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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por una acumulacion excesiva
de grasa acompafiada por una inflamacién cronica moderada (metainflamacion). México
ocupa el segundo lugar de obesidad a nivel mundial en adultos, por lo que es crucial
realizar estudios de obesidad en este pais para describir, entender y combatir esta
enfermedad. La dieta en conjunto con el ejercicio aerobico moderado es el mejor
tratamiento no farmacoldgico efectivo para combatir la obesidad. Evidencia reciente
sefiala que la metainflamacion la cual es un componente importante en el desarrollo de la
obesidad estd regulada por la acciéon de algunos Receptores Tipo Toll (TLRs);
particularmente por TLR2, TLR4 y TLRY; recientemente se comenz6 a estudiar y
describir como los estimulos de dieta y ejercicio provocan cambios de metilacion en la
region promotora de los genes TLRs desencadenando silenciamiento génico traducido en
subexpresion génica. Se conoce que algunos miRNAs regulan la expresion de los TLRs.
Los cambios de expresion de miRNAs también se han asociado a estimulos de dieta y/o
ejercicio. Con la finalidad de conocer con mayor detalle la relacion: metilacion — TLRs —
dieta y ejercicio asi como la interaccion: miRNAs — TLRs — dieta y ejercicio; se disefid
un programa de dieta hipocaldrica y ejercicio aerdbico moderado; el cual se aplico a 16
personas de 30 a 40 afios con sobrepeso, obesidad grado I y obesidad grado II sin
comorbilidades asociadas. A partir de las muestras obtenidas de los pacientes se
caracterizo el grado de metilacion de la region minima del promotor de los genes TLR2,
TLR4 y TLR9; ademas se estudid la expresion génica de TLR2, 4, 9 y finalmente la
expresion génica de cinco miRNAs asociados al silenciamiento de los TLRs estudiados (a
nivel sérico y celular).

Los resultados antropométricos mostraron una disminucion importante de las medidas
iniciales; los resultados bioquimicos mostraron esa misma tendencia; todo lo anterior
como respuesta al programa de dieta y ejercicio. En cuanto a expresion de TLR2 y 4 se
observo una disminucion de expresion génica con una p=0.012 y 0.047 respectivamente;
la expresion génica de los miRNAs asociados a silenciamiento de los TLRs aumento
significativamente y finalmente la intervencion de dieta y ejercicio resultdo en el
incremento del grado de metilacion de 15.4% en TLR2 y de 10% en TLR4.

Palabras clave:

Obesidad, inflamacion cronica moderada, TLRs, metilacién, regiéon promotora,
silenciamiento génico.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease characterized by an excessive accumulation of fat
accompanied by moderate chronic inflammation (metainflammation). Mexico ranks
second in global obesity in adults, so studies of obesity in this country are crucial to
describe, understand and combat this disease. Diet in conjunction with moderate aerobic
exercise is the most effective non-pharmacological treatment to combat obesity. Recent
evidence calling metainflammation that has an important component in the development
of obesity is regulated by the action of Toll Like Receptors (TLRs); particularly by TLR2,
TLR4 and TLR9; recently began to study and describe how diet and exercise stimuli cause
methylation changes in TLR genes promoter region triggering gene silencing translated
into gene subexpression. It knows that some miRNAs regulate TLRs expression.
Expression’s change of miRNAs also has been associated with diet and / or exercise
stimuli. For purposes of knowing more about the relationship: methylation - TLRs - diet
and exercise as well as the relationship: miRNAs - TLRs - diet and exercise; a program of
hypocaloric diet and moderate aerobic exercise was designed; this program was applied
to 16 people aged 30 to 40 years with overweight, grade I obesity and grade II obesity
without asociated comorbidities. TLR2, TLR4 and TLR9 promoter region methylation’s
degree was characterized from patient’s samples; We also studied the TLR2, 4, 9 gene
expression and finally five TLR s silencing associated expression miRNA’s (at the serum
and cellular level).

Anthropometric results showed a significant measures decrease; biochemical results
showed same tendence in response to diet and exercise program. Regarding expression of
TLR2 and 4, gene expression decrease was observed with p = 0.012 and 0.047
respectively; TLR's silencing associated expression miRNA’s shows a significant
increased and finally diet and exercise program caused methylation increase of 15.4% in
TLR2 and 10% in TLR4.

Keywords:

Obesity, moderate chronic inflammation, metainflammation, methylation, promoter
region, gene silencing, miRNAs, hypocaloric diet, moderate aerobic exercise.



INTRODUCCION

El objetivo de esta tesis fue cuantificar algunos de los mecanismos de silenciamiento
génico (grado de metilacion de las regiones promotoras de los TLR2, TLR4 y TLRY e
identificacion de miRNAs asociados) a nivel de DNA o RNA en leucocitos de pacientes

con sobrepeso, obesidad grado I y II bajo tratamiento de dieta y ejercicio.

Los genes TLR2, TLR4 y TLR9 se encuentran intimamente implicados en el desarrollo
de la inflamacion sistémica moderada caracteristica de la obesidad. Para poder conectar
todos los temas que se manejan en este trabajo; se descricribird qué es el silenciamiento
génico, como opera y qué mecanismos lo rigen; posteriormente se tratara la obesidad:
(como se define?, ;qué es?, ;a qué patologias se encuentra asociada? y, si existe algin
factor genético asociado a ésta; también explicaremos como se desarrolla, epidemiologia
a nivel mundial y en nuestro pais. Se menciona como se mide la obesidad, qué es el IMC,

como se trata la obesidad con énfasis en la dieta y el ejercicio.

Silenciamiento génico.

El silenciamiento génico es un proceso que cumple diversos objetivos dentro del
metabolismo y funcionamiento de los seres vivos, entre ellos esta la regulacion de la
expresion de RNA mensajero, la eliminacion y control de material genético extrafio. El
silenciamiento génico se lleva a cabo por dos tipos de mecanismos principalmente:
Silenciamiento Génico Postranscripcional (PTGS) y el Silenciamiento Génico

Transcripcional (TGS).

El PTGS actia directamente sobre el transcrito de RNA mensajero; en este mecanismo se
refiere principalmente a la unidon de RNAs no codificantes (ncRNAs) denominados
también RNAs reguladores a mRNA. Los ncRNAs se unen al RNA mensajero y justo
como su nombre lo indica al unirsele regulan el producto de la transcripcion. Existen

diversos tipos de ncRNAs entre los que destacan: RNAs pequefios nucleares (snRNA),



RNAs largos no codificantes (IncRNAs), RNAs pequeios interferentes (siRNAs), y los
micro RNAs (miRNAs). Los ncRNAs regulan un sin nimero de funciones ligadas a la
expresion génica, entre las mas importantes destacan el corte y empalme de los intrones
genomicos y la maduracion del RNA mensajero (mRNA) (Valadkhan et al., 2013, Matera
etal., 2014, Guo et al., 2014).

El TGS actua indirectamente sobre la expresion génica y establece un control que impide
la transcripcion del DNA; a este tipo de procesos se les denomina procesos epigenéticos
y se basan en acciones mediadas por modificacién de histonas o bien por el proceso de

metilacion en regiones promotoras de los genes.

e Silenciamiento Génico Postranscripcional (PTGS).

Como se menciond anteriormente el PTGS es mediado principalmente por RNAs

reguladores; los mas estudiados son:

L RNAs pequenos nucleares (snRNA).

Los snRNAs como su nombre lo sugiere son pequeiias secuencias de RNA de
aproximadamente 150 nucledtidos; éstas se encuentran principalmente en las motas de
empalme y los cuerpos de Cajal dentro de los nticleos celulares de eucariontes; su principal
funcion es procesar el RNA pre mensajero [al cual se le conoce como heterogéneo nuclear
(hnRNA)] dentro del nucleo celular. Se ha observado que los snRNAs ayudan a ejercer su
funcion a factores transcripcionales y también auxilian a la polimerasa II al

mantenimiento de los télomeros.

El snRNAs siempre se encuentran asociados a un conjunto especifico de proteinas a las
cuales se les denomina ribonucleoproteinas pequenas nucleares (SNRNPs), estas proteinas
forman parte del spliceosoma (ver figura 1). El spliceosoma es un complejo multiprotéico

que regula la maduracion el RNA mensajero (mMRNA); éste complejo esta formado por



cinco distintas ribonucleoproteinas pequefias nucleares (sSNRNPs): U1, U2, U4, U5, y U6
y, mas de 150 proteinas (Matera et al., 2014, Guo et al., 2014, Valadkhan et al., 2013).

I The assembled spliceosome.

Figura 1. Spliceosoma (tomada de la revista Cell y del libro Molecular Biology, principles of
genome function).

II. RNAs largos no codificantes (IncRNAs).

Los IncRNAs tienen una longitud de alrededor de 200 nucledtidos (Ma et al., 2014); la
funcion biologica mas estudiada en estos RNAs es la regulacion epigenética de la
expresion alélica. Diversos estudios han establecido que los IncRNAs en mamiferos,
regulan especificamente procesos de compensacion de dosis gendmica; uno de los
procesos de compensacion de dosis gendmica mas importantes es, la inactivacion del
cromosoma X (Lyon, et al., 1961; Lee et al., 2011; Kung et al., 2013; Kinnaird et al.,
2016).

I11. RNAs pequefios interferentes (siRNAs).

Los siRNAs tienen una longitud de entre 21 a 23 nucledtidos y son bicatenarios; son

altamente especificos para la secuencia de nucle6tidos de su RNA mensajero blanco; al

igual que otros RNAs reguladores, “interfieren” (o regulan) la expresion de un gen blanco.



A este mecanismo se le conoce como interferencia de RNA; el mecanismo consiste en
cortar el RNA mensajero (mRNA) complementario en dos mitades, esto se realiza a través
de la interaccion de la hebra antisentido del siRNA con un complejo multiprotéico
conocido como RISC (RNA-induced silencing complex); las dos mitades del mRNA son
degradadas posteriormente por la maquinaria celular, lo que ocasiona la supresion de la
expresion del gen (Rana et al., 2007). Otras funciones que se han descrito en los siRNAs
son; la defensa antiviral y ser mediadores en la organizacién de la estructura de

la cromatina en un genoma.

Para que se generen los siRNAs existe un proceso de maduracion. El siRNA originalmente
proviene de un mRNA bicatenario mas grande al que se le denomina dsRNA y es
inicialmente reconocido por una enzima RNasa III, proveniente de la familia de las
nucleasas llamada Dicer. Dicer procesa el dsSRNA en fragmentos de entre 21 a 23pb,
estos fragmentos ya son los siRNAs maduros; éstos se unen al antes mencionado complejo
multiprotéico conocido como RISC el cual tiene actividad de RNAsa; el complejo
formado por la unidon del siRNA + RISC se une al mRNA blanco en su terminacion de
poli-A y lo degrada (Bantounas et al., 2004; Hannon et al., 2002; MacManus et al., 2002).
Ver figura 2.
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Figura 2. Proceso de maduracién de los siRNAs y silenciamiento mediado por los mismos (tomada
de MacManus 2002).

Iv. Micro RNAs (miRNAs)

Un microRNA (miRNA) se define como un RNA unicatenario con una longitud de 18 a
24 nucledtidos, al igual que los siRNAs es generado por la enzima Dicer a partir de un
transcrito endogeno que contiene una estructura de horquilla (Vasquez Ortiz et al. 2006).
Los miRNAs regulan la sintesis de proteinas uniéndose a la regiéon UTR codificante
de los RNA mensajeros (mRNA’s). Un solo miRNA puede regular la expresion de
miles de mRNAs y proteinas (Bartel et al., 2004).

Los miRNAs se asemejan bastante a los siRNAs, incluso tienen la misma via de

inhibicion; la diferencia clave es que los miRNAs provienen de un RNA unicatenario el



cual se dobla sobre si mismo para posteriormente formar horquillas cortas; mientras que

siRNAs se derivan de regiones de doble cadena mas largos RNA (Bartel et al., 2004).

Los genes que codifican para los miRNAs son mucho mas largos que los miRNA
procesados maduros. Los miRNAs se transcriben inicialmente como transcritos primarios
o pri-miRNA que cuentan con un capuchén en 5'y una cola de poli-adeninas (poli-A) en
3'; éstos se procesan en el nucleo celular en estructuras de 70 nucledtidos en forma de
horquilla (stem-loop) conocidas como pre-miRNA. El procesamiento se realiza por un
complejo multiproteico llamado “microprocesador”, que consta de la nucleasa Drosha y
la proteina de union a RNA de doble hélice Pasha. Los pre-miRNA son procesados
posteriormente a miRNAs maduros en el citoplasma mediante la interaccion de la enzima
Dicer que inicia la formacion del complejo RISC el cual finalmente, al unirse al mRNA
blanco lo degrada (Bernstein et al 2001., Kurihara et al., 2004; Gao et al., 2007; Stark et
al., 2008). Ver figura 3.
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Figura 3. Proceso de maduracion de los miRNAs y silenciamiento mediado por los mismos (tomada
de Esquela-Kerscher et al., 2006).



e Silenciamiento Génico Transcripcional (TGS); mecanismos epigenéticos de
regulacion génica.

Dentro de los organismos eucariontes, existen diversos mecanismos que regulan la
expresion génica; entre estos mecanismos, en los ltimos afios se ha puesto especial
atencion en los mecanismos epigenéticos (Berger et al., 2009, Waddington et al., 1939,
Kaminker et al., 2007, Jaenisch et al., 2003). La definicién de epigenética cita que “La
epigenética es un sistema de regulacion que controla la expresion de los genes sin afectar

a la composicion de los genes en si mismos” (Waddington acufi6 este término en 1939).

Los mecanismos epigenéticos de regulacion génica son 2 principalmente: Metilacion del

DNA en regiones de promotor y modificacion de histonas.

I.  Metilacién de DNA en regiones de promotor.

Consiste en la union de grupos metilo (- CH3) (ver figura 4) a secuencias del DNA que se
conocen como CpG; a lo largo de todo el genoma existen muchisimas secuencias CpG a
¢éstas se les denomina “islas CpG” o bien “sitios CpG” (en caso de que sea uno solo y se
encuentre a mas de 20 pb de distancia de otro). Una isla CpG, no es mas que una parte de
la secuencia de una cadena DNA donde una citosina (C) se encuentra unida a una guanina
(G); se les denomina CpG porque se refiere a la union que existe entre estos dos
nucledtidos que esta dada por un enlace fosfodiéster (de alli la “p entre el atomo de
carbono 3' de un nucledtido y el carbono 5' de otro nucledtido (ver figura 5); se le da esta
notacion tan particular y enfética, para aclarar que no se refiere al enlace que existe entre
dos nucledtidos que pertenecen a las dos cadenas que conforman el DNA, es decir no es
el enlace que existe en el DNA por puentes de hidrogeno, sino que es el enlace que se da
de manera normal entre nucleotidos en una misma cadena. La metilacion se lleva a cabo
en el carbono 5' de la citosina y la transforma a 5-metilcitosina (Quimica organica de

Robert Thornton 1998; http://www.istockphoto.com/mx).
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Figura 5. Enlace fosfodiéster (tomada de http://www.istockphoto.com/mx, obra de luoman).

La metilacion de islas CpG toma particular importancia cuando se encuentra ubicada en
la regioén de promotor de los genes, debido a que; si una isla CpG forma parte de un sitio
de unién a factores de transcripcion, éste grupo metilo bloquea esta union y provoca
silenciamiento génico; es decir inhibe la expresion génica del gen que se encuentra
metilado en su promotor. Esto no es un fenémeno fortuito, desde que se descubrio la
metilacion de islas CpG en regiones de promotor, se comenzo6 a estudiar a fondo este
sistema y se descubrid que, este es un proceso normal e importante que forma parte del
sistema de regulacion de expresion génica, al grado que la metilacion del DNA es esencial
en el proceso de desarrollo embrionario y se asocia con una serie de procesos clave,
incluyendo la impronta gendmica, la inactivacion del cromosoma X, la represion de
elementos repetitivos, el envejecimiento y la carcinogénesis [(la metilacion de genes
supresores de tumores desencadena la activacion de genes conocidos como

protooncogenes que posteriormente se transforman en oncogenes por procesos de dafio
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(mutaciones) y desencadena en carcinogénesis) (Capuano et al., 2014)]. La investigacion
de vanguardia asocia al almacenamiento de la memoria a largo plazo en seres humanos
con laregulacion mediada por metilacion del DNA (Miller et al., 2007; Powell et al., 2008;
Garcia et al., 2012).

La metilacion es un proceso crucial en el desarrollo embrionario y la regulacion de la

expresion génica.

Hoy en dia se reconoce que existen basicamente dos mecanismos de metilacion del DNA:

a. Metilacion de Mantenimiento

b. Metilacion de novo.

a. Metilacion de Mantenimiento

La metilacién de mantenimiento se refiere a los patrones de metilacion del DNA que se
transmiten de células madres a las células hijas con una alta fidelidad después de cada
ciclo de replicacion del DNA celular; tiene como finalidad desactivar genes de
proliferacion que se encuentran activos s6lo durante el desarrollo embrionario; este tipo
de metilacion es fundamental en la vida de un organismo y evita que se activen procesos
tumorales y de carcinogénesis (Ronn et al., 2013; Garcia et al., 2012). La metilacion es
mediada por una familia de proteinas llamadas DNA metil transferasas (DNMTs); la
DNMTT es la responsable de regular que los patrones de metilacion de mantenimiento de

DNA se mantengan intactos (Ronn et al., 2013; Garcia et al., 2012).

b. Metilacion de novo.

Se refiere a la generacion de metilacion de citosinas en DNA no metilado de manera

constitutiva durante la embriogénesis; ésta es llevada a cabo por las DNAMT3A y
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DNAMT3B (es posible que estas DNAMTs también tengan actividad demetilasa de
DNA) (Goll eta al., 2005; Klose et al., 2006). La metilacion de novo se da en respuesta a
estimulos medioambientales como son radiacion, ejercicio, dieta, calor, frio, exposicion
a sustancias quimicas, entre otros y se considera como el sistema de regulacion epigenética
mads importante que existe en el organismo (Kim et al., 2009; Rakyan et al., 2001; Ling
et al 2014, Klose et al., 2006, Barres et al., 2012). Recientes estudios en mamiferos
mencionan que el consumo de nutrientes especificos como la metionina, colina, el 4cido
folico y las piridoxinas tienen como funcién la adicion de grupos metilos; por lo que ahora
se reconoce que la dieta es parte del sistema metilante “de novo ’(Klose et al., 2006).
Multiples estudios han demostrado que el ejercicio de intensidad moderada resulta en
aumento de metilacion de DNA en el musculo esquelético y en tejido adiposo (Barres et
al., 2012°Ronn et al., 2013; Ling et al., 2014). Un estudio de Ronn realizado en un grupo
de hombres originalmente sedentarios de mediana edad que fueron sometidos a seis meses
de ejercicio demostrdé aumento de metilacion en diversos genes de células que conforman

el tejido adiposo (Ronn et al., 2013).

IL Modificacion de histonas.

El DNA se encuentra super enrollado dentro del nucleo de las células eucariontes, este
super empaquetamiento se da gracias a un grupo de proteinas llamadas histonas, al
conjunto histonas-DNA se le conoce como cromatina; una unidad de cromatina esta
compuesta por un octamero de histonas (nucleosoma) y aproximadamente 140 pares de
bases de DNA (Biologia Molecular de la célula de Bruce Alberts). Existen modificaciones
postraduccionales que pueden modificar la configuracion de las histonas. Estas, se
generan por procesos de acetilacion, fosforilacion, metilacion, deaminacion,
isomerizacion de prolinas y ubiquitinizacién. Combinaciones especificas de modificacion
en las histonas dictan mediante una especie de cédigo si un/os gen/es ha de ser silenciado/s
o expresado/s; la modificacion de histonas es otra forma de cémo se puede dar la
regulacion de la expresion génica (Wu et al., 1996, Berger et al., 2009; Garcia-Giménez

et al., 2012). Dentro de los procesos de modificaciones de histonas existen por ejemplo,


https://es.wikipedia.org/wiki/Colina
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_f%C3%B3lico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_f%C3%B3lico
https://es.wikipedia.org/wiki/Piridoxina
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los procesos de acetilacion y desacetilacion de lisinas que se correlacionan con
accesibilidad de la cromatina y transcripcion, mientras que el efecto de la metilacion de
lisinas depende del nimero de grupos metilo y posicion de los residuos de lisina (Bartova

et al., 2008; Kim et al., 2009; Garcia et al., 2012; Ling et al 2009; Ling et al 2014).

Se encuentra completamente demostrado que las modificaciones a nivel de histonas
afectan el estado de desdoblamiento (desempaquetamiento) de las secuencias del DNA,
lo que a su vez provoca errores en accesibilidad a éste dentro del nucleo por factores
transcripcionales y desencadena silenciamiento en la expresion génica o incluso
problemas cromosémicos graves que en estado embrionario pueden llevar a la
interrupcion del proceso de embriogénesis o pérdida del producto; por todo esto, se
considera que el estado de la cromatina es de importancia critica para la transcripcion

normal de los genes (Devaskar and Raychaudhuri 2007; Sherin et al., 2008).

Obesidad.

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial determinada por factores genéticos
y medioambientales; se origina a partir de un desequilibrio energético positivo (Mayor
cantidad de calorias consumidas que la cantidad de calorias gastadas); como resultado al
exceso caldrico se observa un incremento patologico de tejido adiposo, éste conduce a un
aumento en el riesgo de mortalidad y de aparicion de comorbilidades. El sobrepeso y la
obesidad son provocadas tanto por una ingesta excesiva (de alimentos/bebidas), como por

un escaso gasto energético (inactividad, sedentarismo).

La obesidad se encuentra altamente asociada a un alto riesgo de desarrollar diabetes
mellitus tipo 2 (DT2), enfermedades cardiovasculares, osteoartritis e incluso algunos tipos
de cancer (Arteaga., 2012; Bullo et al., 2007; Pischon et al., 2008; Lementowski PW,
Zelicof SB. Lementowski & Zelicof SB., 2008; Jarrett., 1981).
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El factor genético (hereditario) que promueve la aparicion de sobrepeso y/u obesidad
comenzo a investigarse en las primeras décadas de este siglo. Datos actuales indican que
alrededor de un 20% de los sujetos obesos tienen antecedentes familiares de obesidad por
factores genéticos mientras que el resto desarrollan obesidad por otros factores
[(Barquera., 2007; Olaiz-Fernandez et al., 2006 (ENSANUT 2006)]. Se ha descrito que
menos del 15% de la variacion de la grasa corporal es de causa genética, del 30 al 40% se
debe a factores culturalmente transmitidos, y alrededor del 45% restante por factores
ambientales no transmisibles. Por todo esto, el exceso de grasa puede considerarse un
asunto de herencia cultural, genética y de interaccion [Barquera., 2007; Olaiz-Fernandez

etal., 2006 (ENSANUT 2006)].

La definicion de obesidad de la OMS (Centro de prensa OMS) dicta:

“La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser

perjudicial para la salud.”

Sin embargo la definicion “clasica” que maneja la OMS no es del todo completa; en los
ultimos 30 anos se ha descrito que existe un factor inflamatorio importante dentro de la
obesidad (conocido como inflamacion sistémica o metainflamacion); existen multiples
estudios que reconocen la metainflamacion; por ejemplo Duncan y sus colaboradores
mostraron que, el aumento de marcadores pro-inflamatorias puede predecir la aparicion
de obesidad (Duncan et al 2003). Ya se encuentra ampliamente aceptado que la
metainflamacion que se presenta en obesidad se mantiene de manera crénica y de
intensidad moderada por lo que la definicion extendida de obesidad dicta: “La obesidad se
define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud y estd acompafiada por una inflamacion cronica moderada caracteristica”

(Vgontzas et al., 2000; Richelsen et al., 2001; Nishimura and Murayama. 2001).
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En cuanto a su distribucion, la obesidad es un problema de salud a nivel mundial que se
encuentra dentro de las mas importantes agendas multinacionales; ésta afecta a paises
tanto desarrollados como a paises en vias de desarrollo por igual (World Health

Organization Technical report series 894).

e Epidemiologia del sobrepeso y la obesidad; problematica del sobrepeso y la

obesidad en el mundo y en México.

La obesidad desencadena una gran cantidad de comorbilidades, muchas de ellas pueden
conducir a la muerte; de hecho, la obesidad se ha ubicado como una de las primeras causas
de mortalidad a nivel mundial; por esto la prioridad en la investigacion sobre obesidad a

nivel mundial es crucial.

Meéxico actualmente es el segundo lugar en obesidad en adultos a nivel mundial con un
33.3% segun la “Encuesta Nacional de Salud y Nutricion a Medio Camino 2016
[Hernandez, 2016 (ENSANUT MC 2016)]. Esto es un problema grave a nivel poblacional
y no solo eso, ademas la cifras de ENSANUT MC 2016 estiman que en México existe un
76.6% de obesidad abdominal, misma que se encuentra altamente asociada a
comorbilidades como DT2, sindrome metabdlico, higado graso no alcoholico,
hipertension y alteraciones cardiovasculares que desencadenan en afecciones cardiacas
entre otras. El problema de obesidad en México no solo no se ha logrado solucionar, todo
lo contrario, ha ido en aumento; la “Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012
(ENSANUT 2012)” estimaba 74% de obesidad abdominal [World Health Organization
Technical report series 894; FAO. Panorama de la seguridad alimentaria y nutricional en
América Latina y el Caribe: 2012 (Reporte FAO 2013), Gutiérrez et al., 2012 (ENSANUT
2012), Hernandez, 2016 (ENSANUT MC 2016)] mientras que las estimaciones ahora
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arrojan un 76.6% pandemia ha ido empeorando (Figuras 6 y 7) [Hernandez, 2016

(ENSANUT MC 2016)].

Como resultado a la pandemia de obesidad tanto en México como en todo el mundo se

han comenzado a desarrollar y aplicar estrategias de educacion nutricional destinadas a

promover formas de vida saludables, entre las cuales destaca una cultura alimentaria

adecuada, la practica de ejercicio y politicas de desarrollo social y econdmico asociadas a

un estilo de vida saludable [Hernandez, 2016 (ENSANUT MC 2016)].
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2012 y ENSANUT MC 2016 [Hernandez, 2016 (ENSANUT MC 2016)].
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Figura 7. Tendencia de obesidad abdominal nacional, en hombres, mujeres en personas de 20 afios en
adelante seguiin la ENSANUT MC 2016 [Hernandez, 2016 (ENSANUT MC 2016)].

e C(lasificacion de obesidad de acuerdo al exceso de peso corporal

La obesidad se puede definir segin la cantidad de grasa corporal; los sujetos obesos son
aquellos que presentan porcentajes de grasa corporal por encima de los valores
considerados normales (entre 10 y 20% del peso total en los varones y entre 20 y 30%
del peso total en las mujeres) (Subcomision de Epidemiologia y Comité de Nutricion.

Consenso sobre factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en pediatria. 2005).

El peso corporal total correlaciona directamente con el porcentaje de grasa corporal total,
de esta manera se genera un pardmetro (indice) adecuado para cuantificar el grado de

obesidad.

En la practica clinica, las estimaciones con base al peso corporal total son la primera y
mas utilizada herramienta para valorar el grado de sobrepeso; para estimar este sobrepeso

se utilizan varias herramientas:
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L. Tablas de peso y talla.

Estas toman en cuenta: sexo, talla, raza y constitucion fisica; estan basadas en la
observacion de diferencias notorias del riesgo de mortalidad entre grupos de
individuos obesos con respecto a individuos de "peso deseable" para su edad y sexo.
Esta clasificacion presenta un inconveniente, las tablas fueron confeccionadas para
evaluar mortalidad y no morbilidad, y por otro lado no pueden ser extrapoladas de

una poblacion a otra.

11. Indices.

El méas comunmente usado es el indice de masa corporal (IMC) o indice de Quetelet;
si bien no es un excelente indicador de adiposidad en individuos con alto o bajo
desarrollo muscular como deportistas y ancianos, es el indice mds empleado en la
mayoria de los estudios epidemioldgicos y, es el més recomendado por diversas
sociedades médicas y organizaciones de salud internacional para el uso clinico,
debido a su reproducibilidad, facilidad de utilizacion y capacidad de reflejar la
adiposidad en la mayoria de la poblacion (Diez datos sobre la obesidad, clasificacion
del IMC; 2011). El IMC es una expresion del peso referido a la talla y se calcula
dividiendo el peso corporal expresado en kilogramos por la talla elevada al cuadrado
expresada en metros, la formula para su céalculo es la siguiente (Subcomision de
Epidemiologia y Comité de Nutricion. Consenso sobre factores de riesgo de

enfermedad cardiovascular en pediatria. 2005):

IMC= Peso (kg) / Talla (m?)

Las ventajas que presenta el IMC es que correlaciona en un 80% con la cantidad de tejido

adiposo y en forma directamente proporcional con el riesgo de morbilidad.
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El comité de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso en 1997
una clasificacion de sobrepeso y obesidad aplicable tanto a hombres como mujeres en
edad adulta con base al IMC, el punto de corte para definir la obesidad es de un valor de
IMC = 30 kg/m?, limitando el rango para la normalidad a valores de IMC entre 18.5 —24.9
kg/m?, y el de sobrepeso a valores de IMC entre 25 — 29,9 kg/m? (Ver tabla 1) (Manson
et al., 1995).

e Clasificacion de la obesidad segiin el indice de Masa Corporal (IMC) segun la
OMS

Sobrepeso y obesidad se definen como un trastorno metabdlico cronico en el cual se
presenta una excesiva acumulacion de energia en forma de grasa depositada en el tejido
adiposo, esta acumulacion exacerbada de tejido adiposo provoca un aumento del peso

corporal.

La Norma Oficial Mexicana 043 (NOMO043) define al Sobrepeso como el estado
caracterizado por la existencia de un indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 25
kg/m2 y menor a 29,9 kg/m2 y en las personas adultas de estatura baja, igual o mayor a
23 kg/m2 y menor a 25 kg/m2; a su vez define a la obesidad como una enfermedad
caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo, la cual se determina cuando
en las personas adultas existe un IMC igual o mayor a 30 kg/m y en las personas adultas
de estatura baja igual o mayor a 25 kg/m (NOM-043-SSA2-2012 “Servicios Basicos de
Salud. Promocion y Educacion en Materia Alimentaria. Criterios para Brindar

Orientacion”).

El IMC se calcula al dividir el peso corporal medido en kilogramos entre la estatura en

metros cuadrados. El IMC regular es de 20 a 25 kg/m2. (Ver tabla 1).



20

Clasificacién de la OMS del estado nutricional de acuerdo con el
Indice de Masa Corporal (IMC)
Clasificacion IMC (kg/m?)
Valores principales |Valores adicionales
Infrapeso <18,50 <18,50
Delgadez severa <16,00 <16,00
Delgadez moderada 16,00 - 16,99 16,00 - 16,99
Delgadez aceptable 17,00 - 18,99 17,00 - 18,49
18.5-22,99
Normal 18.5 - 24 ’
orma 99 23.00 - 24.99
Sobrepeso >25,00 >25,00
25,00 - 27,49
P 2 -2 - -
reobeso 5,00 - 29,99 27.50 - 29.99
Obeso >30,00 >30,00
30,00 - 32,49
. I _ 4 5 b
Obeso tipo 30,00 - 34,99 32.50 - 34.99
35,00 - 37,49
Ob ipo 11 35,00 - 39,99 - -
eso tipo : : 37,50 - 39,99
Obeso tipo 111 >40,00 >40,00

Tabla 1.- Clasificacion de sobrepeso/obesidad segun el IMC por la OMS (es importante considerar
que esta clasificacion fue disefiada para personas adultas).

El error méas importante a tomar en cuenta cuando se utiliza el IMC para estimar la
cantidad de grasa corporal es que ésta no toma en cuenta las diferencias entre tejidos
adiposo y magro; ni tampoco distingue entre las diferentes formas de adiposidad
(androide y ginecoide), de las cuales algunas pueden estar asociadas de forma mas
estrecha con el riesgo cardiovascular (androide) (Subcomision de Epidemiologia y Comité
de Nutricion. Consenso sobre factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en

pediatria. 2005).
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La mortalidad estd incrementada en condiciones de obesidad cuando se presenta un IMC
mayor a 32 (se encuentra asociado con el doble de riesgo de muerte). Se ha observado que
al existir obesidad se presentan alteraciones en la respuesta del organismo a la insulina
(resistencia a la insulina), y también se presenta un estado proinflamatorio incrementado
aunado a una tendencia incrementada a la trombosis (estado pro trombotico) (Bray, 2004);
adicionalmente ha sido altamente asociado a marcadores de complicaciones secundarias
de obesidad, incluidos la hipertension arterial, lipidos en sangre, niveles de insulina sérica
y mortalidad a largo plazo (tabla 2) (Subcomision de Epidemiologia y Comité de
Nutricion. Consenso sobre factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en pediatria.

2005).

e Alteraciones metabdlicas asociadas al desarrollo del sobrepeso y la obesidad

Existe una variedad de alteraciones metabdlicas que se asocian a la obesidad; a estas

también se les conoce como "comorbilidades"; entre ellas figuran:

Hipertension

Dislipidemia

Intolerancia a la glucosa (resistencia a la insulina)
Hiperinsulinemia

Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2)

Sindrome metabodlico

Enfermedades cardiovasculares

Esteatohepatitis

N N N N N N NN

Y algunas otras mas

El origen de estas comorbilidades se desprende del desbalance energético positivo (las
calorias que se consumen superan a las que se gastan); en condiciones de desbalance

energético positivo se genera una acumulacion de tejido adiposo considerado patolégico.
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El tejido adiposo no sélo es un tejido termogénico, también es un tejido endocrino que
desata la sefalizacion de mensajeros (citocinas) que se vuelve excesiva ya que el tejido
adiposo en si, se encuentra en un volumen excesivo; ademas este tejido en exceso
promueve una liberacion incrementada de acidos grasos libres (Bullo et al., 2006). La
produccion de citocinas y acidos grasos libres tiene efectos sobre la produccion de la
insulina; entre estos se observa una disminucion en la sensibilidad a la accion de ésta, asi
como alteraciones del metabolismo de glucidos y lipidos. A nivel sistémico estas

alteraciones se traducen en un aumento de mortalidad y morbilidad (Véasquez et al., 2011).

La asociacion entre una variedad de alteraciones metabdlicas y un estado de resistencia a
la insulina fue propuesta por primera vez por Gerald M. Reaven en la lectura de la serie
de Banting de la Asociacion Americana de Diabetes en 1988 (Bray et al., 1980). Reaven
plante6 que la resistencia a la insulina es un fendémeno que se asocia con la intolerancia a
la glucosa, dislipidemia e hipertension, y que tales anormalidades representan el conjunto

determinante de alto riesgo de enfermedad cardiovascular (Mingrone et al., 2000).

Datos epidemioldgicos han demostrado que existe un aumento de morbilidad y mortalidad
cuando el IMC supera 25 kg/m?; por otro lado el incremento del IMC ha demostrado
guardar una relacion directa con el aumento de los riesgos de hipertension arterial, DT2,
alteracion coronaria y cambios perjudiciales en el nivel de lipidos séricos (Vasquez et al.,

2011).

Existen varios estudios donde se asocia el IMC alto con el desarrollo de DT2 (Bray et al.,
1980; Bray et al., 2004; Mingrone et al., 2000); el riesgo relativo de diabetes en hombres
con IMC>35 kg/m? es 40 veces mayor que en hombres con IMC<23 kg/m?. En mujeres
el riesgo relativo en el primer grupo es 61 veces mayor que en el segundo (Alfieri et al.,

1997; Ravussin et al., 1992).
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De entre los estudios que relacionan desarrollo de la DT2 con el IMC, existe un estudio el
cual asocia indirectamente el IMC con la tasa de sintesis de adenosin trifosfato (ATP); en
¢éste se observo una reduccion del 30% en la tasa de sintesis de ATP a mayor grado DT2
(y mayor IMC) (Samuel et al., 2010). Por otro lado en estudios realizados mediante
microarreglos enfocados también al desarrollo de DT2 en los cuales se ha utilizado el IMC
como parametro para estimar el grado de obesidad, se ha asociado la expresion de factores
de la familia de los receptores nucleares con el IMC. Mootha y Patti en el 2003 en sus
respectivos estudios asociaron los niveles de expresion del receptor de proliferacion de
peroxisomas gama (PPARY) y el receptor de proliferacion de peroxisomas beta/delta
(PPARP/O) respectivamente con el IMC en tejido muscular de pacientes con DT2
(Mootha et al., 2003; Patti eta al., 2003). Algunos investigadores han propuesto una
asociacion entre el desarrollo de la obesidad (medida por el IMC) y la expresion de
Factores Transcripcionales (TF’s) (Loftus and Lane; 1997). En el 2009 Tien-Jyun mostré
como la expresion del gen de fosfoenol piruvato caboxicinasa (PEPCK) en tejido adiposo

visceral de mujeres no diabéticas correlaciona con el IMC (Tien-Jyun et al., 2008).

Respecto a como la obesidad repercute de manera distinta segiin la edad de la persona; se
ha descrito que la obesidad de inicio juvenil provoca el desarrollo de un mayor nimero de
adipocitos, este tipo de desarrollo adipocitico es el de mayor severidad pronostica. Por
otro lado, en la obesidad que comienza en edades adultas se ha observado que predomina
la hipertrofia de adipocitos. En ambos casos se presenta un deterioro perceptivo de la

sensacion de saciedad (Duncan et al., 2003).

El ejercicio y una dieta balanceada como tratamiento del sobrepeso y la obesidad.

Ejercicio fisico.

A lo largo de la historia se ha mencionado lo importante que es llevar una buena
alimentacion y realizar ejercicio fisico para tener salud; los griegos y los romanos ya

practicaban regimenes que asociaban el ejercicio fisico con las restricciones alimenticias
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para mantener una buena salud. No fue sino hasta la segunda mitad del siglo XX (en la
década de los 50°s) que una multitud de investigaciones lograron asociar que la actividad
fisica en forma de ejercicio incidia directamente en la salud de las personas (Paterno et
al., 2003; Bouchard et al., 1997; Roth et al., 1985/2007). Por afios se conoce que dietas
balanceadas contribuyen de manera crucial en la salud de las personas y por tanto que
dietas no balanceadas promueven se rompa el balance energético consumo / gasto calorico
y generen acidos grasos que a su vez promueven un aumento en el tamano del tejido

adiposo.

e Ejercicio aerdbico

El término ejercicio indica movimientos disefiados y planificados especificamente para

estar en forma y gozar de buena salud.

El ejercicio aerdbico comprende ejercicios de media o baja intensidad, asi como
diversidad a cuanto a duracion del/os estimulo/s, donde el organismo necesita emplear
hidratos y grasas para obtener energia por medio del consumo de oxigeno. El correr, nadar,
andar en bicicleta, caminar son algunos ejemplos de ejercicios aerobicos. El consumo de
oxigeno (O2) durante el ejercicio es un sistema que promueve la renovacion de ATP; estas
reacciones se dan exclusivamente en la mitocondria. Este sistema entra en funcionamiento
(a re-sintetizar ATP) a partir del primer minuto de iniciado el ejercicio. Se pueden usar
acidos grasos como combustible, dependiendo de la intensidad del estimulo; algunos
autores mencionan que durante los primeros 30 minutos de ejercicio usa glucdégeno como
fuente energética (Acosta-felquer & De la rosa., 2002), sin embargo ahora sabemos que
estimulos fisicos a ciertas intensidades promueven la utilizacion de un sustrato u otro

como fuente de energia.
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La intensidad del ejercicio aerdbico se puede medir con relacion al volumen de oxigeno

maximo consumido por el cuerpo. Pero para fines practicos, se calcula con la frecuencia

de las pulsaciones cardiacas por minuto.

La frecuencia maxima o numero maximo de pulsaciones por minuto (NPM) que puede

alcanzar un corazon sano con seguridad, se calcula mediante una constante de 220 (para

hombres) y 226 (para mujeres) a la cual se le resta la edad, es decir:

NPM para hombres = 220 — Edad
NPM para mujeres =226 — Edad

Algunos de los beneficios del ejercicio aerébico son:

1.

“w o »w D

Disminucion de presion sanguinea a mediano plazo, efecto benéfico en personas
que presentan problemas de hipertension.

Baja en los niveles de colesterol total en la sangre.

Baja en la concentracion de colesterol LDL o "colesterol malo".

Baja en los niveles de triglicéridos.

Aumento en colesterol HDL o "colesterol bueno", reduciendo el riesgo de un
ataque cardiaco.

Reduccion glucémica en niveles sanguineos efecto benéfico en personas que
presentan problemas de glucemia.

Al practicar un ejercicio aerdbico, se emplea glucosa, la cual proviene de la sangre.
De esta manera los niveles de glucosa en la sangre disminuyen y las personas que
presentan problemas de Diabetes se pueden ver beneficiados con esta practica.
Mejora de la capacidad pulmonar, la circulacion en general y el aprovechamiento
del oxigeno.

Reduce la mortalidad provocada por eventos cardiovasculares


http://es.wikipedia.org/wiki/VO2_max
http://es.wikipedia.org/wiki/VO2_max
http://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia_card%C3%ADaca
http://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia_card%C3%ADaca
http://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Triglic%C3%A9ridos
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucemia
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10. Aumento en la reabsorciéon de calcio por los huesos (aceleracion en la
remodelacion dsea), fortaleciéndolos y disminuyendo el riesgo de fracturas.

11. Disminucion en los niveles circulantes de adrenalina (hormona altamente asociada
a estres),

12. Aumento de los niveles de endorfinas y otras sustancias cerebrales, lo que
contribuye a bajar la tension emocional y mejorar el estado animico, lo cual se
refleja en una gran sensacion de bienestar fisico, emocional y social.

13. Fomento de neurogénesis (regeneracion de neuronas y nuevas conexiones de las

mismas).

e Ejercicio fisico y su relacion con el sobrepeso y la obesidad.

El efecto del ejercicio fisico sobre la obesidad tiene diferentes variables de estudio como
son el grado de la obesidad, modificacion ingesta calorica, duracion del estudio, la
adhesion a un programa, el tipo de ejercicio, asi como el volumen y la intensidad del

ejercicio (Laskowski. 2012).

La pérdida de peso se consigue mediante un cambio en el balance de energia,
que implica una reduccion en la ingesta caldrica, un aumento en
actividad fisica, o ambos. Los estudios que analizan la relacion del efecto del ejercicio
fisico sobre obesidad se han centrado en el papel de la actividad fisica con respecto a la
pérdida de peso, la prevencion de aumento de peso y evitar la recuperacion del peso una
vez que el peso se pierde. El ejercicio aerdbico solo, en ausencia de modificacion de la
dieta ha demostrado que produce la pérdida de peso, pero, al ser combinado con la
restriccion caldrica logra mostrar resultados mas significativos. (Moinuddin et al., 2012).
La actividad fisica como tratamiento de obesidad de manera individual (sin modificacion
de la dieta) ha demostrado ser insuficiente para producir pérdida de peso significativa,
especialmente cuando la intensidad de la actividad moderada recomendada segin el
Colegio Americano de Medicina del Deporte y la American Heart Association es menor

a los 150 minutos por semana (Haskell et al., 2007).


http://es.wikipedia.org/wiki/Calcio
http://es.wikipedia.org/wiki/Adrenalina
http://es.wikipedia.org/wiki/Endorfinas
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Un estudio que compard la dieta por si sola, la actividad fisica por si sola, y la actividad
fisica combinada con la dieta concluy6 que la pérdida de peso conseguida en el grupo
fisicamente activo fue significativamente menor a la que se logré en el grupo que sé6lo
tenia dieta, y que el grupo que realizd dieta y ejercicio tuvo la mayor pérdida de peso

detectada comparada con los demas grupos (Shaw et al., 2006).

El objetivo del ejercicio para la disminucion de peso es perder una cierta cantidad de
calorias totales por semana, mas que alcanzar un cierto umbral de actividad fisica intensa.
Esto se puede lograr realizando ejercicio en sesiones cortas, pero de manera frecuente,
sobre todo en aquellos pacientes en los que las condiciones fisicas limitan la realizacion

de ejercicios por tiempo prolongado.

Diversos estudios han respaldado que el ejercicio aerébico moderado a una intensidad
entre el 60 y 70 % de la frecuencia cardiaca méxima (FC MAX), promueve el consumo
de 4cidos grasos de manera selectiva [Salas-Salvad6 (Grupo Colaborativo de la SEEDO)
et al., 2007; Robles et al., 2004]; por esto el ejercicio aerdbico bajo esos parametros es el
mas recomendado como tratamiento de eleccion en personas con sobrepeso, obesidad
grado I y obesidad grado II, exceptuando por supuesto a personas con cardiopatias o

personas que pudieran tener riesgo articular u dseo.

e Efectos de ejercicio sobre el perfil bioquimico de salud cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares representan un problema de salud importante a nivel
mundial. La evidencia actual apoya que la obesidad aumenta el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y otras enfermedades cronicas tales como la diabetes, solo por citar un
ejemplo. El desarrollo de la obesidad relacionada con complicaciones depende de la
cantidad y distribucion de la grasa corporal y su funcién endocrina (Gnacinska et al.,

2009).
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La Sociedad Americana de Cardiologia ha establecido que la obesidad es el principal
factor modificable de riesgo para enfermedades cardiacas. Se ha reportado que, por cada
minuto de incremento en el tiempo en la banda de esfuerzo, aproximadamente equivale a
1 MET (Unidad que traduce un equivalente metabolico) se puede disminuir el riesgo de

morir por enfermedad cardiaca en un §%.

Muchos estudios se han centrado en mejorar los perfiles de lipidos (como uno de los
factores de riesgo mas importantes de enfermedades cronicas) mediante la planificacion

de una dieta y ejercicio (Nounou et al., 2012).

e Programas de entrenamiento como tratamiento a la obesidad

Un programa de entrenamiento es el conjunto de objetivos contenidos, medios y métodos,
que practicados sistematicamente mejoran nuestra condicion fisica consiguiendo
adaptaciones significativas en cada uno de nuestros sistemas. El entrenamiento nos
permite mejorar nuestro estado general de salud tanto fisica como mental, mejorando

nuestra calidad de vida.

Se debe disefiar un programa de ejercicio especifico de acuerdo a las condiciones fisicas
de cada persona ya que existen diferentes cambios a través de los cuales la intensidad del

ejercicio puede modificar el balance energético:

a. Aumentando el gasto energético durante el ejercicio (El gasto energético
aumenta a medida que aumenta la intensidad del ejercicio).
b. Aumentando el gasto energético después del ejercicio.
c. Disminuyendo el consumo energético después del ejercicio.
Un estudio muestra que el aumento del gasto energético durante el ejercicio varia al

aumentar la intensidad del mismo, al producirse un mayor estimulo hay alteraciones en el
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metabolismo energético y graso; se observo que una actividad fisica moderada (50% VO?
max) realizada 2-3 veces por semana, 20 a 30 minutos por sesion, representaba una
actividad compatible con un adecuado entrenamiento para incrementar la salud del sujeto
obeso. En personas obesas sin problemas cardiopulmonares ni muasculo esqueléticos, se
recomiendan ejercicios de intensidad moderada (60-70% de FC MAX) ya que esto
promueve el consumo de acidos grasos de manera selectiva [Salas-Salvadd (Grupo
Colaborativo de la SEEDO) et al., 2007; Robles et al., 2004], o bien de alta intensidad
(70-75% VO2 max.) siempre bajo supervision adecuada (Leermakers et al., 2000).

e Prueba de esfuerzo

La prueba de esfuerzo (PE) convencional o electrocardiografica es un procedimiento
ampliamente usado en la valoracion diagndstica y pronostica de los pacientes con alguna
cardiopatia. Es utilizada en sujetos, sanos (sedentarios, atletas, discapacitados) y enfermos
con cardiopatias diferentes de la isquémica (insuficiencia cardiaca, hipertension arterial,

cardiopatias congénitas, etc.) con sus respectivas adecuaciones para estos tltimos.

En el presente estudio se disefid una prueba de esfuerzo basdndose en el protocolo de

Bruce (ver tabla 2).

Estadio | Tiempo Velocidad Velocidad G_rao!ient_e’de
(Km/hr) (Mph) inclinacion
1 3 Min 2.74 1.7 10%
2 3 Min 4.02 2.5 12%
3 3 Min 5.47 34 14%
4 3 Min 6.76 4.2 16%
5 3 Min 8.05 5.0 18%
6 3 Min 8.85 5.5 20%
7 3 Min 9.65 6.0 22%
8 3 Min 10.46 6.5 24%
9 3 Min 11.26 7.0 26%
10 3 Min 12.07 7.5 28%

Tabla 2.- Protocolo de Bruce (tomado del libro “Manual de Enfermeria en Arritmias y
Electrofisiologia)” de Rodriguez Morales Maria de las Mercedes y Colaboradores, ISBN 978-84-616-
4047-8).
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La Prueba de Bruce es la prueba de esfuerzo mayormente utilizada; ésta se realiza en una
banda sin fin (caminadora o treadmill en inglés). Fue desarrollada como una prueba clinica
para evaluar a pacientes con sospecha de enfermedad coronaria, aunque también se puede

utilizar para estimar la aptitud cardiovascular.

El ejercicio se realiza en una caminadora la cual inicia a una velocidad de 2,74 Km/h (1.7
mph) y en un gradiente de inclinacion del 10%. La velocidad e inclinacion se realizan por
intervalos de tres minutos; en cada intervalo la inclinacion de la cinta de correr aumenta

un 2% y la velocidad aumenta de manera variable como se mostro en la tabla 2.

Al modificar la prueba de Bruce generamos la siguiente prueba de esfuerzo (ver tabla 3).

e Protocolos de entrenamiento

El protocolo de entrenamiento mas utilizado es el protocolo de Bruce, sin embargo, no es
el Gnico ni necesariamente el mas efectivo; por esto es importante tomar en cuenta las
caracteristicas especificas de cada individuo y/o grupo de estudio y poder modificarla,
combinarla con otra, todo de acuerdo al interés de estudio; por ejemplo, modificando el
protocolo de Bruce segun los intereses del estudio. Actualmente existen diversos
protocolos de entrenamiento, como por ejemplo el de Naughton o el de Hashimoto-Sayuki
los cuales también son ampliamente utilizados en la actualidad. Para este estudio
concretamente se empled una version modificada del protocolo de entrenamiento de

Hashimoto-Sayuki (ver tabla 4 y 5).



PerioQo/ _% 5 Inclina_cién/ \/elocidad _ ,Velocidad Teo (i)
Estadio Inclinacion equipo millas (mph) | kilémetros (Km/h)
2 0 0 1.4 23 3
1 5 1 1.7 2.7 6
1% 10 2 2.1 34 9
2 10 2 2.5 4 12
2% 12 2 29 4.7 15
3 12 2 34 5.5 18
3% 14 2 3.8 6.1 21
4 14 2 42 6.8 24
4% 16 2 4.6 7.4 27
5 16 2 5 8 30

Tabla 3.- Prueba de esfuerzo basada en el protocolo de Bruce modificado.

Calentamiento 2.2 mph 3 min
1 2.4 mph 3 min
2 2.6 mph 3 min
3 2.8 mph 3 min
4 3 mph 3 min
5 3 mph 3 min
6 3.1 mph 3min
7 3.3 mph 3 min
8 3.4 mph 3 min
9 3.5 mph 3 min

Tabla 4.- Protocolo de entrenamiento de Hashimoto-Sayuki.
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Velocidad | Tiempoa X Tiempo

Etapa mph welocidad | transcurrido
Calentamiento 2.3 3 min 0-3 min
1 2.5 3 min 3-6 min
2 2.7 3 min 6-9 min
3 2.9 3 min 9-12 min
4 3 3 min 12-15 min
5 32 3 min 15-18 min
6 34 3min 18- 21 min
7 3.6 3 min 21-24 min
8 3.8 3 min 24-27 min
9 4 3 min 27- 30 min
10 4.1 3 min 30-33 min
11 4.2 3 min 33-36 min
12 43 3 min 36-39 min
13 4.5 3 min 39-42 min
Enfriamiento 23 3 min 42-45 min

Tabla 5.- Protocolo de entrenamiento de Hashimoto-Sayuki modificado.

Dieta.

Se denomina dieta al conjunto de alimentos que una persona consume cada dia.

e Dietoterapia aplicable en condiciones de sobrepeso y obesidad

Los propositos de la dietoterapia en condiciones de obesidad son bastante conocidos y, en
apariencia, muy faciles de lograr. Lo que se pretende conseguir es la suficiencia
nutricional, adhesion al tratamiento dietético y estilo de alimentacion saludable, pero, el
gran desafio consiste en la manera de lograrlo. De lo anterior se puede derivar distintos

objetivos:

= Conseguir un balance energético negativo
= Evitar el desbalance nutricional

= Aportar un valor de saciedad adecuado

=  Modificar conductas alimentarias erradas
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= Considerar habitos, gustos y poder adquisitivo
» Educar al paciente.

El tratamiento no farmacologico de la obesidad implica modificaciones dietéticas, la

realizacion de actividad fisica y en ocasiones una intervencion conductual y/o psicoldgica.

La dieta ideal es aquella dieta equilibrada, en la que el balance energético y el ejercicio
fisico se encuentran contemplados para mantener un peso corporal adecuado. Una dieta
que cree un déficit de 500-1000 kcal/dia es la mas adecuada a aplicar en personas obesas
en las que se pretende conseguir una pérdida de peso de 1/2 a 1 kg a la semana (nivel de
evidencia 1) y llegar a una pérdida ponderal inicial del 8-10% en 6 meses [Clinical
Guidelines on the Identification, Evaluation, and Treatment of Overweight and Obesity in
Adults (NHLBI Obesity Education Initiative Expert Panel on the Identification,
Evaluation, and Treatment of Obesity in Adults (US)). Bethesda NIH Expert Panel 1998].
La restriccion caldrica no deberia ser inferior a 1000-1200 kcal/dia en la mujer e inferior

a 1200-1600 en el varon [Salas-Salvado (Grupo Colaborativo de la SEEDO) et al., 2007].

¢ Coémo se integran al tratamiento de la obesidad a los receptores?

En condiciones de obesidad se genera una excesiva liberacion de 4cidos grasos libres
(FFAs) asi como una alta liberacion de DNA unicatenario endogeno (cfDNA). TLR2 y
TLR4 particularmente censan FFAs, mientras que TLRY censa DNA unicatenario. El
reconocimiento por los TLRs promueve la produccion de citocinas proinflamatorias lo
que finalmente desencadena en metainflamacion (Bullo et al., 2006; Shi et al., 2006; Davis
et al., 2008; Kim et al., 2012; Nishimoto et al., 2016; Nguyen et al., 2007). Por lo tanto es

relevante estudiar los receptores TLRs, a continuacion se describiran a detalle.

Los receptores tipo Toll (TLRs).

Los receptores tipo Toll (Toll Like Receptors o TLRs) son una familia de receptores

celulares que se localizan tanto en la membrana (transmembranales) como en el interior
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de las células, especificamente de manera trans-endosomal (los cuales son
especificamente TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9Y). Estos receptores se encuentran
principalmente en células de mucosas, sin embargo también se localizan en diversos tipos
celulares repartidos dentro del organismo como son; células epiteliales del intestino,
linfocitos ubicados entre las células epiteliales, células de mesénquima subepitelial,
macrofagos y células dendriticas (Cook et al., 2004). Es importante recalcar que los TLRs
son uno de los principales mecanismos de reconocimiento de patdégenos que activan el
sistema inmune innato; éstos reconocen a los patégenos mediante un sistema de deteccion
el cual consiste en censar sustancias secretadas por los microorganismos agresores, o bien
reconocer moléculas clave componentes de estructuras propias de los patdogenos

(Inmunologia Celular y Molecular. Abbas, 2004; Akira et al., 2004, Kawai et al., 2006).

Los TLRs, a pesar de no ser altamente especificos, interactian con los patdgenos
dependiendo del tipo o la clase de agente infeccioso, esto lo realizan mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs); de manera que
los PAMPs via TLRs activan la respuesta inmune innata (Cook et al., 2004; Sanchez et

al., 2004; Bautista et al., 2005; Lai et al., 2008).

La estructura de los TLRs consta de en un dominio de 200 aminodcidos altamente
conservado en la region citopladsmica conocido como Toll/IL-1R (TIR) (el “IL-1”
proviene de que también los miembros de la familia de receptores de interleucina-1
cuentan con ese dominio), y por esto se clasifican dentro de la gran superfamilia TIR; este
dominio se caracteriza por la presencia de 3 regiones altamente homdlogas (conocidas
como caja 1, caja 2 y caja 3), que son cruciales en la sefializacion rio abajo que se
desprende de la activacion de los TLRs. También cuentan con una prolongacion en la
porcidn extracelular la cual consta de repeticiones en tandem de regiones ricas en leucina

(LRRs) (Cook et al., 2004; Akira et al., 2004) (Figura 8).
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Figura 8. Estructura bésica de los receptores TLRs (tomado parcialmente de Akira et al., 2004).

Todos los miembros de la superfamilia TIR incluidos los TLRs ademds de tener un
dominio de gran semejanza estructural cuentan con mecanismos de transduccion
semejantes con mediadores secundarios comunes. Los TLRs se catalogan por numero
dependiendo del tipo de sustancia y/o componente molecular del organismo patégeno que
reconocen, es decir, segin el PAMP que identifiquen; los PAMPs pueden ser productos
microbianos tales como lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicanos, flagelina, motivos de
DNA bacterianos como por ejemplo sitios CpG (Figura 9 y tabla 6). Los diversos TLRs
producen distintos patrones de expresion rio abajo al ser activados con su ligando natural,
los patrones de expresion pueden ser dependientes de la molécula MYD o independientes
a esta. Todos los TLRs se activan formando dimeros, algunos actian como homodimeros

y otros en forma de heterodimeros (Akira et al., 2004; Bautista et al., 2005).
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Figura 9. Receptores TLR y sus ligandos en humano (tomado de Kaufmann et al., 2007).

Se han descrito trece tipos diferentes de TLRs; los TLRs del 1 al 10 se encuentran tanto
en humano como en el raton, mientras que TLR11, TLR11/12 y TLR13 solo se han
observado en raton; aunque algunos autores proponen que TLR10 es un pseudogene
(Kawai et. Al 2006). Practicamente los 13 TLRs que se conocen (Figura 9) brindan
proteccion contra la mayoria de los patdogenos a nivel de sistema inmune innato. El amplio
rango de reconocimiento que tienen los TLRs se debe también a la habilidad que tienen
de formar heterodimeros entre las diferentes clases de TLRs; por ejemplo, dimeros como
TLR2-TLR6 reconocen y responden a las lipoproteinas diacetiladas mientras que, un
homodimero de un receptor tiene una actividad distinta; otro ejemplo es el que se da por
la interacciéon de TLR2 y TLRI la cual resulta en un efectivo reconocimiento de las

lipoproteinas triacetiladas (Kawai et al., 2006).



Receptor Ligando Origen del ligando
TLR1 Triacyl lipopéptidos Bacteria y mycobacteria
Factores solubles Neisseria meningitidis
Lipoprotemn/lipopéptidos | Diversos patogenos
Peptidoglicanos Bacterias gram positivas
Acido lipotenoico Bacterias gram positivas
Lipoarabinomanano Mycobacteria
Fenol-soluble modulina Staphylococcus epidemidis
Glicomnositolfosfolipidos Trypanosoma cruzi
Glucolipidos Treponema maltophilm
Porinas Neisseria
Lipopolisacaridos atipicos Leptospira interroans
Lipopolisacaridos atipicos Porphyromonas gingivalis
Zymosan Hongos
HSP70 Huesped
TLR3 RNA de doble cadena Virus
Lipopolisacéridos
Lipopolisacaridos atipicos Bacterias gram negativas
Taxol Plantas
Proteinas de fusion Virus sincicial respiratorio
TLR4 Proteinas de cubierta Virus tumor-mamario en raton
HSP60 Chlamydia pneumoniae
HSP70 Origen de el ligando huésped
Secuencias repetidas del extra
dominio A de fibronectina del tipo | Huésped
3
TLRS Flagelina Bacterias
Diacil lipopéptidos Mycoplasma
TLR6 Acido lipotenoico Bacterias gram positivas
Zymosan Hongos
Imidazoquinolina Compuestos sintéticos
TLR7 Loxo'ri.inz? Compuestos s%nte:t%cos
Bropirimina Compuestos sintéticos
RNA de cadena sencilla Virus
Imidazoquinolina Compuestos sintéticos
TLRS - ;
RNA de cadena sencilla Virus
TLR9 CpG contenido en DNA Bacteria y virus
TLR10 No descrito No descrito
TLRI11 No descrito Bacteria uropatogénica
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Tabla 6. Los receptores TLR su reconocimiento y su ligando (tomado parcialmente de Akira et. Al
2004 y de Kawai et al., 2006).
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El descubrimiento de los TLRs comenzdé cuando un grupo aleman descubrié unos
receptores en la mosca Drosophila, este grupo observo que funcionaban como un método
de defensa contra las infecciones por hongos y los llamo receptores TOLL. Mas tarde en
el ano 1997 cuando R. Medzhitov y C. Janeway de la Universidad de Yale reconocieron
unos receptores similares pero esta vez en células de humanos, por los que los llamaron

receptores tipo Toll (TLRs).

El Doctor Shizuo Akira de la Universidad de Osaka en Japdn, en un estudio que realizod
en ratas genéticamente modificadas pudo demostrar que si se bloquea alguna de las
sefales proteicas intermedias (citocinas) en la sefializacion de los TLRs, el TLR no tiene
respuesta a la deteccion del producto microbiano o patdégeno en cuestion, lo que sugiere
que las proteinas asociadas al TLR podrian ser un buen blanco para buscar terapias

antiinflamatorias o inmunoreguladoras (Akira et. Al 2004).

La maduracion de las células dendriticas (DC) o células presentadoras de antigeno

profesionales, puede o no ser dependiente de la activacion de los TLRs.

Estudios con varios TLRs demuestran que éstos activan la via del factor nuclear kB (NF-
kB), este factor de transcripcion regula la expresion de citocinas a través de varias
moléculas incluyendo la proteina de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), el adaptador de
dominio contenedor de la proteina TIR (TIR TIRAP/Mai) y el adaptador del contenedor
de dominio de TIR inducido por IFN (TRIF). La activacion de la via del NF-kB conduce
a la iniciacion de la respuesta adaptativa inmune ya que promueve la produccion de
citocinas proinflamatorias tales como la interleucina 1 y 8 (IL-1, IL-8), factor de necrosis
tumoral o (TNF-a, IL-12), y la induccion de moléculas de coestimulacion, tales como la

CD80, CD86 y CD40 (Akira et. al., 2004).
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Gracias a los conocimientos actuales que se tienen sobre la sefializacion promovida por la
activacion de los TLRs, ahora se pueden manipular parcialmente las respuestas
dependientes de éstos y asi bloquear o disminuir los estragos generados por enfermedades
autoinmunes o dependientes de una sefializacion defectuosa TLR dependiente. El
reconocimiento que logran los TLRs es muy variado; éste opera mediante las diversas
combinaciones que pueden exisistir entro los 13 TLRs (Akira et. al., 2004; Takeda et al.,

2003). Las interacciones mas estudiadas son:

TLR1: Cuando TLRI1 coopera con TLR2 ambos se unen a peptidoglicanos bacterianos;
lipopéptidos y lipoproteinas de bacterias gram positivas, asi como a lipopétidos
micoplasmaticos; TLR1 reconoce la lipoproteina de la superficie externa (OspA) de la

espiroqueta Borrelia burgdorferi.

TLR2: Es fundamental para el reconocimiento de una variedad de PAMPs entre los que
destacan las lipoproteinas microbianas (por ejemplo, el 4cido liteicoico); los lipopéptidos
bacterianos, los peptidoglicanos (PGN). TLR2 se asocia con TLRI1 para formar
heterodimeros, aunque no se conoce el ligando para el par TLR2/TLRI; esta union
provoca la activacion de senales intracelulares, principalmente hacia la transferencia de

un factor de transcripcion, el kB (NFxB).

TRL3: Reconoce el acido ribonucleico (RNA) de doble cadena (dsRNA) viral; en

humanos TLR3 se expresa inicamente en células dendriticas mieloideas.

TLR4: Fue el primer receptor descrito; induce la expresion de genes de diversas citocinas
inflamatorias y de varias moléculas de estimulacion; reconoce lipopolisacaridos (LPS),

los cuales son glucolipidos que se encuentran especificamente en las paredes celulares de
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las bacterias gram-negativas. Se ha observado que TLR4 reconoce algunas proteinas de
shock térmico (HSP) entre las cuales figura la HSP60; también se conoce que la activacion
de células dendriticas por acido hialurénico estd mediada por TLR4, ademas tiene la
capacidad de reconocer algunos fibrindgenos que inducen la produccidon de quimiocinas

(mediada por patogenos).

TLRS5: Reconoce la flagelina la cual es la proteina que conforma los cilios de las bacterias;
esto se identifico inicialmente mediante su interaccion con la bacteria Listeria

monocytogenes.

TLR6: Se une al zymosan producido por los hongos, también reconoce peptidoglicanos
bacterianos. Cuando TLR6 se asocia con TLR2 estos reconocen lipopéptidos

micoplasmaticos y lipoproteinas diacetiladas.

TLR7: Se une a una sola hebra del RNA viral por ejemplo la cadena sencilla resultante
del virus de inmunodeficiencia humana del tipol (VIH-1); TLR7 también reconoce el
virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la influenza; ademas reconoce ciertos
RNAs pequeios de interferencia (siRNAs), las imidazoquinolinas (producto sintético); y

algunos analogos de guanosina como es el caso de loxoribina y bropirimina.

TLRS: Se une también al RNA viral de cadena sencilla (ssRNA) y también reconoce las

imidazoquinolinas.

TLRO: Se une a sitios CpG dentro del DNA no metilado que se encuentra en bacterias y

virus también reconoce el pigmento de la malaria (la hemozoina).



41

TLR10: Esta filogenéticamente relacionado con el TLR1 y TLR6. Se desconoce cudl es
el ligando de este receptor que se expresa preferentemente en linfocitos B de tejidos

inmunitarios, como bazo, ndédulos linfaticos y timo.

TLR11: Reconoce componentes de bacterias uropatogénicas y también una molécula del

tipo “profilin-like” que se encuentra en un protozoario parasito; el Toxoplasma gondii.

e Proceso de interaccion de los TLRs con los patégenos.

Cuando los TLRs, ubicados en la superficie de las células patrulleras (dendriticas y
macrofagos) reconocen al agresor, desencadenan una cascada de sefalizacion; éste

proceso se explicara a continuacion (Takeda et al., 2003; Bautista et al., 2005):

Cuando un receptor TLR se une a su ligando en el interior celular se pone en marcha todo
un mecanismo de ataque en el cual se comienzan a producir una gama de citocinas

(proteinas mensajeras y de sefializacion) en el siguiente orden.

a) Ya producidas las citocinas, éstas son arrojadas al torrente circulatorio, en el
torrente éstas reclutan macrofagos y células dendriticas, ademas de otras células
inmunologicas; todo este agregado celular forma un complejo que es

extremadamente eficiente para atacar al microorganismo o patégeno en cuestion.

b) Al mismo tiempo estas citocinas son liberadas por las células antes mencionadas,
todo el conjunto de procesos produce los sintomas cldsicos de infeccion entre los
cuales se incluyen la fiebre y sintomas caracteristicos que se observan por

liberacidon de histaminas.
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c) Posterior al ataque producido por el sistema inmune, los macrofagos y las células
dendriticas que han despedazado al patdégeno, colocan fragmentos de éste en su
superficie, indicando que esta presente un agente causal de enfermedad; mediante
este proceso de exhibicién se activan a los linfocitos B y los linfocitos T
(componentes importantes en la respuesta del sistema inmune adaptativo); y estos
inician el ataque contra el invasor de manera especifica (Bautista et al., 2005;

Inmunologia Celular y Molecular. Abbas, 2004).

Es importante recalcar que la sefializaciéon promovida por los TLRs compromete o recluta
a los linfocitos B y los linfocitos T; sin esta interaccidon el organismo es incapaz de
desarrollar una respuesta inmune total; ademas, sin esta interaccion el sistema inmune

careceria de la capacidad de generar memoria contra las infecciones (Figura 10).
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.o " 1L-8: Atrae neutréfilos

Mal

]
MyD88 R

IL-6: Promotora de
actividad de células

* NF-kB activado Deta

Células dentriticas

Figura 10. Union de un patogeno a los TLRs y produccion de citocinas como respuesta (cascadas de
sefializacién) (Luke A. J. O'Neill et al., 2005).
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e Senalizacion MyD dependiente y MyD independiente post activacion de los TLRs.

La especificidad de los TLRs se ve fuertemente influenciada por varias proteinas
adaptadoras como MD-2 y CD-14 las cuales en ocasiones forman un complejo con el

TLR4 en respuesta a los LPS (Akira et. al., 2004; Kawai et al., 2006).

La senalizacion de los TLRs consiste al menos en dos vias distintas; MyD88 dependiente
la cual finaliza en la produccion de citocinas proinflamatorias o bien MyD88
independiente el cual se asocia a la estimulacion de IFN- y a la maduracion de células
dendriticas (cruciales en “la memoria” que se genera en el sistema inmune) (Akira et. al.,

2004).

La senalizacion dependiente de MyD88 es el camino mas usual que suelen seguir todos
los TLRs. Se inicia generalmente cuando los TLRs reclutan a la proteina adaptadora
MyD88 via la TIR; posteriormente TIR activa a IRAK-1 fosfordndola. Mientras dura el
complejo MYDS8S-TLR, IRAK-1 se asocia temporalmente con TRAF6; mediante esta
ultima asociacion se da la activacion de NF-kB que a su vez activa la produccion de
proteinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 y IL-12 (Akira et. al., 2004; Kawai et al.,
2006).

A nivel intracelular la sefializacién comienza con la unién del dominio intracelular de los
TLRs, llamado TIR (Toll/IL-1 receptor homology domain) a una cinasa asociada, IRAK
(IL-1 receptor-associated kinase); este proceso requiere dos proteinas de adaptacion, la
MyD88 (myeloid differentiation protein 88) y TIRAP (TIR domain containing adapter
protein), llamada también Mal (MyD88-adapter-like protein). El proceso de sefializacion

intracelular puede inhibirse por una la unidon de una tercera proteina llamada Tollip (Toll-
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intercating protein) (Akira et. al., 2004; Kawai et al., 2006). La sefializacion MyD88

dependiente se da de la siguiente manera (figura 11):

TLRS
TLR7
TLR9

I
Jinnn

NF-xB I—p

Inflammatory cytokines }

Figura 11. Via de sefalizacion dependiente de la proteina adaptadora MyD88 (tomado de Takeda et.
al., 2004).

Posterior a la union MyD88 - TIRAP se produce un proceso de fosforilacion que
promueve una asociacion con la proteina IRAK-4; ésta se asocia nuevamente con otra
proteina, la TRAF6 (Tumor necrosis factor receptor associated factor-6) esta union activa
a la cinasa MAP3K (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) por ubiquitinacion
asi como a la TAK1 (TLRI1 transforming growth factor-p (TGF-P)-activated kinase);
posteriormente mediante una fosforilacion TAK1 activa el complejo, IKK (inhibitor KB
kinase) lo cual promueve que se disocie y libere sus dimeros IKKa e IKK[3; posterior a
la liberacion de sus dimeros se da una fosforilacion lo cual transforma uno de los dimeros,
a IKK a IxB. IkB se une en un complejo dimérico con NF-kB y provoca una protedlisis

que libera las moléculas NF-kB y las activa. NF-kB se trasloca al nticleo donde se hace
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activa lo que promueve la traduccion, transcripcion y produccion de un ARNm
(mensajero); estos procesos inducen también la produccion de citocinas y otras moléculas
efectoras como TNF-a, IL-1 y IL-12 o IFN (Akira et. al., 2004; Kawai et al., 2006;
Takeda et. al., 2004).

Los LPS bacterianos por si solos son capaces de activar la via NFkB y las MAP cinasas.

La sefializacion MyD88 independiente sigue los siguientes pasos (figura 12):

TLR4

IKKiNKKe

Figura 12. Via de sefializacion independiente de la proteina adaptadora MyD88; inducida

generalmente por LPS (tomado de Takeda et. al., 2004).

Los LPS hacen contacto los receptores TLR4 o TLR3 de macrofagos, esto provoca la
activacion de TRAM (TRIF-related adaptor molecule), ésta se une con TRIF; unidos;
ambos se adhieren a un complejo trimérico atipico de IKKs formado IKKi/IKKe y TBK1;
esta union promueve la activacion de IRF-3 (Interferon regulatory factor 3) el cual

posteriormente se trasloca al nticleo y activa la traduccion, transcripcion y produccion de
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citocinas y otras moléculas efectoras principalmente IFN (Akira et. al., 2004; Takeda et.

al., 2003).

e Ubicacion cromosomica de la familia de los genes TLR ’s.

CromosOomicamente los genes que codifican para los TLRs en humano se ubican de la

siguiente manera (Takeda et al., 2003):

- TLR1 y TLR6, alrededor de 4p14.

-  TLR2 y TLR3, entre 4932 y 4q35 respectivamente.

- TLR4 y TLRS, entre 9q32-33 y 1g33.3 respectivamente.
- TLR7y TLRS, en tindem en Xp22.

- TLRY en 3p21.3

TLR1 y TLR6 tienen estructuras gendmicas muy similares y se diferencian por un exén
ubicado en forma de tdndem en el mismo cromosoma; se propone que uno de ellos es
producto de una duplicacién a lo largo de la evolucion del otro (Takeda et al., 2003) (figura

13).

Figura 13. Arbol filogénico humano de los TLRs; este arbol fue construido por alineamiento de

secuencias de aminoéacidos usando el método de similitud (tomado de Takeda et al., 2003).
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e Relacion del sobrepeso y la obesidad con los genes TLR2, TLR4 y TLRY.

La obesidad tiene una correlacion positiva con el aumento de marcadores inflamatorios
(Ziccardi et al., 2002), el acimulo de grasa conlleva a un estado proinflamatorio conocido
como metainflamacion el cual se caracteriza por un aumento en la produccion de citocinas
inflamatorias circulantes como IL6, ILS, el TNFa, la haptoglobina, la elevacion de la
proteina C reactiva, VCAM-1, entre otras (Caballero et al., 2003; Esposito et al., 2003;
Fantuzzi et al., 2005).

Las produccion de citocinas proinflamatorias favorecen la adhesion, migracion y acumulo
de los monocitos y linfocitos en la pared vascular lo que puede promover la formacion de
una placa aterosclerdtica y el desarrollo posterior de la enfermedad cardiovascular
(Martinez-Gonzélez et al., 2001). Entre las citosinas proinflamatorias que se producen
como consecuencia de la obesidad destacan tres: el factor de necrosis tumoral (TNFa), la
interleucina 6 (IL6) y la adiponectina. Estd ampliamente tipificado que TNFa se
encuentra elevado en sujetos obesos y es un detonante de patologias como el sindrome
metabolico. La IL6 se asocia a la dislipidemia del sindrome metabolico (Ferndndez-Real
et al., 2000); se ha establecido que a mayor masa grasa se detectan mayores

concentraciones de IL6 a nivel sistémico (Fantuzzi et al., 2005).

El tejido adiposo es un tejido termogénico y enddcrino que desata una sefializacion de
mensajeros (citocinas); en condiciones de obesidad promueve una excesiva liberacion de
acidos grasos libres (Bullo et al., 2006); TLR2, TLR4 y TLR9 juegan un papel crucial en
el desarrollo de la metainflamacion ya que la activacion de éstos ya sea por acidos grasos
libres o bien por DNA unicatenario endogeno genera la produccion de citocinas
proinflamatorias (Shi et al., 2006; Davis et al., 2008; Kim et al., 2012; Nishimoto et al.,
2016; Nguyen et al., 2007).
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TLR-2 Reconoce lipopéptidos y lipoproteinas de bacterias Gram positivas, asi como LPS
de algunas no-enterobacterias como Helicobacter pylori. TLR-2 también puede formar
dimeros heterofilicos con otros TLRs por ejemplo con TLR6 y generar asi el dimero
TLR6/TLR2 que reconoce péptidos diacilados; otro ejemplo es el dimero TLR1/TLR2
que reconoce lipopéptidos triacilados (Akira et. al., 2004; Takeda et al., 2003). Kim en el
2010 presentd uno de los estudios pioneros en roedores en el cual se relaciona la obesidad
como componente inductor de la expresion de TLRs (Kim al., 2010); més tarde otros
estudios realizados en humanos asocian la relacion de acidos grasos libres (FFAs) con la
induccion de la expresion de TLR2 y TLR4; el estudio de Yin del 2014 indica que los
FFAs producidos de manera endégena funcionan directamente como ligandos de estos
TLRs; esta asociacion resolveria en gran medida la explicacion del porqué la obesidad
cuenta con un componente inflamatorio sistémico (metainflamaciéon) ya que en
condiciones de obesidad se encuentra ampliamente descrito que existe una gran cantidad

de FFAs en el medio extracelular (Yin et al., 2014).

TLR-4 por su parte reconoce lipopolisacaridos (LPS) provenientes de bacterias Gram-
negativas en asociacion con moléculas accesorias como CD14 y MD-2. También censa
moléculas enddgenas como el dominio A de fibronectina y las proteinas de choque
térmico (HSP) HSP60 y HSP70 (Akira et. al., 2004; Takeda et al., 2003); TLR4 también
induce su expresion por estimulacion FFAs (Yin et al., 2014, Sanchez et al., 2004; Cook

et al. 2004; Akira and Kawai 2004).

TLRY también promueve metainflamacion; sin embargo lo hace censando el DNA celular
libre (cfDNA); varios estudios habian indicado indirectamente que, en condiciones de
obesidad existia un alta liberacion de cfDNA, pero no fue hasta el 2015 que Tug explico
el fendmeno y acufio este término que se establecid que este cfDNA funge como ligando

endogeno de TLRO (Tug, et al., 2015; Nishimoto et al., 2016).
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Metilacion en la regién del promotor de los genes.

La metilacion del DNA es la unidon de grupos metilo a secuencias CpG dentro del DNA;
esta union de un grupo metilo resulta relevante cuando se presenta la region de promotor
de los genes, ya que en ocasiones bloquea los sitios de union de factores transcripcionales.
Estimulos medioambientales como por ejemplo la dieta y/o el ejercicio promueven la
expresion de los genes que codifican para las DNMT3As y DNMT3Bs, las cuales son las
encargadas de inducir metilacion “de novo”; de manera que estimulos como dieta y/o el
ejercicio promueven el silenciamiento génico por metilacion en regiones promotoras de
genes (Kim et al., 2009; Rakyan et al., 2001; Ronn et al., 2013; Garcia et al., 2012, Goll
eta al., 2005; Klose et al., 2006, Ling et al 2014, Klose et al., 2006; Barres et al., 2012).

e Metilacion en la region del promotor de los genes TLR2, TLR4 y TLRO.

La metilacion de las regiones de promotor de TLR2, TLR4 y TLRY es un mecanismo
muy importante en el silenciamiento de estos genes; como se ha comentado a lo largo de
este escrito, la dieta y el ejercicio son mecanismos que promueven metilacion en estos
genes por ende la expresion de estos genes se ven disminuida como respuesta a estos
estimulos. En resumen; la metainflamacion producida por TLR2, TLR4 y/o TLR9 se ve
disminuida por los estimulos de dieta y/o ejercicio (Kim et al., 2009; Rakyan et al., 2001;
Ronn et al., 2013; Garcia et al., 2012, Goll eta al., 2005; Klose et al., 2006, Ling et al
2014, Klose et al., 2006; Barres et al., 2012, Akira et. al., 2004; Kawai et al., 2006).

MiRNAs asociados al silenciamiento de TLR2, TLR4y TLRO.

Los miRNAs regulan la sintesis de proteinas uniéndose a la region UTR codificante
de los RNA mensajeros (mRNA’s) con lo que provocan silenciamiento de la expresion
génica en genes clave. En la actualidad se han identificado alrededor de 206 miRNAs

(Mello et al., 2014; He et al., 2014); en los ultimos cinco afios se ha descrito que éstos son
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fuertes reguladores o incluso silenciadores de los TLRs; en el caso de TLR2, TLR4 y
TLRY existen multiples miRNAs que regulan la expresion de los mismos ya sea a nivel
de bloqueo de los mRNA que codifican a las proteinas que conforman los receptores
TLRS o bien a nivel de los mRNA que codifican a las proteinas que se encuentran rio

abajo en las vias de sefializacion que desencadenan las respuestas de los TLRs.

Se ha descrito que miRNA 146a, miRNA 155 y miRNA 223 inhiben los mRNAs que
codifican a las proteinas que conforman a los receptores de TLR2 y TLR4. También
se ha descrito que miRNA 155 y miRNA 223 inhiben el mRNA que codifica a la
proteina que conforma al receptor de TLR9. Por ultimo se ha descrito que los
miRNAs: 21, 146a, 155 y 223 inhiben a los mRNA que codifican a las proteinas que se
encuentran rio abajo en las vias de sefializacion que desencadenan las respuestas de
los TLRs (Carthew et al., 2010; Miiller et al., 2007; Benetti et al., 2008; Sinkkonen et
al., 2008; Hu et al., 2014; He et al., 2014; Valadkhan et al., 2013, Matera et al., 2014,
Guo et al., 2014;)(ver tabla 7); esta inhibicion se da especificamente de la siguiente

manera:

- miRNA 146a inhibe los mRNAs de los genes que codifican para las proteinas:

IRAK4, IRAK1, IRAK2, TRAF6, MyD88, C/EBPS, RANTES y Notchl.

- miRNA 155 inhibe los mRNAs de los genes que codifican para las proteinas:
MyDS88, FADD, IKKp, IKKe, TAB2, RIPK1, P38, MAPK, C/EBPS, FOXP3;

Ets2, TNF, SHIP1, SOCSI.

- miRNA 223 inhibe el mRNA del gen que codifica para las proteina STAT3.

- miRNA 21 inhibe los mRNAs de los genes que codifican para las proteinas:

IRAK, MyD88, IL-12p35, IFN-y, L-12p40, PDCDA4.
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Target mRNA miRNA(s) Reference

Receptors
TLR4 let-7i, let-7e, miR-223, miR-146a, miR-146b, miR-511 [25,53,62,72,78,79]
TLR3 miR-223, miR-26a [53, 80]
TLR2 miR-105, miR-19a/b, miR-143, miR-146a [81-84]

Signalling proteins
IRAK1 miR-146a, miR-146b, miR-21 [19, 26, 28, 31, 85]
TRAF6 miR-146a, miR-146b [19, 26, 79]
TRAK2 miR-146a 19, 26]
MyD88 miR-146b, miR-155, miR-200b, miR-200¢, miR-21, miR-149, miR-203 [29, 30, 54, 79, 86-88]
IRAK4 miR-146a, miR-132, miR-212 (51]
TRAF4 miR-29 [89]
FADD miR-155 38, 40]
IKK}j miR-155, miR-199a [38, 40, 54, 88]
TKKe miR-155 [38, 40]
TAB2 miR-155 38, 40]
RIPKI miR-155 38, 40]
TIRAP miR-145 [31]
BTK miR-348 (69, 90]
IKKe miR-223 [91]
MKK4 miR-92a [92]

Tabla 7. Blancos de los miRNAs identificados en la via de la sefializacion de los TLRs (tomado de He
et al., 2014).

JUSTIFICACION.

En el afio 2005 la Organizacion Mundial de Salud informé que 1600 millones de adultos
padecen sobrepeso y 400 millones padecen obesidad. En el afio 2006 la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) mostr6é que el 70% de la poblacién mexicana padece
sobrepeso y obesidad. Esto representa en el 71.9% de las mujeres y el 66.7% de los
hombres de entre los 30 y 60 afios de edad, es decir, mas de la mitad de la poblacién
mexicana esta en riesgo de padecer una enfermedad asociada a la obesidad. Desde el afio
2000 México ocupa el primer lugar mundial de bebedores de refrescos de cola. En el dia
mundial de la alimentacién del afio 2007 se inform6 que este pais ha entrado a una
transicion nutricional, ya que los mexicanos comemos 29% menos de fruta, el 27% menos
de leche, 18% menos de carne y 37% mas de refresco. El informe de la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) del 2013 titulado “El

Estado de la Alimentacion y la Agricultura 2013”; sefial6 que México tenia el mayor
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indice de obesidad en el mundo con un 32.8% desplazando del primer sitio a EE.UU que
cuenta con un 31.8% [World Health Organization Technical report series 894; Hernandez,
2016 (ENSANUT MC 2016)]. Si bien existen tratamientos para combatir la obesidad es
necesario desarrollar estrategias preventivas mas eficientes. La determinacion de los
factores genéticos que predisponen a un individuo a desarrollar obesidad debe permitir
tener estrategias preventivas para identificar de manera temprana a aquellos individuos
que tienen un riesgo elevado de desarrollar la enfermedad. Asimismo, determinar los
factores genéticos asociados con un riesgo de enfermedad debe de conducir a la
identificacion y determinacion de biomarcadores de deteccion temprana de la enfermedad
y la identificacion de blancos terapéuticos para el desarrollo de tratamientos (regiones

promotoras de los genes metiladas o la expresion de miRNAs especificos).

HIPOTESIS.

El estimulo conjunto de ejercicio y dieta provocaran aumento en el grado de metilacion
en la region promotora de los genes que codifican para los receptores tipo Toll 2,4y 9;

esto provocaréd una disminucion significativa en la expresion génica de los mismos.

El grado de metilacion que se observara en la region promotora de los TLRs correlacionara

inversamente con la expresion de estos mismos genes.

OBJETIVO.

Describir el grado de metilacion de las regiones promotoras de los genes TLR2, TLR4 y
TLR9 a partir de DNA obtenido de leucocitos provenientes de sangre venosa de pacientes
con sobrepeso y obesidad grado I y II, antes y después de un tratamiento de dieta

hipocalorica y ejercicio moderado.
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* Objetivos Secundarios

a) Describir la conducta de expresion génica de los miRNAs: 21, 33a, 146a, 155 y
223 obtenidos de suero proveniente de sangre venosa de pacientes con sobrepeso
y obesidad grado I y II, antes y después de un tratamiento de dieta hipocalorica y

ejercicio moderado.

b) Describir la conducta de expresion génica de los miRNAs; 146a, 155 y 223
obtenidos a partir de leucocitos provenientes de sangre venosa de pacientes con
sobrepeso y obesidad grado I y II, antes y después de un tratamiento de dieta

hipocaldrica y ejercicio moderado.

METODOLOGIA.

e Tipo de estudio.

Ensayo clinico autocontrolado, prospectivo, longitudinal.

e Muestra.

11 pacientes con diagnostico de obesidad tipo 1 y 2; se analizaron hombres y mujeres

por separado, 3 y 8 respectivamente.

e Invitacion a los pacientes al programa.

Se realizaron una serie de platicas informativas a los pacientes candidato dentro de las
instalaciones de la escuela Superior de Medicina (ESM) en las cuales se les explicd en
qué consistia el programa de dieta y ejercicio, el porqué se estaba realizando el estudio,

en qué consistia este, cuales serian los beneficios de participar en este estudio asi como
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los beneficios a nivel poblacional de realizar este tipo de estudios; una parte esencial de

estas platicas era el disipar todas las dudas de los pacientes candidatos para mejorar la

comunicacion entre los especialistas y los pacientes y evitar una alta desercion de estos al

protocolo par falta de entendimiento en el mismo.

e C(riterios de seleccion de las pacientes.

o Criterios de inclusion:

Pacientes de 30 a 40 afnios de edad.

IMC de 30 a39.9.

Acepten donar al menos 15 ml de sangre venosa.

Disponibilidad de tiempo para asistir a las consultas de seguimiento y a

las sesiones de ejercicio.

Pacientes que cumplan con valores de normalidad en los parametros

bioquimicos medidos exceptuando los valores de triglicéridos y colesterol,

ya que se busca que éstos sean elevados.

o Criterios de exclusion:

Pacientes con diabetes.

Hipertension arterial.

Enfermedades cardiovasculares u otras comorbilidades.

Pacientes que sigan algun tratamiento para la reduccion de peso dentro
de los tres meses anteriores al inicio del proyecto.

Pacientes que estuvieron o estén tomando algin tratamiento para la
reduccion de peso dentro de los tres meses anteriores al inicio del
proyecto.

Pacientes que NO cumplan con los valores de normalidad en los
pardmetros bioquimicos exceptuando los valores de triglicéridos y

colesterol, ya que se busca que estos sean elevados.
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o Criterios de eliminacion:

Pacientes que no se adhieran al tratamiento.

Pacientes que no acudan a su consulta nutricional.
= Pacientes que no acudan a sus sesiones de ejercicio.

= Pacientes que renuncien voluntariamente al protocolo.

e Firma del consentimiento informado.

Los pacientes antes de iniciar el programa de ejercicio procedieron a firmar el
consentimiento informado el cual deslinda a los especialistas, las instituciones y las
personas involucradas en el estudio de cualquier accion legal adversa contra el protocolo;
ademads el consentimiento informado otorga el permiso de manipular las muestras a
conveniencia del estudio sin rendir ninguna informacién adicional a los pacientes mas que
la acordada con antelacion y orientarlos en base a los resultados antropométricos y
bioquimicos para generar una vida mas sana y saludable contemplando evitar lesiones
deportivas asi como el uso de suplementos y dietas “milagro” sin fundamento cientifico

nutricional real.

e Grupo de estudio.

Para la realizacion del presente estudio fueron seleccionados 11 pacientes de sexo
femenino (3 pacientes conformaban el grupo de sobrepeso; 7 el grupo de obesidad I;
finalmente 1 paciente el grupo de obesidad II) de acuerdo a su edad, IMC y parametros
bioquimicos (triglicéridos +150 y colesterol +200). A los pacientes se les prescribio dieta
hipocalorica al 20 % [basada en la Guia de Alimentos para la Poblacion Mexicana; el
Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes; la Norma Oficial Mexicana (NOM) 008-
SSA3-2010 para el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad; la Norma Oficial
Mexicana (NOM) 037-SSA2-2012, para la prevencion y control de dislipidemias;

finalmente también por los lineamientos dictados por la American Heart Association y
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American Diabetes Association] y ejercicio aerdbico con intensidad moderada 3 veces a
la semana durante un periodo de 45 minutos en una caminadora. Después de la evaluacion
antropométrica y bioquimica inicial realizada minutos antes del comenzar el programa
de ejercicio se les proporciono un plan de alimentacion. Este procedimiento se repitié cada
mes, ajustando el plan de alimentacion segin los avances observados en cada paciente

basandose en los resultados de antropometria y bioquimica.

e Tratamiento nutricio.

El manejo nutricional aplicado en este proyecto de investigacion tenia la finalidad de
ayudar a los pacientes a mejorar su calidad de vida y disminuir su peso corporal entre un
10 a un 15% para el final de tratamiento. La intervencion se llevo a cabo de acuerdo al
manejo nutricional dictado en la Norma Oficial Mexicana (NOM) 008-SSA3-2010 para
el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad; la Norma Oficial Mexicana (NOM)
037-SSA2-2012; para la prevencion y control de dislipidemias; los lineamientos de la
American Heart Association y American Diabetes Association asi como en la Guia de
Alimentos para la Poblacion Mexicana y el Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes.
Las metas de este plan fueron establecer héabitos tanto alimentarios como de actividad

fisica.

o Consultas nutricionales.

Las consultas se llevaron a cabo mensualmente; en €stas se registro el peso corporal, se
tomaron los pardmetros antropométricos, se evaluo el apego al régimen alimenticio y se
calculd el requerimiento caldrico; tomando como base los avances observados
mensualmente; se fueron corrigiendo los errores que se encontraron en cuanto a habitos

alimenticios de los pacientes.
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o Historia clinica.

El historial clinico consiste principalmente en una encuesta en la que se evaluo el estilo
de vida de los pacientes; se indagaban las actividades que realizaban éstos y se cuestionaba
si consumian algiin complemento u suplemento alimenticio, si realizaban alguna actividad
fisica, si tenian algin padecimiento, alergia o intolerancia a algiin alimento. Respecto a
sus habitos alimenticios, como son tiempos de comida, gustos y preferencias de los
alimentos, cantidades, preparaciones y horarios de comida. Esto fue con la finalidad de

conocer mas a fondo a cada paciente y poder prescribir un plan personalizado.

El gasto energético total se calculd a partir de las recomendaciones de la NOM 008-SSA3-
2010 para el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad, la NOM 037-SSA2-2012,
para la prevencion y control de dislipidemias, y los lineamientos dictados por la American
Heart Association y la American Diabetes Association.

o Distribucion y composicion de la dieta.

La distribucion nutrimental de los planes de alimentacion se muestra en la tabla 8.

Nutrimento Porcentaje
Proteinas 15%
Carbohidratos 55%
Lipidos 30%

Tabla 8. Distribucion nutrimental de los planes de alimentacion.

Con respecto a la distribucion de los hidratos de carbono so6lo el 10% del total de estos se
recomendaron a partir de hidratos de carbono simple; esto se logro a través de fruta. La
distribucion de la grasa se realizd de la siguiente manera: 20% del total fue de grasa
monoinsaturadas mientras que el 10% restante consistidé en grasa poliinsaturadas,
eliminando de la dieta las grasas saturadas. En cuanto a las proteinas todas fueron de alto

valor biologico.
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Se obtuvieron planes de alimentacion individualizados de acuerdo al peso y talla de cada

paciente.

El plan de alimentacidon que se elabord para cada paciente contenia 7 ejemplos de menus
para cada dia de la semana, cabe destacar que este plan fue ciclico con una duracion de un
mes y que para los dos meses restantes se empled una nueva estrategia de tratamiento
nutricional contenida en la Guia de Alimentos para la Poblacion Mexicana y el Sistema
Mexicano de Alimentos Equivalentes; en donde se encontraban los grupos y raciones de
los mismos; el numero total de alimentos fue distribuido en 5 tiempos de comidas

(desayuno, comida, cena, colacién matutina y colacion vespertina).

e Evaluacion antropométrica en los pacientes.

Las variables antropométricas que se evaluaron al inicio del programa, a las 4, 8 y 12
semanas fueron las siguientes: estatura, peso corporal, IMC, circunferencia de cintura y
cadera, pliegue bicipital, pliegue tricipital, pliegue subescapular, pliegue supraileaco,
porcentaje de grasa corporal, porcentaje de masa muscular y porcentaje de agua corporal.
Para realizar dichas mediciones se siguieron los lineamientos que establecen el ISAK

(sociedad internacional para el avance de la kineantropometria).

e Prueba de esfuerzo

Se realizo6 para determinar la capacidad funcional de cada individuo con el fin de capturar
a los pacientes aptos para la realizacion del programa de ejercicio, evitando poner en
riesgo la integridad fisica de los participantes. Se realiz6 en una banda sin fin (caminadora
o treadmill) con una duracién de 30 min basada en el protocolo de Bruce ajustado segiin
la recomendacion y bajo la supervision de un Maestro en Ciencias de la Salud, un Médico
del Deporte, un Licenciado en Alto Rendimiento Deportivo y un Nutridlogo/a. La prueba
consistié en un aumento de velocidad e inclinacién cada 3 minutos por un periodo total
de 30 minutos. Se registrd la presion arterial y la frecuencia cardiaca cada 3 minutos con

un baumanometro de mercurio y sensor de frecuencia cardiaca (polar H7):



Perioo.lo/ _% 5 Inclina_cién/ Yelocidad . ,Velocidad e
Estadio Inclinacion equipo millas (mph) | kilémetros (Km/h)
Y 0 0 1.4 23 3
1 5 1 1.7 2.7 6
1% 10 2 2.1 34 9
2 10 2 2.5 4 12
2% 12 2 2.9 4.7 15
3 12 2 34 5.5 18
3% 14 2 3.8 6.1 21
4 14 2 42 6.8 24
4 16 2 4.6 7.4 27
5 16 2 5 8 30

e Programa de ejercicio fisico aerdbico moderado en pacientes
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Posterior a la prueba de esfuerzo los 11 pacientes fueron sometidos al programa de

ejercicio (Protocolo de Hashimoto Sayuki) seglin la recomendacion y bajo la supervision

de un Maestro en Ciencias de la Salud, un Médico del Deporte, un Licenciado en Alto

Rendimiento Deportivo y un Nutridlogo/a; este programa de ejercicio se realizdé en una

banda sin fin (caminadora), con una frecuencia de 3 sesiones semanales, de 45 min cada

unk?a durante 12 semanas. El ejercicio se llevo a cabo en un rango del 60 al 70% de

frecuencia cardiaca maxima, la cual se determiné mediante la férmula de Karvonen y se

monitoreo con un sensor de frecuencia cardiaca (polar H7). También se monitoreo la

presion arterial al inicio y al término de cada sesidon con un baumandmetro de mercurio.

NPM para hombres = 220 — Edad

NPM para mujeres = 226 — Edad
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E Velocidad | Tiempoa X Tiempo

(mph) elocidad | transcurrido

Calentamiento 2.3 3 min 0-3 min
1 2.5 3 min 3-6 min
2 2.7 3 min 6-9 min

3 2.9 3 min 9-12 min

4 3 3 min 12-15 min

5 32 3 min 15-18 min

6 34 3min 18- 21 min

7 3.6 3 min 21-24 min

8 3.8 3 min 24-27 min

9 4 3 min 27- 30 min

10 4.1 3 min 30-33 min

11 4.2 3 min 33-36 min

12 43 3 min 36-39 min

13 4.5 3 min 39-42 min

Enfriamiento 23 3 min 42-45 min

e Técnicas y procedimientos.

o Toma de muestras séricas y sanguineas

Con ayuda de un especialista, médico del deporte o maestro en ciencias de la salud, todos
ellos entrenados en la obtencion de sangre venosa; Se extrajeron a todos los pacientes 15
ml de sangre venosa al inicio del protocolo asi como al final del mismo, ésta sangre fue
extraida en tres tubos Vacutainer de 5 ml ¢/u (2 con tapa de color morado los cuales tienen

afiadidos anticoagulante EDTA y 1 con tapa color amarillo con gel).

La sangre se extrajo de la vena radial, de la parte interior del codo. El sitio de puncion se
limpi6 con antiséptico. Se colocd una banda elastica alrededor de la parte superior del
brazo con el fin de aplicar presion en el area y hacer que la vena se llenara de sangre,

posteriormente se introdujo suavemente una aguja en la vena y se recogio la muestra en
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3 tubos (2 morados y 1 amarillo) marca Vacutainer herméticos con EDTA, la banda
elastica se retir6 del brazo, en seguida se retird la aguja y se cubrio el sitio de puncion para
detener cualquier sangrado, la muestra de sangre se conservo en frio, para procesarla en

las siguientes 4 horas.

El suero se obtuvo mediante sedimentacion por centrifuga de los tubos Vacutainer que
contenian la muestra sanguinea a 3200 revoluciones por minuto (RPM) que en gravedades
(G) corresponde a 1600 x G en una centrifuga modelo 5207 R de la marca Eppendorf
portando un rotor con radio de 122 mm con sus canastillas y adaptadores correspondientes
para el tamafio del tubo (5ml). Al separarse el suero de la fase orgdnica; mediante una
micropipeta se obtuvo 1 ml de suero, éste se colocd en microtubos de 1.5 ml para su

posterior utilizacion almacenandolo a - 80°C en un ultra congelador.

o Determinacion del perfil metabodlico,

La determinacion del perfil metabolico (glucosa, colesterol y triglicéridos) se realizo en
las instalaciones del laboratorio clinico de la Escuela Superior de Medicina (ESM) del

Instituto Politécnico Nacional (IPN) a partir de un tubo Vacutainer de Sml.

o Extraccion de RNA y DNA.

Se realiz6 la extraccion del RNA mediante la técnica de trizol; este RNA previamente se
extrajo a partir de la lisis de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) que
fueron separadas de los demas tipos celulares mediante la utilizacion de una sustancia
separadora de gradiente de concentracion llamada Ficoll (o bien por su analoga
Lymphoprep); el DNA se extrajo mediante el kit “DNA Mammalian blood isolation” de

la marca ROCHE. Posteriormente mediante un espectrofotometro se cuantificé la
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concentracion del RNA y DNA. Finalmente se determind la integridad del DNA y del

RNA mediante una electroforesis en gel de agarosa.

o Cuantificacion de la expresion génica por PCR en tiempo real.

La cuantificacion de la expresion génica se realizd utilizando kits comerciales de marca
Roche® y Qiagen® de acuerdo con las instrucciones del producto. La cuantificacion de
la expresion génica relativa de cada uno de los genes blanco: TLR2, TLR4 y TLR9 asi
como para el gen constitutivo HPRT, se realiz6 por medio de PCR en tiempo real con
sondas Tagman contenidas en una libreria de sondas para el transcriptoma humano (Roche

Applied Science).

o Estudios de silenciamiento.

El estudio consistio en la caracterizacion de silenciamiento ya sea por metilacion en las
islas CpG de los promotores de los genes que codifican para los receptores tipo Toll
(TLRs) procedente de muestras de sangre venosa; particularmente para TLR2, TLR4 y
TLR9 o bien el silenciamiento mediado por micro RNAs (miRNAs) asociados al
silenciamiento de estos TLRs tanto en muestras de suero como en muestras procedentes
de sangre venosa, éste se midi6 caracterizando la expresion de miRNAs por la técnica de
PCR tiempo real (miRNA 21, 33a, 146a, 155 y 223 en muestras de suero; y miRNA 146a,
155 y 223 en muestras procedentes de sangre venosa). Ademas se complementd este
estudio midiendo la expresion génica de las muestras procedentes de sangre venosa por
mediciéon de RNAm con la técnica de PCR tiempo real para los genes blanco (TLR2,
TLR4 y TLRY); todo esto a partir de las muestras obtenidas de la cohorte de 10 pacientes
con obesidad grado 1.

L Caracterizacion de metilacion en sitios CpG de regiones promotoras de los

genes TLR2, TLR4 y TLRO.
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Se realizo la caracterizacion de la metilacion a partir de DNA; primero se extrajo el DNA
total con el estuche “DNA Isolation Kit for Mammalian Blood - Roche Life Science” a
partir de Sml de sangre venosa. A partir de ese DNA se realizd la amplificacion de la
region del promotor de los genes TLR2, TLR4 y TLR9 con ayuda de los siguientes

iniciadores especificos:

v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR2; este
DNA no ha sido tratado por bisulfito sddico de manera que se le denomina

region del promotor nativa.

Forward: 5’-gaggtccagagttcccteceg -3°
Reverse: 5’-ccgggactaggaagtaagca-3’

Se genera un fragmento de 127 pb.

v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR4; este DNA
no ha sido tratado por bisulfito sddico de manera que se le denomina regién del

promotor nativa.

Forward: 5'- aaaggggaaatggggagtta -3’
Reverse: 5- ttttgcaggacacaatttgg -3’

Se genera un fragmento de 393 pb.
v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR9; este DNA

no ha sido tratado por bisulfito sédico de manera que se le denomina regién del

promotor nativa.

Forward: 5’- ctagtggtaccagcaggggaataagacgat -3”
Reverse: 5’- caggggactgagagctgttg -3’

Se genera un fragmento de 1500 pb.
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Posterior a la comprobacion de la existencia de los genes TLR2, TLR4 y TLR9 en el
DNA obtenido (hecha mediante la amplificacion de sus respectivas regiones de promotor
con los iniciadores para regiones nativas) el DNA fue tratado con bisulfito sodico con el
estuche “EZ DNA Methylation-Gold™ kit” para evidenciar el grado de metilaciéon que

existia en este.

Yacon el DNA convertido se procedio nuevamente a realizar la amplificacion de la region
del promotor de los genes TLR2, TLR4 y TLR9 con ayuda de los siguientes iniciadores

especificos:

A partir DNA tratado con bisulfito sddico y mediante iniciadores especificos para la
region del promotor de los genes TLR2, TLR4 y TLRY en muestras tratadas con el mismo

estuche:

v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR2; este DNA
ya fue convertido por bisulfito sédico de manera que se le denomina region del

promotor no nativa.

Forward: 5'-ttttttttgatttggaattttcg -3’

Reverse: 5’-cccttaaccgtaaactaaactacgac -3°

Se genera un fragmento de 188 pb.
v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR4; este DNA
ya fue convertido por bisulfito sddico de manera que se le denomina region del

promotor no nativa.

Forward: 5’- gtttagcggtttacatgatttgat -3’
Reverse: 5- ccegecccttcttataaaaaaact -3°

Se genera un fragmento de 186 pb.
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v" Iniciadores disefiados para amplificar la region del promotor de TLR9; este DNA
ya fue convertido por bisulfito sodico de manera que se le denomina region del

promotor no nativa.

Forward: 5’- aataaattatgaaagattaatgatt -3’
Reverse: 5’- aactaaacaacaactacaaaaaaaa -3’

Se genera un fragmento de 1407 pb.

Finalmente los amplicones obtenidos a partir de los iniciadores para las regione de
promotor de TLR2 TLR4 Y TLR9 no nativas usados en las muestras convertidas por
bisulfito sddico fueron enviados a secuenciacion para su posterior analisis (analisis de

metilacion).

II. Caracterizacion de miRNAs asociados al silenciamiento de los genes

TLR2, TLR4 y TLR9 (miR-21, miR-146a, miR-33a, miR-155 y miR-223).

Séricos

Para realizar la caracterizacion de lo miRNAs a partir de suero primero se realiz6 la
extraccion de miRNAs mediante el estuche “miRNeasy Serum/ plasma kit”, como control
positivo de expresion se adiciond el “Spike—in Control” (correspondiente a un control
interno aislado de C. Elegans, corresponde a miRNA 39). Para realizar la reverso
transcripcion se empled el estuche “Tagman MicroRNA Reverse Transcription kit” en
conjunto con los iniciadores correspondientes de los genes especificos para cada miRNA;
(miR-21, miR-146a, miR-33a, miR-155 y miR-223). Para realizar la expresion génica se
emplea el estuche LightCycler® 480 Probes Master en combinacion con los iniciadores
correspondientes de los genes especificos para cada miRNA; (miR-21, miR-146a, miR-

33a, miR-155 y miR-223).
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Celular

Para realizar la caracterizacion de lo miRNAs a partir de células primero se realizo la
extraccion de miRNAs totales mediante el estuche “RNeasy Mini Kit”, Para realizar la
reverso transcripcion se empleod el estuche “Tagman MicroRNA Reverse Transcription
kit” en conjunto con los iniciadores correspondientes de los genes especificos para cada
miRNA; (miR-U6; miR-146a, miR-155 y miR-223). Para realizar la expresion génica se
emplea el estuche LightCycler® 480 Probes Master en combinacion con los iniciadores
correspondientes de los genes especificos para cada miRNA; (miR-U6; miR-146a, miR-
155 y miR-223).

o Estudios de expresion génica de los genes TLR2, TLR4 y TLRO.

Para realizar la expresion génica se emplea el estuche LightCycler® TagMan® Master en
combinacion con los iniciadores correspondientes de los genes especificos para cada TLR
(TLR2, TLR4 y TLRY).

v TIniciadores TLR2

Forward: 5’- cgttctctcaggtgactgete - 3°
Reverse: 5’- tetectttggatectgett - 37

Se genera un fragmento de 63 nt.
v' Iniciadores TLR4
Forward: 5’- ctctectgegtcagaccag - 37

Reverse: 5’- tccagtcattgataagtaatatta - 3”

Se genera un fragmento de 78 nt.

v TIniciadores TLR9

Forward: 5’- tattttagtaggggaataagacga - 3’
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Reverse: 5’- acttctccaaaaaatctaacgaa -3’

Se genera un fragmento de 76 nt.

Ademas de los elementos anteriores se anadieron las sondas de deteccion correspondientes
a cada TLR (TLR2 = sonda # 14, TLR4 = sonda # 33 y TLR9 = sonda # 56) las cuales
se obtuvieron de la “Universal Probe Library” de la marca Roche utilizando la herramienta

de localizacion de sondas en linea “Universal ProbeLibrary Assay Design Center”.

o Procesamiento estadistico.

Los datos se procesaron en una base de datos generada en el programa estadistico IBM
SPSS Statistics version 22, tomando en cuenta los datos nutricionales, medidas

antropomeétricas, quimica sanguinea y expresion de cada uno de los genes.

Se realizé una prueba de rangos por signo de Wilcoxon comparando los datos antes y
después del programa de 12 semanas de tratamiento. Asimismo se realizaron correlaciones
mediante pruebas de Pearson o Rho de Spearman dependiendo si la distribucion de los
datos obtenidos se comportaba de manera normal o no normal, es decir segin lo que los

datos requirieran.
RESULTADOS.

Posterior al reclutamiento, clasificacion y caracterizacidon pacientes se concluyd con una
“n” total de 14 pacientes; de los cuales tres pacientes mujeres conformaban el grupo de
sobrepeso, nueve el grupo de obesidad I (Ob 1), el cual contaba con dos hombres y siete
mujeres; finalmente dos el grupo de obesidad II (Ob II) un hombre y una mujer. Por
recomendacion del comité sinodal se excluyd de los andlisis a los tres hombres que se
encontraban dentro de la cohorte: dos en el grupo Ob I y uno en el grupo Ob II; también
se decidio unir el grupo de obesidad I 'y Il por ser una clasificacion que se puede considerar

arbitraria. Respecto al grupo de pacientes con sobrepeso (tres mujeres) se optd por
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analizarlo sin hacer un analisis estadistico por ser éste inviable para tres muestras. Cabe
destacar que el comportamiento del grupo de sobrepeso presenta tendencias similares al
grupo de obesidad I y II en conjunto, ademas anteriormente se habia hecho el analisis
estadistico de los 3 grupos en conjunto y se observaba significancia estadistica similar; al
igual que tendencia parecida. Finalmente se terminaron por analizar estadisticamente 8

pacientes.

= Descripcidn inicial de los parametros antropométricos de las pacientes [(Ob I y Ob

1) (8 pacientes)].

En la tabla 9 se citan las caracteristicas antropométricas de las 8 pacientes que presentaban

obesidad grado I y Obesidad grado II.

» Descripcion inicial de los parametros bioquimicos de las pacientes [(Ob I y Ob II)

(8 pacientes)].

En la tabla 10 se citan las lecturas de los parametros bioquimicos de las 8 pacientes que

presentaban obesidad grado I y obesidad grado II.



Descripcion de las pacientes (grupo Obesidad I y 11)

| Valor Méximo | Valor Minimo | Promedio
41 38 40
1,58 1,51 1,54
87,90 70,20 76,71
83,20 66,20 71,79
38,05 29,99 32,33
36,01 217,50 30,69
107,00 87,30 96,33
104,00 82,00 92,07
117,00 106,50 110,46
112,00 100,00 105,36
0,94 0,81 0,87
0,93 0,81 0,87
43,80 34,40 39,38
47,60 34,00 38,75
47,90 39,20 4391
49,00 38,60 43,35
36,00 19,00 25,38
30,00 13,00 21,63
37,00 20,00 29,13
34,00 18,00 24,63
45,00 28,00 35,63
35,00 20,00 28,38
47,00 23,00 34,75
43,00 20,00 29,38
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Tabla 9. Descripcion inicial de los parametros antropométricos de las pacientes [(Ob Iy Ob 11) (8
pacientes mujeres)].

Descripcion inicial de las pacientes (grupo Obesidad I y 1)
BIOQUIMICOS
Glucosa inicial (mg/dL) 100 81 90,75
Glucosa final (mg/dL) 101 75 88,63
Colesterol inicial (mg/dL) 236 131 190,00
Colesterol final (mg/dL) 228 141 188,13
Trigliceridos iniciales (mg/dL) 450 142 246,25
Trigliceridos final (mg/dL) 184 71 151,88
Proteina C reactiva inicial (mg/dL) 5,510 0,589 2,004
Proteina c reactiva final (mg/dL) 4,670 0,612 1,717
Apolipoproteina A inicial (mg/dL) 219 33,8 130,33
Apolipoproteina A final (mg/dL) 158 73,4 122,88
Apolipoproteina B inicial (mg/dL) 131 75,5 109,31
Apolipoproteina B final (mg/dL) 155 83,5 111,46

pacientes mujeres)].

Tabla 10. Descripcion inicial de los parametros bioquimicos de las pacientes [(Ob | y Ob I1) (8
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* Descripcion inicial de los parametros moleculares (expresion génica tanto de los
TLRs asi como de los miRNAs asociados) de las pacientes [(Ob I y Ob II) (8
pacientes mujeres)].

En la siguiente tabla (tabla 11) se citan las lecturas de expresion génica de las 8 pacientes

que presentaban obesidad grado I y Obesidad grado II.

Descripcidn inicial de las pacientes (grupo Obesidad I y I1)
EXPRESION GENICA
Expresion génica inicial TLR2 19,7795 5,1914 6,0552
Expresion génica final TLR2 9,3711 1,7166 3,1860
Expresion génica inicial TLR4 3,9443 0,5819 0,4248
Expresion génica final TLR4 1,7806 0,2742 0,2364
Expresion génica inicial TLR9 0,5044 0,1302 0,0203
Expresion génica final TLR9 0,1324 0,0278 0,0228
Expresion génica inicial miRNA 21 (Sérico) 0,1050 0,0223 0,0124
Expresion génica final miRNA 21 (Sérico) 0,1415 0,0322 0,0829
Expresion génica inicial miRNA 33a 0,0009 0,0003 0,0008
Expresion génica final miRNA 33a (Sérico) 0,1390 0,0336 0,0568
Expresion génica inicial mMiRNA 146a (Sérico) 0,0747 0,0112 0,0032
Expresion génica final miRNA 146a (Sérico) 0,0787 0,0134 0,0076
Expresion génica inicial miRNA 155 (Sérico) 0,0019 0,0008 0,0009
Expresion génica final miRNA 155 (Sérico) 0,0016 0,0007 0,0012
Expresion génica inicial miRNA 223 (Sérico) 0,0305 0,0120 0,0180
Expresion génica final miRNA 223 (Sérico) 0,0581 0,0167 0,0266
Expresion génica inicial miRNA 146a (celular) 3,1492 0,7046 1,1765
Expresion génica final miRNA 146a (celular) 2,2460 0,4256 1,0805
Expresion génica inicial miRNA 155 (celular) 0,0335 0,0078 0,0152
Expresion génica final miRNA 155 (celular) 0,0419 0,0096 0,0202
Expresion génica inicial miRNA 223 (celular) 9,4433 4,3028 5,8246
Expresion génica final miRNA 223 (celular) 10,4143 3,8428 6,4727

Tabla 11. Descripcién inicial de la expresion génica de las pacientes [(Ob I y Ob Il) (8 pacientes

mujeres)].

Analisis estadistico.

Anadlisis estadistico de las 8 pacientes mujeres correspondientes a los grupos de obesidad
grado I y I
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En la tabla 12 se citan los resultados de los datos antropométricos; bioquimicos y
moleculares correspondientes a las 8 mujeres que conformaban los grupos de obesidad
grado I y II mediante la prueba de rangos por signo de Wilcoxon:

Caracterizacion total y resultados (valores iniciales VS finales)
(grupos Obesidad 1 y 1)
Prueba de rangos por signo de
Pardmetro Prom. Inicial | Prom. Final | Disminucion Wilcoxon [Significancia
estadistica (p)]
76,71 71,79 4,93 0.012
32,33 30,69 1,65 0.012
96,33 92,07 426 0.018
110,46 105,36 5,10 0.011
0,87 0,87 0,00 0,751
39,38 38,75 0,62 0,261
43,91 43,35 0,56 0,262
25,38 21,63 3,75 0,027
29,13 24,63 4,50 0,021
35,63 28,38 7,25 0,012
34,75 29,38 5,38 0,011
BIOQUIMICOS
Glucosa (mg/dL) 90,75 88,625 2,125 0,293
Colesterol (mg/dL) 190,000 188,125 1,875 0,674
Triglicéridos (mg/dL) 246,250 151,875 94,375 0,017
Proteina C reactiva (mg/dL) 2,004 1,717 0,287 0,525
Apo A (mg/dL) 130,325 122,875 7,450 0,484
Apo B (mg/dL) 109,313 111,463 -2,150 0,889
EXPRESION GENICA
TLR2 6,0552 3,1860 2,8692 0,012
TLR4 0,4248 0,2364 0,1884 0,047
TLR9 0,0203 0,0228 -0,0025 0,012
miRNA 21 (sérico) 0,0124 0,0829 -0,0705 0,208
miRNA 33a (sérico) 0,0008 0,0568 -0,0560 0,012
miRNA 146a (sérico) 0,0032 0,0076 -0,0044 0,049
miRNA 155 (sérico) 0,0009 0,0012 -0,0003 0,05
miRNA 223 (sérico) 0,0180 0,0266 -0,0086 0,093
miRNA 146a (celular) 1,1765 1,0805 0,0960 0,161
miRNA 155 (celular) 0,0152 0,0202 -0,0050 0,048
miRNA 223 (celular) 5,8246 6,4727 -0,6481 0,525

Tabla 12. Datos antropométricos; bioguimicos y moleculares de las pacientes [(Ob I y Ob I1) (8
pacientes mujeres Se resalta en color rojo los datos que mostraron un comportamiento contrario a
lo que se esperaba y en color verde los datos que mostraron un comportamiento esperado)].

Glucosa de 70 a 100 mg/dL en ayuno
Colesterol menos de 200 mg/dL
Triglicéridos menos de 150 mg/dL
Protefna C reactiva entre 1.0 mg/LL v 3.0 mg/L..
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L Resultados de los parametros antropométricos.

En seguida se muestran las graficas relevantes de la prueba de rangos por signo de
Wilcoxon en relacién a los resultados de los pardmetros antropométricos. Previos al
tratamiento (antes del programa de dieta y ejercicio) VS Posteriores al tratamiento
(después del programa de dieta y ejercicio).

90+ _I__ p=0.012

85

80

Pese (Kg)

I

70

657

T T
Peso inicial Peso final

Gréfica 1. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon en relacion al peso inicial (pre tratamiento) VS
final (post tratamiento) (8 mujeres que conformaban los grupos Ob Iy Ob I11).

La grafica 1 muestra las diferencias de peso en kg que presentaron las 8 mujeres que
conformaban los grupos Ob [y Ob II pre tratamiento y post tratamiento. Se observé una
pérdida de peso de 4.93kg en promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio;
la prueba de rangos por signo de Wilcoxon arroj6 que esta disminucion tenia una

significancia estadistica de 0.012 (p=0.012).

La grafica 2 muestra las diferencias de peso en kg que presentaron las 3 pacientes que

conformaban el grupo de sobrepeso antes del programa de dieta y ejercicio y, después del
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programa de dieta y ejercicio. Se observo una pérdida de peso de 4.15 kg en promedio

como resultado al programa de dieta y ejercicio.

65,00
64,00
63,00
62,00
61,00
60,00
59,00

58,00

Peso (grupo sobrepeso)

Peso (Kg) Inicial Peso (Kg) final

Grafica 2. Grafica de peso promedio inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento) de las 3
pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso

26

_I_i p=0.012

T
IMC imcial

T
IMC final

Gréfica 3. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon en relacion al IMC inicial (pre tratamiento) VS

final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob 1y Ob I1).
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La grafica 3 muestra las diferencias de IMC que presentaron las 8 mujeres que
conformaban los grupos Ob Iy Ob II pre tratamiento y post tratamiento. Se observo una
disminucién en el IMC de 5.10 en promedio como resultado al programa de dieta y
egjercicio; la prueba de rangos por signo de Wilcoxon arrojé que esta disminucion tenia

una significancia estadistica de 0.011 (p=0.011).

IMC (grupo sobrepeso)

27,50
27,00
26,50
26,00
25,50

25,00

24,50

IMC Inicial IMCC3

Gréfica 4. IMC promedio inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento) de las 3 pacientes que
conformaban el grupo de sobrepeso.

La grafica 4 muestra las diferencias de IMC que presentaron las 3 pacientes que
conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y post tratamiento. Se observd una

disminucion de 1.8 en promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio.

IL. Resultados de los parametros bioquimicos.

En cuanto a los pardmetros bioquimicos que se cuantificaron, la concentracion de

triglicéridos observados pre tratamiento VS post tratamiento disminuyo, lo cual se observa

en la gréafica.



75

500 J__ p=0017 — 7

400+

(%)

=

I=
1

()

=

=
1

Triglicéridos (mg /dL)

100

I T
Concentracion inicial de tnglicéridos Ceoncentracion final de triglicéridos

Gréfica 5. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon en relacién a la concentracion de inicial (pre

tratamiento) VS final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob 1'y Ob I1).

La gréfica 5 muestra las diferencias en los niveles de triglicéridos que presentaron las 8
mujeres que conformaban los grupos Ob I y Ob pre tratamiento y post tratamiento. Se
observo una disminucién en la concentracion de triglicéridos de 94.375 mg/dL en
promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo

de Wilcoxon arrojé que esta disminucion tenia una significancia estadistica de 0.017
(p=0.017).

Triglicéridos (grupo sobrepeso)

300,00
250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00

Trigliceridos mg/dL Inicial Triglicerides mg/dL Final

Gréfica 6. Niveles promedio de triglicéridos inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento) de
las 3 pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso.
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La grafica 6 muestra las diferencias en los niveles de triglicéridos que presentaron las 3
pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y post tratamiento. Se

observo una disminucion de 127.5 mg/dL en promedio como resultado al programa de

dieta y ejercicio.

II1. Resultados de expresion génica.

A continuacién se observan las graficas relevantes de la prueba de rangos por signo de
Wilcoxon en relacion a los resultados pre tratamiento VS los resultados post tratamiento
de la expresion génica de TLR2, 4 y 9; asi como los miRNAs 21, 33a, 146a, 155 y 223

provenientes de suero y el miRNA 155 expresado intracelularmente.

=0.012
20 7 F
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Gréfica 7. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica de TLR2 inicial (pre

tratamiento) VS final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob 1y Ob I1).

La grafica 7 muestra las diferencias de expresion génica de TLR2 que presentaron las 8
mujeres que conformaban los grupos Ob [ y Ob II pre tratamiento y post tratamiento. Se

observé una disminucidn en la expresion génica de 2.87 en promedio como resultado al
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programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo de Wilcoxon arrojé que esta

disminucién tenia una significancia estadistica de 0.012 (p=0.012).

Expresion génica TLR2 Sobrepeso
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Gréfica 8. Expresion génica de TLR2 observada pre tratamiento tratamiento (1) VS post tratamiento

(2) (promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso).

La gréfica 8 muestra las diferencias de expresion génica de TLR2 que presentaron las 3
pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y post tratamiento. Se
observéd una disminucion de expresion génica de 5.17 en promedio como resultado al

programa de dieta y ejercicio.
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Grafica 9. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica de TLR4 inicial (pre

tratamiento) VS final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob Iy Ob I1).
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La grafica 9 muestra las diferencias de expresion génica de TLR4 que presentaron las 8
mujeres que conformaban los grupos Ob [y Ob II pre tratamiento y post tratamiento. Se
observo una disminucién en la expresion génica de 0.188 en promedio como resultado al
programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo de Wilcoxon arrojo que esta
disminucién tenia una significancia estadistica de 0.047 (p=0.047).
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Gréfica 10. Expresion génica de TLR4 observada pre tratamiento (1) VS post tratamiento (2)

(promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso)

La grafica 10 muestra las diferencias de expresion génica de TLR4 que presentaron las 3
pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y post tratamiento. Se
observo una disminucion de expresion génica de 0.0513 en promedio como resultado al
programa de dieta y ejercicio.
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Grafica 11. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica de TLR9 inicial (pre

tratamiento) VS final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob Iy Ob I1).
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La gréfica 11 muestra las diferencias de expresion génica de TLR9 que presentaron las 8
mujeres que conformaban los grupos Ob Iy Ob II pre tratamiento y post tratamiento. Se
observo un incremento en la expresion génica de 0.0025 en promedio como resultado al
programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo de Wilcoxon arrojé que el
incremento tenia una significancia estadistica de 0.012 (p=0.012). Los resultados de
expresion de este gen no son lo esperado pero ya se hablara del porqué del aumento de la
expresion de TLRY en la discusion.
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Grafica 12. Expresion génica de TLR9 observada pre tratamiento (1) VS post tratamiento (2)
(promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso).

La grafica 12 muestra las diferencias de expresion génica de TLR9 que presentaron las 3
pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y post tratamiento. Se
observé una disminucion de expresion génica de 0.0188 en promedio como resultado al
programa de dieta y ejercicio. Esta conducta si concuerda con lo esperado; ya se comentara
acerca de eso en la discusion.
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Grafica 13. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica en suero de miRNA 33a
inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob |y Ob

).
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La grafica 13 muestra las diferencias de expresion génica del miRNA 33a a partir de suero
que presentaron las 8§ mujeres que conformaban los grupos Ob Iy Ob II pre tratamiento y
post tratamiento. Se observo un incremento en la expresion génica de 0.0560 en promedio
como resultado al programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo de

Wilcoxon arrojo6 que esta disminucion tenia una significancia estadistica de 0.012
(p=0.012).
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Gréfica 14. Expresiéon génica en suero de miRNA 33a observada pre tratamiento (1) VS post
tratamiento (2) (promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso).

La grafica 14 muestra las diferencias de expresion génica de miRNA 33a a partir de suero
que presentaron las 3 pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y
post tratamiento. Se observo un incremento de expresion génica de 0.0299 en promedio
como resultado al programa de dieta y ejercicio. Esta conducta si concuerda con lo
esperado; ya se comentara acerca de eso en la discusion.
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Grafica 15. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica en suero de miRNA 146a
inicial (pre tratamiento) VS final pPost tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob 1y Ob

).
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La grafica 15 muestra las diferencias de expresion génica del miRNA 146a a partir de
suero que presentaron las 8 mujeres que conformaban los grupos Ob I y Ob II pre
tratamiento y post tratamiento. Se observd un incremento en la expresion génica de
0.0044 en promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos

por signo de Wilcoxon arrojo que esta disminucion tenia una significancia estadistica de
0.049 (p=0.049).
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Gréfica 16. Expresion génica en suero de miRNA 146a observada Pre tratamiento VS Post

tratamiento [(3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso (se citan los promedios de la conducta
Pre tratamiento (1) y Post tratamiento (2))].

La grafica 16 muestra las diferencias de expresion génica de miRNA 146a a partir de suero
que presentaron las 3 pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre tratamiento y
post tratamiento. Se observo un incremento de expresion génica de 0.0208 en promedio
como resultado al programa de dieta y ejercicio.
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Grafica 17. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica en suero de miRNA 155
inicial (Pre tratamiento) VS final (Post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob 1 y Ob

).
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La grafica 17 muestra las diferencias de expresion génica del miRNA 155 a partir de suero
que presentaron las 8§ mujeres que conformaban los grupos Ob Iy Ob II pre tratamiento y
post tratamiento. Se observo un incremento en la expresion génica de 0.0003 en promedio
como resultado al programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos por signo de
Wilcoxon arroj6 que esta disminucion tenia una significancia estadistica de 0.05 (p=0.05).
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Gréfica 18. Expresion génica en suero de miRNA 155 observada pre tratamiento (1) VS post
tratamiento (2) (promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso).

La grafica 18 muestra las diferencias de expresion génica de miRNA 155 a partir de
sueroque presentaron las 3 pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso pre
tratamiento y post tratamiento. Se observo un incremento de expresion génica de 0.0004
en promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio.
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Grafica 19. Prueba de rangos por signo de Wilcoxon de la expresion génica en monocitos de miRNA

155 inicial (Pre tratamiento) VS final (Post tratamiento) (8 mujeres que conforman los grupos Ob |
y Ob II).
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La grafica 19 muestra las diferencias de expresion génica del miRNA 155 a partir de
monocitos (celular) que presentaron las 8 mujeres que conformaban los grupos Ob [y Ob
II pre tratamiento y post tratamiento. Se observo un incremento en la expresion génica de
0.005 en promedio como resultado al programa de dieta y ejercicio; la prueba de rangos
por signo de Wilcoxon arrojo que esta disminucion tenia una significancia estadistica de

0.048 (p=0.048).

Expresion génica miRNA 155 (celular) Sobrepeso

= 0,030
0,023

0,019

% 0,020

0,010

Expresion genica relativa
(relativa a U6)

0,000

Gréfica 20. Expresion génica en monocitos de miRNA 155 observada pre tratamiento (1) VS post
tratamiento (2) (promedio de 3 pacientes que conforman el grupo de sobrepeso)

La grafica 20 muestra las diferencias de expresion génica de miRNA a partir de monocitos
(celular) que presentaron las 3 pacientes que conformaban el grupo de sobrepeso antes del
programa de dieta y ejercicio y, después del programa de dieta y ejercicio. Se observo un
incremento de expresion génica de 0.004 en promedio como resultado al programa de

dieta y ejercicio.

1V. Resultados de metilacion.

A continuacion se ilustran los resultados obtenidos de la electroforesis; en la imagen 1
se muestra el gel de agarosa resultante de la amplificacion del fragmento de 127pb
correspondiente a la region del promotor de TLR2 (secuencia nativa; DNA no tratado

con bisulfito sodico).
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53AV0 | 50AV1

127pb

Imagen 1. Gel de agarosa producto de la electroforesis en el que se observa un fragmento de 127 pb
correspondiente a la region del promotor de TLR2; de las muestras de los pacientes 53AV0 (muestra
del paciente pre tratamiento, V0) y 50AV1 (Post tratamiento, V1).

En la imagen 2 se muestra el gel de agarosa producto de la amplificacion del fragmento
de 393pb correspondiente a la region del promotor de TLR4 (secuencia nativa; DNA
no tratado con bisulfito sédico).

<— ADN
v 3000 b EENOmico
B6 pre B6pre (2) B7 pre B7 pre (2)
-+ :OOpb
393pb

Imagen 2. Gel de agarosa producto de la electroforesis en el que se observa un fragmento de 393 pb
correspondiente a la regién del promotor de TLR4; de las muestras de los pacientes B6 pre
tratamiento y B7 pre tratamiento, las cuales se realizaron por duplicado de alli el 2 entre paréntesis.
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En la imagen 3 se muestra el gel de agarosa obtenido de la amplificacion del fragmento
de 188pb correspondiente a la region del promotor de TLR2 (secuencia no nativa, DNA

transformado por bisulfito sodico).

3000 ph
1500 pb

1000 pb
DNA gexoxico del DNA genoxxico del
paciate 46AVOpar paciante 46AV] por
duplicado duplx sdo
(raxef onnado por (resformado por
Bisulfito) Bisulito)

200pb

100 pb

Imagen 3. Gel de agarosa producto de electroforesis; donde se observan dos bandas iniciales en la
parte superior a la izquierda de la imagen, las cuales corresponden al DNA gendémico convertido por
bisulfito sédico del paciente 46 AV Pre tratamiento (46AV0, por duplicado); las 2 bandas subsecuentes
corresponden a el DNA gendmico del mismo paciente convertido por bisulfito sédico Post tratamiento
(46 AV1, por duplicado) y al centro del gel las 2 bandas que se observan a la derecha corresponden al
amplicon de 188pb de la region del promotor de TLR2 convertido por bisulfito sddico en el paciente
46AV Pre y Post tratamiento respectivamente (46AV0 y 46AV1).
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V. Analisis de secuenciacion.

o Secuenciacion de la region del promotor de TLR2 transformada por bisulfito

sodico (no nativa).

Se realiz6 la conversion por bisulfito sodico de todas las muestras para posteriormente
generar un amplicon de la region de promotor del TLR2 (188 pb). Este amplicon se
mando secuenciar; en la imagen 4 se muestra a manera de ejemplo el electroferograma

resultante de la secuenciacion que se observo en el paciente 46AV.

& BioEdit Sequence Alignment Editar omatog 1 ktophAnalisis de secuenciacion po
e —

yFilE Edit wiew Zoom Horizontal Scale  Accesory Application  RNA  Window Help — || = =
=D

e Selected: none | Sumple: 46av0_TLR2£ |Fils: C:iUsers| CQLO Dasketop Anilisis s sscusnciacion por matilacisn SECUENCIAS ALEX 46av0_TLR2£.3b1

30 40 30 60 i
A TGGGCGGTTICCCGCACCCCAG AAGGAGGGGGCGCCCGGCCGCGCOGACTTTCCCTTTITIGCTTACTTICCTAGTICCCGGA

|

il

M

Imagen 4. Electroferograma correspondiente a la lectura de un fragmento de 188 pb correspondiente

W ) T il e

a la region del promotor de TLR2 de la muestra del paciente 46 A-VO0 (corresponde especificamente

a la lectura del iniciador “forward”).

Con los resultados de la secuenciacion se hizo el andlisis de metilacion de la region del
promotor de TLR2, para este andlisis se emplearon 13 muestras ya incluyendo a las 3
pacientes de sobrepeso y 10 de las 11 pacientes con obesidad I y obesidad II (se elimino

un paciente hombre con obesidad I del andlisis). Seis de estas muestras corresponden a
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los 3 pacientes pertenecientes al grupo de sobrepeso (3 muestras pre tratamiento y 3
muestras post tratamiento), y las 20 muestras restantes corresponden a los 10 pacientes
pertenecientes al grupo de Obesidad I y Obesidad II (10 muestras pre tratamiento y 10

muestras post tratamiento).

La imagen 5 muestra como se realiza el andlisis de secuenciacidon; se compara la
secuencia consenso transformada por bisulfito sédico VS la secuencia resultante de la
secuenciacion de la muestra muestra pre y post tratamiento. Esta contrastacion de
secuencias se realizé mediante el programa MEGA 6 ®; en este ejemplo se puede observar

el caso particular de la comparacion entre las muestras provenientes del paciente 48.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DS EE| =85 WY o o B EX K BB a» R

DNASequences |Trans|ated Protein Sequences|

Species/Abbrv Gr: ko ok ok
1. 48AV0 FORW .

2. 48AVO0 REV {1

3. WI convervida  -[§ BEEE BEgE BiEE

4. WI Nativa -B R EEE R AR EE R R e RERE B RRE B R AEEEERERRRE

5. 48AV1 FORW = — === —mmmm = mmmm e e m e e e e

§. 48AV1 REV FREEEEEEAERE R EEEREEREEEREEC e AREREaEREREEEERaRA=ER

Imagen 5. Emparejamiento que se realizdé al hacer el analisis de secuencia mediante el uso del
programa informatico MEGA 6 ®; se observa el resultado de la lectura de un fragmento de 188 pb
correspondiente a la regién del promotor de TLR2 de las muestras del provenientes del paciente 48

(Pre y Post tratamiento; 48AV0 y 48AV1 respectivamente).

Adelante se muestra la secuencia del fragmento de la region de promotor de TLR2 188pb;
en la secuencia se observan los 3 sitios CpG sensibles a metilacion; el primer sitio esta
ubicado 42pb posteriores al inicio del amplicon, el segundo sitio se encuentra a 63pb
posteriores al inicio del amplicon y finalmente el tercer sitio se ubica 141pb posteriores al

inicio del amplicon.
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3"-ATTGAGAGATTGTCTGGATTATCTTTCTGGAACAATTATACCGAAACAA
GCTATTTGAGTTTCGACTTGGCAAGGCAAGATATGTCAGTGGATTCTCTTTG
TGAATGGAAAAAAAAAGCATCCTTATTTTGTATAGAGGCCGCCTCTTTTTGT
AACTAATTTTTTATTGGTAAAAATTAATTCAAATGT -5”

Esquema resultante del andlisis de metilacion generado por el programa BiQ analizer.

[
Metilado | I 191 63 vb
1 O p

No metilado

Ce— | 188pD

Ejemplo de esquemas resultantes del analisis de metilacion en el cual se contrasta el

antes contra el después del tratamiento de dieta y ejercicio.

Andlisis de metilacion en [a region del promotor de TLR?2 (fragmento de 188 pb)
Codigo Pre tratamiento Post tratamiento
Grupo obesidad 1 y 11

06AV 41 bp 19 bp 7B bp 47 bp 41 bp I 19 b I 76 bp I 47 by
DAV 41 bp 19 by 76 bp 47 b 41 bp I 19 by ‘ ‘-'t':il I 47 by
46AV 41 bp 19 be 76 bp [ ‘ 47 be 41 bp I 19 br I 76 bp [ ‘ 47 b
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En la tabla 13 se observa el resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado

de la region del promotor de TLR2.

Analisis de metilacién en la region del promotor de TLR2 (fragmento de 188 pb)

# de sitios CpG del promotor| # de metilaciones enel | # de metilaciones en el # de metilaciones en el
de TLR2 metiladas primer sitio CpG (42 pb) | primer sitio CpG (63 pb) | primer sitio CpG (141 pb)

pre tratamiento

post tratamiento

% metilacion
pre tratamiento

% metilacion
post tratamiento

Tabla 13. Resultado del analisis de metilacion del fragmento amplificado de la regién del promotor
de TLR2; el circulo rojo sefiala puntualmente los cambios en cuanto al porcentaje de metilacién antes
VS despueés del programa de dieta y ejercicio; se observa un incremento de metilacion del 15.4% como

respuesta al programa de dieta y ejercicio.

El fragmento del promotor de TLR2 que se amplifico mide 188 pb; las 6 pb
correspondientes a los 3 sitios CpG caracterizados representan tan solo el 3.19% del total
del fragmento. La Grafica 21 muestra los porcentajes de metilacion existentes pre
tratamiento y post tratamiento, en relacion al total del fragmento de 188 pb amplificado
donde se observa que la region del promotor de TLR2 se encontraba metilada en un 0.98

% previo y en un 1.47 % posterior al programa de dieta y ejercicio.

Porcentaje de metilacion del fragmento de
188pb (3 sitios CpG)

2,10%

1,60%

1,10% 1,47%
0,98%

0,60%

0,10%
1 2

Grafica 21. Representacion del porcentaje de metilacion de TLR2 inicial (1 - pre tratamiento) VS

final (2 - post tratamiento).
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La Gréafica 22 muestra una representacion en esquema de barras y bigotes de los
porcentajes de metilacion existentes pre tratamiento y post tratamiento en relacion al total
del fragmento de 188 pb amplificado de TLR2; no se observa ninguna p estadistica

significativa; este punto se comentara en la discusion.

w
I

1
1

)

[
I

2
I

L

% de metilacion promotor TLR2 (solo las 3 islas CpG)

=3
I

T T
Porcentaje de metilacion inicial Porcentaje de metilacion final

Grafica 22. Representacion en esquema de barras y bigotes del porcentaje de metilacién de TLR2
inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento).

Un andlisis interesante que decidimos afadir a los resultados de nuestro estudio es acerca
de como se dieron los cambios en metilacion a nivel total en nuestro amplicon de 188pb
de TLR2. En el siguiente cuadro se cita cuantos sitios CpG perdieron, ganaron o no

presentaron cambio de metilacion en sus sitios CpG:

Andlisis de cambio en metilacion en sitios CpG, fragmento (188 pb) del amplicon TLR2 (13 PX, 39 sitios)
Sitios que NO presentaron cambios

metilado.. s /cambio | desmetilado,, s / cambio metilacién de novo| desmetilacion
# Islas CpG censadas 39 (13 PX) 6 | 14 13 | 6

20 19
S 15,38% | 35,90% 33,33% 15,38%
) 51,28%

Se observa que el 48.71 % de los 3 sitios CpG analizados presentaron cambios en cuanto

al porcentaje de metilacion; dentro de los sitios CpG que si presentaron cambios en el

porcentaje de metilacion, el 33.33% de los sitios presentaron metilacion de novo (se puede
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observar en color rojo dentro del cuadro) mientras que el 15,38 % mostraron pérdida de

metilacion.

o Secuenciacion de la region del promotor de TLR4 transformada por bisulfito

sodico (no nativa).

En seguida se observa la secuencia del fragmento de la region de promotor de TLR4
186pb; en la secuencia se observan los 2 sitios CpG sensibles a metilacion; los cuales se

encuentran ubicados en los sitios: 8pb y 181pb posteriores al inicio del amplicon.

3”-  GTTTAGCGGTTTATATATTTGATTAATGTTTTAAAGTTATGAGTTATTTA
GTTGAGATTTGAATTTTAGTATATTTTATTTTGAAATTTTAGATTTTTTTTAAT
TTTTTTGTATTTTTTAAATTGTGTTTTAGTTGAGGTTTATTTTTAGTTTTGTA
TGTGAGTTTTTTTATAAGAAGGGGCGGG -5

Esquema resultante del analisis de metilacion generado por el programa BiQ analizer.

Metilado |

No metilado -I

6 bp 8 pb 174 bp FEJENY 4 bp

_@—

Ejemplo de esquemas resultantes del analisis de metilacion en el cual se contrasta el

antes contra el después del tratamiento de dieta y ejercicio.
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Analisis de metilacion de la region de promotor de TLR4 (186 pb)

Grupo obesidad I
B bp 174 bp 4 bp
Pre tratamiento
B bp 174 bp 4bp
Post tratamiento

B bp 174 bp

Pre tratamiento

B bp 174 bp
Post tratamiento

[=J ATA e

En la tabla 14 se observa el resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado

4 hp
4 hp

A b

de la region del promotor de TLR4.

Anadlisis de metilacion en la region del promotor de TLR4 (fragmento de 186 pb)

# de sitios CpG del promotor | # de metilaciones en el # de metilaciones en el
de TLR4 metiladas primer sitio CpG (8 pb) | segundo sitio CpG (181 pb)

pre tratamiento

post tratamiento

% metilacion
pre tratamiento

% metilacion
post tratamiento

Tabla 14. Resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado de la region del promotor
de TLR4; el circulo rojo sefiala puntualmente los cambios en cuanto al porcentaje de metilacion Pre
tratamiento VS post tratamiento; se observa un incremento de metilacion del 10% como respuesta al
programa de dieta y ejercicio.

El fragmento del promotor de TLR4 que se amplific6 mide 186 pb; las 4 pb
correspondientes a los 2 sitios CpG caracterizados representan tan solo el 2.15% del total
del fragmento. La Gréfica 23 muestra una representacion en grafica de barras de los
porcentajes de metilacion existentes pre tratamiento y post tratamiento en relacion al total
del fragmento de 186 pb amplificado donde se observa que la regién del promotor de



93

TLR4 se encontraba metilada en un 1.4% y en un 1.61% posterior al programa de dieta y
ejercicio.

Porcentaje de metilacion del fragmento de 186 pb
(2 sitios CpG)

1.60%
1,55%
L.50%
1.45%
1,40%

1.35%

1.30%
Pre Tratamiento Post tratamiento

Grafica 23. Representacion en gréfica de barras del porcentaje de metilacién de TLR4 inicial (pre
tratamiento) VS final (post tratamiento).

La Grafica 24 muestra una representacion en esquema de barras y bigotes de los
porcentajes de metilacion existentes pre tratamiento y post tratamiento en relacion al total
del fragmento de 186 pb amplificado de TLR4; no se observa ninguna p estadistica
significativa; este punto se comentara en la discusion.

=
1

i
1

% de metilacion promotor TLE4 (2 sitios CpG)
% o

s
i
1

0,0

T T
Porcentaje metilacion inicial TLR4 Porcentaje metilacién final TLR4

Grafica 24. Representacion en esquema de barras y bigotes del porcentaje de metilacién de TLR4
inicial (pre tratamiento) VS final (post tratamiento).

Finalmente se observa que el 35 % de los 2 sitios CpG presentaron cambios en cuanto al
porcentaje de metilacion, dentro de los sitios CpG que si presentaron cambios en cuanto
al porcentaje de metilacion el 25% de los sitios presentaron metilacion de nOvo mientras
que el 15% mostraron pérdida de metilacion.



94

Respecto al estudio de metilacion del fragmento de la region del promotor del gen TLR9
se decidio no analizarlo por encontrar incosistencias en la expresion de TLR9 contrarias
a lo reportado en la literatura.

VI.  Factores transcripcionales asociados a TLR2.

Se analiz6 qué factores de transcripcion se unen al fragmento del promotor de TLR2 justo
en el sitio CpG o bien a 2 pb alrededor, ya sea a la derecha o a la izquierda (recordemos
que los factores de transcripcion no se unen solos a las regiones de promotor, siempre se
encuentran acompafiados por complejos multiprotéicos de anclaje, por esto contemplamos
2 pb al rededor, ya sea a la derecha o a la izquierda) de este. Este analisis se efectud con
ayuda del programa computacional PROMO. En la imagen 6 se muestra el amplicon del
fragmento de la region de promotor de TLR2 y se muestran todos los factores de
transcripcion que se asocian a este fragmento.
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Imagen 6. Fragmento del promotor de TLR2 en donde se muestran todos los factores de trascripcion
que se anclan al mismo. Los sitios marcados con color rojo sefialan los 3 sitios CpG dentro de este
fragmento de la region del promotor de TLR2; este analisis se realiz6 con programa computacional
PROMO.

En la imagen 7 se muestran los 3 sitios CpG que se encuentran en el amplicon del
fragmento de la region de promotor de TLR2 y se muestran los factores de transcripcion
que se asocian a estos sitios.
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Sitio 1 (42 pb) Sitio 2 (63 pb) Sitio 3 (141 pb)
0 |' S - 150
AACAATTATACCGAAACAAGCT. LCTTTCGACTIGGC JAGECA %TAGAGG@_'EC'C'TC'TTTTTGI
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Imagen 7. Fragmento del promotor de TLR2 en donde se muestran los 3 sitios CpG que se encuentran
en el amplicdn de este gen y se muestran los factores de transcripcion que se asocian a estos sitios.
Este analisis se realizé con programa computacional PROMO.

Como vimos en la imagen 7 dentro del amplicon correspondiente a la region de promotor

de TLR2 que se secuencid se ubican 3 islas CpG; En la tabla 15 se ilustran que factores

de trascripcion se anclan en estos sitios y que por ende suelen bloquean la expresion de

TLR2. Esta tabla también recalca la importancia bioldgica que tienen estos factores de

trascripcion.

Posibles factores de transcripcion a bloguear en el fragmento de 188pb correspondiente al amplicon del gen TLR2

PR B (Receptor de progesterona B; metabolismo
de lipidos)

ENKTF-1 (factor de transcripcion de
encefalina)

AP-2 alfaA (represor de RNA
polimerasa 2)

PR B (Receptor de progesterona B; metabolismo
de lipidos)

NF-1 (Factor nuclear 1; regulador
negativo de la transcripcion por el
promotor de la RNA polimerasa 2)

E2F-1 (Regulacion de proliferacion
celular; metabolismo de p53;
estabilizador de mRNA)

C/EBP-beta (Proteina beta potenciadora de unién
a CCAAT; respuesta inmune; detecccion de
lipopolisacaridos)

NFI_CTFF (proteina coadyuvante de
NF-1)

GR (Receptor de los glucocorticoides;
regula metabolismo de lipidos)

FOX P3 (Caja cabeza de tenedor P3; Regulador
negativo de inflamacion, mediador de respuesta
inmune de linfocitos T, interviene en la sefalizacion
de NFkB)

GR alfa (Receptor de los
glucocorticoides alfa; regula
metabolismo de lipidos

Tabla 15. Factores de trascripcion se anclan en el fragmento de la region del promotor de TLR2.
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VII.  Factores transcripcionales asociados a TLR4.

Se analiz6 qué factores de transcripcion se unen al fragmento del promotor de TLR4 justo
en el sitio CpG o bien a 2 pb alrededor, ya sea a la derecha o a la izquierda (recordemos
que los factores de transcripcidon no se unen solos a las regiones de promotor, siempre se
encuentran acompafiados por complejos multiprotéicos de anclaje, por esto contemplamos
2 pb al rededor, ya sea a la derecha o a la izquierda) de este. Este andlisis también se
efectu6 con ayuda del programa computacional PROMO. En la imagen 8 se muestra el
amplicon del fragmento de la region de promotor de TLR4 y se muestran todos los factores

de transcripcion que se asocian a este fragmento.

[ CEBPbeta (1005511 [} GR-beta [T01920] [ TFID [T00820] B XBP-1[T0002] [ POU2E1 [T00641] [jlj HNF-3aipha [T02512] 6 CEBPaipha [T001051 [ GR-zlpha [T00337]
W ees roowrey  Ellps3rroos7y @ 1BPIT007941 [l FOXP3 [T04280] 12 o-Myb[T00137]  [I§ GR[T03076] 14 MEF-24 [To1005] [ PR B [T005961

16PrRA[T01661] [ HOXDO [T01424) [§ HOXD10 [T01425] [J ENF-1C [To1951] [ ENF-1B [T01950] [l POUZE2 (Oct2.1) [T00646] B8 EXF 1 [T01542]
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Imagen 8. Fragmento del promotor de TLR en donde se muestran todos los factores de trascripcion
que se anclan al mismo; los sitios marcados con color rojo sefialan los 2 sitios CpG dentro de este
fragmento de la region del promotor de TLR4; éste andlisis se realiz6 con programa computacional
PROMO.

En la imagen 9 se muestran los 2 sitios CpG que se encuentran en el amplicon del
fragmento de la region de promotor de TLR4 y se muestran los factores de transcripcion

que se asocian a estos sitios.
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Sitio 1 (8 pb) Sitio 2 (181 pb)
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Imagen 9. Fragmento del promotor de TLR4 en donde se muestran los 2 sitios CpG que se encuentran
en el amplicon en el amplicon de este gen y se muestran los factores de transcripcién que se asocian a
estos sitios; este analisis también se realizé con programa computacional PROMO.

Como resultado del andlisis del amplicon correspondiente a la region de promotor de
TLR4 como se menciono previamente se identificaron 2 sitios CpG; ubicados en los sitios:
8pb y 181pb posteriores al inicio del del amplicon. En la tabla 16 se ilustra qué factores
de trascripcion se anclan en estos sitios silenciado la expresion de TLR4; esta tabla recalca
la importancia bioldgica que tienen estos factores de trascripcion.

Posibles factores de transcripcion a bloguear en el fragmento de 186pb correspondiente al amplicon del gen TLR4

E2F-1 (regulacion de la proliferacion celular; regula | GR alfa (Receptor de los glucocorticoides alfa; regula el metabolismo de
metabolismo de p53; estabilizador de mRNA) lipidos)

PAX-5 (dominio de unién a DNA altamente conservado; regulador de

TBP (uni6 ifica de caja TATA; i 1
(unidn especfica de caja ; constituye ¢ desarrollo temprano; las alteraciones de este estan asociadas a la

complejo TF2D; parte del complejo de pre-iniciacion
de la ARN polimerasa II; implicado en la
desnaturalizacion del ADN)

transformacion neoplésica; codifica la proteina activadora especifica del
promueve la diferenciacion en linaje de células B (BSAP); asociado a
espermatogénesis)

p53 (codifica para la proteina supresora de tumoresmas ampliamente
estudiada; esencial en la induccion de la respuesta celular ante el dafo del
ADN, arresta el ciclo celular en caso de mutacion; activa enzimas
reparadoras de dafio de DNA; activa el proceso apoptético; interacciona
directamente con la endonucleasa AP y la DNA polimerasa)

FOX P3 (Caja cabeza de tenedor P3; regulador
negativo de Inflamacion, mediador de respuesta
inmune de linfocitos T, interviene en la sefalizacion de
NFkB)

Tabla 16. Factores de trascripcion se anclan en el fragmento de la region del promotor de TLRA4.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

i.  Anadlisis de resultados antropométricos, bioquimicos y de expresion génica.

En la pagina 71; en la tabla 12 se citan los resultados antropométricos, bioquimicos y de
expresion génica. Justo como se habia comentado a lo largo de este escrito y confirmando
lo que se esperaba, el tratamiento de dieta y ejercicio provoco disminucién importante en
las medidas de los parametros antropométricos; peso, circunferencia de cintura,
circunferencia de cadera, IMC, porcentaje de masa grasa y la longitud de pliegues:
bicipital, tricipital, supraileaco y subescapular disminuyeron. Se encontraron
disminuciones estadisticamente significativas en peso, circunferencia de cintura,
circunferencia de cadera, IMC y longitud de pliegues: bicipital, tricipital, supraileaco y
subescapular. En cuanto al porcentaje de masa grasa se produjo una diminucion de 0.62%

en promedio, sin embargo esta disminucion no presentd significancia estadistica.

Las concentraciones de los parametros bioquimicos como respuesta al estimulo de dieta
y ejercicio también disminuyeron. Si bien las concentraciones de glucosa, colesterol,
trigicéridos, proteina C reactiva, apolipoproteina A (Apo A) y apolipoproteina B (Apo
B) disminuyeron; solo la baja de concentracion de triglicéridos presenté una disminucion
con significancia estadistica. Es muy importante comentar que numerosos estudios
sefalan que el ejercicio aerdbico moderado provoca disminucidn en la concentracion de
triglicéridos (Carlson et al., 1967; Froberg and Mossfeldt 1971; Oscai et al., 1972;
Hespanho et al., 2015).

En el caso de la proteina C reactiva, por ser un marcador de inflamacion se esperaba que
la disminucién en concentracion tuviera una significancia estadisticamente significativa

ya que vincula directamente a la metainflamacion que provocan los TLRs sin embargo,
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solo se observo una tendencia, llegamos a la conclusiéon de que solo se observd una
tendencia debido a que tenemos una poblacion muestral pequefia. A pesar de esto la
disminucién de concentracion en proteina C reactiva demuestra que al bajar la expresion
de los TLRs baja la inflamacién de manera importante (Bullo et al., 2006; Esposito et al

2003; Toised et al).

Los resultados de expresion génica mostraron que el estimulo de dieta y ejercicio aerobico
moderado provoca una disminucion de la expresion génica de TLR2 y TLR4; estudios
realizados inicialmente en roedores y posteriormente en ratones ya habian demostrado que
entre menor fuera el peso o el IMC la expresion génica también seria menor (Davis et al.,
2008; Booth et al., 2010; Flynn et al., 2003; Francaux et al., 2009; Gleeson 2006) en el
presente estudio se demostro que los pacientes al disminuir peso bajo nuestro programa
presentaban como respuesta una menor expresion génica; digamos que aunque al inicio
tenian una expresion génica alta “caracteristica de ese peso” al bajar el peso también
presentan una expresion génica “caracteristica de ese peso”. Esto es muy interesante ya
que nos da una clara relacion peso - expresion génica; a esta relacion algunos especialistas
le denominan “firma de expresion génica”. El presente estudio confirma y refuerza que
genes como TLR2 y TLR4 pueden en el futuro formar parte de un panel de biomarcadores

sucedaneos a enfermedades como la obesidad.

Contra lo citado en la literatura nosotros observamos un aumento de expresion con
significancia estadistica de TLR9 previo al programa de dieta y ejercicio y una
disminucién de expresion con significancia estadistica de TLR9 posterior al programa de
dieta y ejercicio en las pacientes pertenecientes a los grupo de obesidad I y Obesidad II
(ver grafica 11 en la pagina 78); esto indica que las personas con obesidad suelen ser
normalmente sedentarias y que el estimulo de ejercicio ain siendo aerdbico moderado
provoca una alta activacion de este gen como respuesta al desgaste metabolico y celular;
es decir, los pacientes obesos presentan una respuesta al estimulo de ejercicio aerdbico
moderado como si éste fuera aerdbico intenso y no moderado. Esto no sucede en personas
con normo peso ya que estas suelen ser de alguna manera mas activas (menos sedentarias).
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Proponemos observar la conducta de expresion génica que presentan estos mismos
pacientes (integrantes del grupo de obesidad I y 2 que no lograron llegar a normopeso)
por un periodo més amplio con la hipotesis de que al volverse normopeso presentarian
una dréstica disminucion de la activacion de TLR9; justo como se observa en los pacientes
con normopeso que han sido descritos en varios estudios previos a este (Mridha et al.,
2017; Nishimoto et al., 2016; Hong et al 2015). Una prueba de que esta hipotesis es cierta
es lo que se observo en las tres pacientes con sobrepeso (ver grafica 12 en la pagina 79)
las cuales, efectivamente después del estimulo de dieta y ejercicio respondieron con una
disminucion de expresion génica de TLR9 como en otros estudios que han analizado al
expresion de este gen en personas con normopeso.

ii.  Anadlisis de miRNAS asociados a TLR2, TLR4 y TLRY.

Como ya se comento reiteradamente en la introduccion; los miRNAs inhiben la expresion
de los receptores TLRs ya sea por interaccion directa con los mRNA's que codifican para
estos 0, con la proteina funcional; también ya se menciond que la misma mecanica de
interaccion que se da con los TLRs también se opera con varias de las moléculas de
sefalizacion que se encuentran rio abajo en la cadena de sefializacion de las vias de TLRs,

ya sea por la via MyD dependiente o la via MyD independiente.

Para poder entender los resultados; se debe de recordar la relacion que existe entre la
expresion de los TLRs y los miRNAs que se encuentran inhibiéndolos; por esto en la
figura 14 (pagina 101) se ilustra un ejemplo de como miRNA 223 interactia con TLR2
y con algunas moléculas intermedias que se encuentran en la via de sefializacién del

mismo.

Al verificar la expresion de los miRNAs asociados con el silenciamiento de TLR2, TLR4
y TLR9 asi como los dos miRNAs que se usan como marcador en respuesta al ejercicio

[(Baggish et al., 2011; Urbich et al., 2008; Thum et al., 2008; Krichevsky et al., 2009;
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Chan et al., 2009) (miRNA 33a y miRNA 146a (se ha asociado escasamente al ejercicio))]
nuestro estudio confirma lo que indica la literatura: Existe una clara regulacién de algunos
miRNAs sobre diversas moléculas implicadas en la via de sefalizacion de los TLRs

(véase en la tabla 7 ubicada en la pagina 51).

Gran parte de los micro RNAs reportados en la literatura han sido aislados y mapeados a
partir de suero, sin embargo para ser mas precisos, en este estudio también se realizo el
mapeo de miRNAs procedentes de monocitos. La tnica respuesta similar en la expresion
génica miRNAs de suero con la expresion génica de los miRNAs de origen celular fue la
conducta que observo miRNA 155 (ver tabla 11 en la pagina 70; grafica 17 en la pagina
81 y la grafica 19 en la pagina 82).
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Figura 14. En esta figura se muestra como miRNA 223 interactda con TLR2 y con las moléculas
intermedias que se encuentran en la via de sefializacion del mismo. Los cuadros que se ven de color
amarillo con borde rojo enmarcan las moléculas que estan siendo blogueadas por este miRNA

(MiRNA 223) (realizada por simulacién “in silico” bajo el programa miRPath v3.0).
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iii.  Anadlisis de Metilacion del fragmento de la region promotora de TLR2.

Se realizd la determinacion de metilacion del amplicon correspondiente a un fragmento
de la region del promotor de TLR2 de 188 pb en el cual se encuentran 3 islas CpG clave
en el anclaje de diversos factores transcripcionales que activan este gen. Se detectd
metilacion en el primer sitio CpG en las muestras previas al ejercicio y esto era “contrario”
a lo que se ha reportado (aumento de metilacion con los estimulos de dieta y ejercicio),
esto no es del todo cierto; la literatura en general habla de que hay un porcentaje de
metilacion mayor posterior a los estimulos de dieta y ejercicio, sin embargo lo que
reportan los articulos cientificos siempre es un balance de metilacion global; al leer uno
por uno los sitios CpGs mapeadas se observo que el primer sitio CpG (42pb posterior al
inicio del amplicon) mapeado, efectivamente se encontraba hipermetilado mayormente en
las muestras previas al protocolo de dieta y ejercicio que en las muestras posteriores al
programa de dieta y ejercicio (ver tabla 13B, 6 sitios metilados vs 4 sitios metilados
respectivamente); sin embargo en los otros 2 sitios CpG mapeados (63 y 141 pb
posteriores al inicio del amplicon respectivamente) variaba la metilacion inclinandose a
que en la mayoria de los sitios se encontraban hipometilados en las muestras previas al
programa de dieta y ejercicio (2 sitios metilados vs 7 sitios metilados; 4 sitios metilados
VS 7 sitios metilados). Todo esto muestra como el patréon de metilacion varia segun el
sitio CpG pero, si se calcula el promedio general de metilacion de todos los sitios CpG,
entonces el balance se inclina a un porcentaje de metilacion total mayor en los sitios CpG
pertenecientes a las muestras post dieta y ejercicio.

Analisis de metilacion en la regién del promotor de TLR2 (fragmento de 188 pb)

# de sitios CpG del promotor| # de metilaciones enel | # de metilaciones en el # de metilaciones en el
de TLR2 metiladas primer sitio CpG (42 pb) | primer sitio CpG (63 pb) | primer sitio CpG (141 pb)

pre tratamiento

post tratamiento

% metilacion
pre tratamiento

% metilacion
post tratamiento

Tabla 13B. Resultado del analisis de metilacion del fragmento amplificado de la region del promotor
de TLR2; el circulo rojo sefiala puntualmente los cambios en cuanto al nimero de sitios CpG
metilados antes VS después del programa de dieta y ejercicio; se observa una disminucion de
metilacion el el primer sitio CpG mientras que en el segundo y tercer sitio CpG se observa un
incremento de metilacién como respuesta al programa de dieta y ejercicio.
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El presente estudio; por ser hecho por la técnica de secuenciacidon muestra cosas que
ningun estudio previo de metilacion habia descrito; se observa que no todos los sitios
susceptibles a metilacion “metilan como resultado a estimulos de dieta y ejercicio”, de
hecho; se observa claramente que el primer sitio CpG de nuestro fragmento susceptible a
metilacion pierde metilacion; esto da pie a hacer analisis mas minuciosos en cuanto a que
factores de transcripcion se anclan en cada sitio CpG susceptible a metilacion de novo de
manera particular. Si bien al sumar el porcentaje de metilacion de todos los sitios CpG
nuestro estudio concuerda con todos los estudios ya reportados en cuanto a que estimulos
de dieta y ejercicio promueven metilacion, es decir incrementan el porcentaje de
metilacion; es clave asociar cada sitio CpG susceptible a metilacion de novo con el anclaje
de factores transcripcionales clave ya que nosotros observamos que el porcentaje de
metilacion no aumenta en todos los sitios, solo en el conjunto de estos.

Posterior al inicio del presente estudio surgio un articulo de Remely en el cual media el
porcentaje de metilacion de TLR2 y TLR4 en personas con diferentes IMC; nuestros
resultados son similares a pesar de que ellos no tenian estimulos de dieta y ejercicio. Son
similares en cuanto a que un IMC bajo representa mayor metilacion y un IMC alto presenta
menor metilacion. El estudio de Remely y colaboradores se llama: Benefical Microbes,
“Microbiota and epigenetic regulation of inflammatory mediators in type 2 diabetes and
obesity”. Este estudio se publico en el 2014; mientras que nuestro estudio se comenzé en
el 2013. En las graficas 25, 26 y 27, 28 se muestran las similitudes de resultados; estas
similitudes no hacen mas que reafirmar que nuestro trabajo proponia una idea de avanzada
y que ademas nuestros resultados son corroborables.

iv.  Andlisis de Metilacion del fragmento de la region promotora de TLR4.

En el caso del fragmento de la region del promotor de TLR4 (186pb) en el cual se
encuentran 2 islas CpG clave en el anclaje de diversos factores transcripcionales que
activan este gen. Se detectd metilacion en el primer sitio CpG (8pb posterior al inicio del
amplicon) se encontraba hipometilado mayormente en las muestras previas al protocolo
de dieta y ejercicio que en las muestras posteriores al programa de dieta y ejercicio (ver
tabla 14B, 7 sitios metilados vs 8 sitios metilados respectivamente); en el segundo sitio
CpG (181 pb posterior al inicio del amplicon) también se encontraba hipometilado

mayormente en las muestras previas al protocolo de dieta y ejercicio que en las muestras
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posteriores al programa de dieta y ejercicio (6 sitios metilados vs 7 sitios metilados
respectivamente). De manera que, en el caso del fragmento del promotor de TLR4 se
observo lo descrito en la literatura, es decir que estimulos de dieta y ejercicio provocan

metilacion en el gen TLR4.
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Gréficas 25 y 26. Resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado de la region del
promotor de TLR2. La grafica 25 (lado izquierdo) pertenece a nuestro trabajo, se observa claramente
como la metilacion aumentd posteriormente al estimulo de dieta y ejercicio (metilacion final)
comparada contra la observada en el mismo grupo antes del estimulo (metilacion inicial). La grafica
26 (lado derecho) pertenece al trabajo de Remely, y col., se constata cémo los pacientes obesos (OC)
presentan menor porcentaje de metilacién que los pacientes delgados (LC).

Andlisis de metilacion en la region del promotor de TLR4 (fragmento de 186 pb)

# de sitios CpG del promotor | # de metilaciones en el # de metilaciones en el
de TLR4 metiladas primer sitio CpG (8 pb) | segundo sitio CpG (181 pb)

pre tratamiento

post tratamiento

% metilacion
pre tratamiento

% metilacion

post tratamiento

Tabla 14B. Resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado de la regién del promotor
de TLR4; el circulo rojo sefiala puntualmente los cambios en cuanto al nimero de sitios CpG
metilados antes VS después del programa de dieta y ejercicio; se observa un aumento de metilacion
en el primer y segundo sitio CpG como respuesta al programa de dieta y ejercicio.
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Gréficas 27 y 28. Resultado del anélisis de metilacion del fragmento amplificado de la region del
promotor de TLRA4. La gréfica 27 (lado izquierdo) pertenece a nuestro trabajo y se observa como la
metilacién aumentd posteriormente al estimulo de dieta y ejercicio (metilacién final) comparado
contra el mismo grupo antes del estimulo (metilacion inicial); La grafica 28 (lado derecho) pertenece
al trabajo de Remely, y col., se constata como los pacientes obesos (OC) presentan menor porcentaje
de metilacion que los pacientes delgados (LC).

Los resultados muestran que estimulos medioambientales como dieta y ejercicio
promueven una baja de expresion en los TLRs; podriamos argumentar que esta
subexpresion se debe al silenciamiento por metilacion; sin embargo eso no es del todo
cierto. Gracias al mapeo de miRNAs asociados al silenciamiento de estos TLRs o bien al
silenciamiento de moléculas rio abajo dentro de la cadena de sefializacién nos damos
cuenta que el silenciamiento es un sistema absolutamente dinamico y, no hay un solo
mecanismo operando para silenciar la expresion de estos genes. En este trabajo se analizé
metilacion y miRNAs y los resultados demuestran que ambos mecanismos operan para
regular la expresion de los TLRs asociados a la metainflamacion; siguiendo la misma linea
de ideas eso significa que probablemente mecanismos epigenéticos reguladores como lo
son la acetilacion y/o desacetilacion de histonas también pudieran estar operando para
regular la expresion de TLR2, TLR4 y TLR9; que en este estudio no se hallan
caracterizado no significa que no estén operando en este fendmeno. Hay varios datos

reveladores que se desprenden de este estudio:
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El mecanismo de silenciamiento es dindmico y no se le puede atribuir a un solo

mecanismo de regulacion epigenético.

El anélisis de los factores de transcripcion que se unen a los sitios CpG es crucial
ya que dependiendo que factor de transcripcion se este bloqueando es el grado de

impacto que puede darse a nivel metabolico.

Estimulos medioambientales como dieta y ejercicio establecidos de manera
sistematizada son completamente capaces de cambiar e incluso corregir algunas

patologias que tradicionalmente son tratadas mediante farmacos,

El mapeo de genes clave (en esta caso TLR2 y/o TLR4) en tejido sucedaneo como
lo es la sangre periférica puede ser de gran apoyo en el diagnostico, tratamiento y
pronostico de disminucion de algunas patologias multifactoriales como es el caso

de la obesidad.
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Micro RNAs

Acido ribonucléico

Acido desoxirribonucléico

Toll Like Receptor 2

Toll Like Receptor 4

Toll Like Receptor 9

[ndice De Masa Corporal

Silenciamiento Génico Post-
transcripcional

Silenciamiento Génico
transcripcional

RNAs no codificantes

RNAs pequeiios nucleares

RNAs largos no codificantes

RNAs pequeiios interferentes

Micro RNAs

RNA mensajero

RNA heterdgeno nuclear

Ribonucleoproteinas pequeiias
nucleares

Complejo de silenciamiento
inducido por RNA

RNA de doble cadena

Poli Adeninas

Transcrito primario de miRNA

Transcrito secundario o intermedio
de miRNA

DNA metil transferasa 1

DNA metil transferasa 3A

DNA metil transferasa 3B

DNA metil transferasas

Organizacion Mundial de la Salud

Diabetes Mellitus tipo 2

Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion del 2006

Encuesta Nacional de Salud y
Nutriciéon a Medio Camino 2016

Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién

Norma Oficial Mexicana 043

Factores Transcripcionales

Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion del 2012

Adenosin trifosfato

Numero maximo de pulsaciones por|
minuto

Receptor de proliferacion de
peroxisomas gama

Receptor de proliferacion de
peroxisomas beta/delta

Fosfoenol piruvato caboxicinasa

Oxigeno

Tabla de abreviaturas tesis doctoral

Lipoproteina de baja densidad

Lipoproteina de alta densidad

Frecuencia cardiaca maxima

Equivalente metabolico

Volumen de oxigeno maximo

Prueba de esfuerzo

Patrones moleculares asociados a
patoégenos

Toll Like Receptor 3

Toll Like Receptor 7

Toll Like Receptor 8

Region citoplasmica conocido
como Toll/IL-1R

Tinterleucina-1

Repeticiones en tandem de
regiones ricas en leucina

Lipopolisacaridos

Toll Like Receptor 11

Toll Like Receptor 11/12

Toll Like Receptor 13

Toll Like Receptor 1

Peptidoglicanos

Células dendriticas

Factor nuclear kappa B

Proteina de diferenciacion mieloide
88

Adaptador del contenedor de
dominio de TIR inducido por IFN8

Interferon beta

Interleucina 1

Interleucina 8

Interleucina 12

Factor de necrosis tumoral o

Virus de inmunodeficiencia
humana del tipol

Proteina de choque térmico

Virus de la estomatitis vesicular

RNA viral de cadena sencilla

Cinasa asociada al receptor de
interleucina 1

Proteina adaptadora que contiene
el dominio de tirosina

Proteina intercambiante de Toll

Cinasa asociada al receptor de
interleucina 4

Receptor 6 asociado al factor de
necrosis tumoral

Triple ptotein cinasa activada por
mitdgeno

Factor-p (TGF-B)-de crecimiento
trans formante de TLR1 activado
por cinasa

Inhibidor KB de cinasa

Molécula adaptadora relacionada
con TRIF
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Molécula adaptadora relacionada
con TRIF

Factor regulador de interferén 3

Proteina de adhesion celular
vascular 1

Interleucina 6

Acidos grasos libres

Proteina de choque térmico 60

Proteina de choque térmico 70
DNA celular libre

Escuela Superior de Medicina

Sociedad internacional para el
avance de la kineantropometria

Acido etilendiaminotetraacético

Revoluciones por minuto

Instituto Politécnico Nacional

Células mononucleares de sangre
periférica

Reaccion en cadena de la
polimerasa
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ANEXOS.

Fecha: / /

Nombre: ID:

Edad: . Sexo: . IMC: . Peso: . Talla

PA inicial: . PA Habitual:

. ... Inclinacién Velocidad Velocidad . Frecuencia Presion
Periodo Inclinacion . . L . .
equipo Millas  Kkilometros Cardiaca  Arterial
1
1% 10 2 2.1 34 06-sep
2 10 2 2.5 4 09-dic
2% 12 2 2.9 4.7 dic-15
3 12 2 3.4 5.5 15-18
3% 14 2 3.8 6.1 18-21
4 14 2 4.2 6.8 21-24
4% 16 2 4.6 7.4 24-27
5 18 3 5 8 27-30

PROGRAMA DE EJERCICIO -SAYUKI-

Etapa VeIomdad mph VeIoudad km/h Tlempo

Calentamiento 0-3
1 2.5 4 3-6
2 2.7 43 6-9
3 2.9 4.6 9-12
4 3 4.9 12-15
5 32 5.2 15-18
6 34 5.5 18-21
7 3.6 5.8 21-24
8 3.8 6.1 24-27
9 4 6.4 27-30
10 4.1 6.6 30-33
11 42 6.8 33-36
12 43 7 36-39
13 4.5 7.2 39-42
Enfriamiento 2.3 3.7 42-45




PROGRAMA DE EJERCICIO
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Semana
FC
N?: Fecha Frecuencia cardiaca Max | PAIl | PAF Keal
Sesién totales
Prom
1
2
3
Semana
FC
N?: Fecha Frecuencia cardiaca Max | PAIl | PAF Keal
Sesién totales
Prom
1
2
3
Semana
FC
N(.): Fecha Frecuencia cardiaca Max | PAI | PAF Keal
Sesion totales
Prom
1
2
3
Semana
FC
N?; Fecha Frecuencia cardiaca Max | PAIl | PAF Keal
Sesién totales
Prom
1
2




REGISTRO DE DATOS ANTROPOMETRICOS
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Fecha

Peso Actual Kg

Peso Habitual

Peso Tebrico

Peso Maximo

Peso Minimo

Peso Gltimo Mes

Estatura

IMC

Circunferencia
cintura (cm)

Circunferencia
cadera (cm)

indice cintura-
cadera

Circunferencia de
Pantorrilla (cm)

Anchura de Codo
(cm)

Largo de Brazo
(cm)

Circunferencia
Media de Brazo
(CMB)

AMB

Complexion

% Grasa
corporal

Peso de masa
osea

% Agua

% Masa
muscular

% Grasa visceral

ANTROPOMETRIA DE PLIEGUES

Fecha

Pliegue Bicipital

Pliegue Tricipital
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Pliegue Supraileaco

Pliegue Subescapular

PARAMETROS BIOQUIMICOS

4 Valores de Valor
Parametro : val
referencia inicial
Fecha
Aspartato amino
transferasa (AST) 13-39 IU/L
Alanino amino
tranferasa (ALT) 7-52 1U/L
Bilirrubina Total (BT) 0.3- (1“(30 mg/
ili i i 0.03-0.018
Bilirrubina Directa (BD) /L

Bilirrubina Indirecta

0.27-0.82 mg/dL

(B1)

Glucosa 70-105 mg/ dL
Colesterol Total <200 mg / dL
Colesterol HDL 40-60 mg/ dL
Colesterol LDL <100

Triglicéridos 150 mg/dL




HISTORIA CLINICA

Nombre:

Edad: . Fecha de nacimiento: / /

Sexo: Edo. Civil:

Ocupacién:

Direccién:

Teléfono: () . Otros (Fax/E-mail)

ANTECEDENTES SALUD / ENFERMEDAD

PROBLEMAS ACTUALES

Diarrea: Estrefiimiento: Gastritis: Ulcera:
Nausea: Pirosis: Vomito: Colitis:
Dentadura: Otros

Observaciones

Padece alguna enfermedad diagnosticada:

Ha padecido alguna enfermedad importante:

Toma algin medicamento Cual

Dosis

Desde cuindo

Toma: Laxantes Diuréticos Antiacidos Analgésicos

Le han practicado alguna cirugia:

ANTECEDENTES FAMILIARES

Obesidad _ Diabetes  HTA _ Cancer __ Hipercolesterolemia _ Hipertrigliceridemia

ASPECTOS GINECOLOGICOS

Anticonceptivos orales: SI _NO .
Cual:

.Dosis

Climaterio SI_NO _ Fecha
Terapia de reemplazo hormonal: SI_ NO
Cual

Dosis
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ACTIVIDAD FISICA:

Muy ligera ~ Ligera =~ Moderada ~ Pesada  Excepcional
Ejercicio:

Tipo Frecuencia Duracién (Cuando inicio?
Consumo de (frecuencia y cantidad):

Alcohol: Tabaco: Café:

125

HISTORIA DE PESO CORPORAL

1. ¢Acostumbra pesarse? Si () No( )
¢Con que frecuencia?
a) ¢Hatenido problemas con su peso? Si( ) No( )

Marque ( ) bajo peso () sobrepeso () obesidad () inestabilidad

b) ¢Cuéndo inicia su problema?
¢Cuél ha sido su peso maximo alcanzado? ¢Cuéndo?
¢ Cuél ha sido su peso habitual?
¢ Cuél ha sido su peso minimo alcanzado?
¢ Cuél es el que considera ideal para usted?




RECORDATORIO DE 24 HORAS
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Alimento

Cantidad

Desayuno:

Colacion matutina:

Comida:

Colacion vespertina:

Cena:

Dulces:

Agua:




NECESIDADES ENERGETICAS Y NUTRIMENTALES
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Requerimiento Calorico Total: Kcal
Requerimiento Hidrico: ml al dia
NUTRIMENTO Porcentaje GRAMOS KILOCALORIAS
Hidratos de Simples 35%
carbono Complejos 15%
Proteinas 20%
Lipidos Poliinsaturado y 23%
Monoinsaturado
Saturados 7%

Registro de Requerimiento Caldrico

FECHA

KCAL

DIAGNOSTICO NUTRIOLOGICO FINAL




DIETA

gda 2 Tatila de maz
%tampico de gdla, y 8 de

Melin con yogwt
1}z de medon picac
240 m de yogurd nodurd

sopade verduras 1 lea
Fidle de pescarn:
B gde fikde
1/3de kra de kijdes makdas
al vopar:
1tcm Chayate, anchosa ¥
eide
Torllos Tpea
Agua de Jamdica s/aricar

1Baa de ovena o omaronio

Gucsadlia de polio:
Tortils 2
Pllo dezhebrao
Brincca codda % tam
1 cdita de aosite de civa
Popoya picoda 1 lea
Agua de Bmén s/oeiion

con
1 vasa de leche descremada 1 peva picada
1 monzana Te de Eman

Jicama can @nchoia
oy am

%iwa de sopa de fdec
Bislec de tesala
mescane
Bistecde rs 120
Ftamale, cebolla %

Tox
Tcdia de aceite de
va
Talle lpra
Aguo de noranja
sfonicon

Avenc
Yogurt nalurd
Y tamde avena

Toshados:
2Tost ok s maiz
2t o de frjckes
40 gde queso pandda
Lechuga
Flomde Ipa
1Mandarina
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Sondwich de jomén

Chiloqules: Omciclic de i
Tortilice Zpxx: 2Ckxx de huevo
Sckaverds oK %tamde champifiones

4 de queso pancia licuodo de ke
Ede Lech 11am
Mckin picado 1 kaa Frsa &prs

HNaanja 1 pm

3nueces

Coldbarites y
champifones 1 fax
Cakdo de paa 1 fam
Pallc ala cocardia
1pema
Chicharos, nopoles,
zonchant

Torlibs ok mciz 1 pas
Agua de Bmén

Pepinoryado 11m

Sopa de chompifiones
Champifianes 1/3 tax
Con cakdo d= pdlio

Toskakrs de ensalada de

alin
Tt ok 2 s
Aun%lda
Verdue 1t
Mayanesalight 1
cuchaadta
Agua de sandia

Enzalcrn de nopditos ala
mexicana
Tiam

Doblodie
Caloherita codda y picaca
1pm
leditade aceite
Epamite y cebla poa
soner
Pollohervich &3
Tartilade mair 2 pree
Yoguriiml con 10 pros de
porsiios

Panint egrd 2pecs.
Ireb de jamén de
lechuga, famate y
ceholla
Téde cancla 1t
Guoycba mediana 2
peos

Pera 1 pxa
Nuer 3 pr=

Sopa de codika
Codto¥%tam
Cebolla ygo paa

Jcoma ropada 1tx

Leche dsaemada 1
tm
Ensdloda de pallo con
verdwos:

Pollo 80
Hotekim

Ponintegad 1eh
Durano 2 prs

A

HAcBoies
Bollio 1 px
Frijdes, queso paneda
A0 g Fco de gallo 1
tam
Leche descremada 1
tm

Fifapicoda 1t

ftamatel tm
lcdtade acatede
cliva
Toiillos 1 pra
el s
Tpza

Cacahuat e 10 pas
Agua de Emon

Ftandeylreh de
cguacd e

DOMING

Rollos de jaman
Jamén 2 paz
Verhrs mixtc %1m
Maranja en goijos 1
pea
Te de Emon
Golicks inkegrdes
Ao

Pepinoy mnchaia
ok Tt

Bpapeimio V2o
Pecado
am)

papalada
Hietedepascado 1A

o
Jtamate, cebollay
chilemaron % tax
Verdurs d vopoe

ZIonchaia, ejote,
nopdes

Ficles dela dia ¥ tx

Toriles Zpxx
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