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1. Resumen

En los Ultimos afios se ha visto un aumento en la prevalencia de la obesidad y de las comorbilidades
asociadas, las cuales representan un problema grave en la salud publica. Los factores genéticos,
juegan un papel en la determinacién de la susceptibilidad individual para el aumento de peso vy la
obesidad, las variantes genéticas identificadas hasta el momento sélo han podido explicar una
pequefia parte de la variacion clinica en los pacientes. Las crecientes evidencias del papel de la
epigenética en el desarrollo de enfermedades metabdlicas y como un mediador de las
interacciones gen-ambiente involucradas en la obesidad y sus comorbilidades asociadas. Por otra
parte, las intervenciones para la reduccion de peso, como la dieta, el ejercicio o la cirugia bariatrica,
han mostrado que promueven una remodelacién de la metilacion del DNA. En el presente estudio
se midieron los niveles de metilaciéon de los genes NR2E1, NFIX, KCNQ1 y FTO, que estdn
relacionados con el metabolismo de lipidos e indice de masa corporal (IMC), en muestras de tejido
adiposo subcutaneo, en 21 pacientes obesos, antes y seis meses después de ser sometidos a cirugia
bariatrica. La metilacién del DNA se analizd mediante la técnica PCR dependiente de metilacién
(MSP, del inglés Methylation Specific PCR), la cual permite analizar un sitio CpG en particular. Todos
los sitios evaluados mostraron un cambio en los niveles de metilacién después de la intervencién
quirurgica. Aunque los cambios no fueron estadisticamente significativos en esta muestra (p >
0.05), se confirma que existe una remodelacién de la metilacion con la reduccién de peso y ésta
puede estar asociada a la mejora clinica que presentan estos pacientes. Se sugiere evaluar los
cambios en un mayor numero de pacientes; asi como validar los resultados con algin otro método
de mayor sensibilidad.



2. Introduccion

Las dislipidemias constituyen un factor de riesgo mayor y modificable para las enfermedades
cardiovasculares, que en la actualidad son consideradas como las principales causas de muerte en
nuestro pais. Este grupo de enfermedades comprenden situaciones clinicas en las que existen
concentraciones anormales de colesterol total (CT), colesterol de alta densidad (c-HDL), colesterol
de baja densidad (c-LDL) y/o triglicéridos (TG). Las causas de este padecimiento se consideran
multifactoriales, en donde el componente genético tiene una participacion; sin embargo, los
factores ambientales, como el estilo de vida y la dieta, juegan un papel importante en su desarrollo,
y se considera que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo que contribuyen al
desarrollo de la dislipidemia. En nuestro pais se considera que alrededor del 70% de la poblacion
adulta padece sobrepeso u obesidad, lo que representa un problema de salud publica.

Por otra parte, se ha documentado ampliamente la relacidon que existe entre la dieta y la regulacién
del metabolismo de lipidos, por lo que se han realizado esfuerzos para dilucidar la relacion que
existe entre los mecanismos genéticos y el ambiente en el desarrollo de dislipidemias. Estudios
genéticos han identificado genes causantes de dislipidemias primarias y se han encontrado
diversas variantes genéticas asociadas al riesgo de desarrollo de dislipidemias y otras alteraciones
bioquimicas clinicas.

Recientemente, se ha sefialado que los mecanismos epigenéticos son uno de los mediadores
principales de la relacion gen-ambiente, y se ha sefialado que modificaciones en la dieta y en el
estilo de vida, asi como la reduccién de peso son factores que pueden modular el estado de
metilacion de varios genes relacionados a la salud metabdlica. En el laboratorio de
Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas del INMEGEN se encontraron varios genes que
presentan alteraciones en la metilacién del DNA de tejido adiposo en pacientes con obesidad y
diabetes. Ademas, en un estudio posterior, se encontré que después de cirugia bariatrica se
presenta una remodelacion de la metilacion y que existen cambios en genes que se relacionan con
la reduccién de peso y la mejora en los perfiles de lipidos. El efecto que tiene la remodelacidon en
la mejora clinica necesita evaluarse en un mayor numero de pacientes. En el presente trabajo se
implementd la cuantificaciéon del estado de metilaciéon por PCR especifica de metilacién (MSP) y se
evaluaron los estados de metilacién de cuatro genes candidato, que se han visto correlacionados
con la reduccién de peso y la mejora en los perfiles de lipidos.

2.1 Panorama de las enfermedades cronicas en el mundo y en México

En el 2014, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé el informe sobre la situacion global
de las enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT), en el cual se reporta que el nimero anual
de defunciones por enfermedades crénicas ha ido en aumento desde el afio 2000, reportando para
ese afio 31 millones de defunciones, mientras que para el afio 2012 se reportaron 38 millones. Las
principales causas de muerte son enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades
respiratorias cronicas y diabetes. Dadas estas cifras, la OMS prevé que el numero total anual de
defunciones por enfermedades cronicas aumentara a 52 millones en el afio 2030.

En México, a principios del siglo pasado, las primeras causas de mortalidad se relacionaban con
enfermedades infecciosas y parasitarias, salud materno-infantil y deficiencias alimentarias. Sin
embargo, para la segunda mitad de ese siglo, las ECNT comenzaron a cobrar importancia y sus
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complicaciones se han convertido en la primera causa de mortalidad en el pais (Barquera S., et. al,,
2009). Esta transicion se ha visto favorecida por cambios en el estilo de vida, en el cual se ven
implicadas dietas malsanas e inactividad fisica, lo que incrementa el riesgo de hipertrigliceridemia
e hipertension, asi como de hiperlipidemia y obesidad. La OMS en 2014, estimo que el 77% de las
muertes en México se atribuyen a ECNT, en especial enfermedades cardiovasculares y diabetes,
siendo la obesidad el principal factor de riesgo.

De las ECNT, se consideran a las enfermedades metabdlicas (obesidad, diabetes, sindrome
metabdlico e hipertension arterial), como un problema de salud publica al ser las principales causas
de atencidn hospitalaria y de muerte. México es uno de los paises con mayor prevalencia a nivel
mundial de sindrome metabdlico con un 36.8 %; sobrepeso y obesidad 71.3 %; diabetes tipo 2
(DT2) 18 %; e hipertension arterial 31.5 % (Orozco L., Martinez A.G. y Barajas F.M., 2014).

2.2 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, que se caracteriza por la acumulacién excesiva de grasa,
la cual es resultado de un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y gastadas, siendo
los cambios en la disponibilidad y caracteristicas de los alimentos, asi como en la reduccién de la
actividad fisica, los que han dado lugar a que la ingesta de energia exceda al gasto. Esta tendencia
se observa en todos los grupos de edad, en numerosos paises. El origen de este padecimiento es
multifactorial, en el que se involucra la susceptibilidad genética, el estilo de vida y las caracteristicas
del entorno (Davila J., et al., 2014).

Los cambios en la alimentacion y la actividad fisica son los principales factores asociados al riesgo
de desarrollar obesidad. Estos cambios son consecuencia de la naturaleza cada vez mas sedentaria
de diversos tipos de trabajo, de las nuevas formas de desplazamiento y del aumento en la
disponibilidad de alimentos procesados a bajo costo, que son adicionados con altas cantidades de
grasa y azUcar (Barrera A., Rodriguez A. y Molina M.A., 2013).

El origen genético de la obesidad puede atribuirse a modificaciones en uno (monogénicas) o varios
genes (poligénicas). Los cambios que ocurren en un solo gen, conducen a formas de aparicién
precoz de obesidad severa, las cuales son responsables de aproximadamente el 5% de la obesidad
morbida en los humanos (Lopez J.C. y Gonzdlez L.T., 2001). Las mas frecuentes son las que ocurren
por modificaciones en genes que participan en la via de la leptina/melanocortina, la cual participa
en la regulacion del apetito y del gasto de energia. Algunos de los genes que resultan alterados son
el gen de la leptina (LEP), el receptor de la leptina (LEPR), proopiomelanocortina (POMC) y el
receptor de melanocortina 4 (MC4R) (Chavez S. y Sierra M., 2011). Ademas de los defectos
genéticos que afectan el peso corporal, existen numerosos sindromes que presentan obesidad
como una de sus manifestaciones clinicas (Lopez J.C. y Gonzélez L.T., 2001). De éstos, existen
aproximadamente 30, que generalmente van acompafiados de retardo mental, dismorfias y otras
caracteristicas (Tejero M.E., 2008). Dentro de las formas mejor caracterizadas, se encuentran los
sindromes de Prader Willi, Bardet Biedl, osteodistrofia hereditaria de Albright, sindrome de Adler,
sindrome de X fragil, sindrome de Cohen, entre otros. Algunos de estos sindromes se asocian a
anormalidades cromosdmicas, y otros son formas monogénicas con efectos pleiotrépicos (Tejero
M.E., 2008).
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A pesar de que los casos de obesidad monogénica no son frecuentes, su estudio ha permitido
identificar las vias metabdlicas que se ven alteradas, asi como algunos de los genes que participan
en ellas, lo que contribuye al estudio de las entidades poligénicas, las cuales son las formas
comunes de obesidad. Las entidades poligénicas son resultado de la influencia de la alimentacion
y actividad fisica en el genoma, siendo la mala alimentacion y la inactividad fisica los factores que
contribuyen a su desarrollo.

Los estudios que se realizan para conocer las causas de la obesidad son importantes, porque
permiten contribuir en el tratamiento y prevencion ya que, a causa de esta enfermedad, mueren
alrededor de 2.8 millones de personas adultas al afio a nivel mundial (OMS, 2014). Ademas, de que
el costo social de este padecimiento, en la mayoria de los paises, se estima que va del 1 al 3 % del
total de gastos de atencion médica (de 5 a 10 % en Estados Unidos) y se prevé que estos
aumentaran rapidamente en los proximos afios, debido a las enfermedades relacionadas con este
padecimiento (Bahia L., 2012).

México tiene la prevalencia mas alta de obesidad en el mundo, donde aproximadamente 7 de cada
10 adultos padece sobrepeso, 42.6% de los hombres mayores de 20 afios, presentan sobrepeso y
26.8% obesidad, en mujeres mayores de 20 afios, el 35.5% presentan sobrepeso y el 37.5%
obesidad (ENSANUT, 2012).

Para nuestro pais se estima que la atencidon de enfermedades causadas por la obesidad vy el
sobrepeso tiene un costo anual aproximado de 3500 millones de délares. El costo directo estimado
que representa la atenciéon médica de las enfermedades atribuibles al sobrepeso y la obesidad
(enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, hipertension, algunos canceres, diabetes
mellitus tipo 2) se incrementd en un 61 % en el periodo 2000-2008, al pasar de 26 283 millones de
pesos a por lo menos 42 246 millones de pesos (Secretaria de salud, 2015).

Los indicadores como el indice de masa corporal (IMC) y la medicidon de la circunferencia de cintura
permiten clasificar la gravedad de la enfermedad y el riesgo asociado a ésta (tabla 1). El indicador
mas utilizado es el indice de masa corporal, el cual se calcula dividiendo el peso (en kilogramos),
sobre la talla (en metros al cuadrado).

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad por IMC

IMC Grado de obesidad de acuerdo Riesgo de enfermedad
(Kg/m?) al ImMC
Peso normal 18.5a24.9 -
Sobrepeso 25a29.9 Alto
[ (30 a34.9) Muy alto
Obesidad >30 I1(35a39.9) Muy alto
[ (IMC > 40) Extremadamente alto

Fuente: Davila J, Gonzalez JJ, Barrena A. (2015). Panorama de la obesidad en México. (p.245). México: Instituto
Mexicano del Seguro Social.

El exceso de peso corporal es el principal factor de riesgo para el desarrollo de diversas
comorbilidades que afectan la calidad de vida. Entre las principales patologias asociadas a la
obesidad estan la DT2, hipertensién arterial, enfermedad cerebrovascular, dislipidemia, ciertos

12



tipos de cancer, como prostata, mama, colon y endometrio. Todas estas condiciones aumentan los
indices de mortalidad y el costo social de la salud (Davila J., et al., 2014).

Enfermedades como hipertension arterial y DT2, tienen mayor riesgo de mortalidad o de
complicaciones cuando se asocian a dislipidemia, ya que esta condicién aumenta el riesgo de
aterosclerosis al favorecer el depdsito de lipidos en las paredes arteriales, lo que conduce a
complicaciones como enfermedad coronaria, infarto agudo al miocardio y enfermedad vascular
cerebral. Los pacientes que no padecen diabetes mellitus o hipertension arterial, pero presentan
dislipidemia desde los 20 afios de edad, tienen mayor riesgo de sufrir dafio coronario o infarto al
miocardio por obstruccion arterial debido a la placa de ateroma (Martinez A.F., Chavez R., 2006).

La dislipidemia es una enfermedad que contribuye en la complicacion de enfermedades como
diabetes y enfermedad coronaria, las cuales son las principales causas de muerte en el pais
(Canalizo E., et al., 2013). Es por ello que la deteccién y tratamiento de las alteraciones de los
lipidos son clave para la prevencion y manejo de dichas enfermedades.

2.3 Dislipidemia

Los lipidos junto con las proteinas y los carbohidratos, son los componentes principales de las
células vivas. El colesterol y los triglicéridos son lipidos que se almacenan en el cuerpo y sirven
como fuente de energia.

Cuando existe una alteracién en la concentracidon normal de lipidos en sangre, se habla de
dislipidemia (tabla 2).

Tabla 2. Niveles normales de lipidos en la sangre

Lipidos Niveles (mg/dL)
Colesterol total <200
Colesterol HDL (del inglés High Density Lipoprotein) > 35
Colesterol LDL (del inglés Low Density Lipoprotein) <130
Triglicéridos <150

Fuente: Secretaria de Salud (2012). Norma Orficial Mexicana NOM-037-SSA-2002, Para la prevencion, tratamiento y
control de las dislipidemias. México: Secretaria de Salud.

La dislipidemia es definida como una alteracion genética o adquirida de la sintesis o degradacién
de las lipoproteinas que conduce a un aumento del colesterol total (CT) plasmatico, de los
triglicéricos (TG) o de ambos (Gonzélez A.F., 2011).

La dislipidemia puede ser clasificada de acuerdo al fenotipo, a su etiologia y al tipo de alteracién
lipidica predominante. La clasificacion por el tipo de alteracion predominante es la forma mas
simple y practica de clasificar la dislipidemia (tabla 3), a diferencia de la clasificacion fenotipica
(tabla 4), sin embargo, es importante conocerla porque se usa con frecuencia (Gonzélez A.F., 2011).
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Tabla 3. Clasificacion de las dislipidemias de acuerdo a la alteracién lipidica predominante

Nombre Lipido predominante Valores (mg/dL)
Hipercolesterolemia Elevacion de Colesterol total CT > 200 mg/dl, TG < 200 mg/dI
y C-LDL = 130 mg/dI
Hipertrigliceridemia Elevacion de Triglicéridos TG > 200 mg/dl, CT < 200 mg/dI

y C-LDL < 130 mg/dI

Dislipidemia mixta o combinada Elevacion de Colesterol total y CT > 200 mg/dl, TG > 200 mg/dI
Triglicéridos y C-LDL = 130 mg/dI
Hipoalfalipoproteinemia Disminucién de C-HDL C-HDL < 35 mg/dI
Fuente: Secretaria de Salud (2012). Norma Orficial Mexicana NOM-037-SSA-2002, Para la prevencion, tratamiento y
control de las dislipidemias. México: Secretaria de Salud.

Tabla 4. Clasificacion fenotipica de las dislipidemias

Fenotipo Lipoproteinas elevadas Lipidos aumentados
Tipo | Quilomicrones Triglicéridos

Tipo Il a LDL Colesterol

Tipo Il b LDLy VLDL Colesterol y triglicéridos
Tipo Il IDL Colesterol y triglicéridos
Tipo IV VLDL Triglicéridos
Tipo V Quilomicrones y VLDL Triglicéridos

Fuente: Gonzdlez AF. (2011). Dislipidemia y factores de riesgo cardiovascular. (p.2) México: Lancet. IDL (del inglés
Intermediate density lipoproteins); VLDL (del inglés Very low density lipoprotein)

Con base a su etiologia, la dislipidemia puede ser primaria, cuando su origen es genético o existe
una interaccién genética y ambiental, o secundaria, cuando esta causada por otras enfermedades,
por la accién de ciertas sustancias como farmacos, alcohol, tabaco o por una dieta rica en grasas y
carbohidratos (tabla 5).

El origen genético de las dislipidemias primarias puede atribuirse a cambios en un gen
(monogénicas), o en varios genes (poligenénicas) causando defectos en enzimas, receptores o
algunos otros metabolitos que participan en la sintesis y degradacién de las lipoproteinas. Las
principales dislipidemias primarias son hipercolesterolemia familiar, hiperlipidemia familiar
combinada, hipercolesterolemia poligénica, hipertrigliceridemia familiar e hipoalfalipoproteinemia
familiar (Secretaria de Salud, 2015). La hipercolesterolemia familiar, se caracteriza por el aumento
en los niveles séricos de c-LDL y ocurre por mutaciones en el gen receptor de LDL, PCSK9 y APOB
(Companioni O., et al., 2011); la hipertrigliceridemia, se presenta por mutaciones en genes que
codifican para proteinas involucradas en el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos,
tales como la enzima LPL, apolipoproteina C2, factor de maduracioni de lipasa, proteina de unién
a HDLy apolipoproteina A5  (Schwarzova L., Hubacek J.A. y Vrablik M., 2015). Su prevalencia a
nivel poblacional es del 4%, e incrementa del 30-40% en poblacién portadora de cardiopatia
coronaria (Barquera S., Campos I., et al. 2009).
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Tabla 5. Clasificacion de las dislipidemias secundarias

Triglicéridos elevados c-LDL elevado c-HDL bajo
Enfermedades: bulimia, Enfermedades: obesidad, Enfermedades: obesidad,
hipotiroidismo, obesidad, hipotiroidismo, anorexia diabetes mellitus mal

diabetes mellitus mal nerviosa, porfiria aguda controlada

controlada, uremia, sindrome | intermitente, obstruccion biliar
nefrotico, lupus eritematoso extrahepatica, sindrome de
sistémico Werner, disglobulinemia,

mieloma multiple, hepatoma,
hipercalcemia infantil

Farmacos y sustancias: Farmacos y sustancias: Farmacos y sustancias:
vitaminas liposolubles, vitaminas liposolubles, esteroides anabdlicos,
diuréticos tiazidicos, ciclosporina, amiodarona, progestagenos, retinoides,
forusemida, estrégenos, retinoides, andrégenos, fenotiazinas, probucol, tabaco
corticosteroides, cimetidina, corticosteroides,
fenotiazinas, alcohol progestagenos

Fuente: Gonzalez AF. (2011). Dislipidemia y factores de riesgo cardiovascular. (p.4) México: Lancet.

La prevalencia de las dislipidemias observada en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) 2006, en adultos de entre 20 y 69 afios, fue del 60.5% para hipoalfalipoproteinemia,
43.6% para hipercolesterolemia y 31.5% para hipertrigliceridemia.

2.4 Dislipidemia y obesidad

Durante las ultimas décadas, la mortalidad por enfermedades del corazéon ha mostrado un
incremento constante, hasta llegar a constituirse en la primera causa de muerte en México. Entre
las principales causas para el desarrollo de estas enfermedades se encuentra la obesidad, la cual
incrementa el riesgo cardiovascular a través de factores metabdlicos asociados al aumento en la
concentracion de triglicéridos (TG) y/o colesterol total (CT), y algunas ocasiones la disminucion en
los niveles de colesterol HDL (del inglés High density lipoproteins).

Para entender cémo es que la obesidad altera el metabolismo de las lipoproteinas es necesario
primero conocer el metabolismo normal de las lipoproteinas.

Los TG que provienen de los alimentos, son metabolizados dentro el lumen intestinal y son
convertidos en acidos grasos libres (AG) los cuales son captados por un tipo de células intestinales
llamadas enterocitos, en las cuales los AG y el colesterol son transformados en TG y ésteres de
colesterol, respectivamente. Los TG y los ésteres de colesterol son empaquetados junto con
fosfolipidos y apoproteina B48 para formar quilomicrones, los cuales entran a circulacién por el
conducto tordcico. En el higado se sintetizan otro tipo de lipoproteinas ricas en TG llamadas
lipoproteinas de muy baja densidad (o VLDL), su ensamblaje es casi idéntico al de los quilomicrones,
lo que cambia es la apoproteina estructural, que para las VLDL es la B100 (Klop B., et al., 2013).

Los quilomicrones y las VLDL liberan AG después de ser metabolizados, los AG liberados llegan al
corazén, musculo esquelético y tejido adiposo, en donde son utilizados para el gasto energético y
almacenamiento de energia. Este proceso es regulado por diversas enzimas y proteinas que
intervienen como cofactores. La lipoproteinlipasa (LPL) es la principal enzima que participa en la
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lipdlisis en las lipoproteinas ricas en triglicéridos, la cantidad de AG liberados depende de la
actividad de esta enzima (Goldberg I.J., et al., 2009).

Después de que los quilomicrones y las VLDL son metabolizados por la LPL, se forman moléculas
mas pequefias, de los quilomicrones se forman remanentes, los cuales son captados por el higado
y son utilizados para la sintesis de las VLDL. Del metabolismo de las VLDL se forman lipoproteinas
de densidad intermedia (o IDL), éstas pueden ser captadas por el higado o seguir siendo
metabolizadas para dar lugar a lipoproteinas de baja densidad (o LDL), las cuales tienen alto
contenido de ésteres de colesterol.

Los enterocitos y hepatocitos participan dentro del transporte reverso del colesterol al sintetizar
apoproteina A-l, la cual es la proteina estructural de las HDL. Las HDL promueven la captacion de
colesterol de tejidos periféricos, incluyendo la pared arterial y el regreso de colesterol al higado
(Klop B., et al., 2013).

Dentro de la circulacién, las particulas HDL también son enriquecidas con ésteres de colesterol por
la accion de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y la proteina transferidora de
fosfolipidos (PLTP). En este proceso las HDL adquieren triglicéridos de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos a cambio de ésteres de colesterol como una consecuencia directa de la accion de CETP.
En el higado, la lipasa hepatica hidroliza las HDL asociadas a triglicéridos, mientras que los
fosfolipidos inducen la formacién de particulas HDL mas pequefias, las cuales pueden contribuir
de nuevo con el transporte reverso del colesterol (Klop B., et al., 2013).

La hipertrigliceridemia es una condicion caracteristica de las personas que padecen obesidad, este
estado conlleva a la formacién de moléculas de LDL pequefias y densas, a un retraso en la remocion
de las lipoproteinas ricas en TG y a un aumento en la sintesis de lipoproteinas VLDL (Franssen R,
et al., 2011).

La formacion de moléculas de LDL pequefias y densas se da por un aumento en la actividad de la
proteina CETP, la cual provoca que el contenido de ésteres de colesterol en las LDL disminuya vy el
de TG aumente. Las LDL ricas en TG son metabolizadas por la enzima lipasa hepatica (LH), dando
como resultado moléculas de LDL pequefias y densas, las cuales son metabolizadas de forma lenta,
por lo que permanecen en circulacién por varios dias lo que favorece su retencion en el endotelio
vascular (Klop B., et al., 2013).

La alteracion en el metabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos se da por la disminucién
en la actividad de la enzima LPL, esto se atribuye a la disminucion de los niveles de mRNA de genes
que participan en la expresién de LPL, (Klop B., et al., 2013).

El aumento en los niveles de colesterol VLDL se da por la sobre produccién hepatica de TG y
apoproteina B 100, las cuales se sintetizan a consecuencia de los niveles elevados de AG en el
organismo (Franssen R, et al., 2011).

La disminucion de los niveles de HDL, se atribuye principalmente a la alteracion del metabolismo
de las lipoproteinas ricas en TG, en donde la excrecion retardada de dichas lipoproteinas facilita el
intercambio de los ésteres de colesterol de HDL por los TG de las VLDL mediada por la proteina
CETP. Al igual que las LDL ricas en TG, las HDL son metabolizadas por la LH y genera moléculas de
HDL pequefias, las cuales pierden afinidad por su apoproteina estructural (A-1), y tienden a ser
eliminadas del organismo (Klop B., et al., 2013).

16



2.5 Genética de las enfermedades metabdlicas

Las causas de las enfermedades metabdlicas no se conocen con certeza. Sin embargo, la
agregacion familiar y estudios en gemelos han mostrado que el componente genético juega un
papel importante en su desarrollo. Los estudios familiares que examinan la heredabilidad han
mostrado que el nimero de casos que presentan formas de herencia monogénica son muy pocos,
siendo las formas comunes las de tipo multifactorial o complejas donde la interaccion de varios
genes con el ambiente son los que contribuyen en la patogénesis de este tipo de padecimientos
(Feero, W.G,, et al.,, 2010).

Los estudios de ligamiento, genes candidato y de asociacién, han permitido identificar genes y
variaciones en ellos, que estan relacionados al riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas
(tabla 6). De los genes que se han identificado, se sabe que algunos presentan variantes alélicas
(polimorfismos) que muestran asociacién con la susceptibilidad, gravedad o respuesta al
tratamiento de estas patologias. Varios de los polimorfismos asociados al riesgo de desarrollar
alguna de las enfermedades metabdlicas estdn cercanos o en genes involucrados en la funcién del
metabolismo, como en las vias de la insulina, leptina-melanocortina, termogénesis, etc. Existen
evidencias de que alteraciones en la funcidon de ciertos genes tienen efecto pleiotrépico al causar
simultaneamente diferentes alteraciones funcionales en varias estirpes celulares, y que ésta podria
ser una de las explicaciones de la presentaciéon simultdnea de diferentes enfermedades
metabdlicas en un mismo individuo, como es el caso del sindrome metabdlico (Orozco L., Martinez
A.G.y Barajas F.M., 2014).

Tabla 6. Ejemplos de genes asociados a enfermedades metabdlicas

Fenotipo Gen
FTO, LEP, LEPR, MC4R, SEC16B, ANKRD?7,
Obesidad BDNFOS, TMEM18, MC4R, PCSK1, SH2B1,

KCTD15, SOCS3, PPARGC1A, MSRA, TFAP2B
SLC16A11, TCF7L2, SLC16A13, CDKALI, ARAP1,
KCNQ1, MADD, KACNJ11, ADIPOQ, SLC30AS,

Diabetes mellitus tipo 2 CDKAL1, IGF2BP2, ITGBL1, PPARG, OLFM4
Colesterol HDL ABCA1, APOB, APOC1, HERPUDI1, LDLR,
RPL28P4
Sindrome metabdlico BDNF, ZNF259, VDR, MTHFR, CYP2C19, AKT1
Hipertension ARHGAP42, ATP2B1, UMOD, LEPR, ADIPOQ
Hipertrigliceridemia ZNF259, LPL. GCKR, GCK, BTN2A1

Fuente: Orozco L, Martinez AG, Barajas FM. (2014). Gendmica de las enfermedades metabdlicas. (p.8). México: UNAM.

La capacidad para dilucidar la base genética de estas enfermedades continla evolucionando,
gracias a los avances tecnolégicos, como son las técnicas de secuenciacién de nueva generacion,
mediante las cuales se han logrado identificar variantes raras o los estudios de asociacion de
genoma completo (GWAS). Estos Ultimos tienen como objetivo establecer la asociacién estadistica
entre polimorfismos y la presencia de fenotipos relacionados con las enfermedades metabdlicas.
Estos estudios requieren de la genotipificacién y evaluacidon simultanea de una gran cantidad de
polimorfismos comunes (entre 100 000 y un milléon de estas variantes).
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Mediante estos estudios se han logrado identificar diversos loci asociados a enfermedades
metabdlicas. Para la obesidad se han reportado alrededor de 40 loci que influyen en el IMC
encontrando variaciones en genes como FTO, el cual estd relacionado con problemas en el
comportamiento alimenticio y la homeostasis de energia. Una variante comun encontrada en el
gen FTO se ha asociado con el IMC y la DT2 en un estudio en adultos y nifios. En este estudio se
determind que 16% de los adultos eran homocigotos para el alelo de riesgo (CC) y estos individuos
pesan 3 kg mas y tienen un riesgo 1.67 veces mayor para desarrollar obesidad que los individuos
que no tienen ese alelo (Herbert A., Gerry N.P. y McQueen M.B., 2006). Este gen codifica para una
proteina de la superfamilia de las dioxigenasas y se expresa en numerosos tejidos. Un estudio
posterior examind la asociacion entre variantes en los genes FTO y el gen KIAAOOS5, que se
encuentran localizados cerca de FTO, en nifios con obesidad severa y controles sin sobrepeso. La
variante rs9939609 del gen FTO se asocid a la presencia de obesidad y variacién del IMC en nifias,
pero no en nifos. lgualmente se encontraron diferencias por sexo en otros fenotipos relacionados
con la obesidad. Estas observaciones sugieren la existencia de interacciones entre genotipo y sexo
en el desarrollo de la obesidad (Gerken T., Girard Y.C. y Tung C.J., 2007).

En el caso de DT2 se han reportado diversos genes implicados en la etiologia de la enfermedad, en
los que principalmente se incluyen aquellos que codifican principalmente para moléculas
involucradas en algunas de las vias metabdlicas de carbohidratos, lipidos y procesos inflamatorios.
Las variantes genéticas mas replicadas en todo el mundo, asociadas con DT2, se encuentran en
genes como TCF7L2, KCNQ1, KCNJ11 y PPARG. Los polimorfismos en TCF7L2 se asocian con
intolerancia a la glucosa y a un incremento en la regulacién de los genes gluconeogénicos, las
variantes de PPARG estan asociadas con las concentraciones de triglicéridos, IMC, adiposidad
visceral y resistencia a la insulina, mientras que las del gen KCNJ11 contribuyen a la diabetes
neonatal y DT2 (Orozco L., Martinez A.G. y Barajas F.M., 2014).

El descubrimiento de loci involucrados ha permitido predecir, en algunos casos, los efectos clinicos
de estas enfermedades. Por ejemplo, se ha demostrado que personas homocigotas para el alelo
(AA) de la variante rs9939609 en el gen FTO, tienen un desbalance en la saciedad, por lo que a
largo plazo se observa un aumento en el IMC; sin embargo, este efecto se ve atenuado cerca del
27%, en adultos que son fisicamente activos, lo que demuestra que los factores ambientales tienen
efecto en el riesgo genético (Bell C.G., et al., 2010).

2.6 Genética de la dislipidemia

Los niveles elevados o disminuidos de las lipoproteinas pueden estar relacionados con alteraciones
genéticas en un estimado del 40 al 60% de los casos. Este hecho explica el por qué es comun
encontrar anormalidades en los niveles de lipidos en varios miembros de la misma familia. Los
niveles elevados de lipidos en el organismo incrementan en un 50% el riesgo de desarrollar
enfermedades como aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y otros padecimientos en los
que el componente hereditario también participa en su desarrollo, como obesidad, diabetes y
sindrome metabdlico (Weiss L.A., et. al., 2006).

Estudios poblacionales de asociacién genética han identificado mdas de 100 genes que pueden
tener un impacto directo en los niveles de lipidos. Entre los genes identificados, existe un grupo
previamente conocido y bien caracterizado de genes responsables del desarrollo de dislipidemias
monogeénicas, las cuales son poco frecuentes. En el resto de los genes se han encontrado variantes,
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las cuales tienen un alto impacto en los niveles de lipidos. Ejemplos de variantes de secuencia en
genes ligados a los niveles de lipidos en sangre incluyen APOB, APOE y PCSK9 con c-LDL; CETP, LIPC
y LPL con c-HDL y APOA5, CREBy TRIB1 con triglicéridos (Rotondo D. y Davidson J., 2010).
Estudios genéticos en pacientes con infarto agudo al miocardio, en los que han empleado la
tecnologia de secuenciacién de nueva generacion (NGS del inglés Next Generation Sequencing),
han mostrado que la presencia de variantes en el gen LDLR elevan hasta cuatro veces el riesgo de
padecer este evento en los portadores. Por otro lado, variantes raras en el gen APOA5, asociadas
con niveles elevados de triglicéridos, dieron como resultado un riesgo tres veces mayor (ERFC,
20009).

Las dislipidemias causadas por el efecto acumulativo de variantes en los genes, surgen como
consecuencia de la herencia de multiples alelos de susceptibilidad (polimorfismos o SNP del inglés
Single Nucleotide Polymorphism), en donde la susceptibilidad genética no siempre es suficiente
para observar una caracteristica determinada (fenotipo), si no que en la mayoria de los casos se
requieren de la interaccion con factores ambientales, para que el fenotipo se exprese.

2.7 Epigenética de las enfermedades metabdlicas

Diversos estudios han demostrado que las enfermedades metabdlicas se desarrollan en
individuos genéticamente susceptibles. Sin embargo, los factores genéticos identificados hasta
ahora sélo explican una pequefia proporcién de los casos con enfermedades metabdlicas. Ante
la evidencia del papel que juegan los factores ambientales en el desarrollo de estas patologias, en
los ultimos afios se ha investigado la importancia de los procesos epigenéticos, como la expresion
de micro RNAs (miRNAs), modificaciones de histonas y la metilaciéon del DNA, que pueden estar
asociadas a estas enfermedades. En pacientes obesos se han reportado cambios en los patrones
de metilacion del DNA que afectan la expresion de varios genes que codifican para proteinas que
participan en el metabolismo de la glucosa o que estan relacionados con el desarrollo de obesidad.
De manera similar, hay evidencia de que las personas obesas tienen un patrén de marcas
epigenéticas diferentes a las de individuos no obesos, las cuales corresponden a alteraciones en la
metilacion de genes que participan en procesos como adipogénesis, metabolismo energético,
almacenamiento vy utilizacién de lipidos, inflamacién, sefializacion de la insulina y regulacion del
apetito (Martinez J.A., et al., 2014). Algunos de los genes implicados en la regulacién de las
principales vias metabdlicas que estan afectadas por la regulacion epigenética se muestran en la
tabla 7.

Se ha sefialado que los mecanismos epigenéticos son uno de los mediadores principales de la
relacién gen-ambiente. Entre los factores ambientales que pueden afectar las marcas epigenéticas
se encuentran la dieta y la actividad fisica (Ronn T, et al., 2013). Una alimentacion inadecuada
puede originar modificaciones epigenéticas que podrian estar implicadas en un incremento del
riesgo a sufrir enfermedades metabdlicas (Milagro Fl, et al., 2013). Los principales factores
nutricionales relacionados con la regulacién epigenética son los grupos donantes de metilos, en
particular los que intervienen en el ciclo de la metionina: metionina, folato, colina, biotina y
vitaminas B2, B6 y B12 (Milagro Fl, et al., 2013). Estos nutrientes son basicos para mantener los
niveles de metilacién del DNA vy las histonas, siendo la S-adenosil metionina (SAM) la molécula
encargada de ceder un grupo metilo a estas macromoléculas. De hecho, una dieta deficiente en
grupos donantes de metilo se ha convertido en un modelo habitual de esteatosis hepatica que

19



puede acabar desarrollando cirrosis y hepatocarcinoma, mientras que la suplementacién con esas
mismas moléculas parece revertir la esteatosis mediante cambios en la metilacién de genes clave
como la sintasa de acidos grasos (FASN) (Milagro Fl, et al., 2013).

En estudios recientes han reportado que la modificacion en el estilo de vida, sobre todo a través
del ejercicio y la reduccion de peso (Barres R., et al. 2012; Barres R., et al. 2013), pueden modificar
los patrones de metilacién del DNA en tejido muscular y adiposo.

Tabla 7. Genes regulados por mecanismos epigenéticos, que participan en procesos metabdlicos
relacionados a obesidad y diabetes tipo 2.

Proceso Simbolo Nombre del gen Mecanismo epigenético
metabdlico del gen
CEBPA Proteina de union a potenciador C/EBP o | Acetilacion y metilacion
Adipogénesis de histonas
PPARA Receptor activado por proliferador de Metilacion de DNA
peroxisoma o
LEP Leptina
Regulacion del MC4R Receptor 4 de la melacortina
apetito NPY Neuropéptido Y Metilacién de DNA
POMC Propiomelacortina
Homeostasis del FTO Asociado a obesidad Metilacién de DNA
peso corporal
ADPOQ Adiponectina
Homeostasis de INS Insulina Metilacién de DNAy
la glucosa GLUT4 Transportador 4 de glucosa que responde | acetilacion de histonas
a insulina
Metilacién de DNA 'y
Hipoxia HIF1A Factor 1 inducible a hipoxia acetilacién y metilacion
de histonas
IFNG Interferony
Inflamacion TNF Factor de necrosis tumoral o Metilacion de DNA
Almacenamiento FASN Sintasa de acidos grasos Metilacién de DNA
de lipidos
Estrés NR3C1 Receptor de glucocorticoides Acetilacion de histonas
Termogénesis UCP1 Proteina desacoplante 1 Metilacién de DNA

Fuente: Martinez JA, et al. (2014). Epigenetics in Adipose Tissue, Obesity, Weight loss and diabetes. (p.73) Espafia:
American Society for Nutrition.

Por otra parte, se ha asociado la exposicién a estados adversos en etapas tempranas de la vida o
via intrauterina, con la alteracidn en la metilacion de DNA y este fendmeno se ha propuesto como
una explicacién a la memoria metabdlica. Algunos ejemplos que muestran la importancia del
periodo perinatal en el desarrollo de obesidad y diabetes en la edad adulta se han centrado en la
alimentacién materna durante la gestacion o el periodo de lactancia, y en otros factores no
nutricionales, como el estrés. Por ejemplo, diversos estudios en humanos y roedores han
comprobado que el estrés perinatal (el estrés materno, los bajos niveles de cuidado infantil
después del parto y el abuso infantil) afecta a la metilacién del DNA del promotor del receptor de
glucocorticoides, que se mantiene durante el resto de la vida y se acompafia de una menor
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expresion de este gen (Vegiopoulos A. y Herzig S., 2007). En consecuencia, las personas expuestas
tienen una mayor respuesta al estrés, lo que lleva a un mayor riesgo de enfermedad. El receptor
de glucocorticoides es clave en la regulacion de la adiposidad corporal, especialmente la localizada
en la zona visceral, y niveles elevados de glucocorticoides se han ligado al desarrollo de diabetes
tipo 2 y obesidad.

Varios estudios enfocados en la nutricion perinatal han demostrado que la malnutricién calérica o
una dieta baja en proteinas durante el embarazo estan implicadas en la programacion de la
descendencia hacia el desarrollo de obesidad y diabetes. Esta desnutricién induce cambios
epigenéticos en las vias hipotaldmicas fetales que regulan el metabolismo. Por ejemplo, en un
estudio con ovejas que sufrieron desnutricion materna moderada, se redujo la metilacién de los
promotores de los genes proopiomelanocortina (POMC) y receptor de glucocorticoides (GR) en el
hipotdlamo fetal, lo que potencialmente puede resultar en una desregulacion del balance
energético. Estos cambios se asociaron con una menor actividad de la DNA metiltransferasa y una
alteracién de la metilacién y acetilacion de las histonas (Begum G., et al. 2012).

Aungue este tipo de estudios son muy dificiles de realizar en humanos, numerosos disefios
experimentales en animales estdn investigando la posibilidad de que las marcas epigenéticas
inducidas por un periodo de estrés o malnutricion puedan ser heredadas por las siguientes
generaciones, incrementando el riesgo de éstas de sufrir enfermedades metabdlicas.

2.8 Epigenética de Ia dislipidemia

A pesar de las altas estimaciones de heredabilidad, las variantes reportadas en genes involucrados
en la sintesis y metabolismo de lipidos, explican aproximadamente el 10% de la variabilidad
observada en los niveles plasmaticos de lipidos (Asselbergs F.W., et al., 2012). Evidencias recientes
demuestran que una proporcion significativa de la variabilidad genética restante puede atribuirse
a procesos epigenéticos como la metilacién del DNA.

En estudios en los que han utilizado genes candidato, encontraron que la metilacion en varios loci
de genes como APOE, LEP, ADIPOQ, FAIMZ2, IGF2, ABCG1, LIPC, PLTP, FABP3, MCP1, DPP4y ABCA1,
esta asociada con los niveles de lipidos en plasma (Sayols S., et al., 2016).

Sobre la base de los GWAS, se ha desarrollado una tecnologia que evalla el estado de metilacion
del genoma llamados estudios de asociacién del epigenoma (o EWAS del inglés Epigenome wide
association study) mediante los cuales han identificado asociaciones entre los niveles de lipidos en
sangre y el estado de metilacion de genes como TNNT1, DHCR24, SREBF1, TNIP1, ABCG1y CPT1A
(Sayols S., et al., 2016).

A pesar de que se ha encontrado evidencia del papel de los procesos epigéneticos, principalmente
la metilacién del DNA, correlacionan con los perfiles séricos de lipidos, la informacion sobre la
participacion de alteraciones en metilacion del DNA en el riesgo a desarrollar dislipidemias sigue
siendo escasa, por lo que es importante evaluar alteraciones en la metilacién en otros genes.

2.9 Epigenética

Los mecanismos genéticos por si solos no pueden explicar cdbmo se heredan algunos rasgos
celulares. El campo de la epigenética esta revelando una base molecular para saber como la
informacidn hereditaria que no sea la secuencia del DNA puede influir en la funcién génica.
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La epigenética es definida como un sistema de regulacién heredable que puede controlar la
expresion genética sin alterar la secuencia del DNA.

Existen diversos mecanismos epigenéticos por los cuales es regulada la expresidon genética. Hasta
el momento, se han identificado mas de 20, los cuales incluyen la metilacion del DNA,
modificaciones post traduccionales de las histonas, silenciamiento génico mediado por RNA no
codificantes, complejos de remodelado de cromatina basados en adenosin trifosfato (ATP) y los
complejos proteicos Polycomb y Trithorax, entre otros (Mohtat D. y Susztak K., 2010).

Un punto fundamental de la regulacion epigenética es la modulacion de la estructura de la
cromatina, ya que los mecanismos epigenéticos impactan directamente en su organizacion y
mantenimiento. Por lo tanto, es importante conocer su estructura. La cromatina nuclear consiste
en complejos formados por DNA y proteinas denominadas histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4).
Alrededor de 146 pares de bases se enrollan sobre un octamero de histonas (dos H2A, dos H2B,
dos H3 y dos H4) formando el centro de un nucleosoma. Los nucleosomas estan separados, como
si fueran las cuentas de un collar, por la histona H1 y se van plegando para formar finalmente la
cromatina. A su vez, otras proteinas no histonas aportan una mayor condensacion para formar un
cromosoma. Con técnicas especiales de tincién, la cromatina puede verse al microscopio éptico
como heterocromatina (intensamente tefiida, por ser muy compacta) o como eucromatina (menos
teflida, por ser laxa). Al inicio de la transcripcién, la RNA polimerasa es reclutada hasta la regién
promotora del gen por varias proteinas especificas denominadas factores de transcripcion. Para
que la transcripcion ocurra es necesario que dichas proteinas tengan acceso al promotor del gen
a expresar, por lo que su relacion con la estructura de la cromatina juega papel importante. La
heterocromatina corresponde a DNA transcripcionalmente inactivo, ya que, al ser tan compacta
impide el acceso de la RNA polimerasa y los factores de transcripcion al promotor. La eucromatina,
por su parte, si permite el acceso de estas proteinas, por lo que es transcripcionalmente activa. Es
entonces el estado de la cromatina, activa o inactiva, el que regula en parte la accesibilidad de los
factores necesarios para una correcta transcripcion y consecuente expresion génica. Una
cromatina compacta, no permisiva, llevara al silenciamiento génico. Una cromatina relajada y
permisiva (con promotores accesibles a la maquinaria de transcripcion) llevara a la expresién del
gen (Cavagnari B.M., 2012).

La forma en que los mecanismos epigenéticos modulan la estructura de la cromatina es mediante
modificaciones quimicas (marcas epigenéticas), las cuales no alteran la secuencia primaria del DNA,
pero si pueden alterar la expresidon génica en respuesta a seflales ambientales. Las marcas
epigenéticas son esenciales en diversos procesos bioldgicos, tales como la regulacion de la
expresion genética, inactivacién del cromosoma X, impronta génica, embriogénesis,
gametogénesis, diferenciacion celular, silenciamiento de secuencias no génicas (incluyendo
transposones, pseudogenes, secuencias repetitivas y virus integrados) que podrian ser
perjudiciales para las células si se expresan (Salinas V.H., 2013).

Los cambios en las marcas epigenéticas surgen en parte de fuentes externas del medio ambiente
y son importantes para comprender el desarrollo y progresion de ciertas enfermedades, como
cancer, enfermedades neuroldgicas y DT2. Las modificaciones epigenéticas mas relevantes son la
metilacion del DNA, en los residuos de citosina dentro de los dinucledtidos CpG, las modificaciones
post traduccionales de histonas, y el silenciamiento de genes mediado por RNA (Cavagnari B.M.,
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2012). Si estas marcas epigenéticas, estan cerca de regiones promotoras de genes funcionales,
pueden alterar el acceso de la maquinaria transcripcional y por lo tanto la expresion del gen.

En el pasado se creia que la regulacidén epigenética ocurria exclusivamente durante el desarrollo
de células germinales y en embriones preimplantados, ademas que las marcas epigenéticas se
mantenian durante toda la vida. Sin embargo, ahora se sabe que los eventos epigenéticos pueden
ocurrir en respuesta a una variedad de sefiales ambientales durante toda la vida y que las
modificaciones no son permanentes (Laker R.C,, et al., 2013).

2.10 Metilacion de DNA

La metilacion del DNA es una marca epigenética heredable, la cual consiste en la transferencia del
grupo metilo al carbono 5 de la citosina por accién de las enzimas DNA metiltransferasas (DNMT
del inglés DNA methyltransferases).

En mamiferos, en células somaticas, la metilacion del DNA ocurre aproximadamente del 70 al 80%
en dinucledtidos CpG. Los dinucledtidos CpG tienden a agruparse en regiones llamadas islas CpG,
las cuales son regiones de mas de 200 bases con un alto contenido de guanina (G) y citosina (C).
Alrededor del 60% de los promotores de los genes humanos se encuentran en islas CpG y por lo
general no estdn metilados, aunque algunos de ellos (~ 6%) son metilados de forma especifica
durante el desarrollo temprano o en tejidos diferenciados (Portela A. y Esteller M., 2010), por lo
que este proceso es esencial para el desarrollo normal y desempefia un papel muy importante en
una serie de procesos clave, como la impronta génica, la inactivacion de uno de los cromosomas X
en la mujer, en la diferenciacion celular, regulacion de la expresion genética y estabilidad del
genoma (Jin B., Li Y. y Robertson K.D., 2011).

La metilacion del DNA estd mediada por la familia de enzimas DNMT, que catalizan la transferencia
de los grupos metilo de la S-adenosil metionina al DNA. En los mamiferos, se han descrito cinco
miembros de la familia DNMT: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L, pero sélo DNMT1,
DNMT3a y DNMT3b poseen actividad metiltransferasa (Portela A. y Esteller M., 2010). Las
metiltransferasas DNMT3A y DNMT3B, también conocidas como de novo, reconocen la secuencia
5 metil-CpG3 y metilan el residuo de citosina de la cadena complementaria, permitiendo asi la
herencia del estado de metilacion de los dinucleétidos CpG. La DNMT1 o de mantenimiento actla
durante la replicacion del DNA, copiando los patrones de metilacion de la cadena molde a la cadena
recién sintetizada (Cavagnari B.M., 2012).

Cuando elementos reguladores de los genes, como regiones promotoras y enhancer, estan
metiladas hay una supresion de su funcién, ya que esta modificacion impide de forma directa la
unioén de los factores de transcripcién. Otra forma en que la expresidn genética puede ser inhibida
es a través del reclutamiento de complejos proteicos que se unen especificamente a sitios CpG
metilados, los cuales bloguean de forma indirecta la unidn de los factores de transcripcion al limitar
su acceso a los elementos reguladores. Estas proteinas contienen dominios conservados de union
a DNA metilado (MBD, del inglés methyl binding domain). La familia de proteinas MBD median la
interaccién entre el DNA metilado y los componentes de la cromatina, debido a que son capaces
de reclutar complejos represores, que incluyen a diversas proteinas, entre ellas a las desacetilasas
de histonas (o HDAC), las cuales remueven grupos acetilo de los residuos de lisina de las histonas
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H3 y H4, lo que facilita la condensacion de la cromatina y limita el acceso de los factores de
transcripcion a los promotores localizados cercanamente (Laker R.C,, et al., 2013).

Los patrones de metilacion del DNA son importantes para regular de manera adecuada la
expresion de los genes y asegurar un desarrollo normal del ser humano, por lo que su alteracion
conduce a una des-regulacion de los procesos celulares, lo cual se relaciona con varias
enfermedades. La metilacion aberrante es un fendmeno relativamente frecuente en diversos tipos
de cancer y en investigaciones recientes han mostrado un papel en la etiologia de enfermedades
complejas como DT2 y enfermedades neuropsiquiatricas (Pidsley R., et al., 2016).

2.11 Métodos para medir la metilacion del DNA

El estudio de la metilacién del DNA ha sido importante en la investigacion de la relaciéon gen-
ambiente en enfermedades humanas comunes.

Las tecnologias de analisis de metilacion son variadas y permiten evaluar la metilacion ya sea del
genoma completo o de regiones particulares en determinados genes.

Casi todas las técnicas de anadlisis de metilacién requieren de algln tratamiento dependiente de
metilacién del DNA antes de la amplificacién, hibridacion o secuenciacién (Laird, P.W. 2010). De
los tratamientos disponibles estan la digestion con endonucleasas, el enriquecimiento por afinidad
y la conversién con bisulfito de sodio. En la tabla 8 se muestran algunas de las técnicas que
interrogan la metilacion del DNA que utilizan alguno de los pretratamientos que requiere el DNA
gendmico.

Tabla 8. Principios de los métodos de analisis de la metilacion

Anilisis
Pretratamiento
Locus especifico Basado en gel | Basado en chips | Basado en NGS
Digestién con Hpall-PCR Southern blot DMH Methyl-seq
endonucleasas RLGS MCAM MCA-seq
MS-AP-PCR HELP HELP-seq
AIMS MethylScope MSCC
CHARM
MMASS
Enriguecimiento MeDIP-PCR MeDIP MeDIP-seq
por afinidad mDIP MIRA-seq
mCIP
MIRA
Conversion con MethylLight Sanger BS BiMP RRBS
bisulfito de sodio EpiTYPER MS-SNuPE GoldenGate BS-seq
MSP-gPCR COBRA Infinium BSPP
Pirosecuenciacion MSP WGSBS

AIMS, del inglés amplification of inter-methylated sites; BC-seq, conversion por bisulfite seguido de secuenciacién;
BiMP, del inglés bisulphite methylationprofiling; BS, secuenciacion de bisulfito; BSPP, del inglés bisulphite padlock
probes; CHARM, del inglés comprehensive high-throughput arrays for relative methylation; COBRA, del inglés
combined bisulphite restriction analysis; DMH, del inglés differential methylation hybridization; HELP, del inglés Hpall
tiny fragment enrichment by ligation-mediated PCR; MCA, del inglés methylated CpG island amplification; MCAM,
MCA con microarreglos, MeDIP, mDIP y mCIP inmunoprecipitacién de DNA metilado; MIRA, del inglés methylated
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CpG island recovery assay; MMASS, del inglés microarray based methylation assessment of single samples; MS-AP-
PCR, del inglés methylation- sensitive arbitrarily primed PCR; MSCC, del inglés methylation-sensitivecutcounting; MSP,
del inglés methylation-specific PCR; MS-SNuUPE, del inglés methylation-sensitivesinglenucleotide primer extension;
NGS, del inglés next-generation sequencing; RLGS, del inglés restriction landmark genome scanning; RRBS, del inglés
reduced representation bisulphite sequencing; —seq, seguido de secuenciacion; WGSBS, del inglés whole-genome
shotgun bisulphite sequencing. Modificado de: Laird P.W. (2010).

A parte de la forma de analisis y el pretratamiento que requiere el DNA, otra de las diferencias
entre las técnicas que se muestran en la tabla 8 es la escala de analisis de la metilacion, es decir,
algunas técnicas permiten evaluar la metilacion en un locus particular, de regiones
diferencialmente metiladas o de todo el genoma.

En la eleccidon del método a emplear para evaluar la metilacion, no sélo se debe tomar en cuenta
la escala de analisis. También es importante considerar otros factores, como la cantidad y calidad
de las muestras de DNA, los requisitos de sensibilidad y especificidad del estudio, la robustez y
simplicidad del método, la disponibilidad de herramientas bioinformaticas que permitan analizar e
interpretar los resultados, la disponibilidad de equipos y reactivos y el costo.

2.11.1 Técnicas de andlisis del genoma completo

La técnica “gold standard” para el andlisis de la metilacion del genoma completo es la
secuenciacion de DNA convertido por bisulfito (WGBS del inglés Whole genome bisulphite
sequencing). Esta técnica se basa en el tratamiento del DNA gendmico con bisulfito de sodio, el
cual convierte las citosinas no metiladas a uracilos, mientras que las citosinas metiladas
permanecen sin cambios. El siguiente paso es la secuenciacion del DNA convertido (Pidsley R., et
al., 2016), la técnica evalua aproximadamente el 95% (Stirzaker C., et al. 2010) de los ~ 28 millones
de sitios CpG presentes en el genoma humano (Pidsley R., et al., 2016). Esta técnica se ha aplicado
con éxito en diversos tejidos bioldgicos y lineas celulares. Sin embargo, el costo elevado de la
técnica y la dificultad del procesamiento de los datos hacen de la técnica la menos factible para
estudios de cohortes muy grandes (Pidsley R., et al., 2016).

Otras técnicas relevantes que permiten obtener valores de metilacion a gran escala son MeDIP-
seq, RRBS, LUMA (del inglés LUminometric Methylation Assay), MeDIP-seq, BC-seq y los chips de
metilacion, que hasta ahora los de mayor cobertura son dos, el EPIC BeadChip que analiza
aproximadamente 850 mil sitios CpG, y el BeadChip 450K que analiza aproximadamente 450 mil
sitios CpG.

En la figura 1 se muestra un esquema general de las técnicas mas utilizadas en el analisis de la
metilacion, sefialando el costo, cobertura que tienen y la cantidad de muestra de DNA gendmico
gue requieren.
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WGBS Cantidad de DNA genémico » Cobertura

requerido: 1-5 pug Analiza ~ 26.6 millone; 95%
de sitios CpG
MeDIP-seq Cantidad de DNA genémico #»  Cobertura
requerido: 0.3-5 ug Analiza ~ 18.76 millones 67 %
de sitios CpG
MBDcap-seq Cantidad de DNA genémico Cobertura
requerido: 0.2-1 ug Analiza ~ 5 millones de 17.8%
sitios CpG
RRBS Cantidad de DNA gendmico Cobertura
requerido: 0.01-0.03 ug Analiza ~ 1 millén de 3.7%
sitios CpG
EPICBeadChip Cantidad de DNA genémico $  Cobertura o
requerido: 0.5-1 g Analiza ~ 850 mil sitios 3.2 % 7
CpG (=]
(S
BeadChip 450K Cantidad de DNA genémico #  Cobertura
requerido: 0.5-1 ug Analiza ~ 450 mil sitios 1.7%
CpG
BSP Cantidad de DNA gendmico

requerido: 100 pg-200 ug

Pirosecuenciacién Cantidad de DNA genémico
requerido: 10-15 ng

Methylight Cantidad de DNA genémico
requerido: 0.5-1 ug

COBRA Cantidad de DNA gendmico
requerido: 0.2-1 ug

MSP Cantidad de DNA gendmico
requerido: 0.5-1 ug

ERMA Cantidad de DNA gendémico
requerido: 25-50 ng

Figura 1. Resumen de las técnicas mas relevantes para interrogar la metilacién. En los cuadros de color,
de lado izquierdo se indica el nombre de las técnicas. Frente a ellas se sefiala la cantidad de DNA genédmico
necesaria para realizar cada técnica y el nimero aproximado de sitios CpG que pueden ser analizados por
las técnicas de analisis a gran escala. El costo de cada técnica es aproximadamente proporcional a la
cantidad de datos necesarios para analizarlos y de la cobertura del genoma. En el caso de las técnicas que
analizan regiones especificas, su costo se basa en los reactivos que requiere y la tecnologia de analisis.
Modificado de: Stirzaker C., et al. (2010).

2.11.2 Técnicas de andlisis region especifica

La técnica “gold estandar” para interrogar regiones especificas en el DNA es BSP (del inglés Bisulfite
Sequencing PCR), ésta técnica facilita la identificacion y cuantificacién de la metilacion del DNA a
una sola resolucién de nucleétidos. Tras la amplificacion por PCR, el uracilo se amplifica como
timina mientras que los residuos 5-metil citosina permanecen como citosinas, o que permite
distinguir a los CpG metilados de los CpG no metilados por la presencia de un residuo de citosina
frente a la timina durante la secuenciacién (Wang J., et al. 2009). Sin embargo, su desarrollo es
costoso comparado con otras técnicas que permiten obtener los mismos resultados tales como los
métodos Ms-SNUPE, COBRA, MethyLight, Pirosecuenciacion, la técnica ERMA (del inglés Enzymatic
Regional Methylation Assay)y MSP.

La técnica PCR especifica de metilacion (MSP) ha sido utilizada en el analisis cualitativo y
cuantitativo del estado de metilacion de regiones especificas del DNA. Al igual que las técnicas
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anteriores, ésta requiere del tratamiento inicial con bisulfito de sodio y posterior amplificacién por
PCR, utilizando dos pares de oligonucledtidos diferentes, uno que amplifica sélo cuando el sitio a
evaluar esta metilado (oligo M) y otro que amplifica cuando no esta metilado (oligo U) (ver figura
2). Esto es posible por la composicion de los oligos, donde el oligo M tiene un alto contenido de
G/C (guanina y citosina) y el oligo U un alto contenido de T/A (timina y adenina).

Para su disefio, se debe considerar que la secuencia de DNA esta convertida por bisulfito, por lo
que se utilizan programas diferentes a los convencionales. Un ejemplo de ellos es el programa
MethPrimer, que realiza y facilita el disefio de oligonucledtidos con la secuencia convertida (Li y
Dahiya, 2002).

La MSP puede ser una técnica cuantitativa, si el método de la amplificacién de las muestras es por
gPCR (del inglés quantitative PCR).

Me
— |
ATGGAGCCAGCATGCCG DNA genémico ATGGAGCCAGCATGCCG
ATGGAGUUAGUATGUUG Tratamiento con  ATGGAGUUAGUATGUCG
bisulfito de sodio
Amplificaciéon
Oligo U BerEER Oligo M
5'- TACCTCAATCATACAAG -3’ 5'- TACCTCAATCATACACG -3’
11 - I =
ATGGAGTTAGTATGTTC ATGGAGTTAGTATGTGC
Oligo M Oligo U
5~ TACCTCAATCATACACG -3°_—~" 5~ TACCTCAATCATACAAG -3° _~"
ATGGAGTTAGTATGTTC )4 ATGGAGTTAGTATGTGC ) 4

Figura 2. Esquema general de la técnica MSP. En la evaluacion del estado de metilacién de un sitio CpG
en particular se pueden tener dos posibilidades, que el sitio CpG de interés esté metilado (lado izquierdo)
o que no lo esté (lado derecho). Después del tratamiento del DNA con bisulfito las citosinas que estan no
metiladas son convertidas a uracilos, mientras que las citosinas metiladas permanecen sin cambios. La
forma en que la técnica evalla el estado de metilacion del sitio CpG de interés es utilizando oligos
especificos que en su extremo 3’contienen al sitio CpG a evaluar, en donde el oligo M en esta posicion
puede tener las bases G o C, mientras que el oligo U puede tener las beses A o T. La amplificacion de la
secuencia sélo se llevara a cabo por complementariedad de bases, por lo que el oligo M no podrd amplificar
con la secuencia no metilada y viceversa.
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3. Antecedentes

Se ha demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de comorbilidades
como DT2, hipertensién, enfermedades cardiovasculares, dislipidemia, artritis, apnea obstructiva
de suefio y cancer, que en conjunto son responsables de mas de 2.5 millones de muertes por afio
en el mundo.

Los riesgos de salud asociados a la obesidad pueden mejorar con la reduccién de peso. El
tratamiento para la obesidad se basa en una adecuada alimentacién y en el incremento en la
actividad fisica. Sin embargo, la pérdida de peso mediante estas medidas no siempre es exitosa por
la falta de apego. Es por ello que el tratamiento quirdrgico como la cirugia bariatrica, ha logrado
implementarse con éxito en la reduccién de peso a largo plazo, en pacientes con un IMC > 35 kg/m?.
Alcanzando una mejora en las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, riesgo
cardiovascular y mortalidad.

El bypass gastrico Roux en Y es el procedimiento baridtrico mas utilizado para el tratamiento de la
obesidad modrbida, el cual combina los procedimientos restrictivos y malabsortivos, los cuales
inducen la pérdida de peso al desviar el paso de los nutrientes al intestino delgado y dirigirlos
directamente al ileon distal produciendo malabsorcién (Buchwald, H., et al., 2004).

Existen multiples estudios que han documentado la mejora clinica en enfermedades metabdlicas
después de la cirugia bariatrica. El efecto benéfico de la cirugia baridtrica sobre la DT2 es uno de
los mds observados. En el caso de la dislipidemia se ha reportado una disminucion en los niveles
de triglicéridos y c-LDL y un incremento en los valores de c-HDL (Zlabek J.A., et al., 2005).

En el laboratorio de Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas del INMEGEN se encontraron
varios genes que presentan alteraciones en la metilacién del DNA en tejido adiposo de pacientes
obesos diabéticos. En un estudio posterior, se encontré que después de cirugia baridtrica se
presenta una remodelacion de la metilacion y que existen cambios en genes que se relacionan con
la reduccién de peso y la mejora en los perfiles de lipidos. El efecto que tiene la remodelacidon en
la mejora clinica necesita evaluarse en un mayor numero de pacientes, por lo que en el presente
trabajo se implementd la cuantificacion del estado de metilacidon por PCR especifica de metilacién
(MSP) para evaluar el estado de metilacién de los genes NR2E1, NFIX, KCNQ1 y FTO, los cuales se
vieron relacionados con la mejora en la salud metabdlica y con la reduccién de peso.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el estado de metilacion de los genes NR2E1, NFIX, KCNQ1 y FTO mediante la técnica MSP,
en tejido adiposo subcutaneo de pacientes obesos antes y después de ser sometidos a cirugia
bariatrica.

4.2 Objetivos particulares

e Implementar la técnica de PCR especifica de metilacién (MSP) para loci relacionados a
reduccién de peso vy perfiles de lipidos.

e Evaluar el estado de metilacién de los genes seleccionados en muestras de DNA de
pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica

e Determinar si hay una remodelacién de los valores de metilacion, evaluados por MSP,
después de la cirugia bariatrica.

5. Hipétesis

El cambio en el estado de metilacion de los genes NR2E1, NFIX, KCNQ1y FTO, después de la cirugia
bariatrica, esta relacionado con la reduccién de peso y la mejora en los perfiles de lipidos de los
pacientes.

6. Estrategia experimental

Antes de cuantificar los niveles de metilacién en tejido, fue necesario implementar la técnica de
MSP. En el diagrama que se muestra en la figura 3, se describe de forma resumida la estrategia
que se siguid para implementar la técnica MSP y para cuantificar los niveles de metilacion en las
muestras de los pacientes, de la cual se profundizara mas adelante.
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7. Materiales y métodos
7.1 Implementacion de la técnica MSP
7.1.1 Seleccion de genes

En un trabajo previo, realizado en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica, analizaron la
metilacion del DNA, en tejido adiposo subcutdneo de pacientes obesos antes y después de ser
sometidos a cirugia bariatrica y encontraron cambios en la metilacién después de la intervencion
en varios genes, los cuales estuvieron relacionados con el metabolismo de lipidos e IMC y
presentaron correlacion con valores de CT, TG, c-HDL, c-LDL e IMC (Sanchez EC., 2017). De esos
genes, se eligieron a los que tuvieron la mejor correlacién con dichos parametros (NR2E1, NFIX,
KCNQ1 vy FTO), para ser evaluados por MSP.

7.1.2 Disefio de oligos

Para el disefio de oligos, primero se delimitd la secuencia genética. Para ello se utilizé la secuencia
genética de las sondas del microarreglo de metilacién, con la cual se hizo un alineamiento en BLAST,
con la finalidad de ubicar la posicién de la secuencia de la sonda en la del gen. Una vez obtenida
esta informacién, desde el programa BLAST se accedié a la base de datos GenBank, para poder
delimitar una secuencia de aproximadamente 700 pb alrededor del sitio CpG.

Posteriormente, se descartaron zonas con variantes genéticas. Para esto, la secuencia fue
analizada con la herramienta Graphics de GenBank, en la cual se indicé que en la nueva secuencia
se buscaran SNP (del inglés Single Nucleotide Polymorphism) que tuvieran un valor de MAF (del
inglés Minor Allele Frequency) mayor a 0.01.

Una vez que se identificaron los SNP en la secuencia, ésta se introdujo al programa MethPrimer, al
cual se le especificd que el disefio de oligos es para la técnica MSP, para la cual es necesario el
disefio de dos pares de oligonucledtidos, uno de ellos es especifico para la amplificacién del locus
metilado (oligo M) y el otro para el no metilado (oligo U). Esto es posible porque el programa
considera la conversién por bisulfito del DNA, por lo que las citosinas metiladas las mantiene como
citosinas y las no metiladas las convierte en timinas.

El programa arroja cinco posibles resultados. Para la seleccion del par de oligos se considerd, que
el sitio CpG a evaluar se encontrara en el extremo 3" de los oligos, que el tamafio del amplicon
fuera de 150-300 pb, que ninguno de los oligos cayera en algin SNP, que la temperatura de
alineamiento fuera de aproximadamente 602 C y que la diferencia de temperatura entre ambos
oligos no fuera mayor a los 52 C.

Los oligos se mandaron sintetizar con la compafiia IDT (Integrated DNA Technologies).
7.1.3 Estandarizacion de condiciones

Para probar la eficiencia de amplificacién con los oligos disefiados, primero se probaron los oligos
por PCR en punto final. La cantidad de reactivos esta establecida para un volumen de reaccion de
25 pL. La cantidad de oligos y muestra se sefialan en la tabla 9 y las condiciones de reaccion en la
tabla 10.
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Tabla 9. Reactivos para la reaccién de PCR en punto final

Reactivos Cantidad para una reaccion
10X Buffer 2.5puL
MgCl, [25mM] 2 ul
dNTP’s [2.5mM] 2 ul
Oligo F [10uM] 1ul
Oligo R [10uM] 1ul
DNA [100 ng/uL] lul
bsDNA [164.1 ng/ulL] 2ul
TagPolimerasa [5U/ul] 0.25 uL
H,0 15.25 plL

Oligo F: Forward; Oligo R: Reverse; bsDNA: DNA convertido por bisulfito. * Para cada tipo de muestra se hizo una mix
de reaccién que llevé los mismos reactivos y la misma cantidad de cada uno de ellos.

Los reactivos que se emplearon para la PCR, son de la marca Applied Biosystems, se usé la enzima
AmpliTag™ Gold DNA Polymerase with Buffer Il and MgCl, de Roche.

Para las pruebas y estandarizacion de la amplificacidon se utilizd DNA de muestras de sangre. La
muestra fue extraida por venopuncién, utilizando tubos Vacutainer® que contienen como
anticoagulante EDTA. La muestra fue procesada de forma inmediata.

Para la extraccion de DNA se utilizd Gentra Puregene Blood Kit de Qiagen, siguiendo el protocolo
establecido por el proveedor (Gentra Puregene Handbook 12/2014).

Una porcion del DNA fue tratada con bisulfito de sodio. Este procedimiento se describird mas
adelante.

Tabla 10. Condiciones de reaccién para la PCR en punto final

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Hot start 952 C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 952 C 30 segundos
Alineamiento 652 C 45 segundos 35
Extension 752 C 30 segundos
Extension final 752 C 10 minutos 1
Enfriamiento 40 C 00 -

El termociclador que se utilizé fue GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems.

Los resultados de la PCR se evaluaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
(UltraPure™ Agarose de invitrogen), el buffer que se utilizd fue TBE 1X. Se mezclé 1ul de la muestra
amplificada, 2 pL de buffer de carga y 3 pL de GelRed (Biotium Inc.). Las condiciones de
electroforesis fueron 50 minutos, 90 Volts (fuente de poder BioRad®, No. de serie 1704401). El
gel se visualizd en un fotodocumentador MultiDoc-It™ 125 Imaging System M-20V (UVP). Las
bandas se compararon con el marcador de peso molecular 1Kb Plus Ladder™ de ThermoFisher.
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Los resultados obtenidos por PCR en punto final se probaron por PCR en tiempo real (qPCR). La
cantidad de reactivos y muestra de la qPCR en tiempo real se muestran en la tabla 11 y las
condiciones de reaccion en la tabla 12. El volumen final de la reaccion fue de 25 pl. Las reacciones
se realizaron por triplicado.

Tabla 11. Reactivos para gPCR

Reactivos Cantidad para una reaccion
Master mix Sybr Green (2X) 12.5 pL
ROX (50X) 0.5 puL
Oligo F [10uM] 1ul
Oligo R [10uM] 1ul
AmbsDNA 0.5 puL
H,O 9.5 uL

AmbsDNA: DNA convertido por bisulfito y amplificado

Para la reaccion se utilizé el kit Sybr Fast gPCR Master Mix Universal Kit, de Kapa Biosystemes,
utilizando ROX como referencia pasiva.

La amplificacion del DNA convertido por bisulfito se describird mas adelante.

Tabla 12. Condiciones de reaccién de la gPCR

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Hot Start 952 C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 952 C 30 segundos
*Alineamiento 659 C 45 segundos 40

* En este paso se indicé al equipo que capturara la fluorescencia. El equipo que se utilizé fue Quantum Studio 3 de
Applied Biosystems.

7.1.4 Prueba de la cuantificacion de la metilacion
7.1.4.1 Valores tedricos

Para la construccidon de la tabla con valores tedricos de Ct que corresponden a los valores de
metilacidn, se partio del principio de que a un valor de metilacion del 50% (0.5), el valor de Ct para
la amplificacién con los oligos M y U seria el mismo, por lo que el valor de ACt seria igual a cero.
Por cada disminucion del valor de metilacion, valor de Ct de oligo M tendra un incremento
proporcional, mientras que reducird el valor de Ct de del oligo U; por el contrario, el aumento en
el valor de metilacion produce una reduccién del valor de Ct del oligo M y un aumento del valor
del Ct del oligo U.

7.1.4.2 Prueba experimental

Se construyo un DNA artificial de valores de metilacién conocidos, los cuales iban de 0% metilado
a 100% metilado. Para obtener dichos valores de metilacidn se hizo una mezcla de DNA metilado
con DNA no metilado. La cantidad de DNA metilado y no metilado se muestra en la tabla 13; asi
como el valor de metilacién correspondiente.
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Tabla 13. Mezcla de DNA

DNA metilado DNA no metilado Porcentaje de metilacion
0 pL 5puL 0%
0.5 uL 4.5 ul 10%
1ul 4 uL 20 %
1.5uL 3.5uL 30 %
2 uL 3ul 40 %
2.5uL 2.5uL 50 %
3L 2ul 60 %
3.5uL 1.5uL 70 %
4 ul 1ul 80 %
4.5 ul 0.5 ul 90 %
Sul 0L 100 %

Las muestras de DNA metilado y no metilado corresponden a amplificaciones con los oligos My U
de cada gen. Con los productos de amplificacidn se hicieron electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Las bandas correspondientes al DNA que amplificé con el oligo M y U fueron cortadas y reservadas
en tubos conicos de 15 mL rotulados como My U. El kit que se utilizo fue QlAquick® Gel Extraction
de Qiagen, siguiendo el protocolo establecido por el proveedor (QIAquick® Spin Handbook). El
DNA purificado fue cuantificado por espectrofotometria y mantenido en refrigeracion a 42 C.

Enlastablas 14y 15 se muestra la cantidad de reactivos que se afiadid y las condiciones de reaccién
para la gPCR. Cada una de las muestras se probaron por duplicado y se hizo una mix para cada una
de las mezclas de DNA. La cantidad de reactivos se calculé para un volumen final de reaccién de

20 pL.
Tabla 14. Reactivos para la prueba por MSP

Reactivos Cantidad para una reaccién
Master mix Sybr Green (2X) 10 pL
ROX (50X) 0.4 pL
Oligo F [10uM] 1ul
Oligo R [10uM] 1ul
Mezcla de DNA 0.5 pL
H,0 7.1l

Tabla 15. Condiciones de reaccién para la prueba por MSP

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Hot Start 952 C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 952 C 30 segundos
*Alineamiento 652 C 45 segundos 40

* En este paso se indicé al equipo que capturara la fluorescencia.
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Con los resultados que se obtuvieron de esta prueba se construyd una grafica que permitio obtener
la ecuacion con la cual se calcularon los valores de metilacion. Los resultados de esta prueba vy las
graficas se mostrardn mas adelante.

La eficiencia de la amplificacidon se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
E=10Y/™

Donde m es la pendiente de la recta.

El porcentaje de la eficiencia se obtuvo con la siguiente ecuacion:

%E= (E-1) x 100%

7.2 Cuantificacion de los niveles de metilacion en muestras de tejido

7.2.1 Seleccion de pacientes

Para este estudio se utilizaron muestras de tejido adiposo subcutdneo periumbilical, provenientes
de 21 pacientes obesos que fueron sometidos a cirugia baridtrica. Las muestras fueron
proporcionadas por la Clinica Integral de Cirugia y Enfermedades Metabdlicas del Hospital General
de Tldhuac de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México. La clinica proporcioné dos muestras
de tejido las cuales se obtuvieron en diferentes tiempos, una durante la cirugia y la otra seis meses
después.

7.2.1.1 Criterios de inclusion

Pacientes de entre 25 y 45 afios de edad con IMC 2 35 kg/m? que cuenten con historia clinica
completa que incluya datos antropomeétricos y clinicos, asi como los andlisis de laboratorio.

7.2.1.2 Criterios de exclusion
Obesidad causada por algin sindrome genético o disfuncion endocrinolégica.
7.2.1.3 Criterios de eliminacion

Que no cuenten con los analisis bioquimicos, que no sea posible obtener el tejido o que no deseen
participar en el estudio.

7.2.2 Extraccion, cuantificacion e integridad del DNA

El DNA fue extraido de aproximadamente 100 mg de tejido adiposo subcutdneo y se realizd
utilizando QlAamp® DNA Mini Kit, siguiendo el protocolo establecido por el proveedor (QlAamp
DNA Mini and Blood Mini Handbook). La cuantificacién del DNA se realizd por espectrofotometria
usando el equipo NanoDrop 1000® (ThermoFisher Sci), se utiliz6 como blanco 1ulL de agua
inyectable y 1 uL de muestra para cada cuantificacion.

La integridad del DNA se verificé por electroforesis en gel de agarosa al 1% (UltraPure™ Agarose de
invitrogen), el buffer que se utilizé fue TBE 1X. Se mezcld 1ulL de DNA, 2 plL de buffer de cargay 3
pL de GelRed (Biotium). Las condiciones de electroforesis fueron 40 minutos, 90 Volts (fuente de
poder BioRad®, No. de serie 1704401). El gel se visualizd en un fotodocumentador MultiDoc-It™
125 Imaging System M-20V (UVP).

35



7.2.3 Conversidon de DNA por bisulfito de sodio

Todas las muestras de DNA gendmico fueron convertidas por bisulfito, utilizando el kit EZ DNA
methylation- Gold™ de Zymo Research. La cantidad de DNA gendmico que se convirtio fueron 500
ng. Dicho procedimiento se llevd a cabo siguiendo el protocolo establecido por el proveedor
(Instruction manual EZ DNA Methylation-Gold™ Kit), las condiciones de reaccién de conversiéon
fueron las siguientes:

982 C por 10 minutos
642 C por 2.5 horas
49 C hasta por 20 horas

La reaccién se llevd a cabo en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystem:s.
Posteriormente el DNA convertido se desulfona y se lava en columna.

7.2.4 Amplificacion de DNA convertido por bisulfito por bisulfitoma

El DNA extraido de tejido adiposo esta en cantidades limitadas y es una muestra muy valiosa, por
lo que adicionalmente se lleva a cabo una amplificacion del bisulfitoma (DNA gendmico convertido
por bisulfito). Para la amplificacién se utilizaron 10 puL de cada muestra de DNA convertido por
bisulfito. El kit que se utilizé fue EpiTect® Whole Bisulfitome de Qiagen, se siguid el protocolo
establecido por el proveedor (EpiTect® Whole Bisulfitome Handbook).

Para la incubacion de las muestras se utilizd el termociclador de gradiente Mastercycler®
(Eppendorf).

7.2.5 Cuantificacion de los niveles de metilacién en tejido

Todas las muestras se cuantificaron por duplicado. La cantidad de reactivos se calculé para un
volumen final de reaccion de 20 pl. Las condiciones de reaccion de MSP y cantidad de reactivos se
muestran a continuacion.

Tabla 16. Reactivos para la cuantificacién en tejido por MSP

Reactivos Cantidad para una reaccion
Master mix Sybr Green (2X) 10 pL
ROX (50X) 0.4 pL
Oligo F [10uM] 1ul
Oligo R [10uM] 1ul
Muestra de DNA 0.5 pL
H,0 7.1 uL

Tabla 17. Condiciones de reaccién para la cuantificacidn en tejido por MSP

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Hot Start 952 C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 952 C 30 segundos
*Alineamiento 652 C 45 segundos 40

* En este paso se indicé al equipo que capturara la fluorescencia.
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7.2.6 Andlisis estadistico

Las graficas y valores de Ct se obtuvieron con el software del equipo QS3.

Los valores de Ct se copiaron a hojas de calculo de Excel, en las cuales se hizo el calculo de los

niveles de metilacion.

Las graficas y las pruebas de ANOVA se hicieron con el programa R.

8. Resultados

8.1 Seleccion de genes

Los genes fueron seleccionados de un estudio previo en cual reportaron que después de la cirugia
bariatrica diversos genes, involucrados en el metabolismo de lipidos, modifican sus niveles de
metilacion y que dicho cambio muestra una correlacién entre los valores de metilacion y los valores
de lipidos de los pacientes después del tratamiento quirdrgico (Sanchez, EC. 2017). La lista de
genes se muestra en la tabla 18, en ella se incluye la funcién y el parametro clinico con el que se
encontraron asociados en el estudio mencionado.

Tabla 18. Genes asociados a dislipidemia y su funcion

Gen

Funcién

Correlacion con
parametro clinico

NR2E1 Nuclear Receptor

Participa en la retinogénesis como regulador de

Subfamily 2 Group la expresion del gen PTEN, el cual actia como TG, IMC
Member 1 supresor tumoral en diversos tejidos

Factor de transcripcion capaz de activar la IMC, c-LDL, c-HDL
NFIX Nuclear factor | X transcripcién y replicacion

KCNQ1 Potassium voltage-

Codifica para un canal de potasio controlado por

dependent dioxygenase

acumulacion de grasa en el cuerpo. En particular,
participa en la regulacién de la termogénesis y el
control de la diferenciacién de los adipocitos

gated channel subfamily Q | voltaje necesario para la fase de repolarizacion IMC
member 1 del potencial de accion cardiaca

Regulacion de la tasa metabdlica global, gasto

energético y homeostasis energética. Contribuye
FTO  Alpha-ketoglutarate | a la regulacion del tamafio corporal y IMC

IMC: indice de masa corporal; TG

8.2 Diseno de oligos

: Triglicéridos; cHDL: colesterol de baja densidad; c-LDL: colesterol de baja densidad.

Para el disefio de oligos primero se delimitd la secuencia genética. En la siguiente tabla se indica la
region genética que se utilizé como molde para el disefio de los oligos, su posicidn en la secuencia
del gen vy el sitio CpG de interés.

37



Tabla 19. Secuencia molde para el disefo de oligos

Gen

Posicidn que ocupa en
la secuencia del gen

Secuencia

NR2E1

10075..10796

gagcagaaaqg
aaatgggtct
attgtaggaa
tttgctttta
ctcteectet
cttececeegte
cgaccgcagce
caaacggagc
gccagggcty
gcctectetyg
ccectectte
agggaagata
aa

gcagtggagg
cggcgattag
actgacactt
ccgcagette
cceettttet
tttectgega
teggggaage
atccgaagga
cactgctyggg
agtttccacy
ttgcctcaac
tgagtttaca

gcegeactge
aagagaacca
gctcaaggaa
ggtgctaate
ccectettete
tttcaggceqg
actacggggt
ataggaccta
cteegetetg
cagttgagga
tettggagge
ggagggagtc

cgcecegggee
aatacatgta
aaaaagtttg
ccttcagagg
cgccctectt
cattttagat
ctacgectge
tgtctgcaaa
ctgectecte
gagaccegge
cctttggetg
tgaagtccta

tgctgtcate
gcggtgeaty
ggtataaaat
tcagattget
tcectetege
atccectgea
gacggctget
tctggaaace
actcttttgt
cctgacctet
gggaaagycy
gagccteect

ttttattcca
aataatgcte
cacttcatta
tagcatctet
ccctteccee
aagtgtgtgg
caggtttttt
aggtacctta
ttgtgccaag
cccttectet
ggaagaggta
acactttttt

NFIX

5744..6465

g9999caggyy
ccecggacgte
cccecagegac
gcctggagge
ccgtegggte
gcctgecagey
cgggccacce
cagagtccca
tctecgaaga
ggggttctet
gtgccaagtg
tgggtcctac
ca

aggggagagy
gcagcctetyg
ccgggetget
g99aggggcy
agccteggge
aagttcccty
aactctcect
cagtggcect
ggggacatct
aggccaggece
tgteccacage
cgggagtgty

ggggcgggcy
cceecccecace
gcggagtgga
ggaggcagee
acaacagcgc
cgeggcgeac
gggctgtgge
gacagcgttyg
aggggctgct
ctaattgtce
ttacagtgge
cagtggtgte

cgctgecage
cccaaacttt
cecggcagye
gtggacacag
cgaccttgge
ggctgeggea
ctgaggectet
cctgcaggge
tagcectget
cctetgeeca
agtccacatg
aaggggcgag

ggtggecgey
ccteggegea
ctggggaate
ccgacagtge
gcgttgctag
aaagcttcga
aagagggcac
caagccacag
gccagecagg
gcctgatect
ggtatggete
gggtttgtey

cctetecgac
aactttctgg
ccgtecegte
tgcggccaca
agcgegtece
ggatgcctgt
agaagctgee
ctggtaacag
cctgcatgtg
tgtcagecat
ctactttgte
gggtatgtgt

KCNQ1

3265..3986

tgtccagttyg
ggaaggcaga
gtgctgtgty
caccttcact
cagcgcecag
actcctgtgt
cgtccacgat
ggtgctcagy
gtcaccgetyg
agceggtete
ccaaatgcca
caacccacce
99

tccaaacget
gactccatge
ccetgcagag
gatatgctte
cacaagctgg
ggcacctcac
aaaagagcag
gacgacctgyg
agctccacct
ttetgttgge
gtagegggey
ccacccaqggy

gcttattcaa
aggtgtatgt
ctgactgact
ccaggaaggt
gacccactce
tagggtygggy
acttttggca
aagtgtcaca
ttagtcectg
tgcccececac
ggaggcagty
gaatccacgqg

agctcacctt
atgttcacce
gcccccatet
accctctect
atccactctt
agtcaggegt
g9g9ggtggta
tgagttatgg
cctcaggget
ccececeececca
cagagacctg
ggcgcagegy

cctectgetyg
ggaaagtaac
tctgaccege
cggecteect
gctgcaaata
caagggcctg
gatacatcaa
gtctectgge
gtgtgcagta
agcctgagac
tgaaaatctt
cagcgeggte

aggtgggagy
tgctgaatge
tgcececttetyg
tgtgttatca
cagactgtge
ggctggacte
attgacccag
ggggcggaga
tcctgaaaaa
gtgctgagac
ccgatgtgac
tecgacggtgy

FTO

56251..56972

agccaaatgt
gatgggagge
gatgctccag
atgaggatat
tacttcaaac
tggaagtttc
cgtaaaactt
gtcatggact
cctgcaacgyg
tttctttaag
gtceegetge
tgggctaaaa
ag

catttatgtg
gattgggety
gtctgtggga
tcagctgtet
actctgttgt
ttattttgaa
ggaagtctee
tttecaggety
ggtgtggeca
agaaagctgg
ctggaatgta
ggggecgggce

agatttgecee
cagggctgga
gtcagaggce
gatccegtee
caagtccata
gaccatttgt
ttgtggtaga
gactgctgee
tgtgactgag
tgtatgeect
catgctggac
ctctgagaac

cttggatgty
gagcttggac
taggactcte
attgaggtgt
tattteggtyg
ttgaatgaaa
gactgcacag
caaaatgcag
agaaggtgta
ttgcecetttyg
ttggatcttyg
ttcaggagaa

aaaggcctet
ggttgacatg
cctectgagy
acttgaggga
gctcttcagt
tcatcaatca
atccecttett
attgcattte
ctatgggagt
cttettagge
aaggtgaagce
ccactgtece

ctttcttaat
acccagagga
gagaaagaac
ttacagggag
ttggagcact
tttctagttt
gcttctttga
cccagectee
ctctgaggtyg
ccttgettet
ccaagcctta
agcctggtta

Las citosinas y guaninas marcadas en azul corresponden al sitio CpG de interés.
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Las secuencias anteriores se introdujeron al programa MethPrimer, los resultados se muestran en

la figura 4.

NR2E1

TCCTCCGATTTCAGCCCGCATTTTAGATATCCCCTGCAARCTETGTGGCGACCGCAGCTE
RN R s R RN A A RN NN AL S SR NN

r117cCaATTTTAGG O NN G GRGRGGOENIEC 1 C

GGGGAAGCACTACGGGETCTACGCCTCCCACGGCTGCTCACGTTTTTTCARACGGAGCAT
AR RN RN RN A A e AR RN N R RN R RN E S NN
GGGGAAGTATTACGGEETTTACGTTTGCGACGGTTGTTTAGGTTTTTTTAAACGGAGTAT

CCCAAGGARTAGGACCTATCTCTGCAAATCTGGARACCAGCTACCTTAGCCACGGGLTECA
s+ LELLEE R bbb e b be bbb bbb e bbb tesbbiestiiletllel
TCGAAGGAATAGGATTTATGT T TGTARAT T TGCARATTAGCTATTTTAGT TAGGGTTGTA

CTCCTGGECTCCGLTCTGCTGCCTCCTCACTCTTTTGTTTECTGCCARGGCCTCCTCTCAG
R L A A A A A N R A R R R R R A R R A R A R AR

rrerrecer o G 7 CAC

NFIX

GCCTGCAGCGMGTTCCCTGCGCGG@GCACGGCTGCGGCAAAAGCTTCGAGGATGCCTGT
drellell+s L0l eee et #4400 eI+ el ]

GITTETAGCGAAGTTTTTTGCCCGEer Acc Rl i ECEE T ARG T I T CCACERTCTTIEY

CGEGCCACCCAACTCTCCCTGEECTGTGECCTGAGGCTCTAAGAGCGCACAGAAGCTECE
i lesleeelbelebese PO b0 bee bbb e e bbb ele b il ellee
IGGGTTATTTAATTTTTTTTGGGTTGTGGTTTGAGGTTTTAAGAGGGTATAGAAGTTGTT

CAGAGTCCCACAGTCGCCCTGACAGLETTGCCTCCAGGECCAAGCCACAGCTEGTAACAG
R A R R AR A N A A A N A A RS A R AR A R R R A

tacacTrrTATACICETTTIGATAGCc T

TCTCCGAAGAGGGGACATCTACGGGLTGCTTAGCCCTGCTECCAGCCAGGCCTGCATETG
Pelees L LEEPRR e bbb er et i bess bt best et it iet il
.TTCGAAGAGGGGA'I‘ATTTAGGGGTTC-T‘Z‘TAGTT’I‘TGTTGTTAGTTAGGTTTGTATGTG

KCNQ1
CTCCATGCACGTGTATCTATGTTCACCCCGAAACTAACTGCTGAATGCGTGCTGTGTECC
shes PRl bR e tee#++ 00 LEEE R e bbb LRI+l blllee

TTTTATGTAGGTGTATGTATGTTTATTCGGAAAGTAAT TGTTGAATCCGTEIICHCTETE

C‘IGCAGAGCTGAC:'rGAC‘I‘GCCcccm‘cr‘rcTGACCCGCTGCCCTTCTQCACCTTCACTGA
sl b beb et bet e bel el beesde bzl el el lelel]]

TN CAG T AT GAR G T T T TAT T T T TTGATTCGTTGTTTT T TTTATTTTTATTGA

TATGCTTCCCAGGAAQGTACCCTCTCCTCGGCCTCCCTTGTGTTA‘!‘CACAGCGCCCAGCA
(I A N R A R s A A R A NN R RN S N
TATGTTTTTTAGGAAEFTATTTTTTTTTCGGTTTTTTTTGT”TTATTATAGCGTTTAGTA

CAAGCTGGGACCCACTCCATCCACTCTTCCTGCAARTACACGACTGTGCACTCCTGTGTGE
AR A A A N A A A A A R A R R A A R R R R
TAACTTGGGAT T TAT T T TAT T TAT T TTCT ITGTARAATATACGATTGTGTATTTITTIGTGTCGSE

CACCTCACTAGGGTGGECAGTCAGGLCETCARGGECCTGEGCTGCACTCCGTCCACGATAR
sleslbe e DR RLEREERT =i+ be bbb bbb et il eledtleel++l11]
TATTTTATTAGGGTGGCGGAGTTAGGCGTTAAGGCGTTTGGGTTGGATTT

ARCACCAGACTTTTCCCAGGGCCTGLTACATACATCARATTGACCCAGGGTGCTCAGEGA
AR R R AR AR R R N A R AR EE A AR R R AR

e - " GG TAGATATATTAAATTGATTTAGGGTGT TTAGGCA

39



FTO

GATGCTCCAGGTCTGTGGGAGTCAGAGGCCTAGGACTCTCCCTCCTGAGGGAGAAAGAAC
AR AN AN N A A A N N RN R
GATGTTTTAGGTTTGTGGECAGTTAGAGET TTAGGATTTTTTTTTTTGAGGGAGAAAGAAT

ATGAGGATATTCAGCTGTCTGATCCCGTCCATTGAGGTGTACTTGAGGCGATTACAGGGAG
FEEErrrrr ettt bt bee+s+fest b brrrrrrretrrrrrrr et
ATGAGGATATTTAGTTGTTTGATTTCGTTTATTGAGGTGTATTTGAGGGATTATAGGGAG

TACTTCAAACACTCTGTTGTCAAGTCCATATATTTCGGTGGCTCTTCAGTTTGGAGCACT
Fletlbet ettt bttt ittt b=+ttt rrrrele
TATTTTAAATATTTTGTTGTTAAGTTTATATATTTCGGTGGTTTTTTAGTTTGGAGTATT

TGGAAGTTTCTTATTTTGAAGACCATTTGTTTGAATGAAATCATCAATCATTTCTAGTTT
Frrrrerrr=errrrerrrtrrrezt et ettt etttz itttz
TGGAAGTTTTTTATTTTGAAGATTATTTGTTTGAATGAAATTATTAATTATTTTTAGTTT

CGTAAAACTTGGAAGTCTCCTTGTGGTAGAGACTGCACAGATCCCTTCTTGCTTCTTTGA
F+LL bbbt tes b brrr b e et betet bttt

S Gl G T TA.GAT T T TT T TTTGT T TTTTGA

Figura 4. Resultados del programa MethPrimer. El programa muestra dos secuencias, la primera
corresponde a la secuencia gendmica (secuencia sombreada) y la segunda a la secuencia modificada por
bisulfito, es decir que en la segunda secuencia cambian las citosinas no metilables por timinas y las
metilables permanecen sin cambios. Dichas modificaciones estan sefialadas con una cruz (metilables) y
con puntos (no metilables). De color verde y rojo estd marcada la posicién de los oligos en la secuencia. El
oligo marcado con color verde corresponde al oligo forward y el oligo marcado de color rojo al reverso. El
sitio CpG a evaluar de cada gen estd marcado en negritas y en recuadros se sefialan los SNP con valores de
MAF>0.01, los cuales se evitaron en la secuencia de los oligos y del amplicén. En las secuencias de los
genes NR2E1 y FTO no se marcan SNP porque no se encontraron en la secuencia de los oligos o del

amplicén.

Los oligos que se disefiaron para cada gen se muestran en la siguiente tabla. En la Ultima columna,

al final de la secuencia del oligo se indica si se trata del oligo Forward (F) o Reverse (R).

Tabla 20. Oligos disefiados

Gen Primer M Primer U Primer
Forward/Reverse
NR2E1 5'- TTA GAT ATT TTT | 5'- ATT TTA GAT ATT | 5'- CCT TAA CAC AAA
TGT AAAGTG TGT GGC | TTT TGT AAA GTG TGT | CAA AAA AAT AAA AAA
GAT C-3' GGT GATT -3' ACA ACA AAA C-3'(R)
NFIX 5'- GCG GTA AAA GTT | 5'- GTT GTG GTA AAA | 5'- GTT GTG GTA AAA
TCG AGGATG TTT GTC | GTT TTG AGG ATG TTT | GTT TTG AGG ATG TTT
-3 GTT -3' GTT -3' (R)
KCNQ1 5’- CCC CTA CCA AAA | 5’- CCC CTA CCA AAA | 5'- GTT GTG TGT TTT
ATC TAC TCT TTT ATC | ATC TAC TCT TTT ATC | GTA GAG TTG ATT GAT
GTA AACG -3’ ATA AACA -3’ TGT-3'(F)
FTO 5'- TCT CTA CCA CAA | 5'- TCT CTA CCA CAA | 5'- GGT TTT GGG GTG
AAA AAC TTC CAA ATT | AAA AAC TTC CAA ATT | TAT AGG TAA AGG TAA
TTA CG -3' TTA CA -3' AT -3' (F)

Primer M: el que reconoce al sitio CgG cuando esta metilado; Primer U: el que reconoce al sitio CpG cuando no esta
metilado; (R): Primer reverse; (F): Primer forward
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8.3 Estandarizacion de condiciones

El primer paso en la estandarizacion fue evaluar la especificidad de los productos de PCR, mediante
electroforesis en geles de agarosa. Los resultados mostraron un solo producto de amplificacion
con el tamafio deseado, el cual sélo amplificd con DNA convertido con bisulfito y no con DNA
gendmico. Los resultados se muestran en la figura 5. Las imagenes que se muestran corresponden
a una electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de reaccién de PCR en punto final de
los genes NR2E1, FTO, NFIX y KCNQ1. El tamafio de los productos de amplificacién de NFIX es de
150 pb y el de KCNQ1 es de 281pb. De acuerdo con el marcador de peso molecular se puede
observar que los tamafios de los productos de amplificacién corresponden con el tamafio esperado.
Las bandas que se aprecian justo debajo de los pozos 3, 6, 9y 12 corresponden al DNA gendmico.
En los pozos 4, 7, 10, 13 no se aprecia ninguna banda como se esperaba, ya que esta reaccién no
contenia DNA. Las bandas que aparecen debajo de los productos de amplificacién corresponden a
los oligos. El tamafio esperado del producto de amplificacion de NR2E1, es de 211 pb, al comparar
los resultados con el marcador de peso molecular se observa que el tamafio corresponde al
esperado. La banda que se aprecia debajo de los pozos 3 y 6 corresponde al DNA gendmico. Las
bandas que estdn abajo corresponden a los oligos. El tamafio esperado del producto de
amplificacion de FTO, era de 266 pb, al comparar las bandas con el marcador de peso molecular
se observd que el tamafio de los productos de amplificacién correspondid al esperado. Como se
esperaba, los oligos no amplificaron con el DNA gendmico, el cual se encuentra debajo de los pozos
4y 9y tampoco hubo amplificacién en los controles (pozos 5y 8).
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Figura 5. Productos de amplificacion de NR2E1, FTO, NFIX y KCNQ1 con DNA convertido por bisulfito. El
abreviado bsDNA quiere decir DNA convertido por bisulfito y NTC, sin templado. En (a) se muestran los
resultados de NFIX y KCNQ1, las bandas que se aprecian en los pozos 2, 5, 8 y 11 corresponden a la
amplificacion con el DNA convertido con bisulfito. En los pozos 2 y 8, esta la amplificacion con el oligo M,
y en los pozos 5y 11 esta la amplificacién con el oligo U. En (b) se muestran los resultados del gen NR2E1,
en el gel se aprecia la amplificacién del DNA convertido por bisulfito (pozo 2 oligo M y pozo 5 oligo U). En
(c) se muestran los resultados del gen FTO, en el pozo 3 estd la amplificacion del DNA convertido por
bisulfito con el oligo M y en el pozo 7 con el oligo U.
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Los resultados que se obtuvieron por PCR en punto final se probaron por gPCR en tiempo real. Las
condiciones de reaccién se mantuvieron sin cambios, sélo se modificod la cantidad de muestra,

como se sefialé en la tabla 11.

8.4 Prueba de la cuantificacion de la metilacion

Para la cuantificacion se construyd una tabla con valores tedricos de metilacion y Ct tedrico

correspondiente (del inglés Cycle threshold) la cual se muestra a continuacion.

Tabla 21. Valores tedricos de metilacién y Ct

Valor de metilacién
0.000244141
0.000488281
0.000976563
0.001953125

0.00390625
0.0078125
0.015625
0.03125
0.0625

0.125

0.25

0.3125
0.375
0.4375
0.46875
0.484375

0.5

0.515625
0.53125
0.5625

0.625
0.6875

0.75

0.875
0.9375
0.96875
0.984375
0.9921875
0.99609375
0.998046875
0.999023438
0.999511719
0.999755859

Ct oligo M
36
35
34
33
32
31
30
29
28
27
26
25.75
25.5
25.25
25.125
25.0625
25
24.96875
24.9375
24.875
24.75
24.625
24.5
24.25
24.125
24.0625
24.03125
24.015625
24.0078125
24.00390625
24.00195313
24.00097656
24.00048828

Ct oligo U
24.00048828
24.00097656
24.00195313
24.00390625

24.0078125
24.015625
24.03125
24.0625
24.125
24.25
24.5
24.625
24.75
24.875
24.9375
24.96875
25
25.0625
25.125
25.25
25.5
25.75

26

27

28

29

30

31

32

33

35
36

ACt
11.9995117
10.9990234
9.99804688
8.99609375

7.9921875
6.984375
5.96875
4.9375
3.875

2.75

1.5

1.125

0.75

0.375
0.1875
0.09375

o]

-0.09375
-0.1875
-0.375
-0.75
-1.125

-1.5

-2.75
-3.875
-4.9375
-5.96875
-6.984375
-7.9921875
-8.9960938
-9.9980469
-10.999023
-11.999512

DNA M: DNA metilado; DNA No M: DNA no metilado; Ct oligo M: valor de Ct del DNA amplificado con el oligo M; Ct

oligo U: valor de Ct del DNA amplificado con el oligo U; delta Ct: diferencia entre el valor de Ct de M y U.

La diferencia de los valores de Ct de los oligos M y U, corresponde a la delta Ct. Con los valores de
delta Ct y de metilacion de la tabla anterior se construyé una grafica, la cual se muestra en la figura

6. Puede observarse que la grafica presenta un comportamiento sigmoidal.
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Figura 6. Correlacion de los valores tedricos de ACt con los de metilacion. La gréfica (a) se obtiene al
relacionar los valores de Ct con los valores de metilacidn. En la grafica (b), se invierte la relacién para
observar el efecto de los valores de metilacién sobre el valor de Ct, el cual disminuye conforme el valor de
metilacion aumenta.

La ecuacion que describe la grafica (a) en la figura 6 es:

1
1+e™

De acuerdo a la ecuacion anterior se planted la siguiente formula para calcular el valor de
metilacion por la técnica MSP:

1
14 286

Donde
ACt: Ct oligo M - Ct oligo U
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Para poner a prueba el planteamiento tedrico, se realizé la amplificacion de cada gen utilizando un
DNA de cantidades conocidas de metilacién. En la siguiente figura se muestran las graficas de
amplificacién del gen NR2E1.

01

dRn (Log)
dRn (Log)

1e2

\ [

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 35 38 40

1e3l— -
2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 &3

Cycle Cycle

100% 0% 0% , 100%

Color % Metilacion Color % Metilacién
0% 0%
10% 10%
20% 20%
30% 30%
40% 40%
50% 50%
60% 60%
70% 70%
80% 80%
90% 90%
100% 100%

Figura 7. Grafica de amplificacion del gen NR2E1. En ambas graficas se observa que la amplificacion inicia
en los primeros ciclos. Las flechas indican el orden de amplificacion de acuerdo a los valores de metilacidon
descritos en el cédigo de colores que se muestra debajo de cada grafica.

Para evaluar la eficiencia de la reaccién se graficé el logaritmo del porcentaje de metilacién contra
el valor de Ct. En la figura 8 se muestran los resultados de la amplificacion con el oligo My U de
cada gen.
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Figura 8. Evaluacién de la eficiencia de amplificacion. Las cuatro gréficas que se muestran del lado
izquierdo muestran el valor de la pendiente y de la eficiencia para la amplificacién con el oligo M (lineas
de color verde) y con el oligo U (lineas de color naranja). Los valores de la eficiencia para cada amplificacion
mostraron estar dentro del rango del 90-110%. Las graficas del lado derecho muestran la misma relacién
que las del lado izquierdo, sdlo que estas se construyeron para poder determinar la similitud entre las
eficiencias. E se refiere al porcentaje de la eficiencia de la PCR y m al valor de la pendiente.
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Con los valores de Ct de la amplificacion con los oligos M y U de cada muestra se calculd el ACt.
Los valores de ACt se sustituyeron en la ecuacién (de funcion sigmoide) que se planted para
obtener el valor de metilacién calculado. En la figura 9 se muestran las graficas de correlacién, de
los valores de metilacion con los de ACt.
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Figura 9. Correlacion de los valores de metilacién calculados con los de ACt. En las cuatro graficas se
muestra que la tendencia de la curva es similar a la de la curva tedrica que se muestra en la figura 5 (b).

Posteriormente, se calculé la correlacion entre los valores de metilacion calculados con los valores
de metilacién reales (0% a 100%). Se calculé el coeficiente de correlacién para cada gen. Los
resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Correlacion de los valores de metilacion reales con los valores de metilacion calculados. De
acuerdo a los valores de R? se puede apreciar que hay una buena correlacién entre ambas variables, para
los cuatro genes, lo que demuestra que los valores de metilacién calculados son muy parecidos a los

valores de metilacion conocidos.

8.5 Seleccion de pacientes

En la siguiente tabla se muestran el promedio de los valores de los parametros clinicos vy
bioguimicos de los 21 pacientes antes (TO) y 6 meses después de la cirugia (T6).

Tabla 22. Parametros clinicos y bioquimicos de los pacientes

Parametros TO T6
Total IMC (Kg/m?) 44.23 29.5
CT (mg/dL) 171.6 154.45
Pacientes (n) 21 TG (mg/dL) 132.31 96.6
Masculino/Femenino 2/19 c-HDL (mg/dL) 43.23 51.62
Edad media 39.96 c-LDL (mg/dL) 111.9 89.5

IMC: indice de masa corporal; CT: Colesterol Total; TG: Triglicéridos; cHDL: colesterol de baja densidad; c-LDL:
colesterol de baja densidad; TO: antes de la cirugia; T6: seis meses después de la cirugia.
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8.6 Extraccion, cuantificacion e integridad del DNA

Con la muestra de tejido adiposo visceral, se realizd la extraccion de DNA, se llevd a cabo la
cuantificacion y analizd la integridad mediante electroforesis en gel de agarosa. De todas las
muestras se obtuvo DNA en cantidad y calidad suficiente para llevar a cabo el andlisis de metilaciéon
por MSP. Las concentraciones de DNA fluctuaron entre 110.03 ng/ulLy 452.09 ng/ul. La integridad
del DNA extraido se evalué mediante electroforesis en gen de agarosa de todas las muestras. En la

figura 11 se muestra uno de los geles que se hicieron para evaluar la integridad del DNA de las
muestras de dos pacientes.

DNA
gendmico

Figura 11. Evaluacidn de la integridad del DNA genémico mediante electroforesis en gel de agarosa al
2%. Se muestra la integridad del DNA gendmico extraido de tejido adiposo subcutdneo de dos pacientes,
dos corresponden a la muestra que toman antes de la cirugia (pozos 1y 3) y las otras dos a la muestra que
toman seis meses después de la intervencién (pozos 2 y 4).

8.7 Conversion por bisulfito de sodio y amplificacion

La cantidad que se obtiene de DNA convertido por bisulfito de sodio es de aproximadamente 12
pL, de los cuales 10 pl se utilizan para la amplificacion del DNA convertido (bisulfitoma). Una vez

amplificado, las muestras de los pacientes fueron empleadas para la cuantificacion de la metilacion
por MSP.

En laimagen de la figura 12 se muestra el gel de electroforesis de una muestra de DNA convertido
y posteriormente amplificado (bisulfitoma).

1Kb  bsDNA DNA
Plus _amplificado genémico

20000
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Figura 12. Evaluacion de la amplificaciéon del DNA convertido por bisulfito de sodio (bisulfitoma)
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. En el pozo 1 estd el marcador de peso molecular, en el
pozo 2 estd la muestra amplificada de DNA convertido por bisulfito (bsDNA amplificado) y en el pozo 3 se
encuentra la muestra DNA gendmico que se utilizd para la conversién y posterior amplificacién.
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8.8 Cuantificacion de los niveles de metilacion en tejido adiposo

Posteriomente se realizd la cuantificacién de la metilacion por MSP de cada gen en cada muestra
de los pacientes. Con los resultados de la cuantificacion se analizaron los cambios que pudieran
presentarse después de la cirugia bariatrica.

Para observar si hubo cambios en los valores de metilacidon entre el grupo de individuos pre
quirurgicos (OB) y post quirurgicos (PQX) se construyeron graficas de caja y bigotes.

Para saber si hubo diferencias significativas en los valores de metilacion entre los grupos OB y PQX
se hizo la prueba de ANOVA, los resultados de la prueba se muestran en la debajo de las graficas.

En el caso del gen NR2E1, el intervalo de los valores de metilacion de los individuos OB va de 0.2 a
0.83, mientras que el de los PQX va de 0.25 a 0.52. Cada punto representa el valor de metilacion
de cada paciente (n=21). El punto que esta fuera de la caja en el grupo PQX corresponde a un valor
atipico. De acuerdo con el valor de p, no hay diferencia significativa entre los grupos, aunque
claramente se observa un cambio en el conjunto de los datos.
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Figura 13. Comparacién de los niveles de metilacion en el gen NR2E1 entre individuos OB y PQX. La
abreviacion OB se refiere al grupo de pacientes pre quirurgicos y la abreviacidon PQX se refiere al grupo de
pacientes postquirurgicos. La barra negra que divide cada caja indica la media.

Para el caso del gen NFIX, el rango de los valores de metilacién de los individuos OB va de 0.23 a
0.81, mientras que el de los PQX va de 0.22 a 0.78. Cada punto representa el valor de metilacion
de cada paciente (n=21). La barra negra que divide la caja indica la media. De acuerdo con el valor
de p, no hay diferencia significativa entre los grupos, aunque la media cambia y puede verse una
tendencia en el comportamiento de los datos.
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Figura 14. Comparaciéon del porcentaje de metilacion del gen NFIX entre individuos OB y PQX. La
abreviacion OB se refiere al grupo de pacientes pre quirurgicos y la abreviacion PQX se refiere al grupo de
pacientes postquirurgicos. La barra negra que divide cada caja indica la media.

En el gen KCNQ1 el rango de los valores de metilacién de los individuos OB va de 0.39 a 0.88,
mientras que el de los PQX va de 0.22 a 0.67. Cada punto representa el valor de metilacion de cada
paciente (n=21). La barra negra que divide la caja indica la media. En este gen se muestra un mayor
cambio después de la cirugia baridtrica, aunque de acuerdo con el valor de p, no hay diferencias
significativas entre los grupos.
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Figura 15. Comparacion del porcentaje de metilacion del gen KCNQ1 entre individuos OB y PQX. La
abreviacion OB se refiere al grupo de pacientes pre quirurgicos y la abreviacion PQX se refiere al grupo de
pacientes postquirurgicos. La barra negra que divide cada caja indica la media.
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Por ultimo, para el gen FTO el rango de los valores de metilacion de los individuos OB va de 0.39 a
0.88, mientras que el de los PQX va de 0.25 a 0.70. Cada punto representa el valor de metilacion
de cada paciente (n=21). La barra negra que divide la caja indica la media. En este gen también se
observa un cambio después de la cirugia, aunque el valor de P muestra que no hay diferencias
significativas entre los grupos.
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Figura 16. Comparacion del porcentaje de metilacion del gen FTO entre individuos OB y PQX. La
abreviacion OB se refiere al grupo de pacientes pre quirurgicos y la abreviacidon PQX se refiere al grupo de
pacientes postquirurgicos. La barra negra que divide cada caja indica la media.

9. Discusion

Los métodos estandar para el andlisis de metilacion de todo el genoma (WGSBS) y region especifica
(BSP), proporcionan un perfil de metilacién a una resolucion de un par de base, lo que los hace los
métodos mas completos. Sin embargo, su costo los hace poco factibles para el analisis de varias
muestras. Por esta razén, es importante desarrollar técnicas que permitan analizar la metilaciéon
en un mayor numero de muestras, a un costo mas accesible.

En este estudio se describe el desarrollo y los resultados obtenidos del andlisis de metilacion de
cuatro genes, por la técnica MSP, la cual se basa en la amplificacién por gPCR de una regién en
particular que contiene al sitio CpG de interés. Para la amplificacion utiliza dos pares de oligos
diferentes, que son especificos para la secuencia metilada o no metilada. La diferencia de los
valores de Ct de la amplificacién con la secuencia metilada y la no metilada permiten obtener el
valor de metilacion.

Se evaluaron los estados de metilacion de sitios CpG de los genes NR2E1, NFIX, KCNQ1 y FTO.

Los resultados obtenidos en la estandarizacién mostraron que la técnica funciona y permite
obtener valores de metilacidn cercanos a los reales, al mostrar una buena correlacidén entre los
valores de metilacion calculados y los conocidos.

En la determinacion de los niveles de metilacién en tejido adiposo, se observé que los cambios en
la metilacién entre los grupos de pacientes OB y PQX, para los cuatro genes, no son
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estadisticamente significativos, lo que podria deberse al tamafio de muestra o a la sensibilidad de
la técnica para detectar cambios pequefios en la metilacién, lo cual habria que analizarse
detalladamente en estudios posteriores.

9.1 Métodos para el analisis de la metilacion de una region especifica: ventajas y
desventajas

Varios métodos se han desarrollado para analizar el estado de metilacion de regiones particulares
del DNA. En los primeros estudios sobre metilacion utilizaban enzimas de restriccion sensibles a
metilacion y los fragmentos eran analizados por Southern blot. En la actualidad, este enfoque sigue
vigente; sin embargo, su uso requiere de grandes cantidades de DNA vy la informacion que
proporcionan sobre la metilacion se limita a los sitios de reconocimiento de las enzimas (Galm O.
y Herman J.G., 2005).

La mayoria de las técnicas recientes utilizan como principio el tratamiento con bisulfito de sodio
de DNA gendmico para distinguir entre citosinas metiladas y no metiladas. Esta modificacion
quimica, que convierte todas las citosinas no metiladas en uracilos, se ha convertido en la base
para una variedad de técnicas. La subsiguiente amplificacion por PCR del DNA convertido sustituye
los residuos de uracilo por timinas y las 5-metil citosinas por citosinas. Varios métodos se basan en
la amplificacion por cebadores que hibridan en sitios que carecen de dinucledtidos CpG en la
secuencia gendémica original (Galm O. y Herman J.G., 2005). De este modo, los cebadores
amplifican de forma independiente al estado de metilacion, lo que da como resultado una mezcla
de diferentes productos de PCR, que tienen la misma longitud, pero son diferentes en su secuencia
debido a sitios de potencial metilacién en los dinucledtidos CpG. Estos productos de PCR se pueden
analizar mediante diferentes métodos, como COBRA, Ms-SNuPE o ERMA. Todas estas técnicas
proporcionan informacion cuantitativa detallada sobre los patrones de metilaciéon de una regién
de DNA particulary se utilizan ampliamente en la investigacidon basica. Sin embargo, estos métodos
resultan ser costosos, su desarrollo requiere de mucho tiempo e implica el uso de materiales
radiactivos o enzimas de restriccion.

Al igual que la técnica MSP, existen otros métodos que utilizan como principio la conversidon por
bisulfito del DNA y la posterior amplificacion por PCR. Siendo los mas utilizados BSP vy
pirosecuenciacion.

La técnica BSP se considera como una tecnologia “gold standard”, porque proporciona un
acercamiento cualitativo, cuantitativo y eficiente para identificar a la 5-metil citosina en la
resolucion de un par de base (Li Y. y Tollefsbol T.O., 2011).

La técnica se basa en la secuenciacion de la amplificacion por PCR de una regién en particular.
Como principio de la técnica esta el tratamiento del DNA con bisulfito de sodio y la subsecuente
amplificacion por PCR y secuenciacion.

Al igual que la técnica MSP, el disefio de los oligonucledtidos representa el paso mas importante
en el desarrollo de la técnica. La principal caracteristica que deben cumplir los oligos es que no
deben contener ningun sitio CpG en su secuencia para evitar la discriminacion entre sitios
metilados y no metilados.
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En este trabajo se disefiaron oligonucledtidos que presentaron una buena especificidad y eficiencia
de amplificacion, que muchas veces representan el principal reto en la cuantificacion de la
metilacion con DNA convertido por bisulfito, por lo que podria utilizarse en otras técnicas basadas
en PCR como COBRA o modificarse y también emplearse para secuenciacion.

Una de las mayores ventajas que ofrece la técnica de pirosecuenciacion es la posibilidad de realizar
varias lecturas en una sola corrida, por lo que se pueden identificar secuencias de diferentes
muestras en la misma ejecucion, lo que aumenta la eficiencia y el rendimiento, y reduce los costos,
lo que la hace ideal en el anélisis a gran escala (Siqueira JF., Fouad AF. y Rbgas IN., 2012). Sin
embargo, la principal desventaja de utilizar la pirosecuenciacion es que para su desarrollo se
requiere de equipo especializado mientras que el equipo necesario para el desarrollo de MSP es
de facil acceso para cualquier laboratorio. Por lo tanto, la técnica MSP sigue siendo la mas
adecuada para el analisis de metilacidon a gran escala. Ademas, al igual que MSP, el éxito de las
técnicas BSP y pirosecuenciacion también depende de un buen disefio de oligonucleétidos, por lo
qgue en su desarrollo no muestran una ventaja sobre MSP.

Entre las desventajas de MSP a comparacion de las técnicas BSP y pirosecuenciacion es que el
analisis de la metilacién se limita a un sitio CpG, mientras que por las otras dos técnicas se pueden
evaluar mas sitios, lo que permite obtener un valor de metilacién global de la regién de interés
(Siqueira J.F., Fouad A.F. y Rocas I.N., 2012).

Una de las desventajas de MSP que se observaron en nuestro estudio es que la técnica requiere
de una mayor concentracién de DNA convertido, por lo que fue necesario elevar la concentracion
de las muestras. EI método que se utilizd se basa en la tecnologia de amplificacién por
desplazamiento multiple (MDA), el cual consiste en el uso de una DNA polimerasa de
procesamiento Unico, es decir, que la enzima es capaz de replicar el DNA sin disociarse de la
plantilla. Ademas, la enzima tiene actividad de correccion de exonucleasa 3'-5', lo que ayuda a
mantener la fidelidad de la secuencia diana durante la replicacion.

La amplificacion se realizé porque después de la conversion con bisulfito de sodio, el DNA se
fragmenta, siendo el cambio en la composicion de nucledétidos y la fragmentacién los que afectan
la amplificacién del DNA, cuando se usan métodos convencionales para su analisis, como es la PCR.
El método de amplificacién se recomienda cuando el nivel de fragmentacién del DNA es elevado.
Otro factor que influye en la integridad del DNA convertido es la temperatura de almacenamiento.
A temperaturas inadecuadas el DNA tiende a degradarse. La temperatura recomendada de
almacenamiento es de -702 C, para periodos prolongados y para periodos cortos es de -202 C.

Una alternativa a la amplificacién es el aumento en la concentracion de DNA gendmico que se va
a convertir por bisulfito. Sin embargo, esto no es recomendable, ya que se corre el riesgo de que
se lleve a cabo una conversién incompleta.

La principal desventaja de la técnica MSP es que no permite detectar cambios pequefios en la
metilacidn. En la literatura reportan que se pueden detectar cambios de hasta el 0.1 % (Galm O.y
Herman J.G., 2005). En la gran mayoria de los estudios en los que utilizan MSP como método de
analisis, evallan cambios en la metilacion en genes involucrados en cancer, en donde los cambios
que observan son muy grandes. En la mayoria de los casos los cambios mas pequefios son del 5 %,
mientras que los mdas grandes van del 25 al 35 % (Sturgeon S.R., et al., 2012).
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Los cambios que reportaron en el estudio de Sanchez EC., van del 0.05al 0.1 % (Sdnchez E.C., 2017),
por lo que nuestro analisis se realizd en el limite de deteccién de la técnica. Por lo tanto, la
dispersién de los datos, como se aprecia en las figuras 13, 14, 15y 16, se debe a la reduccién en la
sensibilidad de la técnica para detectar los cambios pequefios en la metilacién, por lo que en los
valores menores al 0.1 % son los que producen la dispersion en los datos.

Los rangos de metilacidon son muy parecidos, siendo la dispersion de los datos lo que impide
observar la diferencia entre los grupos.

Aungue los valores de metilacion entre los grupos de pacientes OB y PQX no muestran diferencias
significativas, como se esperaba, la técnica permitid obtener un rango de metilacién parecido al
observado en el estudio de referencia.

A pesar de las limitaciones de la técnica MSP, ésta mostrd tener una buena linearidad, la eficiencia
adecuaday la especificidad en la amplificacidon con DNA convertido y no con DNA gendmico, lo que
descarta una amplificacion inespecifica por una conversién ineficiente.

9.2 Especificidad y eficiencia de MSP

Para poder determinar los niveles de metilacién se utilizaron los valores de Ct, los cuales
corresponden al niumero del ciclo al cual la sefial fluorescente refleja un aumento estadisticamente
significativo sobre la sefial de referencia calculada, es decir, el nimero de ciclo al cual la sefal
fluorescente cruza la linea umbral (threshold). El Ct se utiliza porque su valor estd inversamente
relacionado con la cantidad de templado inicial. Dada la importancia del Ct se debe evaluar el
rendimiento de la reaccién, midiendo factores que influyen en su valor, como son la especificidad
analitica y la eficiencia de reaccion.

La especificidad analitica se refiere al reconocimiento de la regién de interés y no de otras. En
nuestro estudio los oligonucledtidos no sélo fueron capaces de reconocer el sitio de interés, sino
que también amplificaron de forma especifica con DNA convertido y no con DNA gendmico. Esto
se debe a su disefio, en el cual se toma en cuenta la modificacidn que sufre el DNA después del
tratamiento con bisulfito, es por esto que el disefio de oligos para MSP no debe realizarse con los
programas convencionales.

La eficiencia es uno de los indicadores mas importantes del rendimiento de la reaccién, ya que este
parametro permite determinar si los resultados obtenidos son precisos y reproducibles (Svec D.,
et al., 2015). Para determinar su valor, se hizo una correlacion en entre los valores de metilacion y
los de Ct. De esta correlacién se calculd la pendiente y el valor de R%. A partir del valor de la
pendiente se calculd el valor de la eficiencia. Idealmente, la eficiencia de la PCR debe ser del 100 %,
lo que significa que la cantidad de producto se duplica después de cada ciclo. El porcentaje
aceptable de eficiencia va del 90 % al 110 %. Los factores experimentales que pueden influir en la
eficiencia son la longitud, estructuras secundarias y contenido GC del amplicén. Las
concentraciones inadecuadas de reactivos y la calidad de la enzima pueden dar lugar a eficiencias
por debajo del 90 %. Mientras que la presencia de inhibidores en uno o mas de los reactivos puede
producir eficiencias de mas del 110 %. En este trabajo se observaron que las eficiencias fueron
adecuadas para la amplificacion con los oligos M y U de los cuatro genes, por lo que se descarta
que la modificacién del DNA por la conversion con bisulfito intervenga en la eficiencia de la
reaccion o cualquier otro factor inherente a la reaccién de PCR.
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En la implementacion de experimentos que miden niveles de expresidon por gPCR, se utilizan las
graficas de eficiencia para saber a qué concentraciones de cDNA es preciso comparar los niveles
de expresion entre el gen de interés con el gen de referencia. Esto se observa en una grafica de
eficiencia en la cual se grafican los resultados del gen de referencia y los del gen de interés, los
puntos que estén mas cerca, casi uno sobre el otro, indican que a esas concentraciones de DNA es
posible comparar los niveles de expresion de una forma precisa. Lo mismo sucede en nuestro
ensayo, en donde la eficiencia del oligo M y U debe ser comparable para poder tener resultados
precisos en la cuantificacion. En la figura 8, se sefiala el rango de los niveles de metilacién a los
cuales las eficiencias son muy similares y en la mayoria de los casos caen en valores de metilacion
entre el 30 % y 70 %. Por lo que la sensibilidad del ensayo se a valores de metilacion menores al
29 % y mayores al 80 %, por lo tanto, en esos rangos no se puede utilizar con precision la
comparacién entre el valor de Ct del oligo M con el U.

Para el gen NR2E1 los valores de metilacién que se reportaron en el estudio de referencia fueron
del 50 % al 75 %, de acuerdo a los resultados obtenidos en la figura 8, los valores de metilacién a
los cuales se obtienen resultados precisos van del 60 % al 80 % de metilacion, por lo que el calculo
de los valores de metilacion del 50 % ya no son confiables. Para el gen NFIX, reportaron valores de
metilacion del 30 % al 50 %, y el nivel de deteccion confiable esta entre el 40 % y 60 %, quedando
fuera del rango confiable los valores del 30 %. Para el gen KCNQ1 reportaron valores de metilacién
de entre el 50 % y 60 %, los niveles confiables de comparacion estuvieron entre 40 % y 60 %, por
lo que los niveles de metilacién que se obtuvieron en la prueba son precisos, esto se refleja en el
valor de R’ de la figura 10, siendo el valor més alto de dicho pardmetro que se obtuvo para los
cuatro genes. Por ultimo, para el gen FTO reportaron valores de metilacion del 50 % al 70 %, y los
valores a los cuales se encontraron eficiencias adecuadas fueron entre el 30 % y 50 %, por lo que
la cuantificacion de los valores del 60 % y 70 % no son confiables; sin embargo, se obtuvo una
buena correlacién (Figura 10). Esto puede ser porgue a esos valores de metilacién la variacion no
es muy grande, observandose en la distancia entre los puntos de las dos curvas (Figura 8), los cuales
no estan muy alejados. Aunque los resultados del estudio de referencia no son comparables con
los de la estandarizacién, por no tratarse de las muestras de analisis, es necesario tomarlos en
cuenta para conocer a qué valores de metilacidon se pierde la sensibilidad del ensayo. Es por esto,
gue una parte de la variacidon de los resultados obtenidos, puede explicarse por la baja sensibilidad
a ciertos valores de metilacion.

La eficiencia de la PCR solo se determind para saber si el rendimiento de la reaccion era el
adecuado y no con fines de utilizarlos para la cuantificacion, ya que se tendrian que hacer curvas
estandar para cada muestra lo cual no resulta factible para el analisis de varias muestras de DNA,
por lo que para la cuantificacién se utilizé un modelo sigmoideo basado en la cinética de la reaccién
de gPCR, del cual se profundizara mas adelante.

En las gréficas de eficiencia también se determiné el valor de R? el cual se calculd para conocer el
ajuste de los datos el cual mostré ser adecuado. Este valor también se utiliza como medida de la
reproducibilidad, lo que permite establecer si a lo largo del tiempo se mantiene la consistencia y
la exactitud de los resultados.
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9.3 Estrategia de cuantificacion por qPCR

El método matematico mas utilizado en la cuantificacion por gPCR se basa en la comparacién de
los valores de Ct (AACt), el cual utiliza un modelo matematico de no convergencia que solo se
ajusta a la fase inicial de la reaccion para modelar la cinética de la PCR. Este método se basa en las
suposiciones de que las eficiencias de amplificacién del gen de referencia y del gen objetivo son
aproximadamente iguales y que la eficiencia de amplificacion es cercana a 1, en la fase exponencial,
ya que en esta fase se supone que los componentes de la reaccion no son limitantes y por lo tanto
la eficiencia de amplificacién es idéntica (Rao X., et al., 2013). Sin embargo, en un estudio en el que
pusieron a prueba los dos supuestos anteriores, encontraron que la eficiencia de amplificacién no
siempre es cercana a 1y que las eficiencias de amplificacién del gen de referencia y el gen objetivo
no siempre son aproximadamente iguales (Liu W. y Saint D.A., 2002). Por lo que propusieron un
método de cuantificacién basado en la eficiencia de amplificacion que toma en cuenta la cinética
de lareaccién de PCR, el cual muestra resultados éptimos en la eficiencia de amplificacién en todas
las fases de la reaccién, por lo que se decidié utilizar dicho método para la cuantificacion de la
metilacion.

Para poder probar si dicho método era Util para este estudio, se evalud si la tendencia de la grafica
de amplificacién es igual cuando se sustituyen los valores de concentracién de DNA por los de
metilacion y los de Ct por los de ACt. Para ello primero se construyd una tabla con valores de
metilacién y Ct, tedricos (Tabla 21). La tabla se construyé partiendo del principio de amplificacion
por PCR, el cual dice que en cada ciclo se obtiene el doble de moléculas de DNA. Este principio se
siguid, pero en términos de porcentaje de metilacién. Para describir lo que se hizo se ejemplificara
con la amplificacién del oligo M.

El punto de partida fue el valor de metilacién del 50 %, en el cual se supone que los valores de Ct
de la amplificacion con ambos oligos es el mismo. El valor que se determind fue arbitrario tomando
en cuenta que la amplificacion ideal inicia a partir del ciclo 20. Para determinar los valores que
estan por debajo del 50 % y por arriba de este mismo, se fue aumentando y disminuyendo la mitad
del valor de metilacion, que es 25 y se observé que cuando se aumenta el 25 % de metilacion el
valor de Ct solo disminuye a la mitad, y cuando se resta el 25 % el valor de Ct aumenta un ciclo. En
el caso del oligo U se siguid la misma ldgica, sélo que los valores de Ct son inversos a los del oligo
M, ya que para su amplificacién se requieren de mas ciclos. La tendencia de la grafica es sigmoidea
porqgue conforme aumenta el valor de metilacién, el valor de Ct de la amplificacion con el oligo M
es mas pequefio, y el de la amplificacién con el oligo U es mas grande, por lo que el valor de ACt
se va haciendo negativo (Figura 6).

Como los resultados tedricos resultaron ser los esperados se realizd una prueba con el DNA
artificial que se construyd a partir de valores de metilacién conocidos para cada uno de los genes
y lo que se observé fue la misma tendencia sigmoidea, como se esperaba (Figura 9).

El Ultimo paso consistid en evaluar la calidad de los resultados obtenidos, al compararlos con los
valores de metilacion conocidos. Para ello se construyeron las graficas de correlacion para cada
gen (Figura 10), y se calculé el valor de R?, el cual mostré valores cercanos a 1, lo cual es indicativo
de que los valores de metilacion calculados son muy parecidos a los conocidos. Las graficas
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mostradas son la evidencia del buen funcionamiento del método y que por medio de éste es
posible obtener valores de metilacién cercanos a los reales.

9.4 Analisis de metilacion en genes candidato

La creciente prevalencia de la obesidad en nuestro pais y en el mundo, se reconoce como un riesgo
importante en el desarrollo de enfermedades que comprometen la salud metabdlica, como la DT2
y la dislipidemia. La dislipidemia en conjunto con la obesidad, predisponen un incremento en el
riesgo de enfermedad cardiovascular, una de las principales causas de muerte en el mundo (OMS,
2016). Siendo la reducciéon de peso el principal tratamiento de las enfermedades asociadas a la
obesidad, ya que se ha visto que después de la pérdida de peso se recupera la salud metabdlica,
reduciéndose el riesgo cardiovascular y mortalidad asociadas a la epidemia de la obesidad. Las
estrategias convencionales como modificaciones en la dieta y el ejercicio, resultan ser insuficientes
en el tratamiento de la obesidad severa, por lo que los procedimientos quirdrgicos, como la cirugia
bariatrica, han resultado ser eficaces en el tratamiento de la obesidad y sus comorbilidades. En el
caso de la dislipidemia se ha reportado que después de la cirugia se presenta una disminucion en
los niveles de CT, TG, c-LDL y un aumento del c-HDL (Zlabek J.A, et al., 2005). El mecanismo por el
cual ocurre esto no ha sido completamente dilucidado.

En investigaciones recientes sobre el papel de los mecanismos epigenéticos en la patogénesis de
enfermedades humanas comunes, como son la obesidad y la diabetes, han demostrado que la
regulacion epigenética a través de la metilacion del DNA, se ha visto implicada en el control
transcripcional de genes relacionados con la funcién mitocondrial y la regulacién metabdlica en
musculo esqueléticoy células B del pancreas (Barres R., et al., 2013). Por lo que se piensa que dicho
mecanismo epigenético puede tener un papel en la patogénesis de la dislipidemia y en la mejora
clinica.

Los estudios sobre el papel de la metilacion del DNA en la dislipidemia son escasos y los pocos que
han realizado muestran que existen alteraciones en los niveles de metilacién de genes relacionados
con el metabolismo de lipidos en tejido adiposo subcutaneo. En un estudio reciente, reportaron
que después de la reduccion de peso por cirugia baridtrica, se presentan cambios en los patrones
de metilacién en tejido adiposo subcutaneo y que dichas modificaciones muestran una correlacion
con la mejora en los pardmetros clinicos de lipidos e IMC (Sanchez EC., 2017). De los genes
descritos en el estudio anterior se seleccionaron algunos de los que tuvieron las mejores
correlaciones de los niveles de metilacion con los pardmetros clinicos de lipidos e IMC. El analisis
se realizd en los mismos sitios CpG y pacientes, por lo que se esperaba observar que las diferencias
en los valores de metilacion entre el grupo de pacientes OB y PQX fueran significativas. A pesar de
que las diferencias entre los grupos no fueron significativas (Figuras 13, 14, 15y 16), si se pudo
observar el cambio en los niveles de metilacién antes y después de la cirugia.

Los cambios en la metilacion de los genes FTO y KCNQ1 han sido reportados en varios estudios
sobre obesidad y diabetes. En uno de ellos se encontrd que los valores de metilacion para el gen
KCNQ1 y el mismo sitio CpG, coinciden con los reportados en este estudio. El andlisis de metilacion
lo realizaron en muestras de tejido adiposo provenientes de pacientes obesos antes de ser
sometidos a cirugia bariatricay 6 meses después de ésta (Benton M.C,, et al., 2015). En este mismo
estudio también encontraron cambios significativos en la metilacion del gen FTO, pero en un sitio
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CpG diferente al de nuestro estudio. Sin embargo, coinciden en la relevancia de dicho gen en la
remodelacion de la cromatina después de la pérdida de peso.

La participacién de los genes NFIXy NR2E1 no ha sido descrita por otros estudios en enfermedades
de tipo metabdlico. Sin embargo, se sabe que la expresién del gen NFIX en tejido adiposo, en
individuos metabdlicamente sanos, es elevada, lo que indica que desempefia un papel importante
en tejido adiposo. Como este gen codifica para factores de transcripcidn, se piensa que
alteraciones en su expresion pueden repercutir en la transcripcién de genes importantes que
participan en el metabolismo del colesterol HDL y LDL.

Para poder atribuir la influencia de la metilacion del DNA en la expresion de un gen se debe conocer
la posicion de los sitios CpG que se evaluaron. Para este estudio, tres de los sitios CpG que se
analizaron, se encontraron en el cuerpo de los genes NR2E1, NFIXy FTO. La metilacion en el cuerpo
génico no estd asociada con la represién, sino que muestra una correlacidon positiva con la
expresion génica. Ademas, se ha visto que puede interferir con el alargamiento de la transcripcion,
lo que sugiere un posible papel en la regulacién del splicing (Jjingo D., et al., 2012), por lo que los
transcritos de dichos genes pueden generar moléculas que participan de forma negativa en el
metabolismo lipidico cuando los niveles de metilacidn son elevados.

El sitio CpG que se analizé en el gen KCNQI se encontrd en el TSS1500 (a 1500 bases del sitio de
inicio de la transcripcién). Como se ha explicado, la metilacién en este sitio estd asociada a la
represion transcripcional.

El tejido adiposo contiene varios tipos de células diferentes incluyendo; adipocitos, fibroblastos,
pre adipocitos, células madre y células inmunitarias; de dicho medio celular se ha reportado que
después de la pérdida de peso cambia significativamente (Benton M.C., et al., 2015). Lo que sugiere
gue una proporcién de las modificaciones observadas en la metilacion del DNA podria reflejar
dichos cambios en la composicion celular, lo cual puede estar relacionado con las diferencias
bioldgicas y funcionales relacionadas con la mejora de las enfermedades asociadas a la obesidad.
Este supuesto parte del conocimiento de que las marcas epigenéticas, como la metilacion del DNA,
desempefian un papel importante en el desarrollo y la diferenciacién de las células. Es por ello que
no se puede atribuir la participacion especifica de los genes en algun tipo celular, por lo que el reto
de los analisis futuros es centrarse en analizar la regulacidn especifica que ocurre en tipos de
células particulares, como adipocitos o macréfagos del tejido adiposo, y su contribucidon en las
enfermedades.
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10. Conclusiones

Se logré implementar la técnica MSP, la cual mostro tener buena eficiencia y especificidad
analitica.

Se demostré que el método MSP permite obtener valores de metilacion cercanos a los
valores reales.

Se logré el andlisis cuantitativo de la metilacion de sitios CpG de los genes NR2E1, NFIX,
KCNQ1y FTO.

Los cambios que se observaron en los niveles de metilacién de los genes NR2E1, NFIX,
KCNQ1y FTO en tejido adiposo después de cirugia baridtrica, no resultaron ser significativos
entre los grupos de pacientes.
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