
heredabilidad pérdida (“missing heritability” en inglés) (Manolio et al., 2009). Es posible que este
fendmeno se deba a: la presencia variantes genéticas raras, la utilizacion de modelos de un solo
efecto (marcador) ignorando el resto del genoma, efectos de epistasis y complejidad de rutas
biolégicas, variaciones estructurales en el genoma como las variaciones en el numero de copias
(CNVs del inglés “copy number variation”), falta de informacion familiar, datos colectados
inadecuadamente (genealogias faltantes o definicion de fenotipo no sistematica) y epigenética o

factores de regulacion de la secuencia del genoma (Gonzalez-Recio, O., et al., 2012).

Epigenética de las enfermedades metabdlicas

Ante la evidencia del papel que juegan los factores ambientales en el desarrollo de estas
patologias, en los ultimos afios se estd investigando la importancia de los procesos epigenéticos.
La epigenética se define como aquellas modificaciones heredables que influyen en la expresién de
los genes pero que no dependen directamente de la secuencia del DNA (Cordero P., et al., 2010).

La epigenética es el mecanismo de interaccion entre los factores genéticos y ambientales, como la
alimentacion en las diferentes etapas de vida del individuo, actividad fisica, contaminantes, etc. Su

naturaleza reversible abre la puerta no sélo para comprender, sino también para tratar
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enfermedades de origen poligénico y multifactorial, como son la obesidad, la DT2, sindrome
metabdlico e hipertensién (Benton MC et al., 2015).

Es asi como la epigenética, puede explicar en parte, de la “heredabilidad perdida” de las
enfermedades complejas y porque los efectos en la regulacion, proveen un papel funcional para
algunos de los loci intergénicos asociados con la enfermedad. Se ha sefialado que los mecanismos
epigenéticos son uno de los mediadores principales de la relacion gen-ambiente, por ejemplo la
dieta es un factor que puede modular la metilacion del DNA y se ha reportado que diversos
suplementos, como el acido félico, los polifenoles o la curcumina, pueden modificar el estado de
metilacion de varios genes relacionados a la salud metabdlica, ademas de que también se ha
reportado que las modificaciones en estilos de vida, sobre todo a través de ejercicio y reduccion de
peso, pueden modificar los patrones de metilacion de DNA en tejidos muscular y adiposo.

Por otra parte, se ha asociado la exposicion a estados adversos en etapas tempranas de la vida o
via intrauterina, con la alteracion en la metilacion de DNA y este fendmeno se ha propuesto como
una explicacién a la memoria metabdlica. En un estudio donde se incluyé una cohorte de
holandeses que estuvieron expuestos en etapa uterina a la hambruna del invierno del final de la
segunda guerra mundial, se logré6 documentar un incremento en la incidencia de diabetes,
obesidad y de la relacion de LDL/HDL, comparados con sus hermanos que no estuvieron
expuestos. Aun mas, se ha demostrado que estos individuos presentan alteraciones en la
metilacion de DNA de genes como IGFR, IL10, LEP, ABCA1, GNASAS y MEG3 (Tobi EW, et al.,
2009). Por ofra parte, estudios en roedores han mostrado que la restriccion nutricional materna
puede inducir, en la descendencia e incluso en la segunda generacién, alteraciones en la
metilacion del DNA de las regiones promotoras de varios genes claves en la regulacién metabdlica,
tales como Ppar- a y Lxr (Burdge et al, 2007; van Straten et al., 2010), por otra parte, dieta rica en

grasas ha mostrado alteraciones en metilacion de Dat, Mor y Penk (Vucetic et al., 2010).
Mecanismos epigenéticos

Los principales mecanismos epigenéticos son la metilacién del DNA, modificaciones covalentes
postraduccionales de proteinas histonas y el silenciamiento de genes mediado por RNA. Diferentes

tipos de modificaciones epigenéticas estan estrechamente vinculadas y actian a menudo en una

forma de auto refuerzo en la regulacién de diferentes procesos celulares (Vaissiéri T. et al., 2008).
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Figura 4. Reaccidn en la que se modifica el DNA por metilacion. Las citosinas son convertidas a 5-metilcitosina (5mC) por la DNA
metiltransferasa (DNMT), mediante la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-metionina (SAM), que se convertira a
S-adenosil-homocisteina (SAH). Liyanage VR, et al., (2014).

La metilacion del DNA

La metilacion del DNA es una modificacion epigenética que ejerce su accidon en procesos
biolégicos tales como la impronta génica, reprogramacion y estabilidad, diferenciacion celular,
inactivacion del cromosoma X (XCI), silenciamiento de los transposones, corte y empalme del RNA
y reparacion del DNA (Ndlovu, M.N.; Denis, H., et al 2011; Laurent, L-, et al 2010 y Guo, J.U., et al.,
2011). En eucariontes, la metilacion ocurre en el quinto carbono de la citosina (considerada por
muchos autores como la “Quinta Base”) del dinucleétido CpG. La familia de enzimas conocida
como DNA metiltransferasas (DNMTs) son las responsables de la adicion covalente del grupo
metilo, de las cuales el grupo donador del metilo generalmente es la S-adenosil-metionina (SAM)
(figura 4). La DNMT1 se encuentra tanto en células diferenciadas como en células sin diferenciar y
contribuye al mantenimiento de la metilacion del DNA durante la replicacion celular, cuando ambas
hebras de DNA son separadas y copiadas. La DNMT1 se unen preferencialmente al DNA hemi-
metilado y copia la metilacion del DNA de la hebra parental a la hebra recién replicada (Auclair, G;
Weber, M., 2012 y Dahl, C., et al., 2011). Es por esto que la marcas epigenéticas son heredables,
el modelo clasico de metilacién del DNA, establece a la DNMT1 como la enzima que transfiere los
patrones epigenéticos previamente establecidos de la hebra parental hacia las hebras hijas, por
tanto, la herencia ocurre y subsecuentemente se mantiene (Ehrlich, M.; Lacey, M, et al., 2013) y
cuando la enzima DNMT1 esta ausente en el nucleo celular, ocurre la llamada “desmetilacion
pasiva” (Kohli, R.M.; Zhang, Y., 2013). Las DNMTs de novo son la DNMT3A, DNMT3B y el cofactor
DNMT3L (siglas del inglés DNA methyltransferase-like protein), las cuales metilan el DNA durante
la embriogénesis y en las células diferenciadas y estan altamente expresadas en las células
troncales embrionarias. DNMT3B desempefia un papel esencial para la embriogénesis temprana,
mientras DNMT3A es fundamental en la embriogénesis tardia y se encuentra en las células
diferenciadas. La enzima DNMT3L carece de dominio catalitico y se propone que su participacion
es como cofactor, permitiendo la metilacién de novo por DNMT3A y DNMT3B (Auclair, G.; Weber,

M., 2012). Las enzimas DNMT3A/B se encuentran altamente expresadas en las células somaticas
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mientras que el cofactor DNMT3L no. Esto sugiere que DNMT3L dirige la metilacién de novo, por la
activacion de DNMT3A/B durante la embriogénesis, solo en este periodo DNMT3L se expresa y
entonces DNMT3B estimula a DNMT3A. Una vez estimulada, las enzimas DNMT3A/B se anclan
asi mismas a los nucleosomas con metilacion de DNA, que se dice promueve la estabilidad de la
proteina (Jones, P.A; Liang, G., et al., 2009 y Sharma, S.; et al., 2011).

La hipometilacidon de los nucleosomas no permite el anclaje de DNMT3A/B, este complejo al estar
libre es rapidamente degradado. Se dice que este proceso protege al genoma de la metilaciéon de
novo aleatoria. La unién selectiva del DNMT3A/B sugeriria un rol regulatorio en el mantenimiento
de la metilacion del DNA (Jones, P.A; Liang, G., et al., 2009). La DNMT1 copia los patrones de
metilacion en el rapidamente replicado DNA hemi-metilado. Si esta incompleto, el nucleosoma al
que se anclé el complejo DNMT3A/B sera “corregido”, de esta forma propagando el estado de
metilacion heredable (Sharma, S., et al., 2011).

Se calcula que hay aproximadamente 28 millones de dinucleétidos CpG en el genoma de los
mamiferos, aunque no se distribuyen uniformemente. Tipicamente, el genoma carece de
dinucledtidos CpG excepto por las regiones con la frecuencia esperada de sitios llamados “islas
CpG” (CGls) (Stirzaker C, et al., 2014, Gardiner- Garden y Frommer, M 1987).

Las CGls son secuencias cortas, de 500 a 2000 pb, intercaladas en el DNA genémico enriquecido
por el dinucledtido 5-CpG-3°, el cual es el sustrato para la metilacion por las DNA
metiltransferasas, estos dinucleotidos se caracterizan por un alto contenido de G+C y CpG (Deaton
AM vy Bird A, 2011; Feeltus F et al., 2006). Las islas CpG cubren aproximadamente el 0.7% del
genoma humano, pero contienen un 7% de los dinucledtidos CpG, asi mientras que
aproximadamente el 60 al 90% de todas las secuencias CpG dispersas en el genoma humano
estan metiladas, las islas CpG estan generalmente no metiladas en el tejido normal.
Aproximadamente el 70% de los promotores de los genes estan asociados con una CGI, lo cual
evidencia que las CGIs actuan como promotores y por lo tanto son estructuras reguladoras
importantes donde la metilacion del DNA juega un papel regulador. La mayoria, sino es que todas

las CGls son sitios de iniciacién de la transcripcion (Deaton AM y Bird A, 2011).

Papel de la metilaciéon del DNA en los procesos biolégicos

Entre los ejemplos de estos procesos regulados por metilacion de DNA se incluye la expresion
geénica (activacion transcripcional y represion), mecanismos de maduracién del RNA, organizacion
del genoma, impronta e inactivacién del cromosoma X (XClI).

Los mecanismos por los que la metilacién de DNA regula la expresién génica son: 1) impedimento
directo de la activacion transcripcional; (2) reclutamiento de complejos proteicos represores y (3)
comunicacién cruzada con histonas modificadas postraduccionalmente. Estos mecanismos
obtienen mayor complejidad porque involucran el incremento de una mayor compactacion del
nucleosoma, la prevencion de la union de factores de trascripcion, reclutamiento de proteinas con
union a grupos metilo (MBPs), y prevencion de la union de complejos remodeladores de la

cromatina.
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Represion transcripcional directa por 5mC

La metilacion del DNA (5mC) en las regiones promotores de los genes pueden resultar en
represion transcripcional por medio de la prevencién de la unién de factores de transcripcion,
debido a impedimento estérico y una incrementada compactacion de la cromatina. Muchos sitios
de union de factores de transcripcion albergan CpGs dentro de ellos (por ejemplo, CREB/ATF,
E2F, c-MYC and NF- kB) y la metilacién de estos sitios CpGs oculta sus sitios de unién (Baron, B.,
2012).

Se ha demostrado que existe una correlacion entre la metilacion del DNA y la dinamica del
nucleosoma. La metilacién del DNA influye en muchos aspectos de la dinamica del nucleosoma,
incluyendo el posicionamiento del nucleosoma, estabilidad y estructura (Collings, C.K, et al., 2013).
El DNA nucleosomal esta metilado en una periodicidad de 10 bp. La metilacion en el DNA
nucleosomal es mas alta que en el DNA que lo rodea, por lo tanto, el posicionamiento del
nucleosoma influye en la metilaciéon de las secuencias del DNA flanqueante (Chodavarapu, R.K., et
al 2010). En el caso de la estructura del nucleosoma, en incremento en la metilacién permite una
mayor compactacion del DNA que rodea el nucleosoma (Lee, J.Y.; Lee, T.H., 2012). La metilacién
del DNA permite compactar y volver mas rigido al nucleosoma, lo que conlleva a volver la
cromatina mas compacta (Choy, J.S., et al., 2010).

Por estas razones, el tratamiento con agentes desmetiladores del DNA o inhibidores de la
metilacion tales como 5-aza-2’-deoxicitidina (Decitabina), 5-azacitidina y Zebularina da como
resultado una cromatina mas abierta, lo cual permite una mayor actividad transcripcional (Yang, X.,
etal., 2012).

Reclutamiento de complejos de proteinas

El reclutamiento de complejos de proteinas de unién al DNA, incluyendo MBPs (proteina de
union a DNA metilado), complejos co-represores y factores remodeladores de la cromatina, es un
mecanismo bien conocido para la represion génica mediada por metilacion del DNA. Una vez
reclutadas a la cromatina, estos complejos proteicos son capaces de mediar la represiéon génica
independiente o en concierto con histonas modificadas postraduccionalmente. El reclutamiento de
las MBPs, tales como MeCP2 y otras proteinas, las cuales contienen MBD (dominio de uni6n a
metil-CpG), es un mecanismo bien establecido de la represion transcripcional o silcenciamiento por
metilacion del DNA (Zachariah, R.M.; Rastegar, M, 2012). Las MBPs pueden reclutar complejos co-
represores, los cuales contienen proteinas represoras tales como HDACs y SIN3 (Hashimoto, H et
al, 2012).
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Comunicacidén cruzada con histonas modificadas postraduccionalmente

La comunicacién cruzada entre la metilacion del DNA vy las histonas modificadas por procesos
postraduccionales puede ocurrir de dos maneras. Primero, la metilacion del DNA establecida por
las DNMTs permite el reclutamiento de MBPs y otras proteinas regulatorias transcripcionales.
Estas proteinas pueden reclutar a los “escritores” de histonas modificadas postraduccionalmente
seguido por el reclutamiento de “los lectores” y/o “borradores”. Después, las histonas modificadas
postraduccionalmente pueden reclutar escritores metiladores (tales como la DNMTS) para
establecer la metilacion del DNA (Liyanage, V.R.B., et al 2012).

Metilacion de DNA y ambiente

Un hecho de extraordinaria importancia en relacion con las marcas epigenéticas es que, al
contrario que los polimorfismos genéticos, no son permanentes. Asi, diversos factores ambientales,
como el estrés, la dieta o el ejercicio fisico, y otros relacionados con la obesidad, como la
hiperglucemia, el estrés oxidativo, la hipoxia o la inflamacion, modulan los cambios epigenéticos y
contribuyen a su plasticidad a lo largo de la vida. Finalmente, otros factores originados por la
actividad humana, como algunos metales pesados, pesticidas y quimicos ambientales, también

parecen actuar a través de procesos epigenéticos (Berger, NA, 2014).

Metilaciéon de DNA y obesidad

Estudios recientes muestran que las dietas ricas en grasa y azucar, asi como la obesidad, se
asocian con cambios en los patrones de metilacién del DNA que afecta a la regién promotora de
distintos genes implicados en la homeostasis energética en higado, como la acido graso sintasa
(FASN) y NDUFB618 (Lomba A, et al., 2010).

No sélo la ganancia de peso puede estar influenciada por factores epigenéticos, también la pérdida
de peso Y la restriccion energética implican cambios en las marcas epigenéticas, como
demostraron Bouchard y colaboradores (Bouchard L, et al., 2010).

En el caso de la obesidad, se han descrito patrones especificos epigenéticos y se sabe que estos
patrones pueden establecerse durante etapas tempranas del desarrollo y programar el riesgo de la
obesidad y sus comorbilidades durante la vida adulta. Ademas, estudios recientes muestran que
los perfiles de metilacion del DNA son remodelados después de tratamiento de pérdida de peso
(Cordero P, Li J, Oben JA., 2015).

Antecedentes

Diversos procedimientos han demostrado que inducir una pérdida significativa de peso a largo
plazo tiene un gran impacto, tanto en el control de las comorbilidades como en la mejoria de la
calidad de vida y se ha documentado que la pérdida de entre 5y 10% del peso corporal, resulta en
mejoria importante tanto del riesgo de muerte como de las comorbilidades (L6pez,

Federico y Herrera, Miguel F. 2008). La cirugia bariatrica ha mostrado ser el método mas efectivo
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para el tratamiento de la obesidad extrema. El impacto de la cirugia bariatrica sobre las
comorbilidades ha sido ampliamente estudiado [Lépez, Federico y Herrera, Miguel F. (2008)].
Estrictamente, el término “cirugia bariatrica” es aplicado a todos los procedimientos quirurgicos
cuyo blanco sea reducir el exceso de peso (Fried, M. et al., 2014). Se ha reportado que las
anormalidades en los lipidos sanguineos también pueden mejorar por efecto de la cirugia
bariatrica. La dislipidemia, en general mejora en el 85% de los individuos intervenidos
quirargicamente para reducir su IMC y resultados de mejoria sobre el 95% se han observado con
las técnicas malabsortivas. Con estos procedimientos se ha reportado que existe una disminucién
del CT, TG, colesterol LDL y un aumento del colesterol HDL (Papapietro, K., 2012).

En un estudio donde se evalud la metilacion del DNA en el musculo esquelético proveniente de
pacientes obesos antes y después de la cirugia bariatrica, la obesidad se encontrd asociada con la
expresion alterada de un subconjunto de genes relacionados a procesos metabdlicos y funcion
mitocondrial. Después de la pérdida de peso, la expresion de la mayoria de estos genes se
normalizaron y alcanzaron niveles observados en individuos sanos con peso normal. Usando
secuenciacion por bisulfito, demostraron que la metilacion del promotor de los genes PGC-1a y
PDK4 alterada, es restaurada a niveles normales después de la cirugia bariatrica (Barres R, et al.,
2013).

En otro estudio, realizado por Benton y colaboradores en el 2015, analizaron la metilacion del DNA
en tejido adiposo obtenido de mujeres obesas antes y después de la cirugia bariatrica y pérdida
significativa de peso. En total, se analizaron 485,577 sitios CpG, antes y después de la pérdida de
peso, en tejido adiposo subcutaneo y el tejido adiposo visceral. Un andlisis pareado revelo
diferencias significativas en la metilacion de DNA, en el tejido visceral y tejido adiposo subcutaneo.
La mayoria de los CpGs son hipermetilados antes de la pérdida de peso y se observa un
incremento en la metilacion en la region 3'UTR y los cuerpos de los genes asociados a las regiones
de los promotores. La diferenciacion de la metilacion es encontrada dentro de genes asociados con
la obesidad, regulaciéon epigenética y desarrollo, como son CETP, FOXP2, HDAC4, DNMT3B,
KCNQ1 y HOX. Por otra parte, se identificd una correlacion entre los cambios en la metilacién y los
niveles séricos de glucosa en ayuno, estos cambios ocurrieron en los genes HDAC4, SLC37A3 y
DENND1C en el tejido adiposo subcutaneo (Benton MC., et al., 2015).

Se ha comenzado evaluar la relacion que existe entre el estado de metilacién de algunos genes
con los perfiles lipidicos, como es el caso de ABCA1, cuyo estado de metilacién correlaciona con
las concentraciones séricas de HDL (Guay SP et al., 2012). Sin embargo, aunque se ha evaluado
la participacion de la metilacion del DNA en el riesgo a desarrollar dislipidemias, la informacion adn
es escasa, por lo que es necesario conocer mas profundamente la participacion de la regulacién
epigenética de una mayor cantidad de genes en el desarrollo de las dislipidemias. Mas aun,
aunque se ha reportado que las anormalidades en los lipidos sanguineos pueden mejorar por
efecto de la cirugia bariatrica (figura 5), no existe informacion sobre la relacion entre la
remodelacion de la metilaciéon de DNA por la pérdida de peso y la mejoria clinica de los pacientes
después de cirugia bariatrica. En el presente proyecto se analizaran los patrones de metilacion que

correlacionan con los niveles séricos de lipidos en pacientes obesos que son sometidos a cirugia
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bariadtrica, para identificar las marcas epigenéticas que puedan ser utilizadas como predictores
tempranos de riesgo metabolico, y desarrollar tratamientos farmacoldgicos o relacionados con la

dieta y el estilo de vida que sean capaces de retrasar dichos cambios epigenéticos e incluso de

revertirlos.
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Figura 5. Principales efectos de la cirugia bariatrica en la pérdida de peso y en algunas de las comorbilidades. Imagen
tomada y modificada de Fried, M. et al. (2014) Interdisciplinary European guidelines on metabolic and bariatric
surgery. Obes. Surg. 24:3.

Justificacion

Los cambios en el estilo de vida, caracterizados por un aumento en el consumo de hidratos de
carbono simples, grasas y una reduccion de la actividad fisica, han dado como resultado un
incremento en los indices de enfermedades metabdlicas. Aunado a esto, existen factores genéticos
que incrementan el riesgo de obesidad y sus comorbilidades, como las dislipidemias, aunque hasta
el momento, estos factores sélo explican una proporcidon muy baja de la variabilidad clinica que
presentan los pacientes. Recientemente, se ha descrito a los factores epigenéticos como un punto
de interaccion entre los factores ambientales y genéticos; de hecho se ha demostrado una
correlaciéon entre las marcas epigenéticas, sobre todo metilacion de DNA, y el estilo de vida.
Ademas, actualmente se ha descrito que estas marcas epigenéticas pueden modificarse mediante
intervenciones que mejoran la salud metabdlica, sobre todo mediante la reducciéon de peso. Por
otra parte, la cirugia bariatrica ha mostrado ser una solucién en la mejoria de salud de los
individuos con obesidad mérbida donde otras estrategias han fracasado, diversos reportes han
demostrado que hay mejoria de diversos parametros clinicos, entre ellos los niveles de lipidos

séricos, aunque aun no se conoce el papel que juega la remodelacion epigenética en este
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fenémeno, por lo que es importante conocer los perfiles de metilacion de un grupo de los individuos
antes y después de la cirugia y la correlacion que tiene con la disminucion de peso y los cambios
que ocurren en los distintos parametros bioquimicos. Esto, sin duda, permitira contribuir al
conocimiento de los perfiles de metilacion de los genes involucrados en las diversas enfermedades
metabdlicas, sobre todo aquellas relacionadas a la dislipidemia, lo que llevara a una mejor
comprension de la etiopatogenia de estas enfermedades metabdlicas y permitira mejorar los

planes de intervencion en estos pacientes.

Objetivo general
Identificar los genes que sufren remodelacion del estado de metilacion relacionado con

dislipidemias en pacientes con pérdida de peso por cirugia bariatrica.

Objetivos particulares

» Determinar si los perfiles de lipidos mejoran después de la cirugia bariatrica en pacientes
obesos.

» lIdentificar los patrones de metilacion relacionados con dislipidemia en pacientes obesos.

» lIdentificar si existe correlacion entre la remodelacion de los patrones de metilacién y la
mejoria de perfiles de lipidos en pacientes obesos, después de 6 meses de cirugia
bariatrica.

» Identificar los genes que remodelan sus patrones de metilacion y conocer las vias

implicadas en la dislipidemia en pacientes obesos.

Metodologia

Estrategia experimental

Se trata de un estudio prospectivo, comparativo, no randomizado realizado en pacientes sometidos
a cirugia bariatrica para manejo de obesidad.

En este estudio se incluyeron 24 pacientes del sexo femenino, mayores de 18 afios, seleccionadas
para cirugia bariatrica por obesidad maérbida (IMC 240 kg/mz) o por obesidad tipo Il (IMC 235
kg/mz) asociada a comorbilidades. Los pacientes fueron seleccionados después de 6 meses de
intervencioén en su estilo de vida, en la Clinica Integral de Cirugia y Enfermedades Metabdlicas del
Hospital General de Tlahuac de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México.

Los pacientes fueron divididos en diabéticos y no diabéticos, pareados por edad e IMC al momento
de la cirugia. De cada paciente se tomaron dos biopsias de tejido adiposo subcutaneo
periumbilical, una durante la cirugia y otra 6 meses después. Se tomd6 una muestra de 5 mL de
sangre para conocer los parametros bioquimicos de los pacientes. Para cada uno de los
parametros bioquimicos de dislipidemias se obtuvieron los valores séricos, el dia de la cirugia y 6
meses después y se correlacionaron con el cambio en el valor de metilacion del genoma completo
(microarreglos 450k). La correlacién se realizé a través de prueba de Pearson, se obtuvo una lista

de genes con sitios CpG que tuvieron correlaciones de Pearson con r 2+0.6; r<-0.6 y P<0.050.
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Caracteristicas de la poblaciéon de estudio:

Criterios de inclusion
Pacientes femeninas, mexicanas mayores de 18 afios con obesidad tipo Il y Il con y sin
diagndstico clinico de diabetes, que cuenten con historia clinica completa que incluya datos

demograficos antropométricos y clinicos, asi como los analisis de laboratorio.

Aspectos Eticos
Este proyecto fue aprobado por los Comités de Investigacion y Etica del INMEGEN vy de la
Secretaria de Salud de la Ciudad de México y todos los participantes firmaron un consentimiento

informado.

Definiciones operacionales:

1) Obesidad tipo Il y Il (indice de masa corporal, IMC =235 Kg/mz),
2) Diabéticos (glucosa en ayuno >125mg/dl) y

3) No diabéticos (glucosa en ayuno <100 mg/dl)

Obtencién de muestras

De los 24 individuos se obtuvieron dos tipos de muestras antes y 6 meses después de la cirugia:

1) 20 gr de tejido adiposo subcutaneo, que se extrajo durante el procedimiento quirdrgico. Una
proporcién del tejido fue colocado inmediatamente en una solucion de RNAlater (Ambion) para
preservar la integridad de los acidos nucleicos e inmediatamente fueron congelados y
almacenados a -70°C.

2) 25 mL de sangre periférica utilizando diferentes anticoagulantes para los estudios bioquimicos

de laboratorio.

Estudios bioquimicos

Con las muestras obtenidas se construyd una “seroteca” para estudios posteriores. Se les realizd
12 determinaciones bioquimicas en suero (glucosa, hemoglobina glucosilada [HbA1c], insulina,
urea, creatinina, acido urico, colesterol total, TG, colesterol HDL, colesterol LDL, apolipoproteina
A1, apolipoproteina B). Utilizando el analizador Alere Cholestech LDX®

Extraccion de DNA

El DNA fue extraido de aproximadamente 100 mg de tejido adiposo subcutaneo. La extraccion de
DNA del tejido adiposo se realizé utilizando el QlIAamp® DNA Mini Kit, siguiendo el protocolo
establecido por el proveedor (QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook 02/2015). La
cuantificacion del DNA se realiz6 en un espectrofotometro y la integridad se verificé por

electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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Microarreglos de metilaciéon

La conversion de bisulfito del DNA gendémico se realizé con el kit EZ DNA methylation (Zymo
Research) siguiendo las recomendaciones para el ensayo lllumina Infinium. Las muestras de DNA
convertida con bisulfito se colocaron en placas de 96 columnas para la desulfonaciéon y
purificacion. EI DNA gendmico convertido con bisulfito fue analizado usando el microarreglo
Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit de lllumina. El array cubre mas de 480,000 sitios CpG
cubriendo 99% de los genes RefSeq humanos a una resolucion de un nucleétido. El procesamiento
de los microarreglos y el analisis de datos se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante. La adquisiciéon y procesamiento de imagenes se realizd en un scanner lllumina iScan.
Los datos se obtuvieron usando el software Bead Studio v3.0. Los valores de metilacién para cada
locus CpG se expres6 como un valor beta (B), representando una continua medicién de 0

(completamente desmetilado) a 1 (completamente metilado).

Analisis de datos y enriquecimiento de vias

Todos los analisis de datos de los microarreglos fueron realizados usando el programa R version
3.2.2. Para el analisis de enriquecimiento se utilizd6 el servidor online DAVID Bioinformatics
Resources 6.7. Después de haber identificado los grupos de genes que sufrieron cambios en sus
patrones de metilacidon que estuvieron asociados a los parametros clinicos, se analizé el
comportamiento global de los datos, se exportaron los identificadores de los genes pertenecientes
de los diferentes grupos encontrados, los grupos de genes a partir de cada parametro clinico.
Mediante términos de la ontologia GO (Gene Ontology) se explord si los genes de un grupo estan
enriquecidos en términos GO correspondientes a ciertos procesos bioldgicos, en relaciéon a los

genes que sufrieron cambio en los patrones de metilacion respecto a todo el genoma.

Resultados

Efecto de la cirugia bariatrica sobre los diferentes parametros bioquimicos en las pacientes
obesas.

Para conocer el efecto de la cirugia bariatrica sobre los niveles séricos de los lipidos y glucémicos
de las 24 pacientes incluidas en este estudio, se compararon los valores obtenidos el dia de la
cirugia (tiempo 0) con aquellos obtenidos 6 meses después (Tabla 1). Estos datos se obtuvieron de
los expedientes clinicos de las pacientes y de las muestras de sangre que fueron proporcionadas
por el hospital.

La edad media del grupo de pacientes fue de 4146 afos. Al tiempo 0 todas las pacientes mostraron
parametros bioquimicos alterados, sin embargo, las 24 pacientes disminuyeron significativamente
su IMC 6 meses después de la cirugia y paralelamente presentaron una mejoria en todos los
parametros bioquimicos, aunque en algunas pacientes los parametros cémo colesterol HDL,

colesterol LDL y HbA1c permanecieron alterados (tabla 3). EI IMC promedio de las pacientes antes
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de la cirugia fue de 38.9+3.9 kg/mz, mientras que éste fue de 30+3.8 kg/mz, 6 meses después de la
intervencién quirurgica.

Tabla 3. Resumen de los cambios en los parametros clinicos, comparando t0
(dia quirargico) con t6 (6 meses después de la operacion).

Datos clinicos y antropométricos de las pacientes en el presente estudio (n= 24)
Individuos con
parametros
Parametros t0 Individuos con parametros alterados t6 alterados
IMC (Kg/mz) 38.943.9 30+3.8
Glucosa
(mg/dL) 170+31 3 84.716 0
Hb1Ac (%) 5.4+0.3 4 5.310.3 2
Colesterol T.
(mg/dL) 170+31 4 156+22 0
TG (mg/dL) 131.6+50 6 93+25 0
LDL (mg/dL) | 111+27 12 93+19 7
HDL (mg/dL) | 40.5t6 21 50+7 14

***Se presenta los promedios calculados a partir de los 24 pacientes con la desviacion estandar. Esta marcado con rojo el
numero de individuos con algun parametro asociado a dislipidemia.

Para determinar si la presencia de DT2 en las pacientes sometidas a cirugia bariatrica tenia alguna
influencia en la mejoria de los parametros bioquimicos, estos se compararon entre los grupos de
pacientes obesas con diabetes (OBD) y pacientes obesas no diabéticas (OBND), antes (t0) y
después de la cirugia (t6). Los individuos OBND mostraron una mayor mejoria que las pacientes
OBD. Las HDL y el IMC son los parametros que muestran mayor diferencia entre las pacientes
OBD y OBDN, antes y 6 meses después de la cirugia.

Tabla 4. Datos clinicos y antropométricos de las pacientes en el presente estudio. Las 24 pacientes
obesas, se muestran por separado, 12 obesas que fueron diagnosticadas con diabetes y 12
obesas no lo fueron

Rasgo OBD OBDN
TO T6 Valor de TO T6 Valor de
P P

IMC (kg/m?) 38.5+4 29+4 0.01 39+4 30+4.5 0.01
Glucosa (mg/dL) 94+39 856 1.00 84+10 856 1.00
Hb1Ac (%) 5.5+0.3 5.4+0.4 1.00 5.4+0.3 5.2+0.2 1.00
Colesterol Total 16932 157124 0.34 170 £30 156+21.5 0.14
(mg/dL)
Trigliceridos 128+37.5 95+21 0.01 13562 91+30 0.01
(mg/dL)
LDL (mg/dL) 108126 93+19 0.02 115429 92+20 0.02
HDL (mg/dL) 41+7.6 49+8.5 0.01 405 50.311£5.75 0.01
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El andlisis del tipo de dislipidemia mostré6 una mayor frecuencia de hipertrigliceridemia e

hipoalfalipoproteinemia (Tabla 5), en concordancia con lo reportado en la literatura. Entre los

pacientes OBD se encontraron 8 (66%) pacientes que no alcanzaron los parametros normales de

Colesterol-HDL después de la cirugia, mientras que entre los pacientes OBND se encontraron sélo

6 (50%).
Tabla 5. Tipos de dislipidemias encontradas en las 24 pacientes obesas
Tipo de Hipercolesterolemia Hipertrigliceridemia = Hipoalfalipoproteinemia
dislipidemia
Condicién T0 T6 T0 T6 T0 T6
OBND 0 12
OBD 2 0 9

Para determinar si el efecto de la cirugia después de 6 meses en pacientes obesas es

estadisticamente significativo, se realizaron pruebas estadisticas no paramétricas de Wilcoxon y se

determiné el valor de p, comparando los valores de los parametros bioquimicos y de IMC entre el

TO y el T6. Los resultados se muestran en las graficas de boxplot de las figuras 6 y 7. Los cambios

fueron significativos en todos los parametros, excepto para los niveles de CT, esto ocurrié tanto en

las pacientes OBD como OBND.
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Correlacion entre niveles de metilaciéon y parametros clinicos

Los niveles de metilacion del tejido adiposo subcutdaneo de cada paciente fueron obtenidos con
microarreglos 450K de lllumina y expresados como niveles beta. Cada uno de los parametros
bioquimicos de dislipidemias obtenidos el dia de la cirugia y 6 meses después se correlaciond con
el cambio en el valor de metilacién del genoma completo a través de prueba de Pearson. Se
obtuvieron listas de genes con sitios CpG que tuvieron correlaciones con r 2+0.6; r<-0.6 y P<0.05.
Se puede apreciar que el parametro en el cual un mayor numero de genes sufri6 cambios en la

metilacion fue el colesterol HDL y el que menos presentd estos cambios fueron los TG (Tabla 6).

Tabla 6. Remodelacién de los sitios CpG y nimero de genes en los que ocurre.

Parametro No. de sitios CpG No. de
remodelados Genes

Colesterol 78 54

HDL 837 606

LDL 114 91

TG 51 38
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Una vez identificados los genes cuyo estado de metilacion sufri6 una remodelacién que
correlaciona con los cambios en los parametros clinicos, se investigaron los genes que se
compartieron entre los distintos parametros. En los diagramas de Venn de la figura 8, se observa
que la remodelacion de la metilacion de algunos genes fue comun para los parametros asociados a
dislipidemias entre si y la disminucién del IMC. Asi, por ejemplo el gen NFIX sufri6 remodelacion de
la metilacién después de la cirugia y correlacioné con la mejoria de los niveles séricos tanto de
colesterol HDL como de CT, IMC vy colesterol LDL; mientras que los genes ZFYVE28 y EMILIN3
con los de TG, CT y colesterol LDL, los genes SLCO2B1, DBNDD1, AIFM3, GDF1, SLFN14,
NUPR1, MFSD2A, LY6H, PRSS36 y FOX0O3 con LDL y CT, el gen NR5A2 con colesterol HDL y
colesterol LDL, los genes KIAA1671 con colesterol HDL y CT y el gen ATL1 con CT y TG (Fig. 8a).
Si se toman en consideracion los genes cuya remodelacion de la metilacién fue comun entre la
disminucién del IMC vy los parametros asociados a dislipidemias, el nimero de genes incrementa
de manera importante. En la figura 8b se observa el nUumero de genes cuya remodelacién de la
metilacion después de la cirugia fue comun entre el IMC vy las diferentes dislipidemias. Por otra
parte, se muestra el numero de genes cuyo cambio en la metilacion no estuvo relacionado

directamente con la reduccién de peso.

Figura 8. Genes con correlacion entre metilacion y parametros clinicos

a)
b)

HDL TG

Colesterol

Figura 8. A) Remodelacién de la metilacién de algunos genes fue comun para los pardmetros asociados a dislipidemias
entre si, donde HDL comparte mas genes. B) Introduciendo IMC, en este pardmetro se encuentran mas genes en comun
que sufrieron cambios en sus patrones de metilacion, como es el caso de NFIX que de manera interesante se comparte con
cuatro de los cinco parametros (Colesterol, HDL, IMC y LDL).

Posteriormente, para conocer los procesos biolégicos (vias de sefalizacién, rutas metabdlicas y
enfermedades) relacionados con el conjunto de genes cuya metilacion se altera en las
dislipidemias, se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento ontoldgico-funcional utilizando el

servidor en linea DAVID Database.
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En el caso del CT, se encontré que el conjunto de genes asociados se encontraban relacionados
con diferentes procesos, como muerte celular programada y regulaciéon negativa de procesos

biosintéticos, entre otros (Tabla 7).

Tabla 7. Enriquecimiento ontoldgico-funcional de genes con alteracion de la metilacion asociada a cambios en la
concentracion de colesterol

Término Valor de Genes involucrados
P
Regulacién positiva y muerte celular 0.01 CDKN1A, ABR, AIFM3, NUPR1, AKAP13
programada , FOX03, VAV2
Regulacién de la via de seializacion de Rho 0.03 ABR, AKAP13, VAV2
Regulacién negativa de la biosintesis de 0.05 NR1H2, AES, TRIM33, GATAD2A, CUX2

macromoléculas

La HDL correlaciona con la metilacién alterada de genes implicados en vias relacionadas con
adhesion focal, sefializacion de TGFR, senalizaciéon de WNT, interaccién de receptores y matriz

extracelular y desarrollo del cancer (tabla 8).

Tabla 8. Enriquecimiento ontoldgico-funcional de genes cuya remodelacion de sus patrones de metilacion se asociaron a
cambios en la concentracion de HDL

Termino Valor de p Genes involucrados

Adhesion focal 0.01 EGFR, LAMB4, FLT1, FLT4, ITGB7, VEGFA,
COLG6A3,
COL3A1, COL1A2, PIP5K1C, MYLK2, LAMC?2,
COL1A1,
RAPGEF1, COL5A1, PARVA

Via de sefalizacion de TGFR 0.01 INHBE, GDF6, PPP2CA, CREBBP, TGFB3,
SMAD3, RPS6KB2, SMURF2, DCN

Via de sefnalizacion de WNT 0.01 CSNK1A1, TBL1XR1, WNT7B, CHD8, NKD1,
CTBP2,
PPP2CA, CREBBP, SMAD3, LEF1, DAAM2, FZD7

Interacciones de receptores de matriz 0.01 LAMB4, ITGB7, COL6A3, COL3A1, COL1A2,

extracelular LAMC2, COL1A1, COL5A1

Vias que participan en el desarrollo del 0.01 EGFR, CTBP2, CREBBP, TGFB3, SMAD3, LEF1,

cancer GLI2, FZD7, CDK2, LAMB4, WNT7B, RASSFS5,
ETS1,

VEGFA, TGFA, LAMC2, FGF2

Las vias que se encontraron relacionadas a los genes con cambios en los patrones de metilacion

asociados a LDL fueron aquellas implicadas en la regulacion de la comunicacion celular,
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regulacion de la transcripcion, regulacion de la expresion génica, biosintesis de lipidos y biosintesis

de macromoléculas (Tabla 9).

Tabla 9. Enriquecimiento ontoldgico-funcional de genes cuya remodelacion de sus patrones de metilacion se asociaron a
cambios en la concentracion de LDL

Termino Valor de P Genes involucrados

Regulacion negativa de la comunicacion celular 0.02 KCNQ4, ACHE, SMAD7, ZFYVEZ2S,
CYP26B1, DGKZ, TRIB1

Regulacion positiva de la transcripcion 0.02 BARX2, NCOA4, MAML2, TEAD3,

dependiente de DNA MAMLS3, FOX03, NR5A2, PBX2, TLX1

Transcripcion 0.02 NACC1, SMAD7, MAML2, ESR1,
NR3C2, NFIX, BANP, TEAD3, FOXO3,
CBFA2T3, ZNF16, BARX2, OLIG3, NCOA4,
POU2F2, MAML3, NR5A2, PBX2, NCOR2

Regulacion positiva de 0.01  BARX2, NCOA4, MAML2, TEAD3, MAMLS3,

compuestos de la sintesis FOXO03, NR5A2, PBX2, TLX1

compuestos nitrogenados

Procesos biosintéticos de 0.04 CYB5R1, GDF1, PTGS1, PIGV, ELOVL6

lipidos

Proliferacién celular 0.02 PRKD1, ACHE, S100B, PGF, CBFA2T3,
OCA2, LRPAP1

Regulacion positiva de 0.02 BARX2, NCOA4, MAML2, TEADS,

procesos biosintéticos

MAML3, FOX03, NR5A2, PBX2, TLX1

Por ultimo, en los TG las vias encontradas se encuentran implicadas en el transporte de iones y

aminoacidos, proliferacion de células T, regulacion de procesos metabdlicos que implican al fosfato

(Tabla 10).

Tabla 10. Enriquecimiento ontolégico-funcional de genes cuya remodelacion de sus patrones de metilacion se asociaron a
cambios en la concentracion de TG

Termino

Transporte de iones
Transporte de L-aminoacidos

Proliferacion de células T

Regulacion de la fosforilacion

Regulacién de procesos metabdlicos que
involucran fosfato

Valor de P Genes

0.01 IBTK, SLC11A1, CACNA1H,
CACNA1C

0.04 SLC11A1, SLC43A1

0.05 SLC11A1, CD86

0.05 IBTK, SLC11A1, PRKAR1B,
ZFYVE28

0.05 IBTK, SLC11A1, PRKAR1B,
ZFYVE28
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De las listas de genes, se seleccionaron aquellos con las mejores correlaciones de Pearson, para
establecer la relacion entre el valor Beta (valor continuo de 0 a 1, donde 1 sera totalmente metilado
y 0 no metilado) y los niveles séricos de los parametros de dislipidemia en cada uno de los
pacientes, en los dos tiempos (TO y T6) en los que se tomé la muestra. En la figura 9 se muestran
los genes cuya remodelacién de la metilacion presentd la mayor correlacién con la concentracion

de los niveles séricos de lipidos, después de 6 meses de cirugia bariatrica.
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WNT10B, ADAMS8, LPCAT1, ABCA6, APOE, PLTP, FOX03, CDH1y CAPNS5 fueron algunos de los
genes cuya alteracion de sus patrones de metilacion y su remodelacion después de la cirugia
bariatrica correlaciond con los niveles séricos de lipidos. El grafico describe una correlacion
negativa entre los niveles de CT y los valores beta de los genes WNT10B y ADAMS, es decir, que
a menor metilacion seran mayores los valores de CT y viceversa. Asi, en el grupo de pacientes que
no han sido operadas y presentan altos niveles séricos de CT, estos genes se encontraron
hipometilados, mientras que en las pacientes intervenidas quirirgicamente y cuyos niveles de CT

disminuyeron, estos genes mostraron una hipermetilacion.

La correlacion del valor beta de metilaciéon de los genes LPCAT1, ABCA6 y APOE y los niveles de
colesterol HDL también fue negativa. Lo que se observa en el grafico es que existe una
disminucién en la concentracién de colesterol HDL a mayor metilacién de estos genes. Las
pacientes en el tiempo O presentan mayor metilacion y menores niveles de colesterol HDL,
mientras que las pacientes intervenidas quirirgicamente presentan una menor metilacion de estos
genes y mejoran (incrementan) sus niveles de colesterol HDL. Por otra parte, los genes PLTP y
FOXO3 se encontraron hipometilados en el grupo de pacientes sin cirugia y con niveles séricos
elevados de colesterol LDL. Se observé una correlacion negativa entre la concentracion de
colesterol LDL y el valor de Beta. Es decir, estos genes se encuentran hipometilados en las
pacientes que aun no han sido operadas, e hipermetilados en las pacientes que ya fueron
operadas, donde la gran mayoria mejoran, reduciéndose la concentracion de colesterol LDL en

suero.

En el mismo sentido, antes de la cirugia se encontré una correlacion de la hipometilacion del gen
CDH1 con niveles elevados de TG en suero, la cual fue remodelada con los niveles de TG 6
meses después de la cirugia bariatrica. Después de la cirugia se observé una mejoria total de la
hipertrigliceridemia en todas las pacientes, encontrando sus niveles de TG por debajo de 150
mg/dL. De manera interesante, a diferencia de todos los ejemplos mencionados arriba, la
metilacion del gen que codifica para la calpaina 5 (CAPNS5), correlacioné directamente con los
niveles de TG, es decir, antes de la cirugia se encontré una correlaciéon de la hipermetilacién del
gen con la presencia de hipertrigliceridemia, mientras que después de la cirugia observé una

menor metilacion y los niveles de TG se normalizaron.

Discusion

La obesidad se encuentra estrechamente relacionada con complicaciones metabdlicas, incluyendo
la resistencia a la insulina, la DT2 y las dislipidemias. Numerosos estudios epidemioldgicos han
demostrado una correlacion directa entre el incremento del IMC y la alteraciéon en los niveles de
glucosa, colesterol total, colesterol LDL, TG y colesterol HDL (Denke MA, et al., 1993 y Nieves DJ
et al., 2003). De hecho, varios estudios han analizado los cambios en los niveles de glucosa y de

las subfracciones lipidicas después de la cirugia bariatrica y la mayoria de ellos reportan una
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inmediata remision de la hiperglucemia y la hiperlipidemia, como el estudio realizado por el grupo
de Garcia, en el 2012, donde el seguimiento de 128 pacientes sometidos a cirugia bariatrica (by
pass gastrico), muestra reduccion del colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos y aumento en
colesterol HDL (Garcia-Marirrodriga, et al., 2012).

A través de estudios de asociacion en todo el genoma (GWAS), se han identificado una serie de
genes de susceptibilidad para la obesidad y las alteraciones metabdlicas relacionadas, sin
embargo, todos ellos explican solamente una proporcién pequefia de la heredabilidad de estos
fenotipos y la mayor parte de los genes responsables ain permanecen desconocidos.

La adaptacion metabdlica a la adiposidad se encuentra acompafiada de cambios importantes en la
expresion génica, por lo que las modificaciones epigenéticas, como la metilaciéon del DNA vy las
modificaciones de histonas, son fuertes candidatos para explicar la variabilidad de las alteraciones
metabdlicas de la obesidad. La metilacion del DNA ha sido tradicionalmente relacionada con la
represion de la expresion de los genes y aunque las alteraciones en la metilacion del DNA de tejido
adiposo se han relacionado con el incremento del IMC y la DT2, su relaciéon con las dislipidemias
aun no se encuentra explorada del todo. Generalmente, el analisis de las diferencias en la
metilacion del DNA en los tejido resulta complicada, ya que ésta es tejido especifica y es
dependiente del género, de la edad y hasta del medio ambiente, por lo que puede diferir ain entre
el mismo tejido si proviene de diferente individuo. Para disminuir el efecto de la variabilidad en los
patrones de la metilacidon en pacientes obesas y correlacionarlo con los parametros bioquimicos,
en este trabajo se tomaron muestras de tejido adiposo subcutaneo de pacientes obesas
femeninas, antes y seis meses después de la cirugia bariatrica y se analizé la correlaciéon de la
remodelacion de la metilacion con los niveles de los parametros lipémicos y glucémicos. Asi, en
este trabajo se muestra el analisis del metiloma de tejido adiposo antes y 6 meses después de
cirugia bariatrica en pacientes femeninas mexicanas. Los resultados mostrados aqui ayudaran a
profundizar sobre los mecanismos relacionados con la dislipidemia en pacientes obesas.

En el presente estudio, se muestra el efecto de la cirugia sobre la mejoria del IMC, pero también
sobre los perfiles de lipidos (triglicéridos, colesterol LDL, colesterol HDL y colesterol total) y
glucémicos. Si se toma en cuenta la presencia de diabetes, se encuentran diferencias en cuanto a
las mejorias en las pacientes. Los parametros asociados a dislipidemia, presentan mayores
cambios en los pacientes sin diabetes.

Muchos de los cambios en la metilacion del DNA se encontraron asociados a la reduccién del IMC
después de la cirugia. Sin embargo, sélo una fraccion de los genes que sufrieron remodelacién de
la metilacién se relaciond, tanto con la mejoria de pardmetros clinicos lipémicos y glicémicos como
con la mejoria en el IMC, sugiriendo que la alteracion en la metilacion de DNA puede ser parte del
vinculo directo entre la obesidad y las dislipidemias (drivers). Por otra parte, los cambios en la
metilacion que correlacionan exclusivamente con cambios en los niveles séricos de lipidos, glucosa
e IMC pueden ser consecuencia sélo del cambio en el parametro relacionado. Alternativamente,
los cambios en la metilacion no relacionados con el IMC, podrian estar implicados en los
mecanismos que se han propuesto para la mejoria de parametros clinicos en pacientes sometidos

a cirugia bariatrica, sobre todo la mejoria de los niveles de HDL, que se ha sugerido como
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resultado de los cambios anatémicos creados por el procedimiento, independientemente de la
reduccién de peso (Rader DJ., 2006; Qin X y Tso P., 2005). De hecho, la mayor cantidad de genes
cuya remodelacion de sus patrones de metilacion se asociaron a cambios en la concentracion de
parametros asociados a dislipidemias, estuvieron relacionados con colesterol HDL. Cabe resaltar
que 23 de las 24 pacientes presentaron este parametro alterado y casi la mitad de ellas

presentaron valores normales, seis meses después de la cirugia.

En este estudio se muestran como ejemplo alguno de los genes como LPL, WNT10B, ADAMS,
LPCAT1, ABCA6, APOE, PLTP, FOX0O3, CDH1 y CAPNS5, cuya alteracion de sus patrones de
metilacion y su remodelacién después de la cirugia bariatrica correlacionaron con los niveles
séricos de lipidos. El gen LPL codifica para la enzima lipoproteina lipasa la cual hidroliza las
moléculas grasas transportadas por las lipoproteinas, lo que directamente influye en la mejoria de
los niveles de colesterol HDL y colesterol LDL. La actividad de LPL se ha relacionado también con
la reduccion de peso y estabilizacion posterior a la cirugia bariatrica, lo que directamente influye en
la mejoria de los niveles de colesterol HDL y colesterol LDL (Dattilo AM, et al., 1992 y Yatsuya H, et
al., 2011).

La pérdida de peso generalmente optimiza la actividad de la LPL, particularmente una vez que el
peso se estabiliza, pero, durante la restriccion calérica aguda, la concentracion de esta enzima
disminuye un 50 por ciento. Debido a la actividad de la LPL provee precursores de HDL a través de
la lipolisis de lipoproteinas ricas en triglicéridos, los niveles bajan durante la perdida activa de peso
lo que obstaculiza la transferencia de constituyentes a HDL y por tanto se reduce la concentracion
de colesterol HDL (Dattilo AM, et al, 1992 y Taskinen MR, et al., 1979). De manera inversa,
cuando la pérdida de peso se estabiliza, se da un incremento en actividad de la LPL y mejora la
transferencia de lipidos y apolipoproteinas (Dattilo AM, et al., 1992 y Yatsuya H, et al., 2011). Un
estudio revelo que muchos de los genes expresados y las vias en el tejido adiposo, algunos
relacionados con el metabolismo de HDL, cambiaron reciprocamente durante la fase aguda de
pérdida de peso y después de la estabilizacién. Los autores concluyeron que la perdida aguda de
peso y el mantenimiento del peso deben ser visto como dos eventos bioldgicas distintos (Hamsten
A, et al., 2005). Otros estudios también han reportado que la reduccién de peso induce una
disminucién en la actividad plasmatica de CETP y PLTP después de la cirugia bariatrica
(McLaughlin T,et al., 2005 y Kolovou GD, et al., 2008). PLTP en los resultados de este trabajo,
mostro cambios en sus patrones de metilacion siendo hipermetilado, después de la operacion y
esto estuvo asociado con una mejoria en los niveles de LDL. PLTP participa en la trasferencia de
fosfolipidos a HDL, lo cual cambia el tamano de las HDL. Ademas, la transferencia de fosfolipidos
hacia la superficie de las particulas de HDL lo que resulta en la disociacién de apo A-l. El resultado
de estos eventos es un catabolismo acelerado de la particulas HDL que fueron remodeladas (Rye
KA, y Barker PJ, et al., 2014).

Dentro de los mecanismos que afectarian las concentraciones de colesterol HDL que son
independientes de la pérdida de peso, serian mecanismos asociados con el tracto gastrointestinal.

El by pass gastrico es mas efectivo para el aumento de colesterol HDL, a comparacion de los
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demas tipos de cirugia baridtrica, como resultado de los cambios anatémicos creados por cada
procedimiento quirurgico en el impacto subsecuente en colesterol HDL. De hecho los intestinos son
considerados una fuente importante en la formacion de HDL (Rader DJ., 2006). El intestino
delgado contribuye a la sintesis de apo A-l, A-ll y A-IV, los principales constituyentes de las HDL.
Es posible que en los humanos el 100% de apo A-IV sea producido en los intestinos (Qin X y Tso
P., 2005), en el by pass gastrico se conserva la parte proximal del intestino el yeyuno y también no

disminuye la expresién de ABCA1 en los enterocitos (Rader DJ., 2006).

En el presente trabajo se encontraron cambios en los niveles de metilacion de genes importantes
para el metabolismo de lipidos, como PLPT, LPCAT1 y APOE, con una correlacion directa con
cambios en los niveles de lipidos séricos. Estos cambios epigenéticos podrian tener una
participacion directa en las alteraciones metabdlicas relacionadas a la obesidad, ya que la actividad
de moléculas tan importantes como ApoE, pueden verse alteradas por esta remodelacion de la
metilacion. Se ha visto que la funcién de este gen es importante para disminuir las concentraciones
de Colesterol total, ademas de que se ha reportado que existe una disminucion en la concentracion
de HDL si este gen esta hipermetilado. Esto podria deberse a que la presencia de lipoproteinas
con alto contenido en colesterol (principlamente VLDL y LDL) facilitarian su disminucién por la
interaccion con la CETP. La CETP posee la capacidad de intercambiar colesterol esterificado por
triglicéridos entre las distintas lipoproteinas con apo B y, entre otras acciones, contribuyen a la

formacion de las LDL pequefias y densas, subfraccién de LDL con elevado potencial aterogénico.

Ademas, se ha reportado que la reduccidon de peso induce una disminucién en la actividad
plasmatica de CETP y PLTP después de la cirugia bariatrica (McLaughlin T,et al., 2005 y Kolovou
GD, et al., 2008), lo que va en el mismo sentido del cambio en la metilacion de PLTP, que se
reporta en este trabajo, el cual se encuentra asociado con mejoria de los niveles de LDL. PLTP
participa en la trasferencia de fosfolipidos a HDL, lo cual cambia el tamafio de las HDL. Ademas, la
transferencia de fosfolipidos hacia la superficie de las particulas de HDL resulta en la disociacién
de apo A-l. El resultado de estos eventos puede ser un catabolismo acelerado de las particulas
HDL (Rye KA, y Barker PJ, et al., 2014). Por otra parte, la expresion de LPCAT1 y la actividad
enzimatica estan significativamente inhibidas cuando se presenta estrés metabdlico como en el
caso de la diabetes y obesidad. Es posible que en las pacientes obesas antes de la cirugia la
expresion de este gen esté disminuida, ya que en este trabajo se encontr6 en un estado
hipermetilado. La diabetes y la obesidad estan asociados con el incremento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno e inflamacién, lo cual estimula el remodelamiento de PC
(fosfatidilcolina) y PAF (factor activador plaquetario). Durante ese remodelamiento, la PC oxidada
es hidrolizada por la fosfolipasa A2 citoplasmatica, mientas que PAF es hidrolizada por la PAF
acetilhidrolasa (PAF-AH), produciendo lisofosfatidilcolina y liso-PAF que puede ser convertido en
fosfatidilcolina y acil-fosfatidilcolina, una analogo no inflamatorio de PAF, el cual es catalizado por
LPCAT1 (Cheng L, Han X y Shi Y, 2009).

Por otra parte, se ha sefialado que la alteracién en la diferenciacion del adipocito puede estar

implicada en las disfuncion del tejido adiposo en la obesidad. En este trabajo también se encontré
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remodelacion en la metilacion de genes directamente implicados en la diferenciacion del adipocito,
como WNT10B, que codifica para una proteina que preferencialmente activa a las vias
dependientes de B-catenina y funciona como un inhibidor de la adipogénesis (Fuster JJ et
al.,2015). Diversas investigaciones han demostrado que el dafo o la interrupcion de la via WNT/B-
catenina conlleva a una adipogénesis espontanea e indican que la restriccion endégena de WNT
no permite la diferenciacion del preadipocito, la expresiéon de WNT10B es mayor en el preadipocito
y disminuye rapidamente después de que es inducida su diferenciacion (Gesta S, et al., 2007). La
sobreexpresion de WNT10B en los preadipocitos 3T3-L1 estabiliza a B-catenina y bloquea la
adipogénesis. De manera aun mas convincente, anti-suero WNT10B a cultivos de linea celular
3T3-L1, promueve la diferenciacion del preadipocito (Krishnan V, et al. 2006). La expansién del
tejido adiposo blanco se ha visto asociada a la resistencia a la insulina. En diversos estudios se ha
visto que algunos pacientes obesos morbidos (cerca del 20%), son metabdlicamente sanos. Estos
obesos presentan un nivel alto en la sensibilidad de la insulina, una menor cantidad de tejido

adiposo visceral y un incremento en el numero de adipocitos.

Por otra parte, se encontraron fuertes correlaciones entre los parametros clinicos y los cambios en
la metilacion de genes que no se encuentran implicados directamente en la relacion entre la
obesidad y las dislipidemias, como ADAMS, ABCA6, CAPN5 y FOXO3.

El gen ADAMS, Desintegrina y Metaloproteinasa 8, codifica para una proteina fuertemente
expresada en linaje de monocitos. Este gen se sobreexpresa en el tejido adiposo blanco ratones
que fueron sometidos a dietas altas en grasas (Xu H, et al., 2003). En las pacientes no operadas
este gen se encuentra hipometilado y en las pacientes que ya fueron sometidas a cirugia bariatrica
se encuentra hipermetilado, por esto se podria suponer que existe una disminucién en la expresion

de esta proteina lo que conllevaria a una menor actividad inflamatoria.

ABCAG pertenece a una gran familia de transportadores, este gen se expresa mayormente en los
macréfagos donde intervienen en la externalizacion de lipidos. En este trabajo, la metilacion de
este gen se encontrdé asociada a una disminucién en la concentracién de colesterol HDL y su
hipometilaciéon con una gran mejoria en las concentraciones de esta lipoproteina, lo cual disminuye
los riesgos cardiovasculares, esta situacién se observd en las pacientes que fueron sometidas a

cirugia bariatrica, tanto diabéticas como no diabéticas.

Por otra parte, la familia de las calpainas comprende un grupo heterogéneo de cisteina proteasas
con un patrén de expresion amplio que incluye multiples isoformas, ubicuas y tejido especificas.
Las calpainas estan involucradas en una gran variedad de procesos celulares regulados por calcio,
tales como senales de transduccion, proliferacién celular, diferenciacion y apoptosis (Saez ME, et
al., 2006). De manera interesante, algunos reportes han descrito la actividad proteolitica de las
calpainas sobre los miembros de PPAR. El grupo de Saez (Sdez ME, et al., 2008) reportaron que
la interaccion entre la calpaina 5 (CAPNS5) y PPARD reduce el riesgo de obesidad. PPARD se ha
demostrado que tiene un papel critico en la regulacion del metabolismo energético. La activacion
de este gen resulta en el incremento en la expresion de genes involucrados en el almacenaje de

lipidos, oxidacion de acidos grasos (Leibowitz MD,et al; 2000). En nuestras pacientes se observo
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una correlacion positiva entre la metilacion y los niveles de triglicéridos encontrandose mas
aumentada en las pacientes obesas no intervenidas, en estas pacientes CAPN5 se encontraria
mas metilado lo que podria conllevar a un menor nivel en su expresiéon disminuyendo asi su

actividad.

La familia de factores de transcripcion “cabeza de tenedor” FoxOs estan muy conservados
evolutivamente y se regulan por via de sefalizacién de la insulina. Los FoxOs tienen diversas
funciones en diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia celular. En dietas con restriccion caldrica
o hambruna, los FoxOs estan en el nucleo, activos transcripcionalmente e incrementan la ingesta
de alimentos y causan la degradacion de musculo esquelético para la produccion de glucosa. Sin
embargo, incluso con resistencia a la insulina los FoxOs son activos y estan asociados a diabetes
tipo 2 e hiperlipidemia (Nakae J, et al., 2007). Un gran niumero de estudios colocan a FoxO3 en el
mantenimiento cardiovascular y homeostasis metabdlica. Aunque algunos datos son
controversiales existen algunas evidencias en las que FoxO3 regula decisiones de vida muerte en

respuesta a estrés celular (Beal, F et al., 2015).

Conclusiones

* Aunque en las enfermedades metabdlicas existen cambios modestos en el metiloma, estos

son clinicamente relevantes.

» Los perfiles séricos de lipidos se normalizan después de la cirugia bariatrica en todas las
pacientes obesas sin diabetes, mientras que sélo mejoran en pacientes obesas con

diabetes.

+ Existe remodelacién de los patrones de metilacion en las pacientes obesas, después de la

cirugia bariatrica, lo que indica que la metilacién es un proceso dinamico.

+ Existe remodelacién de los patrones de metilacién en las pacientes obesas, después de
cirugia bariatrica. La mayoria de los genes de este trabajo, mostraron cambios en sus
patrones de metilacion siendo la hipermetilacion, después de la operacion. El
enriquecimiento ontoldgico-funcional mostré que las vias principalmente involucradas en
las dislipidemias fueron la biosintesis de lipidos y macromoléculas, muerte celular
programada y regulacion negativa de procesos biosintéticos, adhesion focal, sefializacién
de TGFR, sefializaciéon de WNT, interaccion de receptores y matriz extracelular y desarrollo
del cancer, transporte de iones y aminoacidos, proliferacion de células T y regulacién de

procesos metabdlicos que involucran al fosfato.
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