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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AE: Arteriosclerosis

AGL: Acidos grasos libres

ApoB: Apolipoproteina B

ARN: Acido ribonucleico

CDMs: Sitios CpGs diferentemente metilados

DNMT (DNA methyltransferases): ADN-metiltransferasas

DMRs: Regiones diferentemente metiladas

DM tipo 2: Diabetes mellitus tipo 2

ECV: Enfermedad cardiovascular

EWAS (epigenome wide association study): Estudio de asociacion del epigenoma completo
GWAS (genome wide association study): Estudio de asociacién del genoma completo
HDL-c (high density lipoprotein - cholesterol): Lipoproteina de alta densidad
HOMA-IR (homeostasis model assessment): Modelo homeostatico para evaluar la
resistencia a la insulina

IDL (intermidiate density lipoproteina): Lipoproteina de densidad intermedia
IMC: Indice de masa corporal

LDL-c (low density lipoprotein - cholesterol): Lipoproteina de baja densidad
LPL: Lipoproteina lipasa

LPP: Lipemia postprandial

MUFA (monounsaturated fatty acids): Acidos grasos monoinsaturados

NGS (next generation sequencing): Secuenciaciéon de nueva generacion

OMS (metabolically healthy obese): Obesos metabdlicamente sanos

PCR-us: Proteina C reactiva ultrasensible

PUFA (polyunsaturated fatty acids): Acidos grasos poliinsaturados

QM: Quilomicrones

RCP: Reaccién en cadena de la polimerasa

RI: Resistencia a la insulina

SNP (single-nucleotide polymorphism): Polimorfismos de nucleétido sencillo
SOG: Sobrecarga oral grasa

TG: Triglicéridos

VLDL (very low-density lipoprotein): Lipoproteina de muy baja densidad
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1. Arteriosclerosis y riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte
en el mundo.! El envejecimiento poblacional y el incremento en la prevalencia de
determinados factores de riesgo cardiovascular, tales como la obesidad o la
diabetes, se han relacionado con la creciente incidencia de enfermedades no
transmisibles, tanto en paises desarrollados como en aquellos de ingresos medio-
bajos.?23 En Espafia, aproximadamente el 7% de la mortalidad global adulta es
atribuible a la obesidad, elevandose al 30% al considerar el exceso de peso como

un factor de riesgo de mortalidad.*

La arteriosclerosis (AE) es la enfermedad subyacente en la mayoria de las
enfermedades cardiovasculares, y afecta principalmente a las arterias de mediano
y gran calibre. Se caracteriza por la pérdida de elasticidad y la formacion de placas
arteriosclerdticas que conduce a la reduccion del lumen arterial y finalmente al
desarrollo de complicaciones, como es la hemorragia o el trombo mural. Aunque la
acumulacion de las particulas oxidadas de colesterol LDL (LDL-c) es el factor inicial
fundamental en el desarrollo de la placa de ateroma, tal y como se ha establecido
en multiples estudios epidemioldgicos, clinicos y experimentales;> existen otros
factores, tanto genéticos como ambientales, que intervienen en el proceso
aterotrombdtico. Por ello, la AE es mucho mas que el mero deposito de lipidos en

la pared arterial, siendo una enfermedad inflamatoria crénica.t

El riesgo de desarrollar arteriosclerosis y las complicaciones
cardiovasculares derivadas de ella, no es uniforme en toda la poblacién. Son
muchos los factores de riesgo cardiovascular conocidos (como la diabetes mellitus,
la hipertension arterial, el tabaquismo, la insulinorresistencia o la obesidad) que
inducen la disfuncién endotelial, fase inicial de la AE.67 Por ello, las enfermedades
cardiovasculares son un modelo de patologia mutifactorial, donde interaccionan
factores genéticos y ambientales; promoviendo efectos locales y sistémicos para el
desarrollo y mantenimiento de la AE. Uno de los principales factores de riesgo es la
obesidad. Dentro de la misma destaca, por su elevado riesgo cardiovascular, la

obesidad moérbida.8
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2. Obesidad morbida

2.1 Introduccién

La prevalencia de obesidad se ha incrementado de forma significativa en las
ultimas décadas, convirtiéndose en un importante problema de salud publica. La
Organizacion Mundial de la Salud estimé en 2016 que en el mundo habia mas de
650 millones de adultos obesos; afectando por lo tanto al 13% de la poblacién
adulta mundial (11% de los hombres y 15% de las mujeres).? En Espafia, datos del
estudio ENRICA llevado a cabo entre 2008 y 2010 revelaron una prevalencia del
22,9% de obesidad en la poblacion adulta (24,4% en varones y 21,4% en mujeres);

superior a la encontrada en 1992 en el estudio DRECE, que era del 14,4%.10.11

El estudio NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)
realizado en EEUU entre 2007 y 2008, revelé una prevalencia de obesidad en la
edad adulta superior a la hallada en nuestro pais (33,8 vs. 22,9%); y una
prevalencia de obesidad moérbida nada desdefiable (afectando al 5,7% de la
poblacién adulta; 7,2% en mujeres y 4,2% en hombres).1? En Espafia, datos de la
Encuesta Nacional de Salud de 2006 en mayores de 16 afos muestran una
prevalencia de obesidad morbida del 6,1%0 (6,8%0 en mujeres y 5,4%o0 en

hombres).13

El aumento en la prevalencia de obesidad conlleva un incremento de la
morbimortalidad derivada de ella, con graves consecuencias socioeconomicas y
sanitarias. La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de ECV y se asocia
con la presencia de otras comorbilidades que incluyen diabetes mellitus tipo 2 (DM
tipo 2), hipertensidn, dislipemia, algunos tipos de cancer y osteoartritis. 7 Por ello,
dada su elevada prevalencia, la creciente incidencia y la importante
morbimortalidad derivada de ella; el conocimiento de los mecanismos subyacentes

entre obesidad y ECV es una prioridad.
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2.2 Criterios diagnosticos

La obesidad es una enfermedad multifactorial que ocasiona una alteraciéon
metabolica cronica y se caracteriza por el exceso de grasa corporal.l# Por lo tanto,
se considera obeso a aquel sujeto que presenta cifras superiores a la normalidad
de grasa corporal; excediendo el 12-20% de la masa corporal en hombres o el 20-

30% en mujeres.1>

Sin embargo, los métodos actuales para la determinacion de la masa grasa
corporal no estan disponibles en la practica clinica habitual. Por ello,
frecuentemente se emplean métodos indirectos que estiman la masa grasa, como

es la antropometria.

La mayoria de sociedades cientificas recomiendan la definicidn operativa de
obesidad mediante el indice de masa corporal (IMC); dada su simplicidad,
reproductibilidad y capacidad de reflejar la adiposidad a nivel poblacional.” E1 IMC
se calcula dividiendo el peso expresado en kilogramos por la altura de la persona
expresada en metros al cuadrado. Asi, al incrementar la masa grasa aumentara el
peso corporal, y por tanto, a igualdad de talla aumenta el IMC. En poblacién adulta,
la obesidad se define por un IMC igual o superior a 30 kg/m? y se considera
sobrepeso al IMC entre 25 y 29,9 kg/m?.16 El riesgo de morbilidad y mortalidad se

incrementa proporcionalmente con el grado de exceso de peso.*

Tabla 1. Clasificacién de los adultos segin IMC (OMS 2000)

Clasificacion IMC (kg/m?)
Peso insuficiente < 18,5
Normopeso 18,5 - 24,9
Sobrepeso > 25
Preobesidad 25-299
Obesidad > 30
Obesidad clase | 30-349
Obesidad clase 11 35-39,9

Obesidad clase IIl o mérbida =40
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Se considera obesidad clase III o mérbida al IMC igual o superior a 40
kg/m?. Posteriormente, debido al incremento de sujetos con IMC superior a 40
kg/m?, se subdividi6 esta categoria en dos grupos: obesidad clase III o morbida
(IMC entre 40 y 49,9 kg/m?) y obesidad clase IV o extrema o super-obesidad (IMC
> 50 kg/m?).

Existen otros parametros antropométricos que permiten estimar la
cantidad de grasa abdominal, como son el perimetro abdominal o la relacién
cintura/cadera. El perimetro abdominal, medido en el punto medio entre la cresta
iliaca anterosuperior y el margen inferior de la ultima costilla, se correlaciona
positivamente con la grasa abdominal. Sin embargo, no existe consenso acerca del
punto de corte para definir la obesidad abdominal; ya que un perimetro de la
cintura elevado se debe correlacionar con un incremento del riesgo

cardiovascular.l?

En 2002, el Panel IIl de Tratamiento de Adultos (ATP III) del Programa
Nacional de Educacion sobre el Colesterol de los EE.UU., consider6 patologico un
perimetro de la cintura superior a 102 cm en hombres y 88 cm en mujeres. 18
Posteriormente, el consenso se la Federacion Internacional de Diabetes (IDF)
redujo estos puntos de corte a un perimetro abdominal = 94 cm en hombres
europeos y = 80 cm en mujeres europeas.!” En sujetos con sobrepeso u obesidad se
recomienda emplear el limite de 94 cm en hombres y de 80 cm en mujeres para
definir un riesgo elevado para la salud; y por encima de 102 cm en hombres y de

88 cm en mujeres, se considera un riesgo muy elevado.®

2.3 Obesidad morbida, resistencia a la insulina y riesgo cardiovascular

Los pacientes con obesidad moérbida presentan un riesgo elevado de
desarrollar ECV, diabetes o cancer; asi como una reduccion de la esperanza de
vida.? La obesidad frecuentemente se asocia con la presencia de resistencia a la
insulina (RI), implicada en la patogenia del sindrome metabdlico y en el desarrollo

de DM tipo 2. La RI se caracteriza por la disminucion en la respuesta biolégica de
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los tejidos periféricos a la accion de la insulina. Es un factor de riesgo en el
desarrollo de ECV y, por ella misma o sus consecuencias, en el desarrollo y
mantenimiento de la AE.20 La definicion de RI se basa en el percentil 90 de la
poblacién de estudio, siendo para el indice HOMA el punto de corte de 3,8 en

nuestra poblacion.?!

La obesidad es frecuentemente el resultado de un desequilibrio entre la
ingesta y el gasto energético, produciéndose habitualmente un excesivo aporte
energético debido al incremento de la ingesta calorica y a un descenso del gasto
energético; asi como una predisposicion genética que facilita la sobrecarga
energética del adipocito. El depdsito lipidico es un mecanismo adaptativo
fisiologico de almacenamiento energético eficiente, en el que se acumulan las
maximas calorias posibles por unidad de volumen. Este depdsito subcutaneo actiia
como aislante térmico y juega un papel primordial en las situaciones de ayuno. Por
ello, en épocas de abundancia energética la homeostasis calorica intenta evitar los
dafios secundarios de la sobrecarga lipidica (lipotoxicidad) mediante la
acumulacion de triglicéridos (TG) en los adipocitos y a través de la secrecion de
leptina, de efecto anorexigeno, que a su vez estimula la oxidacion de acidos grasos
libres en tejidos no-adiposos.?? Sin embargo, cuando el aporte caldrico excesivo se
mantiene y los depdsitos subcutaneos estan saturados, el almacenamiento de
lipidos se moviliza a otros tejidos, como es la grasa visceral o tejidos
insulinosensibles como son el higado o el musculo esquelético. El depésito de
lipidos en estos tejidos puede afectar a su correcto funcionamiento y metabolismo,

contribuyendo a la lipotoxicidad.?3

Cuando el desequilibrio energético perdura, la tendencia a acumular grasa
en depdsitos menos ventajosos que el tejido adiposo subcutaneo influye en el perfil
de secrecion de citoquinas, factores inflamatorios y sefiales hormonales; asi como
en la circulacién de acidos grasos libres (AGL) (Figura 1). El efecto combinado de
estos factores modula la RI de los tejidos insulinosensibles e influye en el sistema

vascular a través de la disfuncién endotelial.2223
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Figura 1. Efectos metabdlicos de la obesidad debidos a la lipotoxicidad. EI acimulo
lipidico influye en el perfil de secrecién de citoquinas, factores inflamatorios y sefiales
hormonales; asi como en la circulacion de dcidos grasos libres. Fuente: “Weiss R. Fat
distribution and storage: how much, where and how? Eur | Endocrinol 2007;157:539-545” 23

CVD, enfermedad cardiovascular; FFA, acidos grasos libres; T2DM, diabetes mellitus tipo 2

El incremento circulante de AGL y glucosa se asocia a un aumento del estrés
oxidativo y de factores inflamatorios que contribuyen a un incremento de la RI.23.24
En situaciones de RI se reduce el aclaramiento plasmatico de particulas ricas en
TG, y se incrementa el flujo de AGL al higado y la exportacion de TG hepaticos
como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) al tejido adiposo.?> Este
incremento en AGL circulantes se produce tanto en ayunas como tras las ingestas;
pero es especialmente relevante en la fase postprandial, cuando la RI es mas

evidente.

Sin embargo, la experiencia clinica y estudios recientes apoyan que no todos
los sujetos con obesidad presentan el riesgo metabdlico y cardiovascular descrito
previamente; existiendo distintos fenotipos metabdlicos en obesos. Los individuos

obesos metabdlicamente sanos (OMS) o sujetos con obesidad no complicada u
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obesidad metabdlicamente benigna, son aquellos con un IMC igual o superior a 30
kg/m? y un perfil metabdlico favorable, caracterizado por una elevada sensibilidad
a la insulina, un perfil lipidico normal, ausencia de hipertension arterial y
parametros inflamatorios dentro de la normalidad.2® No obstante, todavia no
existe una definicion estandarizada de los distintos fenotipos de tamafio corporal,
por lo que existen distintas definiciones para clasificar a los OMS. La mas

frecuentemente empleada es la definicion ampliada del ATP-III (Tabla 2).27

Tabla 2. Definicion de fenotipos de tamafio corporal

Alteraciones cardiometabolicas consideradas

Aumento de la presidn arterial: = 130/85 mmHg o uso de medicacion
antihipertensiva

Triglicéridos séricos en ayunas elevados: 2 150 mg/dL

Descenso de los niveles de HDL-colesterol: < 40 mg/dL en hombres y < 50
mg/dL en mujeres o uso de medicacién hipolipemiante

Incremento de cifras de glucosa: Glucosa en ayunas = 100 mg/dL o uso de
mediacion antidiabética

Resistencia a la insulina: HOMA-IR >5.13 o0 > p90 de la poblacién

Fenotipo de tamaiio corporal

Obeso metabdlicamente sano: IMC = 30.0 y < 1 alteracion cardiometabdlica

Obeso metabodlicamente alterado: IMC = 30.0 y > 1 alteracion cardiometabdlica

La mayoria de estudios han detectados que los OMS tienen porcentajes de
grasa corporal total similar a los obesos metabolicamente alterados, pero con una
distinta distribuciéon de la misma, presentando una menor proporcion de grasa
visceral y ectdpica; asi como una mayor sensibilidad a la insulina y un perfil
lipidico mas favorable.2® Con todo, no se conocen la totalidad de mecanismos
etiopatogénicos que condicionan la aparicibn o no de alteraciones
cardiometabdlicas; y dada la limitada capacidad terapéutica actual en el
tratamiento de la obesidad, poder predecir que sujetos tienen un mayor riesgo de

complicaciones crénicas es de gran importancia.
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Un destacado metanalisis ha evaluado el riesgo de mortalidad y ECV en los
OMS detectando un riesgo aumentado tras 10 o mas afios respecto a sujetos con
normopeso metabdlicamente sanos (RR 1,24; 95% CI, 1,02 - 1,55). Curiosamente,
todos los sujetos metabdlicamente enfermos tenian un mayor riesgo de ECV
independientemente del IMC, siendo éste menor al incrementar el IMC (RR 3,13 en
normopeso, 2,70 en sobrepeso y 2,65 en obesidad).?8 A pesar de esta realidad,
estos datos no deben emplearse para justificar la obesidad; de igual manera que
los beneficios del consumo moderado de alcohol no pueden justificar el

alcoholismo.

Todo ello refuerza la necesidad de encontrar marcadores precoces que nos
permitan identificar a aquellos sujetos con obesidad y un mayor riesgo de ECV, y

las alteraciones metabolicas e inflamatorias podrian ser ese eslabdn intermedio.

2.4 Patogenia

Los complejos mecanismos patogénicos implicados en la obesidad son muy
heterogéneos y actualmente no son totalmente conocidos. Algunos de los
principales mecanismos fisiopatolégicos parecen ser el patrén de fraccionamiento
lipidico (depositos ectdpicos) y la disfuncion del tejido adiposo blanco (mediante

la liberacién excesiva de citoquinas o una reduccion de las adipoquinas).”23

2.4.1 Depdsitos adiposos ectépicos

Se considera que la hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo subcutaneo,
asi como la acumulacion de TG son fendmenos fisioloégicos que intentan evitar la
lipotoxicidad. Sin embargo, tal y como se ha comentado previamente, segin la
localizacion del depoésito adiposo varian sus caracteristicas metabdlicas, el estado
inflamatorio y el perfil de secrecidn de citoquinas y adipoquinas; lo que influye en
el riesgo cardiovascular del paciente con obesidad. Por ello, es importante
distinguir entre los depdsitos no-ectopicos (grasa subcutanea) y los ectépicos

(grasa visceral o depdsitos intrahepaticos, intramusculares, pericardicos,
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miocardicos, perivasculares...); siendo estos ultimos metabdlicamente mas

deletéreos.29

En condiciones fisioldgicas, en el sujeto delgado existe una pequena
proporcidn de tejido adiposo ectdpico. Incrementos en estos depdsitos (superiores
al percentil 50 de tejido adiposo visceral) a pesar de un peso normal condicionan
un incremento del riesgo cardiovascular;3° de manera analoga a lo que sucede en el

paciente con obesidad.3!

Estudios prospectivos han asociado el incremento de grasa visceral con el
desarrollo de enfermedad cardiovascular, tras ajustar por factores clinicos de
riesgo CV.32 De igual manera, la acumulacion de lipidos a nivel hepatico y muscular
se ha relacionado con alteraciones del metabolismo lipidico e hidrocarbonado,
sobre todo si se asocia a inflamacién; y la acumulacion a nivel del seno renal se ha
relacionado con el desarrollo de microalbuminuria e hipertension arterial.33 El
depésito lipidico a nivel pericardico y miocardico se ha relacionado con un efecto
deletéreo sobre los vasos coronarios, por lipotoxicidad o debido al efecto de las

citoquinas segregadas a su torrente circulatorio.3* (Figura 2)

Los mecanismos que condicionan el desarrollo de los depoésitos adiposos
ectopicos no son completamente conocidos. Estudios previos han relacionado la
hipertrofia de los adipocitos subcutdneos con el riesgo a desarrollar DM tipo 2;3> lo
que apoyaria que la saturacion del tejido adiposo subcutaneo subyace a la
aparicion de los depodsitos ectdopicos en situaciones no patoldgicas (ej.
lipodistrofia). Por otro lado, la capacidad angiogénica del tejido adiposo
subcutaneo, fisiolégicamente mayor a la del tejido visceral, se encuentra
disminuida en el sujeto con obesidad. Esta limitada capacidad angiogénica podria
contribuir a un menor flujo sanguineo a nivel subcutaneo, una menor capacidad de
almacenamiento de energia y una mayor liberacién de AGL;3%37 asi como a su
menor actividad metabdlica, justificada por un menor consumo de oxigeno local.
Otro posible mecanismo es la mayor actividad lipolitica de la grasa visceral, lo que

condiciona un incremento en el flujo de AGL hacia el higado y podria contribuir a
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un mayor deposito lipidico hepatico, al incremento de la lipogénesis y al desarrollo

de RI.3839

Asimismo, la grasa visceral se ha relacionado con un estado inflamatorio
crénico de bajo grado y un aumento de los marcadores inflamatorios séricos, como
son la proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us), la interleucina-6, la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), ...; y éstos con el desarrollo de alteraciones
metabolicas. Estudios experimentales han observado la infiltraciéon de macréfagos
en el tejido adiposo visceral, asi como una mayor liberacion de citoquinas
proinflamatorias y una menor secreciéon de adipoquinas beneficiosas por este
tejido.3640 Sin embargo, estos mecanismos no explican totalmente la complejidad

de los depositos adiposos y su fisiopatologia.
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Figura 2. Alteraciones que conllevan un aumento del riesgo cardiovascular en
obesos con excesiva grasa ectopica y/o visceral. Fuente: “Bastien M, Poirier P, Lemieux I,
Després JP. Overview of epidemiology and contribution of obesity to cardiovascular disease.

Prog Cardiovasc Dis 2014,;56:369-81". AT, tejido adiposo; FFA, acidos grasos libres
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2.4.2 Alteracion del flujo de acidos grasos libres

En condiciones fisiolégicas, el tejido adiposo es un 6rgano activo sometido a
un proceso dinamico de depoésito de acidos grasos procedentes de la dieta y la
liberacion de AGL a la circulacién portal y sistémica. El tejido adiposo subcutaneo y
visceral almacenan aproximadamente el 50% de los lipidos procedentes de la
alimentacién; y para mantener un equilibrio energético estable deben liberar la

misma cantidad de AGL al torrente circulatorio.3741

Estudios in vivo en sujetos con normopeso muestran una mayor capacidad
de almacenamiento de acidos grasos de la dieta por la grasa visceral que en el
tejido graso subcutaneo, siendo ésta a su vez mayor en la mitad superior corporal
frente a la mitad inferior. Ademas, la grasa visceral es mas activa lipoliticamente
(mayor liberacion de AGL por kg de grasa) que la subcutanea, y a su vez es mas

resistente a la supresidn postprandial o en caso de hiperinsulinemia.#!

En el estado patologico de obesidad, con un incremento de la grasa visceral,
la liberacion de AGL en ayunas esta incrementada en un 30%; al igual que sucede
en la situacion postprandial. El incremento en ayunas de los AGL asi como la
alteracion en la supresion de AGL se asocian con la presencia de
hipertrigliceridemia.3” Se cree que la exposicion de los tejidos libres de grasa o
tejidos magros a estas elevadas concentraciones de AGL contribuyen al desarrollo
de las alteraciones metabdlicas observadas en obesos con incremento de la grasa

visceral.

Estudios in vivo han demostrado un incremento en el flujo de AGL hepaticos
en obesos insulinorresistentes, seguramente en relacion a la resistencia del tejido
adiposo visceral a los efectos antilipoliticos de la insulina.#? Ello condiciona una
mayor exposicion hepatica a los AGL que en los tejidos periféricos, lo que
incrementara la sintesis y liberacién de VLDL y facilitara la aparicion de LDL
pequefias y densas. Asi mismo facilitard una menor captacion muscular y hepatica

de insulina, contribuyendo a la RI presente frecuentemente en la obesidad.
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Ademas, en sujetos con incrementos de la grasa visceral existe una
disminucidn de la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL). La LPL actta facilitando
el aclaramiento de remanentes lipoproteicos (particulas ricas en TG) en situacion
postprandial, por lo que existe un incremento del flujo de AGL, remanentes de QM
y VLDL ricos en TG al higado, contribuyendo a una mayor lipemia postprandial.
Asi, la menor actividad de la LPL explica en parte la amplificacién de los efectos

deletéreos de la lipemia postprandial en estos sujetos.#344

2.4.3 Disfuncion del tejido adiposo blanco

El patron de almacenamiento lipidico parece influir en el estrés oxidativo, el
perfil de secrecién de adipoquinas, citoquinas y otros factores inflamatorios, asi
como en la circulacién de AGL.?3 La inflamacidn del tejido adiposo parece surgir al
limitar su expansion, debido a una alteracién en su desarrollo (como en los casos
de lipodistrofia), a un descenso de la sintesis lipidica o a alteraciones de la matriz

intercelular que impiden la hipertrofia del adipocito.*>

Los adipocitos segregan numerosas proteinas denominadas adipoquinas,
que influyen en la RI e inflamacion, actuando localmente o a distancia (efecto
hormonal). Las adipoquinas son factores proinflamatorios derivados del tejido
adiposo, como la leptina, la resistina, la visfatina o el factor estimulante de colonias
de células pre-B (PBEF), la proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP-4), etc.
Sin embargo, el adipocito inflamado segrega menos adiponectina, un factor
antiinflamatorio, que al incrementar el gasto energético y la oxidacion de AGL

mejora la sensibilidad a la insulina. (Figura 3)

Asi mismo, el tejido adiposo segrega citoquinas, proteinas mediadoras de
bajo peso molecular que son liberadas en la proximidad de las estructuras donde
actuan. El término citoquinas engloba a mas de 100 factores conocidos
actualmente, que se subdividen en interleuquinas, factores de necrosis tumoral,
interferones, factores estimuladores de colonias, factores transformadores de
crecimiento y quimiocitoquinas (citoquinas quimiotacticas). Las citoquinas tienen

un papel dual, con efecto pro- y antiinflamatorio, y a través de interacciones
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complejas modulan su influencia sobre las células implicadas en el desarrollo de la
placa arteriosclerdtica. El balance entre unas y otras sera decisivo en el desarrollo

de la lesion arteriosclerotica.*®
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Figura 3. Cambios en el tejido adiposo, hepatico y muscular en la obesidad y RL
Fuente: “Rasouli N, Kern P.A. Adipocytokines and the metabolic complications of obesity. |
Clin Endocrinol Metab 2008; 93:564-573.”

AMPK, proteina quinasa activada por AMP; FFA, 4cidos grasos libres; IL6, interleukina 6;
PAJ, inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1; PPAR, proliferador de peroxisoma
activados de los receptores; RBP4, proteina fijadora de retinol 4; TNF, factor de necrosis

tumoral; TSP1, trombospondina 1; TZD, tiazolidinedionas;

Tanto la inflamacién como el estrés oxidativo generados, producen un
incremento de la RI.?2447 Esta RI inicialmente puede ser considerada como
fisiolégica o adaptativa, al inducir saciedad en un contexto de exceso de nutrientes
circulantes, intentando liberar de la sobrecarga de energia al adipocito. Sin
embargo, si esta adaptacidon no se produce, la RI mantenida en el tiempo genera

dislipemia mixta y la alteracion del metabolismo hidrocarbonado.*8
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3. Lipemia postprandial

La hipertrigliceridemia en ayunas es un conocido factor de riesgo
cardiovascular y de mortalidad.4%59 Sin embargo, desde un punto de vista clinico es
trascendente conocer el papel de la lipemia postprandial (LPP), ya que gran parte
de la poblacién occidental consume varias comidas a lo largo del dia y permanece
en estado postprandial la mayor parte del tiempo (aproximadamente 18 a 20

horas diarias).

La relacion entre arteriosclerosis y LPP ha sido motivo de estudio en las
ultimas cuatro décadas.>! La LPP se refiere al acumulo en plasma de lipoproteinas
ricas en TG (quilomicrones, VLDL y sus remanentes) hasta 6 a 10 horas tras una

comida grasa.>?

La LPP es un mecanismo fisioldgico que se produce tras la ingesta de una
comida que contenga mas de 30 g de grasa. El incremento plasmatico de TG es
mayor a la 42 hora y la curva que se genera es dosis-dependiente hasta los 80 g de
grasa.>? El contenido graso medio de una comida occidental es de 20 a 40 gy, dado
que realizamos entre 3 y 5 comidas diarias, a partir de la segunda ingesta el resto
se realizan antes de que los TG plasmaticos retornen a sus cifras basales. Asi,
podemos concluir que la poblacion occidental se encuentra en situacion de ayuno
solo tras el descanso nocturno con una continua fluctuacion en el grado de lipemia

durante el resto del dia, alcanzando valores maximos tras la cena.>354

La LPP se ve influenciada por multiples factores ambientales y genéticos,
entre los que encontramos el género, el estado hormonal de la mujer, el consumo
de alcohol y tabaco, el grado de actividad fisica y el contenido graso de la
comida.>35> (Figura 4) Segun el tipo de grasa varia la extrusion postprandial de TG,
siendo mayor con grasa saturada, menor tras el consumo de grasa monoinsaturada
(MUFA) y todavia menor con grasa poliinsaturada (PUFA). Otro de los factores que
modulan la LPP es el ejercicio fisico. Este, moderado o intenso de corta duracién,

disminuye la LPP y su efecto es sinérgico con los cambios dietéticos.
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Probablemente su efecto es debido a un mayor aclaramiento de las lipoproteinas

ricas en TG, a través de una mayor actividad de la LPL.53:56
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Figura 4. Influencia de factores de estilo de vida y enfermedades metabdlicas sobre
la LPP. Los factores en verde disminuyen la LPP, mientras que los rodeados por rojo
empeoran la LPP. Fuente: “Klop B, Proctor S.D, Mamo ].C, Botham K.M, Castro-Cabezas M.
Understanding postprandial inflammation and its relationship to lifestyle behaviour and
metabolic diseases. Int | Vasc Med. 2012;947417.”

n-3 PUFA, n-3 acidos grassos poliinsaturados; MUFA, acidos grassos monoinsaturados; n-6

PUFA, n-6 acidos grassos poliinsaturados; FCH, insuficiencia cardiaca congestiva

En ayunas, los TG son principalmente transportados en el torrente
sanguineo por las VLDL que contienen apolipoproteina B100 (apo B100). Las VLDL
se convierten en su remanente (lipoproteinas de densidad intermedia, IDL) gracias

a la LPL de las células endoteliales. En condiciones fisioldgicas, las IDL (y los
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remanentes de quilomicrones) son captadas a nivel hepatico por el receptor de
LDL principalmente, donde son degradadas y el colesterol es excretado a través de
la bilis. Otra parte de las IDL son degradadas a LDL-c por accion de otras enzimas,

como la lipasa de TG hepatica (hepatic triglyceride lipase, HTGL).>7

Tras la ingesta de grasa los enterocitos del intestino secretan quilomicrones
al torrente sanguineo para transportar la grasa de la dieta a los tejidos periféricos.
Los quilomicrones son lipoproteinas ricas en TG cuya proteina estructural es la
apolipoproteina B48 (apo B48); y comparten ruta metabdlica y la unién a la LPL,
para la hidrélisis en acidos grasos y glicerol, con las lipoproteinas enddgenas
(VLDL). Los quilomicrones son retirados del torrente circulatorio mas
rapidamente que las VLDL, probablemente debido a su menor tamafio y mayor
contenido en TG.>® Dado que la disponibilidad de la LPL es limitada, en fase
postprandial puede saturarse y por lo tanto favorecer la acumulacion de particulas
ricas en TG. Asi, el incremento de triglicéridos tras la ingesta de grasa puede
deberse tanto a un defecto en el aclaramiento de quilomicrones como a una
sobreproduccién hepatica de lipoproteinas ricas en TG (VLDL).5° La persistencia
de lipoproteinas ricas en TG en el torrente circulatorio conlleva un aumento del
intercambio de los ésteres de colesterol por TG con las LDL, produciendo

particulas de LDL pequefias y densas.>8

La importancia de la LPP viene determinada por su asociacion con la ECV,
ya que los remanentes lipoproteicos postprandiales pueden migrar al espacio
subendotelial e inducir localmente inflamacion y favorecer la disfuncion
endotelial.>1%0 La lipemia postprandial es un factor de riesgo independiente de
arteriosclerosis y enfermedad cardiovascular, tanto en hombres como en mujeres,
incluso en ausencia de hipertrigliceridemia. Un aumento de los TG postprandiales
se asocia a un mayor riesgo de desarrollar un infarto agudo de miocardio (RR 1,4,

1C95% 1,1-1,72).61

Los mecanismos que asocian la LPP y la arteriosclerosis no son
completamente conocidos, pero implican al estrés oxidativo y la inflamacion.6? Los

remanentes de QM procedentes de la dieta pueden atravesar el endotelio vascular,
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donde su acumulo subendotelial favorecera la alteracion de la funcién vascular y la
formacién de la placa de ateroma. Ademas, la LPP favorece el incremento de
citoquinas proinflamatorias (como IL-6, IL-8 o TNF-a) y de especies reactivas de
oxigenos (ROS, marcadores de estrés oxidativo), que actiian perpetuando el dafio

endotelial.>”

No existe un test estandarizado para la evaluacion de la LPP. El método mas
frecuentemente empleado es la sobrecarga oral grasa (SOG), aunque actualmente
no existe consenso acerca de la cantidad o el tipo de grasa a administrar, la
asociacién o no de otros macronutrientes o el tipo de lipoproteinas a medir. Sin
embargo, de acuerdo con la experiencia de otros grupos, consideramos preferible
el uso de un preparado homogéneo exento en hidratos de carbono, evitando el

factor de confusiéon que supone la administracion de otros macronutrientes.52

Nuestro grupo ha estudiado la relacion entre la lipemia postprandial y la RI
en sujetos con hiperlipemias primarias u obesidad abdominal, observando
diferencias significativas respecto a los controles.®3.64 Sin embargo, existen pocos
trabajos que hayan estudiado la relacion entre la lipemia postprandial y la

obesidad morbida.e5-69

3.1 Lipemia postprandial y obesidad mérbida

La dislipemia en la obesidad morbida se caracteriza por la presencia de
hipertrigliceridemia, tanto en ayunas como postprandial, junto a la presencia de
particulas de LDL colesterol pequenas y densas y un descenso del HDL-c. Diversos
estudios han explorado la relacion fisiopatologica entre la lipemia postprandial e
insulinorresistencia en sujetos con obesidad morbida. Tinahones et al observaron
un aumento de los marcadores de estrés oxidativo, mediante una reducciéon
significativa de la actividad de la superdxido dismutasa plasmatica y un aumento
de los indicadores de formacion de malondialdehido, tras una SOG en obesos
morbidos con insulinorresistencia.®® Asi, la hipertrigliceridemia postprandial

induciria disfuncién endotelial a través de un aumento del estrés oxidativo.
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Otro estudio observd una asociacion negativa entre los niveles de estrés
oxidativo y la lactoferrina sérica. La lactoferrina es una glicoproteina de actividad
antiinflamatoria cuyos niveles séricos estan descendidos en sujetos con obesidad.
Tras una SOG en obesos mdrbidos se objetivd que un mayor aumento de los AGL
postprandiales se asociaba inversamente al incremento en las cifras de lactoferrina

circulante; es decir, a mayor incremento de AGL menor lactoferrina sérica.t8

La respuesta de la trigliceridemia postprandial previa a la cirugia bariatrica
ha demostrado ser el mejor predictor de la mejoria en la RI de los pacientes con
obesidad moérbida (R? 0,705). Asi, aquellos obesos con un mayor incremento de TG
tras la sobrecarga (incrementos superiores a 90 mg/dl) presentaron una mayor
mejoria de la RI frente a aquellos con una menor extrusion lipidica (< 30 mg/dL)
(porcentaje de cambio de HOMA-IR a los 6 meses de la intervencion: 68,92% +

15,94% vs 50,48% * 20,56%, respectivamente).6”

Dado el creciente niimero de pacientes con obesidad mérbida es importante
determinar el fenotipo de los pacientes en los que se espera obtener mayor
beneficio tras la cirugia bariatrica, y tal vez la respuesta postprandial podria
ayudarnos a ello. Asi, la lipemia postprandial podria explicar, al menos
parcialmente, la heterogeneidad observada en el riesgo cardiovascular de los

pacientes con obesidad moérbida.
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4. Genética y obesidad

Son muchos los factores que contribuyen al desarrollo de la obesidad,
interaccionando determinantes dietéticos, psicoldgicos, hormonales y genéticos.
En la busqueda de las posibles causas de la obesidad no podemos menospreciar la
influencia genética en esta patologia. A pesar de los intentos por identificar genes
responsables, solo una minoria de los casos son debidos a mutaciones de un tnico
gen (obesidad monogénica), siendo generalmente secundaria a la interaccién entre

distintos genes o entre los genes y el ambiente.

La influencia genética se ha evaluado mediante estudios con obesos
adoptados y gemelos monocigotos con obesidad. El estudio de sujetos adoptados
en la infancia ha demostrado que su peso se correlaciona mejor con el de sus
padres bioldgicos (p < 0,02) que con el de sus familiares adoptivos; apoyando la
importancia de la carga genética.’® Otro estudio que valoré el IMC de gemelos
monocigotos criados juntos o separados en la primera infancia (edad media de
separacion a los 2.8 afios), apoya la importante influencia genética; estimando que

hasta el 50-70% de la varianza del IMC es debido a factores genéticos.”!

Desde hace décadas se intenta localizar a aquellos genes responsables de la
enfermedad. Los estudios de polimorfismos de nucledtido sencillo (SNP) en
estudios de asociacién del genoma completo (GWAS) han permitido identificar
multiples genes con fuertes asociaciones con el rasgo de obesidad (FTO, MC4R,
BDNF, SH2B1, INSIG2, TMEM18, KCTD15, GNPDAZ...). Sin embargo, la contribucién
de cada uno de ellos a la variacion ponderal, a pesar de ser significativa, es limitada
(2 6 3 kg aproximadamente).”273 Claramente algunos genes identificados mediante
GWAS son mas relevantes que otros, como es el caso del gen FTO (fat mass and
obesity-associated proteina) y del gen MC4R (melanocortin 4 receptor); cuyas 2
variantes mas comunes suponen menos del 2% de la variacion del IMC en

adultos.”4

La mayoria de los loci de susceptibilidad genética identificados actiian

incrementando el apetito del individuo a nivel del sistema nervioso central,
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aunque se postula que otros muchos mecanismos también podrian estar
implicados. Se han identificado mas de 500 loci localizados asociados con el rasgo
de obesidad, obesidad abdominal e insulinorresistencia; y este nimero aumenta

con el transcurso de los afios (Figura 5).7°
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Figura 5. Acumulacion de loci asociados con IMC y obesidad. Fuente: “Loos RJF. The

genetics of adiposity. Curr Opin Gene and Development 2018;50:86-95.”

En vista de los resultados obtenidos hasta el momento, cada vez parece mas
claro que las enfermedades comunes, como la obesidad, podrian estar causadas
por polimorfismos de muy variable frecuencia, pudiendo estar implicados tanto los
polimorfismos de frecuencia elevada (frecuencia del alelo menor superior al 5 ¢
10% en la poblacién) como los de frecuencia baja (frecuencia del alelo menor entre
el 0.5 y 5% en la poblacion).”® Estos polimorfismos de baja frecuencia es posible
que no se detecten a través de los GWAS, ajustandose mas a la premisa
“enfermedad comun, variante rara”. En tal caso, el estudio de genes candidatos en
los sujetos en el extremo de la enfermedad (como es el obeso morbido) puede

identificar polimorfismos de frecuencia baja y efecto intermedio.””
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A pesar de ello, dado que los GWAS, los estudios de genes candidatos y los
de vinculos familiares no han podido explicar la creciente incidencia de la
obesidad, parece légico estudiar la relacién entre las posibles modificaciones
epigenéticas y el incremento de susceptibilidad de alteraciones metabdlicas en

estos sujetos.

4.1 Epigenética y metilaciéon del ADN

El término epigenética hace referencia a los distintos procesos que
modifican la expresion génica sin alterar la secuencia de acido desoxirribonucleico
(ADN). Los mecanismos epigenéticos que modifican la estructura de la cromatina
pueden clasificarse en 3 categorias principales: metilacion del ADN, modificacion
de histonas por metilacion, acetilacién o fosforilacion y la regulacion por acido

ribonucleico (ARNs).”8

Aunque las marcas epigenéticas se establecen principalmente durante el
desarrollo fetal; éstas pueden ser modificadas a lo largo de la vida en respuesta a
factores intrinsecos o ambientales (como son la nutricién, los contaminantes o el
ejercicio), permitiendo la adaptacién génica en un menor tiempo y pudiendo tener
efectos importantes sobre la salud. Asi, a pesar de la estabilidad del genoma
humano, éste puede verse modificado de manera reversible por las modificaciones
epigenéticas siendo, algunas de estas marcas, especificas del tipo celular o del

momento del desarrollo.”879

Tanto la infra como la sobrealimentacion durante el embarazo se han
relacionado con el grado de adiposidad y el desarrollo de enfermedades en la edad
adulta. La deprivacion caloérica durante la primera mitad del embarazo se ha
relacionado con un mayor IMC en la edad adulta, existiendo estudios que apoyan la
presencia de metilacion de islas CpGs, que modulan la expresion de genes como los
de IGF2, H19 o IGFZR, con dichos cambios ponderales.8? Estos cambios adaptativos

epigenéticos le permitirian lidiar mejor con una posible hambruna, pero en un
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ambiente de excesos predispone al individuo al desarrollo de DM tipo 2 u

obesidad.

A pesar de la importancia de la carga epigenética durante la gestacidn,
existen periodos posteriores al nacimiento en los que hay una mayor
susceptibilidad a modificar el epigenoma, como es la primera infancia.8! Estudios
del patrén de metilacion del ADN en gemelos monocigotos han demostrado que, a
pesar de ser éste genéticamente similar durante los primeros afios de vida,
posteriormente difiere considerablemente; reforzando el impacto epigenético
adquirido.82 También parece existir la posibilidad de intervenir en la edad adulta.3
Ademas, las alteraciones epigenéticas parecen ser reversibles, lo que ofrece la
oportunidad de controlar los genes afectos mediante la manipulacion de factores

ambientales.

Actualmente se consideran los cambios en la metilacién del ADN como el
principal factor epigenético para la memoria celular. Consiste en la adici6n
covalente de grupos metilo (CH3z) en posicion 5 de las citosinas, produciéndose
mayoritariamente en los dinucle6tidos CpG. Los dinucleétidos son secuencias de
dos bases nitrogenadas adyacentes en la misma hebra de ADN, generalmente en
direccion 5’ a 3’, y representandose mediante la p el enlace fosfodiester que los
une.?* El genoma humano esta altamente metilado, afectando aproximadamente al

80% de las citosinas de los dinucleétidos CpG.8°

Los dinucleotidos CpG son infrecuentes en la mayor parte del genoma. Sin
embargo, su frecuencia es mayor en las islas CpG. Una isla CpG es aquella region
del genoma de tamafio superior a 500 pares de bases (pb) en la que el contenido
de C y G es igual o superior al 55% del mismo y con un promedio de CpG
esperado/observado mayor a 0,6.8¢ Las islas CpG suelen agruparse alrededor de un
promotor (5’ hacia el transcription start site, TSS), aunque estas islas también

pueden localizarse intra o intergénicas.”®

Los procesos epigenéticos alteran la accesibilidad de la maquinaria

transcripcional a un determinado gen, pudiendo asi determinar si este gen esta
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activo o no en una determinada célula y un momento concreto. Dichos cambios
pueden transmitirse durante la mitosis y/o meiosis. Es por esto que el analisis de
la metilacion de genes especificos es el rasgo epigenético mas estudiado.
Historicamente se postulaba que un gen hipermetilado suponia la represién en la
expresion de dicho gen. Sin embargo, esto no es tan sencillo y la expresion variara
segun la localizacion del gen metilado. De forma sintética podria decirse que la
metilacion de las regiones promotoras y activadoras lleva al silenciamiento génico
(inhibe la transcripcién), mientras que la del cuerpo génico estimula Ia

transcripcion.84

La metilacion del ADN esta rigurosamente regulada a través del control en
la expresion de ADN-metiltransferasas (DNMT), enzimas responsables de la
transferencia de grupos metilo a la region CpG, particularmente a través del
control de la metilacion de novo que podria destruir el patréon de metilacion del
ADN. Las distintas isoformas de las DNMT aparentemente realizan funciones
complementarias: DNMT1 mantendria los patrones de metilacion durante la
replicacidon celular mientras que las formas DNMT3a y DNMT3b intervendrian en
la metilacidn de novo. Actualmente se esta investigando en sus funciones y efectos
post-translacionales; tal y como sucede en relacion a la enzimologia de la
demetilacion del ADN.87.88 A pesar de no conocer completamente los mecanismos
que regulan la metilacion y aquellos por los que ésta regula la sintesis proteica,
existen pocas dudas sobre su papel crucial en el desarrollo, diferenciacion y

viabilidad celular.

Existen varios métodos para el estudio de los patrones epigenéticos y su
asociacion con enfermedades como la obesidad, como son el estudio de asociacion
del epigenoma completo con los microarrays de metilaciéon (EWAS) o el estudio de
metilacion del ADN locus-especificos mediante secuenciaciéon (NGS). Nosotros

emplearemos este ultimo enfoque para el estudio de distintas regiones génicas.

NGS es una técnica de secuenciacion de fragmentos individuales de ADN.
Para poder conocer el estado de metilacion del genoma las muestras deben ser

procesadas previamente. Existen tres métodos principales para conocer el estado
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de metilacién: la digestiéon del ADN con enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion de las citosinas, métodos basados en el enriquecimiento de fragmentos
de ADN metilado por afinidad (anticuerpos) y métodos quimicos de conversion
(que incluyen el tratamiento del ADN con bisulfito). En nuestro caso se optd por el
tratamiento con bisulfito sddico que convierte las citosinas no metiladas en timina
mediante una reacciéon de desaminacion, sin modificar las citosinas metiladas.
Posteriormente se procede a la secuenciacion del ADN, pudiendo cuantificar e
identificar las bases metiladas y localizar las regiones diferencialmente metiladas,
regiones relativamente hipermetiladas en un tipo celular e hipometiladas en otro.
La NGS es una técnica robusta, rapida, econémica y ampliamente disponible, con

posibles aplicaciones en el ambito clinico.8582

4.2 Metilacién del ADN y obesidad

En los ultimos afios se han realizado amplios estudios poblacionales que
han relacionado modificaciones en la metilacién del ADN con aumentos en el IMC
mediante las técnicas de EWAS. Entre ellos destaca el estudio realizado en las
cohortes del Framingham Heart Study y Lothian Birth Cohorts, en el que se

identificaron 83 regiones CpGs diferentemente metiladas asociadas al IMC.?0

Estudios poblacionales europeos mediante EWAS han detectado un
aumento de la metilacion del gen HIF3A (subunidad alfa del factor 3 inducible por
hipoxia) en linfomonocitos séricos y adipocitos, lo que refuerza su importancia
bioldgica.®! E1 HIF3A es un componente del factor inducible por hipoxia que regula
una gran variedad de respuestas celulares y fisiologicas, e interviene en la
regulacion del metabolismo y el gasto energético. Sin embargo, estudios
posteriores no han podido establecer una relacion causal entre ambos, por lo que
los cambios epigenéticos a dicho nivel probablemente sean secundarios a la misma

obesidad o a factores de confusion no identificados.

Asi mismo, parece existir una interaccion entre la predisposicidon genética

para la obesidad y los habitos alimentarios del individuo. Tal y como se ha
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comentado previamente, un aporte calérico deficiente o excesivo durante la
gestacion se ha relacionado con el grado de adiposidad y el desarrollo de
enfermedades metabdlicas. Asi, aquellos nacidos durante la epidemia de obesidad
infantil presentan un aumento en la varianza genética del IMC. La heredabilidad
del IMC entre 1951 y 1983 aumenté del 75% al 78,8%, sugiriendo que un
ambiente obesogénico incrementa la influencia de los genes relacionados con la

adiposidad.8?

La mayoria de enzimas relacionadas con las modificaciones epigenéticas
requieren nutrientes o sus metabolitos como sustratos o cofactores y, por tanto, la
composicion de la dieta es de interés para la investigacion actual, ya que
adaptandola podriamos modificar nuestro epigenoma. Estudios animales han
demostrado que una dieta rica en grasas saturadas se asocia a la hipermetilacion
del promotor de la leptina y descenso de sus niveles séricos, asi como a cambios
epigenéticos en el receptor mu opioide (OPRMI1) con modificaciones en el

comportamiento respecto a la comida.??

Otro enfoque es el estudio de la metilacion global del genoma en lugar del
estudio de zonas determinadas. La metilacion global del genoma hace referencia al
nivel general de metilcitosina en el genoma, expresado como el porcentaje de 5-
metilcitosina respecto a la citosina total. Un nivel bajo de metilacion global se
asocia con inestabilidad cromosomica y un aumento en la tasa de mutaciones.
Estudios previos han intentado relacionar la presencia de hiper o hipometilacion
global con la obesidad, pero sus resultados son inconsistentes (probablemente al
no haber corregido por todos los posibles factores de confusion existentes).”® Un
estudio coreano realizado en 244 mujeres hall6 una distribucién en U en los
niveles de metilacion, con una menor metilaciéon global en sujetos con infra y
sobrepeso, tras corregir por edad, tabaquismo o consumo de alcohol. La curva en U
en el patron de metilacion concuerda con la relacién existente entre IMC y

mortalidad.?3
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4.3 Metilacion del ADN e insulinorresistencia, lipemia postprandial y

grasa subcutanea o visceral

Al plantearnos el estudio del epigenoma en obesos con mayor o menor
resistencia a la insulina y su posible relacién con la lipemia postprandial, es
importante conocer los estudios previos existentes; asi como aquellos que analizan
los cambios en la metilacion del ADN en los distintos tejidos implicados

(linfomonocitos, adipocitos, hepatocitos o células musculares).

El tejido adiposo subcutaneo y visceral difieren en sus caracteristicas
celulares, propiedades y riesgo metabdlico. Sin embargo, las bases moleculares y
genéticas que justifican estas discrepancias son poco conocidas. Estudios previos
en humanos han observado diferencias en la expresion génica entre los depositos
adiposos subcutaneos y viscerales, principalmente en un conjunto de factores de
transcripcion de los genes homeoticos o homeobox (HOXC9, HOXC10, HOXA9,
HOXA10, HOXC6, HOXB7 y PAX3).%%

Estudios recientes sugieren cambios en la regulacion génica a nivel tisular
(grasa subcutanea o visceral, tejido hepatico y sangre) por factores epigenéticos en
funcion de la presencia o no de diabetes. Se han identificado sitios CpG
diferentemente metilados (CDMs) en los 4 tejidos, pero en una mayor proporcion
en la grasa visceral (340 CDMs) y en el tejido hepatico (185 CDMs).%5 Algunos de
los sitios CpGs distintamente metilados identificados tienen que ver con genes
conocidos por presentar un patrén de metilacion alterado en sujetos con diabetes
mellitus tipo 2, como son ADIPOQ, IRS1 o LEP en la grasa subcutanea y KCNQ1 en la
visceral; y otros con genes que intervienen en vias metabdlicas, como LCAT y

FOXAZ en grasa visceral y PON1y FGFZ21 en el tejido hepatico.

Al revisar la bibliografia disponible sobre los cambios en la metilacion y el
grado de RI (insulina basal y HOMA-IR), destaca un estudio en poblaciéon no
diabética en el que se hallaron diferencias en el gen ABCG1 (cg06500161). Este gen
esta implicado en el transporte de colesterol y fosfolipidos en los macréfagos.”® A

pesar de la importancia de este hallazgo, este estudio sélo evalud el estado de
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metilacion de los linfocitos, sin estudiar los posibles cambios en otros tejidos

metabolicamente implicados, como son los adipocitos o los hepatocitos.

En cuanto a la posible relacion entre la LPP y los cambios en el epigenoma,
los estudios existentes son escasos. Se han identificado 8 DMRs asociadas con la
respuesta postprandial de TG. Estas DMRs se localizan en 5 genes: 4 posiciones de
metilacion en CPT1A (cg00574958, cg09737197, cg17058475, cg01082498) que
codifica la enzima que convierte acil-coenzima A en acilcarnitina para la oxidacion
de AGL, otra en APOA5 (cg12556569) cuya hipermetilaciéon se asocia una baja
expresion del gen y menores niveles de apolipoproteina A5, otra en ABCG1
(cg06500161) con un papel clave en la formacion de HDL-c, otra en el locus
SREBF1/miR33B (cg11024682) que codifica un factor de transcripcién que regula
la sintesis de esteroles y la ultima (cg16464007) que probablemente regula otros
genes a distancia y es responsable del 3% de la variabilidad fenotipica. Sin
embargo, al corregir estas asociaciones por la trigliceridemia en ayunas, éstas
desaparecen; lo que resalta la importancia tanto de los TG basales como de la LPP

en dichas marcas epigenéticas.®”

En relacion a lo descrito previamente podemos plantearnos algunas
cuestiones interesantes: ;Existe por tanto una asociacion entre la metilacion
génica y la presencia de RI en la obesidad? En tal caso, ;La modulacién en la
expresion de dichos genes repercute sobre las vias metabdlicas?, ;Existe una
relacidon entre los cambios epigenéticos y la lipemia postprandial? o ;Estan los

cambios epigenéticos desencadenados por estimulos metabolicos reversibles?

Por todo lo descrito, la metilacion de las CpGs tiene gran potencial como
biomarcador de riesgo de enfermedad, de progresion de enfermedad o como
respuesta a un tratamiento. Dado que mecanismos tejido-especificos parecen
intervenir en el desarrollo de la obesidad y que las marcas epigenéticas son
dinamicas y especificas del tipo celular, el estudio del patréon de metilacidon en cada

uno de ellos podria ayudarnos a conocer su fisiopatologia.
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Asi, pensamos que aquellos obesos que precozmente tengan RI deben
presentar modificaciones del metiloma que sobreexpresen o repriman genes,
grupos de genes o vias de sefializacién relacionadas con la RI y el posible
desarrollo de diabetes mellitus que no estaran presentes en los obesos con menor
grado de RI. Por lo tanto, poder cuantificar la metilacion del genoma en tejidos no
invasivos, como la sangre, podria ser de utilidad diagndstica en enfermedades

como la DM tipo 2 u obesidad.
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[1. Hipotesis y objetivos
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Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el
mundo y suponen un importante gasto socio-sanitario. La arteriosclerosis es la
enfermedad subyacente en la mayoria de las enfermedades cardiovasculares. El
riesgo de desarrollar arteriosclerosis, y las complicaciones derivadas de ella, no es
uniforme en toda la poblacién y depende de multiples factores. La obesidad,
caracterizada por un aumento de la grasa corporal, es uno de los factores
conocidos de riesgo cardiovascular. Los pacientes con obesidad presentan también
un aumento del riesgo de desarrollar alteraciones metabdlicas, como es la diabetes
mellitus tipo 2. Dentro de la obesidad destaca, por su elevado riesgo

cardiovascular, la obesidad mérbida.

La incapacidad actual para prevenir o revertir el desarrollo de la obesidad
nos obliga a buscar estrategias alternativas para identificar a aquellos sujetos con
un mayor riesgo de desarrollar complicaciones cardiometabdlicas, y asi tratar de
contener una segunda oleada de complicaciones cardiovasculares. La
heterogeneidad existente parece no poder explicarse por los factores de riesgo
“tradicionales o clasicos” conocidos. La lipemia postprandial, referida como el
acumulo en plasma de lipoproteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones, VLDL y
sus remanentes) hasta 6 a 10 horas tras una comida grasa, podria explicar

parcialmente dicha heterogeneidad.

Sin embargo, son muchos los factores que contribuyen al desarrollo de la
obesidad. Debido a su creciente prevalencia, creemos importante el estudio de los
cambios epigenéticos, marcadores de la interaccion entre distintos genes o entre
los genes y el ambiente. Aunque las marcas epigenéticas se establecen
principalmente durante el desarrollo fetal; éstas pueden ser modificadas a lo largo
de la vida en respuesta a factores intrinsecos o ambientales (como son la nutricion,
los contaminantes o el ejercicio), permitiendo la adaptacion génica en un menor

tiempo y pudiendo tener efectos importantes sobre la salud.

El estudio y analisis del patrén de metilacion del ADN de los adipocitos

subcutaneos y omentales, células implicadas en el desarrollo y mantenimiento de
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la resistencia a la insulina, puede ayudar a conocer los marcadores epigenéticos de

la insulinorresistencia.

Los estudios previos sobre LPP, marcadores epigenéticos y obesidad
morbida son todavia incompletos, lo que justifica llevar a cabo nuevos estudios.
Pensamos que la obesidad moérbida con Rl y alteracion de la LPP es un importante
factor de riesgo cardiovascular, ain en ausencia de hipertrigliceridemia en ayunas.
Una excesiva respuesta lipémica postprandial podria constituir un factor de riesgo
cardiovascular encubierto y explicar parcialmente la variabilidad en la incidencia y
prevalencia de la enfermedad cardiovascular en esta poblacidén. El grado de Rl y la
LPP podrian relacionarse con un distinto patron de metilacion en los adipocitos; lo
que nos permitiria conocer genes que identifiquen biomarcadores precoces de

riesgo cardiovascular y posibles nuevas dianas terapéuticas.

En este sentido, nuestra hipotesis de trabajo es:

En el sujeto con obesidad moérbida debe existir un diferente patréon de
metilacion en las células implicadas en la resistencia a la insulina (adipocitos
subcutaneos y omentales) relacionado con el grado de RI y la respuesta lipidica
postprandial tras la SOG. Este diferente patron de metilacion permitiria conocer
genes reprimidos o sobreexpresados que identifiquen biomarcadores de Rl y de

las alteraciones metabdlicas asociadas con ellas.
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Los objetivos de nuestro estudio son:

Objetivo general:
Conocer la relacién entre Rl y la respuesta lipidica en la SOG con el patrén
de metilacion del ADN en adipocitos omentales y subcutaneos obtenidos durante

el bypass gastroyeyunal de sujetos con obesidad morbida.

Objetivos especificos:

1. Conocer antes de la cirugia para el tratamiento de la obesidad, como
responden durante la SOG sujetos con obesidad morbida segun el grado de
RI

2. Determinar en los obesos mdrbidos la relacion entre el patrén de metilacion
del ADN de adipocitos, omentales y subcutaneos, con el grado de RI basal
medida por HOMA-IR

3. Conocer si los marcadores epigenéticos (diferente patréon de metilacion)

encontrados se asocian con una diferente respuesta lipidica durante la SOG
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[1I. Sujetos y métodos
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Este proyecto de tesis doctoral se concibié como un estudio transversal con
el objetivo de conocer la respuesta postprandial en obesos mdérbidos segun el
grado de RI, asi como validar los resultados obtenidos en el estudio previo de

nuestro grupo mediante EWAS en una muestra de pacientes obesos no diabéticos.

El estudio buscaba analizar la asociaciéon entre distintas variables
relacionadas con la R, incluyendo la LPP como marcador precoz de la misma, y
regiones distintamente metiladas seleccionadas a partir de los resultados
obtenidos en el EWAS ya indicado, en linfomonocitos y adipocitos subcutaneos y

viscerales. (Figura 6) (ver “4. Analisis del patrén de metilacion del ADN")

EWAS previo

Seleccién de 11 regiones diferentemente
metiladas (RDM) entre DM y no DM

[ Poblacién obesos con sobrecarga ]

| J

\/

Subpoblacién obesos basal

Seleccién y clasificacion de obesos mérbidos (n=20)
|
V \’
Parametros antropométricos, analiticos Pardmetros antropométricos y analiticos
basales y sobrecarga oral grasa basales (sin SOG)

Intervencién (bypass gastroduodenal)
Obtencion de material bioldgico (adipocitos subcutdneos y omentales)

A
Estudio del patrén de metilaciéon en 11 RDMs por NGS

en linfomonocitos y adipocitos subcutaneos y omentales

Figura 6. Esquema del estudio
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1. Sujetos

Se estudiaron a sujetos con obesidad moérbida incluidos en el programa de

cirugia bariatrica del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico

Universitario de Valencia. La seleccion de pacientes se realizd por muestreo

consecutivo.

Criterios de inclusion:

* Edad: 18 a 65 afios

* Ambos sexos

* Obesidad clase Il o moérbida (IMC = 40 kg/m?) o clase II con
comorbilidades asociadas (IMC entre 35 y 39,9 kg/m?2)

Criterios de exclusion:

56

Diabetes mellitus tipo 2

Insuficiencia renal (CICr < 30 ml/min/m?)

Insuficiencia cardiaca (NYHA = II)

Insuficiencia respiratoria (necesidad de oxigenoterapia)

Hepatopatia: Elevacion de transaminasas superior al doble del limite de
normalidad, hepatopatia crénica, insuficiencia hepatica o cirrosis hepatica
Enfermedad cardiovascular arteriosclerdtica (infarto agudo de miocardio,
angioplastia transluminal, by-pass aorto-coronario, angor pectoris con test
de esfuerzo positivo, accidente cerebrovascular o claudicacion intermitente
en los ultimos 10 afios)

Enfermedad neoplasica

TSH > 10 mU/mL

Ingesta de alcohol >30 g/dia

Fumador activo, independientemente del numero de cigarrillos/dia, o
exfumador desde hace menos de 6 meses

Cualquier proceso infeccioso, inflamatorio o alérgico sufrido que acontezca

en el momento del estudio o durante las seis semanas previas al mismo



2. Métodos

Tras comprobar la idoneidad de los sujetos seleccionados, en base a los criterios de
inclusion y exclusién mencionados, y la firma del consentimiento informado, se
recogieron los siguientes datos en situacion basal, una semana antes de la

intervencion quirargica:

* Parametros clinicos: Se realiz6 una anamnesis detallada con especial énfasis
en:

- Edad y sexo

— Consumo de alcohol (gramos/dia)

- Registro del habito tabaquico expresado como numero de cigarrillos/dia.
En caso de ser exfumador se registro el n? de cigarrillo/dia fumados
previamente, la dosis acumulada en paquetes/afio y el tiempo desde que se
abandond el habito (en afios).

- Ejercicio fisico realizado habitualmente, registrado en minutos/semana

- Farmacos de uso habitual u ocasional que coincidiesen con el periodo de
estudio

— Antecedentes médico-quirurgicos de interés tanto personales como
familiares, incluyendo los afios de evolucion de la obesidad y presencia de
eventos cardiovasculares hasta la fecha de inclusiéon

- Procesos de tipo inflamatorio, infeccioso o alérgicos padecidos

— Determinacién de la presion arterial (PA) sistdlica y diastolica, utilizando el

valor medio de 3 mediciones separadas entre si 5 minutos

* Parametros antropométricos:
- Peso en kilogramos (kg)
- Talla en metros (m)
— Indice de masa corporal en kg/m?
- Perimetro de la cintura, determinado en el punto medio entre el borde
costal inferior y la cresta iliaca anterosuperior. La medida se obtiene con
una cinta métrica graduada en centimetros, estando el sujeto en

bipedestacién y los brazos en posicién anatomica. %8

o7



58

Parametros bioquimicos

Hemograma y bioquimica estandar
Estudio del metabolismo lipidico, tras 12 horas de ayuno, con
determinaciones de colesterol total (CT), HDL-c, LDL-c, TG, AGL y
apolipoproteinas A y B (apoA y apoB). El procesado de las muestras se
realiz6 en el Laboratorio de Endocrinologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia, excepto por los AGL que se procesaron en un
laboratorio externo. Los coeficientes de variacion para lipidos y
lipoproteinas fueron < 5%.
o CTy TG mediante un método enzimatico colorimétrico
o HDL-c mediante un método enzimatico colorimétrico tras
precipitacion de las lipoproteinas que contienen apoB con polianoles
o LDL-c en mg/dl calculado empleando la férmula de Friedewald. %°
LDL-c= CT - [HDL-c + (TG/5)]
En los casos con hipertrigliceridemia (TG > 400) se empleo la
determinacion del colesterol no-HDL. 100
o Apolipoproteinas By Al se determinaron por inmunoturbimetria
o Acidos grasos libres
Metabolismo hidrocarbonado:
o Glucosa, por el método de la glucosa oxidada
o Determinacion de insulina basal mediante ensayo de
inmunoabsorcidén ligado a enzimas (ELISA)
o Calculo del indice de HOMA: Este indice es considerado un marcador
indirecto de insulinorresistencia. 101

HOMA-IR = insulina (pU/ml) * [glucosa (mmol/1)/22,5]

Datos genéticos (ver punto 4. Analisis del patron de metilaciéon del ADN)

ADN de las muestras de tejido adiposo (subcutaneo y omental) obtenidos
durante la cirugia bariatrica
ADN de linfomonocitos de sangre periférica extraidos antes de iniciar la

sobrecarga oral grasa (a las 0 horas)



3. Diseno del estudio

Una vez explicado el estudio, sus objetivos y habiendo firmado el sujeto el
consentimiento, se determinaron los parametros clinico-biolégicos previamente

comentados (ver apartado anterior).

Durante las 3 semanas anteriores a la extraccion sanguinea los sujetos
mantuvieron una dieta de muy bajo contenido caldrico (Optifast®), con un
contenido diario de 624 kcal repartido en 52,5g de proteinas, 67,5g de
carbohidratos y 13,5g de grasas (de los cuales 5,4g son saturadas, 3,9¢ MUFA y
4,5g PUFA). Ademas, se les recomendaba beber liquidos acaléricos (exceptuando
café y té). Dicha dieta se mantenia una semana mas después de la extraccion
sanguinea, hasta el momento de la cirugia bariatrica. Se obtenian datos clinicos y

antropomeétricos en dicho momento.

La extraccion basal se realizo en la Unidad de Pruebas Funcionales de
nuestro servicio, tras 12 horas de ayuno. Posteriormente, todos los sujetos se
sometieron a una sobrecarga oral grasa estandarizada mediante la ingesta de un
modulo nutricional lipidico de triglicéridos de cadena larga en forma de emulsion
(Supracal®, SHS International, Liverpool, UK). La composiciéon de este preparado

comercial se recoge en la Tabla 3.

La SOG se realizé6 durante 8 horas, tomando muestras cada 2 horas
(obteniendo un total de 5 muestras por sujeto estudiado). La dosis ingerida fue de
60 g del preparado comercial lipidico, tal y como han realizado otros grupos de
investigacion,®® ya que al tratarse de sujetos con obesidad moérbida la dosis
habitual, calculada por m? de superficie corporal, resulta excesiva. La dosis de 125
ml contiene 60g de grasa, de las cuales 12g son saturadas, 35,35g son

monoinsaturadas y 12,75g son poliinsaturadas.

59



Tabla 3. Composicién médulo nutricional lipidico en emulsién (Supracal®)

Informacién nutricional Por 100 ml Acidos grasos g por 100g de acidos grasos
Valor energético k] (kcal) 1850 (450) Laurico (C12) <1
Grasas g de los cuales: 50 Miristico (C14) <1
- Saturadas g 5,3 Palmitico (C16) 10
- Monoinsaturadas g 30,4 Estearico (C18) 3
- Poliinsaturadas g 14,3 Oleico (C18:1) 58
%LCT 100 Linoleico (C18:2) 20
Hidratos de carbono g 0,1 a-linoleico (C18:3) <1
de los cuales aziicares g 0 Araquidénico (C20) 1
Proteinas g 0 Eicosanoico (€20:1) 1
Fibrag 0 Behénico (C22) 3
Salg 0,02 Lignocérico (C24) 1
Minerales y elementos traza g
- Na mg (mmol) 7 (0,3)
- K mg (mmol) 0,1 (0,0)
Osmolaridad 0 mOsm/L

Tras la ingesta del preparado y durante toda la SOG, los sujetos
permanecieron sentados o en dectbito supino, y so6lo se les permitio la ingesta de
agua mineral. Se realizaron extracciones sanguineas a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la
SOG para la determinacion de los parametros bioquimicos y genéticos sefialados
anteriormente. (Tabla 4) Las muestras plasmaticas obtenidas eran centrifugadas e

inmediatamente congeladas a -802C hasta su analisis.

Tabla 4. Determinacién de parametros basales y postprandiales durante el estudio

-3sem Basal 2horas 4 horas 6horas 8horas

Datos clinicos X
Antropometria X
Bioquimica

Glucosa, insulina
Hemograma

Perfil lipidico

AGL

XMoo ) X
X< K X
X< K X
T T T

Células

XX X X X X X X

Extraccion ADN
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4. Analisis del patron de metilacion del ADN

Ademas de las determinaciones clinicas y analiticas, en estos sujetos se ha
estudiado el patron de metilacién del ADN de linfomonocitos extraidos antes de
iniciar la SOG y del ADN de muestras de tejido adiposo, tanto subcutaneo como
omental, obtenidos durante la intervencidon del bypass gastroyeyunal realizado

una semana después de la SOG. (ver Figura 6)

Para nuestro trabajo partiamos de un estudio previo sobre el patrén de
metilacion realizado en una muestra de pacientes diabéticos y no diabéticos con
obesidad morbida en mas de 485.000 citosinas distribuidas a lo largo del genoma
mediante el sistema Infinium HumanMethylation450K Array (Illumina) y el lector
HiScan-SQ (Illumina) (datos pendientes de publicacion). De este estudio se
seleccionaron las 11 DMRs que presentaban diferencias significativas en el
porcentaje de metilacion entre diabéticos y no diabéticos (deltabeta superior al
10%) y se asociaban a la presencia de DM tipo 2. (Tabla 5) Es en estas regiones
génicas donde nosotros hemos estudiado el patrén de metilaciéon en distintos
tejidos (linfomonocitos, grasa subcutanea y grasa visceral) en obesos morbidos no

diabéticos con mayor o menor grado de RI.

Tabla 5. Seleccion de 11 regiones diferentemente metiladas con mayor asociacién con DM

tipo 2
CpG Cr Gen Par de bases Deltaf (%) | P valor
cg14530382 19 SH2D3A 6753525 -12,07 0,0232
cg07064495 18 29304111 -10,05 0,0025
cg19533582 | 2 ASAP2 9463422 -10,05 0,0160
cg07249765 |7 SDK1 4244643 -10,04 0,3805
cg26354017 |1 PM20D1 205819088 -10,88 0,2579
cgl14341177 |9 BICD2 95475787 -10,64 0,1819
cg08441918 | 19 TUBB4 6495210 10,07 0,0103
cg04245305 |3 195940754 -11,09 0,2170
cg08354527 |1 229252042 14,37 0,0087
€g22730047 |1 161410551 10,00 0,2520
cg22504140 |1 176318588 12,93 0,1440
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4.1 Extraccion del ADN

Las muestras de tejido adiposo fueron analizadas mediante el
procedimiento estandar de anatomia patologica para este tejido. Los adipocitos se
extrajeron y purificaron a partir de unos 100 mg de tejido, mediante tratamiento
con colagenasa del tejido adiposo y posteriores centrifugaciones de baja intensidad
10z E1 ADN de los adipocitos se extrajo utilizando la tecnologia Maxwell de
Promega para tejido embebido en parafina (Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA

Purification Kit) siguiendo las instrucciones del proveedor.

El ADN de las células sanguineas se extrajo utilizando la tecnologia Maxwell
de Promega (Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit). Se tomaron 300 ul de sangre y se
incubd, siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial, con 30 ul de
proteinasa K y 300 ul de tampdn de lisis durante veinte minutos a 56°C.
Posteriormente se introdujo en el reservorio del cartucho de reactivos y se llevo a
cabo la purificacion mediante particulas paramagnéticas de silice revestido, lo cual

proporciond una fase sélida movil que optimizé la captura, el lavado y la elucién

del ADN.

Tras extraer el ADN genomico de cada una de las muestras, se procedio a su
cuantificacion mediante fluorescencia emitida en el espectrofluorimetro GLOMAX
Multi+ Detection System (Promega), ya que la concentracion minima necesaria

para el siguiente paso era de 12.5 ng/ul.

4.2 Diseilo de primers

Los primers son fragmentos de ADN de cadena sencilla y entre 18 y 30
nucleédtidos habitualmente, que son utilizados en la reaccion en cadena de la

polimerasa (RCP) para amplificar regiones de interés al delimitar dichas regiones.

Se habia identificado previamente la secuencia de referencia en torno al

sitio de metilacion de interés del estudio previo en obesos morbidos diabéticos y
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no diabéticos. El disefio de los primers se realizo empleando la herramienta web
PRIMER 3, considerando un tamafio entre 18 y 35 bases, un tamafio de producto
de PCR o amplicon entre 80 y 200 pb y Temperatura de Melting de entre 55 y 582C.
Para poder aplicar posteriormente la técnica de secuenciacion fue necesario incluir
en la secuencia del primer especifico las colas adaptadoras de Nextera (Illumina

Inc.).

Cola primer 5’
5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG3’ (33pb)
Cola primer 3’

5’'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG3’ (34pb)

4.3 Conversion con bisulfito

Para el estudio del estado de metilacion fue necesario tratar el ADN y asi
poder diferenciar entre las citosinas metiladas y las no metiladas. Para ello se
empleo el tratamiento quimico mediante bisulfito sddico, utilizando los kits EZ-96
DNA Methylation Gold Kit de la casa comercial Zymo Research, siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Mediante esta técnica las citosinas no metiladas
se convierten en uracilo que actian como timinas en la RCP, mientras que las
citosinas metiladas permanecen inalteradas. De esta forma podemos conocer el
estado de metilacion en las posiciones de interés en nuestro estudio, al emplear las

muestras tratadas con bisulfito para la secuenciacion de nueva generacion.

4.4 Generacion de las librerias

La preparacién de las librerias consiste en una serie de amplificaciones en
las cuales vamos, en primer lugar, a enriquecer nuestra muestra con las regiones
de interés mediante una reacciéon en multiplex y, posteriormente, identificar de

forma inequivoca cada muestra con una secuencia de 8 nucleétidos. Esta secuencia
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de 8 nucleotidos recibe el nombre de barcode y es especifica de cada una de las
muestras, la cual nos permitira asignar a cada una de las muestras su
correspondiente secuencia generada por el secuenciador en el analisis

bioinformatico. (Ver Figura 7)

A continuacién, se comprobd el resultado de la amplificacion mediante
electroforesis capilar y se generd un pool con todas las muestras, asumiendo la

misma eficacia para todas ellas.

ADN N Primer [N Adaptador Nextera

A OV W e W Adspador Nester B ooreoe Adaptador de secuenciacién I

<

C D

Figura 7. Esquema del proceso de secuenciacion con MiSeq de Illumina. A) Reacciéon
para generacion de librerias; B) Incorporacion de barcodes; C) Generacién de clusters,

anclaje y amplificacién en puente; D) Proceso de secuenciacion por sintesis.

4.5 Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

La secuenciacion se realizé empleando el secuenciador de nueva generacion
MiSeq de Illumina, donde se afiaden los reactivos al pool de muestras de las
librerias. Ahi se produce la amplificacion clonal o generacion de clusters, que
consiste en la unién de la secuencia adaptadora de secuenciacion a su

complementaria, anclada covalentemente a la superficie de las celdas de flujo
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(flow-cell) y su posterior amplificacion empleando la conformaciéon de puente

tipica de [llumina.

Tras la generacion de clusters comienza la secuenciacidon por sintesis que
emplea como primer de secuenciacion un primer que se une al adaptador
empleado en la amplificacion. Asi, mediante ciclos de incorporacion de nucle6tidos
modificados con grupos fluorescentes y terminadores reversibles, se captura la
fluorescencia emitida y posteriormente se elimina el grupo fluorescente y

terminador. Este ciclo se repite hasta obtener el tamafio deseado.

La secuenciacién realizada fue de tipo pair end, con lecturas del ADN desde
ambos extremos de los amplicones, y en forward. Primero se secuencia el barcode
de la hebra complementaria y luego las bases del inserto, de modo que nuestros
amplicones estan correctamente identificados y secuenciados en ambas

direcciones.

4.6 Analisis bioinformatico

Se realiz6 utilizando el propio software de MiSeq. El primer paso es generar
dos ficheros de texto .fastq por muestra, identificados gracias al barcode, y que
poseen una cabecera donde se identifica la secuencia, la lectura de la secuencia, el

signo + que indica el fin de la misma, y los caracteres que hacen referencia a la

calidad.

@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+

(9 +)) % %% ++) (% %% %). 1%F*-+*") )**55CCF>>>>>>CCCCCCCH5

Figura 8. Archivo .fastq
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Tras comprobar la calidad del archivo y eliminar las bases de mala calidad
de los extremos, proceso de trimming, se obtiene un archivo .fastq modificado.
Sobre este archivo se realiza el mapeo, que consiste en localizar cada lectura en el
genoma de referencia, en nuestro caso con las 11 posiciones de interés elegidas de
los chips de metilacion. En este paso es importante considerar la cobertura, es
decir, cuantificar el nimero de lecturas que se han cubierto de cada amplicén, ya

que a mayor numero de lecturas mayor fiabilidad.

A continuacidn, se comprobd que se hubieran alineado las lecturas respecto
a la referencia, comparando cada posicion y si coincidia cada posicion o no, es el
llamado de variantes. Finalmente, se procedi6 al calculo del porcentaje de
metilacion. Para ello se calcul6 el nimero de lecturas para cada uno de los alelos
asignados y su porcentaje respecto al total, y asi obtener el porcentaje de

metilacion para cada muestra y sitio estudiado.

5. Analisis estadistico

Al tratarse de un estudio piloto, no se realizé una estimacion del tamafo
muestral. En el estudio sobre lipemia postprandial (SOG) se incluyeron 38 sujetos,
19 obesos con menor RI y 19 con mayor RI. La inclusién de casos se realizd de
manera consecutiva. Posteriormente, para el estudio epigenético de las muestras

tisulares se amplio el tamafio muestral a 58 pacientes.

El estudio estadistico se realizé con el programa informatizado Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) software (version 24.0, IBM, Chicago, IL, USA).
Las variables cuantitativas de distribucion normal han sido expresadas como
media y desviacion estandar, y las de distribuciéon no normal como mediana y
rango intercuartilico. Las variables cualitativas se presentaron como porcentajes o
numero total. Dado el tamafio muestral, se utilizaron pruebas no paramétricas:
para la comparacion de medias el test de Mann-Whitney o de Kruskal-Wallis para

variables independientes o el test de Wilcoxon para variables apareadas. El grado
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de relacion entre dos variables cuantitativas se determind con el coeficiente de

correlacién de Spearman.

Las posibles diferencias en la metilacién entre los distintos grupos de
individuos en los diferentes tejidos estudiados se analizaron mediante un ANOVA
de un factor tras realizar la conversion logaritmica de la variable de estudio en
caso necesario. Se realizaron comparaciones multiples para identificar las

diferencias entre grupos (Bonferroni con un p valor < 0,05).
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[V. Resultados
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Los resultados del estudio se presentan en funcién de los trabajos
realizados. En primer lugar, se muestran los resultados de la asociacion de la LPP
segun el grado de R, seguidos de los resultados del patron de metilacion mediante
NGS en los distintos tejidos y su relacion con las variables antropométricas y
bioquimicas basales. Finalmente se exponen los marcadores epigenéticos y su

relacién con la respuesta postprandial.

1. Comparacion de los parametros analizados en ayunas

En las tablas y figuras que se exponen a continuacion comparamos las
caracteristicas generales, antropométricas y bioquimicas, de los obesos moérbidos

con menor o mayor grado de RI (p50 HOMA-IR 3,34).

1.1 Caracteristicas generales

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas generales del grupo completo,
asi como para los subgrupos de pacientes segun el grado de RI basal (mayor o
menor al percentil 50 HOMA-IR: 3,34). Se observan diferencias estadisticamente
significativas en el peso e IMC. Al analizar las diferencias por género, encontramos
diferencias en el perimetro de la cintura (140,9 + 9,9cm en hombres vs 125,3 *
13,3cm en mujeres, p 0,001) y en el peso, pero no en el IMC (46,2 + 3,5 kg/m? en
hombres vs 46,5 * 6,2 kg/m? en mujeres, p 0,834).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

Grupo completo Menor RI Mayor RI
(n=138) (n=19) (n=19)

Edad (afios) 45,2 +10,5 48,5+ 11,3 41,9 + 8,6
Sexo hombre/mujer (n) 16/22 8/11 8/11
Peso (kg) 135,7 + 22,1 1199+19,6 1395+169*
IMC (kg/m2) 48,5+5,3 43,6 +4,7 49,1 + 4,2 **
Perimetro de cintura (cm) 138,8 + 14,7 126,7 £+ 15,6 136,4 +11,2
Presion arterial sistélica (mmHg) 146,0 £ 20,8 144,7 + 23,7 147,6 +17,6
Presion arterial diastélica (mmHg) 92,3+10,9 90,8 +10,8 94,0+ 11,0

Los datos se expresan como media + desviacién estandar. * p<0,05 ** p<0,001
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Al analizar las diferencias segun si eran obesos metabdlicamente sanos o
no, vemos que aquellos sujetos sin alteraciones metabdlicas presentan una mayor

edad con menor peso, IMC y presion arterial sistolica.

Tabla 7 Caracteristicas clinicas de la poblacidn de estudio en funcidn del fenotipo corporal

Grupo completo OMS OMNoS
(n=38) (n=22) (n=16)

Edad (afios) 45,2+10,5 48,8+ 10,8 40,3+7,9*
Sexo hombre/mujer (n) 16/22 10/12 6/10
Peso (kg) 135,7 + 22,1 121,7+ 18,8 140,7 £ 18,1 *
IMC (kg/m2) 48,5+5,3 441+4,1 49,5 + 4,9 **
Cintura (cm) 138,8 + 14,7 129,3 + 14,8 135,0 £ 13,0
Presion arterial sistélica (mmHg) 146,0 + 20,8 138,6 + 14,5 158,1 + 24,3 *
Presion arterial diastélica (mmHg) 92,3+10,9 89,3+9,9 97,1+11,0

Los datos se expresan como media + desviacion estandar * p<0,05 ** p<0,001.

OMS: Obeso metabdlicamente sano; OMNoS: Obeso metabdlicamente no-sano

1.2 Datos bioquimicos en ayunas

En la Tabla 8 se muestran los principales resultados bioquimicos en ayunas
del grupo completo. Se observan niveles significativamente mayores de insulina,

HOMA-IR y triglicéridos en ayunas en el grupo con mayor RIL.

Al analizar las diferencias bioquimicas basales en funcién de ser OMS o no,
como era esperable encontramos que aquellos obesos sin alteraciones metabdlicas
presentan valores inferiores de triglicéridos (97,9 + 27,7 vs 133,6 + 50,4 mg/dl, p
0,02), insulinay HOMA-IR (2,8 £ 1,5 vs 4,8 + 2,5, p 0,008).
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Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas de la poblacién de estudio

Grupo completo Menor RI Mayor RI
(n=38) (n=19) (n=19)

Glucosa (mg/dl) 88,2+9,4 85,9 +10,3 90,5+ 8,0
HbAlc (%) 55+0,5 54+04 56+0,6
Insulina (uU/ml) 16,7 £9,9 9,52+4,2 23,8 +8,7 **
HOMA-IR 36+ 22 2,0£09 53+18**
CT (mg/dl) 163,1 + 36,6 164,9 + 47,2 161,3 + 22,8
TG (mg/dl) 112,9+42,2 99,0 + 34,3 126,8 £ 45,6 *
HDL-c (mg/dl) 37,8+7,8 39,6 £8,3 359+6,9
LDL-c (mg/dl) 115,5+ 34,4 114,2 + 37,2 116,7 + 32,3
Apo B (mg/dl) 92,2 £21,7 94,2 +£26,3 90,2 £16,3
AGL (mg/dl) 0,88+0,23 0,83+0,17 0,93 £0,27

Leucocitos (/mm3)

Neutroéfilos (/mms3)

5876,8 + 1298,8
3537,4 £ 985,2
1665,3 £ 400,3

5949,5 + 1348,0
3652,1+1083,6
1578,4 + 367,2

5804,2 +1280,5
3422,6 £ 890,7
1752,1 +£422,7

Linfocitos (/mm3)

Plaquetas (x103/mm3) 224,0+ 63,9 231,0+77,7 217,1+£47,6

*p <0,05 **p < 0,001

1.3 Correlaciones del grupo completo a nivel basal

1.3.1 Determinantes del metabolismo lipidico

En la Tabla 9 se muestran las correlaciones entre los parametros del
metabolismo lipidico a nivel basal y las variables antropométricas del grupo
completo. Se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre el
grado de insulinorresistencia (HOMA-IR) y la edad e IMC. La edad también se
correlacion6 con la trigliceridemia en ayunas. Asi mismo, se encontrd una relacion

inversa entre el perimetro de la cintura y las cifras de apolipoproteina B.

Al analizar por subgrupos de pacientes con menor o mayor grado de RI
(p50 HOMA-IR 3.34) encontramos diferencias en las correlaciones. En el grupo de
mayor RI no existe una correlacion entre las caracteristicas antropométricas y el
perfil bioquimico, excepto entre la edad y el HDL-c (p 0,500, p 0,03). Sin embargo,

en el subgrupo con menor RI persisten las correlaciones entre el perimetro de la
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cinturay CT (p -0,626, p<0,01), LDL-c (p -0,715, p<0,01) y apoB (p -0,651, p<0,01);

y entre la presion arterial sistolica y los AGL (p -0,519, p 0,03).

Al analizar por sexos destaca la ausencia de correlaciones en los hombres,

mientras que las mujeres presentan una correlaciéon medio-alta entre el HOMA-IR

y el perimetro de la cintura (p 0,580, p 0,006) e IMC (p 0,609, p 0,003).

Tabla 9. Correlacién de Spearman (p) entre parametros del metabolismo lipidico basales

y las variables antropométricas del grupo completo

CT LDL-c HDL-c TG HOMA-IR | ApoB AGL
(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) | (mg/dl)
Edad (afios) 0,120 0,154 0,284 | -0388* | -0410* | 0,100 | -0,203
IMC (kg/m?) 0,047 0,095 -0,048 0,256 | 0,464* | 0,043 0,104
Cintura (cm) -0,318 -0,312 -0,214 0,115 0,294 | -0,343* | -0,017
PAS (mmHg) | -0,073 -0,081 -0,054 0,042 0,039 -0,051 | -0,234
PAD (mmHg) | 0,091 0,039 -0,211 0,148 0,089 0,101 | -0,292

*p <0,05 (bilateral) ** p < 0,01 (bilateral)

1.3.2 Determinantes del metabolismo hidrocarbonado

En la Tabla 10 se muestran las correlaciones entre los parametros del
metabolismo hidrocarbonado a nivel basal y las variables antropométricas del
grupo completo; con correlaciones débiles o moderadas entre el IMC y los distintos

parametros bioquimicos evaluados, asi como una correlacion inversa con la edad.

Tabla 10. Correlacién de Spearman entre los parametros basales del metabolismo

hidrocarbonado y las variables antropométricas del grupo completo
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Glucosa (mg/dl) | Insulina (wU/ml) | HOMA-IR
Edad (afios) 0,200 -0,449 ** -0,410*
IMC (kg/m?) 0,503 ** 0,420 ** 0,464 **
Cintura (cm) 0,010 0,279 0,294
PAS (mmHg) 0,043 0,046 0,039
PAD (mmHg) -0,061 0,107 0,089

*p <0,05 (bilateral) ** p < 0,01 (bilateral)




2. Comparacidn de los parametros analizados a nivel postprandial

A continuacion, se exponen las tablas y figuras que comparan los
parametros del metabolismo lipidico y la RI a nivel basal y a las 2, 4, 6 y 8 horas

tras la SOG del grupo de obesos con menor y mayor RI basal.

2.1 Efecto de la SOG sobre los parametros del metabolismo lipidico

2.1.1 Comparacién entre grupos de los parametros lipidicos durante la

SOG

En la Tabla 11 y la Figura 9 se exponen los valores lipidicos del grupo
completo antes y después de la SOG. Los niveles de triglicéridos se mantuvieron
superiores en los obesos con mayor grado de RI en todos los puntos de la SOG,
presentando diferencias significativas so6lo a nivel basal. No encontramos
diferencias significativas segun el grado de RI en ningin punto de la sobrecarga en
los valores de CT, LDL-c, apoB y AGL, salvo en las cifras de HDL-c a las 8 horas de la

sobrecarga.

Al analizar la respuesta durante la SOG segun el fenotipo del tamafio
corporal, vemos que las diferencias basales existentes en las cifras de TG
plasmaticos se reducen; persistiendo cifras inferiores en todos los puntos de la
SOG en los OMS (diferencias no significativas). Tampoco encontramos diferencias
significativas en los valores de colesterol total, LDL-c, HDL-c, apoB o AGL en
funcion de la presencia de obesidad metabdlicamente sana o no en ningin punto

de la sobrecarga.
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Figura 9. Comparacion de los niveles de TG (A), CT (B), HDL-c (C), LDL-c (D), ApoB (E) y AGL (F) plasmaticos en cada punto de la SOG

entre obesos con menor y mayor grado de RI
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Tabla 11. Parametros lipidicos basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG, entre obesos con menor y mayor grado de RI (HOMA-IR p50)

Tiempo (horas) 0 2 4 6 8
CT (mg/dl) Menor RI (n=19) 165,0 £ 47,2 165,6 + 48,5 161,4 + 46,3 159,4 + 46,7 165,8 +49,9
Mayor RI (n=19) 161,3 + 22,8 160,4 + 19,3 166,1 + 33,0 161,1 + 21,7 159,1 £19,5
HDL-c (mg/dl) Menor RI (n=19) 39,6 £8,3 38,4 + 8,4 37,7 £8,2 37,7+7,5 39,1+£8,2
Mayor RI (n=19) 359+6,9 34,1+7,3 34,1+7,6 349+7,6 34,4 £7,7*
LDL-c (mg/dl) Menor RI (n=19) 114,2 £ 37,2 114,5 + 37,6 109,2 + 35,0 107,7 + 36,7 115,7 £ 39,3
Mayor RI (n=19) 116,7 £ 32,3 110,0 + 16,3 111,5+ 26,1 106,2 + 16,6 108,9 £ 16,2
ApoB (mg/dl) Menor RI (n=19) 94,2 + 26,3 92,8 +£26,4 90,8 £ 25,1 90,6 = 25,7 929 + 27,2
Mayor RI (n=19) 90,2 +16,3 89,2+ 15,6 88,6 £ 15,4 88,2 +£15,9 89,1+15,1
TG (mg/dl) Menor RI (n=19) 99,0 + 34,3 106,6 + 34,3 117,8 + 37,7 115,9 +40,1 103,2 £ 29,7
Mayor RI (n=19) 126,8 + 45,6* 126,2 £ 47,5 146,7 £ 59,1 151,2+67,1 123,9+539
AGL (mg/dl) Menor RI (n=19) 08+0,2 08+0,1 09+0,2 09+0,2 09+0,2
Mayor RI (n=19) 09+0,3 09+0,2 09+0,2 1,0+0,2 09+0,2

*p<0,05 *p<0,01
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2.1.2 Comparacion de la variacion de los parametros lipidicos durante la

SOG respecto al valor basal en ambos grupos

En la Figura 10 se muestra la variacidon de los niveles plasmaticos de TG en
cada punto de la SOG con respecto al valor basal de los obesos con menor y mayor RI.
Observamos un aumento en los niveles de TG plasmaticos en ambos grupos,
alcanzando un pico maximo a las 4 horas en los sujetos con menor Rl y a las 6 horas
en los sujetos con mayor RI. Posteriormente se produce una reducciéon progresiva
hasta alcanzar cifras similares a las previas a la realizacion de la SOG o incluso
ligeramente menores, como es el caso en los obesos con mayor RI. A pesar de las
diferencias existentes entre grupos, no encontramos diferencias significativas en

ningun punto de la SOG respecto al valor basal.
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Figura 10. Variaciéon de la trigliceridemia con respecto al valor basal a las 2,4, 6y 8

horas de la SOG en obesos con menor y mayor grado de RI
Sin embargo, al analizar las variaciones en el resto de parametros lipidicos

respecto a los niveles basales (CT, LDL-c, HDL-c, no-HDLc y apoB) encontramos

diferencias a las 8h respecto al nivel basal en todos ellos (p<0,05). (Figura 11)
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Figura 11. Cambios en los niveles séricos de CT (A), apoB (B), LDL-c (C) y HDL-c (D) con respecto al valor basal a las 2, 4, 6 y 8 horas
de la SOG en obesos segun el grado de RI
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2.1.3 Comparacion de la variacion de los parametros lipidicos durante la
SOG con respecto al valor previo (a las 2, 4, 6 y 8 horas) en obesos con

menor y mayor grado de insulinorresistencia

En la Figura 12 se muestra la variacion de los niveles séricos de TG en cada
punto de la SOG con respecto al valor previo, en sujetos con mayor y menor grado de
RI. Se observa un decremento de la cifras de triglicéridos entre las 6 y 8 horas, siendo
este descenso significativamente mayor en el grupo de sujetos con mayor

insulinorresistencia.

Al analizar las variaciones del resto de parametros lipidicos respecto a sus
puntos previos no encontramos diferencias significativas entre grupos (CT, LDL-c,
HDL-c, no-HDLc y AGL); excepto en las cifras de colesterol total de 6 a 8h (ascenso de
6,4 + 7,1 mg/dl en menor IR vs descenso de 2,0 + 10,6 mg/dl en caso de mayor RI, p
0,005).
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Figura 12. Variacion de los niveles séricos de TG con respecto al punto previo en la

SOG, alas 2,4, 6 y 8 horas, en obesos con menor y mayor grado de RI
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2.2 Efecto de la SOG sobre los pardmetros del metabolismo

hidrocarbonado

2.2.1 Comparacion entre grupos de los parametros del metabolismo

hidrocarbonado durante la SOG

En la Tabla 12 y la Figura 13 quedan reflejados los datos del metabolismo
hidrocarbonado del grupo completo antes y después de la SOG. Los niveles de
insulina y HOMA-IR se mantuvieron superiores en los obesos con mayor grado de RI.
Aunque encontramos diferencias en las cifras de glucemia estas no fueron
significativas y en los ultimos puntos de la SOG los valores de glucemia se
aproximaron entre los grupos. Las concentraciones de los tres parametros
descienden a lo largo de la SOG, alcanzando valores minimos de HOMA-IR a las 6

horas y siendo dichos valores inferiores a los considerados como diagnosticos de RI.

Tabla 12. Parametros del metabolismo hidrocarbonado basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la

SOG, entre obesos con menor y mayor grado de insulinorresistencia (HOMA-IR p50)

Tiempo (horas) 0 2 4 6 8
HOMA-IR Menor RI 2,0£09 1,2+0,8 1,0+0,9 1,1+0,7 1,1+0,7
(n=19)
Mayor RI 5,3 +1,8%* 3,8 £2,5%* 3,0 £ 1,9%* 23+£1,7% | 24+1,6%
(n=19)
Glucosa Menor RI 859+10,3 86,4 + 8,8 81,3+9,0 80,3 +8,3 78,5+9,6
(mg/dl) (n=19)
Mayor RI 90,5 +8,0 89,9 +8,1 86,6 +7,6 82,1+73 |809+8,7
(n=19)
Insulina Menor RI 9,5+42 6,1+39 53+4,0 6,5+2,7 6,2 +3,0
(uwU/ml) (n=19)
Mayor RI ~ 23,8+8,6** | 17,1+10,9* | 15,0+8,3** | 12,2+8,3* | 12,4 £ 6,5**
(n=19)

*p<0,05 *p<0,01
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Figura 13. Comparacion de los niveles de glucosa (A), insulina (B) y HOMA-IR (C) en cada punto de la sobrecarga oral grasa entre

obesos segiin insulinorresistencia basal
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Al analizar la respuesta durante la SOG en funcién de si los obesos eran
metabolicamente sanos o no, encontramos diferencias significativas en las cifras de

insulina alas 2 y 4 horas y en HOMA-IR a las 2, 4 y 8 horas. Ver Figura 14.
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OMS, obeso metabdlicamente sano; OMNo0S: obeso metabdlicamente no-sano
Figura 14. Comparacion de los niveles de insulina (A) y HOMA-IR (B) en cada punto de

la SOG entre obesos metabdlicamente sanos o no
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2.2.2 Comparaciéon de la variacién de los parametros del metabolismo

hidrocarbonado durante la SOG respecto al valor basal en ambos grupos

En la Figura 15 se muestran las variaciones en los niveles plasmaticos de

insulina, glucosa y cifras de HOMA-IR en cada punto de la SOG con respecto al valor

basal de los obesos con menor y mayor RI. Observamos un descenso en los niveles de

los tres parametros, con valores minimos de glucemia a las 8 horas en ambos grupos.

El descenso en la insulinemia es significativamente mayor en el grupo de obesos con

mayor RI, siendo este maximo a las 6 horas.
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Figura 15. Variacion de los niveles séricos de glucosa (A), insulina (B) y niveles de

HOMA-IR (C) con respecto al valor basal a las 2, 4, 6 y 8 horas de la SOG en obesos con

menor y mayor grado de RI
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2.2.3 Comparacién de la variacion de los pardmetros del metabolismo
hidrocarbonado durante la SOG con respecto al valor previo (alas 2,4, 6y 8

horas) en obesos con menor y mayor grado de insulinorresistencia

En la Figura 16 se muestra la variacion de los niveles séricos de insulina,
glucosa y cifras de HOMA-IR en cada punto de la sobrecarga con respecto al valor
previo, en sujetos con mayor y menor grado de RI. Se observa un descenso
progresivo en los valores de glucemia respecto a los puntos anteriores en la SOG. Sin
embargo, al valorar la respuesta en las cifras de insulina, y por tanto también en los
niveles de HOMA-IR, observamos un decremento en los sujetos con mayor RI hasta
las 6 horas momento en el que se produce un incremento respecto al punto anterior.
En los sujetos mas insulinsensibles este aumento en de insulinemia y HOMA-IR

respecto al punto anterior se produce mas precozmente, de 4 a 6 horas.
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Figura 16. Variacion de los niveles séricos de glucosa (A), insulina (B) y niveles de
HOMA-IR (C) con respecto al punto previo en la SOG, a las 2, 4, 6 y 8 horas, en obesos

con menor y mayor grado de RI
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3. Comparacion del patrén de metilacion del ADN de adipocitos y

linfomonocitos segun el grado de RI basal

Para el estudio del patréon de metilacion en los linfomonocitos y los adipocitos
de la grasa subcutanea y la grasa visceral se emplearon las muestras obtenidas de
nuestros pacientes, asi como las muestras procedentes de los obesos morbidos no
diabéticos del estudio previo, en el que se habia analizado el patron de metilacién con
los chips Infinium 450K de Illumina. De esta forma, pudimos ampliar el tamafio
muestral para el estudio de las diferencias en el patréon de metilacion y su correlacion
con los parametros basales; no asi con los datos postprandiales, ya que a este otro

subgrupo de pacientes no se les habia realizado la SOG.

3.1 Caracteristicas clinicas del grupo completo para estudio de la metilacion

En la Tabla 13 se muestran las caracteristicas generales del grupo completo
(obesos con datos postprandiales y obesos del estudio previo) empleado para el
estudio de la metilacién, asi como los subgrupos de pacientes con menor y mayor
grado de RI (segin p50 HOMA-IR previo: 3,34). Se observan diferencias
estadisticamente significativas en la edad, el peso y en el IMC; presentando
diferencias sélo en cuanto a la edad respecto al analisis previo de los obesos con SOG.

Sin embargo, al analizar por género sélo se vieron diferencias en el perimetro de la

cinturay en el peso (no en el IMC), al igual que sucedia en el grupo de la SOG.

Tabla 13. Caracteristicas clinicas del grupo para el estudio de la metilaciéon

Grupo completo Menor RI Mayor RI
(n=58) (n=20) (n=38)

Edad (afios) 43,8+ 10,3 48,4+ 11,1 41,4+9,1*
Sexo hombre/mujer (n) 21/37 7/13 14/24
Peso (kg) 129,4 + 21,5 120,1 + 23,3 134,2+19,0*
IMC (kg/m2) 46,2+5,6 441+5,9 47,4 +5,2%
Perimetro de cintura (cm) 130,7 + 15,4 126,0 + 16,6 133,0 + 14,5
Presion arterial sistélica (mmHg) 129,0 + 16,5 125,2 +13,2 131,0+£17,9
Presion arterial diastélica (mmHg) 80,7 +11,8 78,8 + 8,8 81,8+13,1

Los datos se expresan como media + desviacién estandar. * p<0,05 ** p<0,001




3.2 Datos bioquimicos del grupo completo para estudio de la metilacion

En la Tabla 14 se muestran los principales resultados bioquimicos en ayunas
del grupo completo para estudio del metiloma. Tal y como sucedia con el subgrupo de
pacientes a los que se les realiz6 la SOG y cabria esperar, observamos niveles
significativamente mayores de insulina y HOMA-IR en el grupo con mayor RI (HOMA-

IR > 3,34).

Tabla 14. Datos bioquimicos del grupo completo para el estudio de la metilacién

Grupo completo Menor RI Mayor RI
(n=58) (n=20) (n=138)

Glucosa (mg/dl) 89,8 £ 9,7 86,2 +9,0 91,7+9,6 *
HbAlc (%) 5504 54+0,3 5504
Insulina (uU/ml) 18,7+9,8 10,3+ 3,4 23,4+9,1**
HOMA-IR 4,1+ 21 2,2+0,7 52+18**
CT (mg/dl) 160,4 + 43,0 163,8 + 44,4 158,6 + 42,7
TG (mg/dl) 111,2 £ 45,3 97,0 £ 34,6 118,6 + 48,7
HDL-c (mg/dl) 38,7+79 39378 383+8,1
LDL-c (mg/dl) 113,7 £ 33,7 113,8 + 34,9 113,6 + 33,4
Apo B (mg/dl) 91,3+229 93,9 £ 24,7 89,9 £ 22,2
Leucocitos (/mm3) 6057,9 +1329,4 6053,0+1279,5 6060,5+1371,8
Neutréfilos (/mm3) 3626,7 £981,1 3735,0 £1005,1 3569,7 £977,0
Linfocitos (/mm3) 1742,8 + 448,6 1611,5 £ 380,3 1811,8 £ 470,6
Plaquetas (x103/mm3) 239,1 £ 66,9 246,6 + 78,5 235,2+60,7

*p <0,05 **p < 0,001
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3.3 Disefio de primers

Las caracteristicas de los primers disefiados para amplificar cada uno de los

fragmentos de interés estan detalladas en la Tabla 15. Tras la amplificacion quedaron

afiadidas las colas universales de Nextera, de 67 bases, asi como el resto de

adaptadores necesarios para la NGS, incluyendo los barcodes; lo que supuso un

aumento considerable del tamafio respecto al del fragmento inicial.

Tabla 15. Caracteristicas de los primers

Nombre Secuencia Tamafio PCR1 Tamafio PCR2
cg14530382_5 gttgttattttgYggaattt 203 272
cg14530382_3 taacacccataattcRccta
cg07064495_5 aggtttgggttggattgt 178 247
cg07064495_3 catcccRtcctttattaact
cg19533582_5 aagagatggaaaaggagagg 229 298
cg19533582_3 caacaatacatataatattttctctaaaac
cg07249765_5 ttggtatggggtagatagga 245 314
cg07249765_3 ctacataacacacRcaaacc
cg26354017_5 tgagtataggtgggtgaagg 231 300
cg26354017_3 atactactcctaattttccctac
cg14341177.5 aggggttgtagtgtgatagg 252 321
cg14341177_3 catacaaatcttctcttctaccaa
cg08441918_5 gggttttagggtttagagatg 229 298
cg08441918_3 tctaaataccaacaataccaaaa
cg04245305_5 aaggttttattaggggtttt 233 302
cg04245305_3 tccctatacRttctatcactcce
cg08354527_5 tttagtttttggtttaatttagtg 161 230
cg08354527_3 aaacRcactactcaatatcc
cg22730047_5 aaagggttaggtaggttaggtt 150 219
cg22730047_3 caacctataaaccctccttct
cg22504140_5 gtgggaggtttaggtatgg 191 260
cg22504140_3 tactaaattcctcccccaac
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3.4 Controles de calidad

Previo al analisis del epigenoma ha sido necesario comprobar los controles de
calidad asociados a la calidad de las muestras y a la calidad del proceso. Para ello se
comprobé la cobertura, es decir, se cuantifico el nimero de lecturas que se habia
cubierto de cada una de las bases de cada amplicén; ya que a mayor numero de
lecturas mayor fiabilidad. En la Figura 17 se muestra la imagen de la cobertura de una

de las secuencias.

B ... -

Figura 17. Cobertura del amplicén para el sitio cg14530382 en sangre

También se comprobd la calidad de las lecturas por base de secuenciacion
segun el Phred score, que representa la probabilidad de error en la nomenclatura de
una base. Asi, se asigna una puntuacion entre 4 y 60, correspondiendo los valores
superiores a muestras de mayor calidad. Tal y como vemos en la Figura 18, todas
nuestras lecturas tuvieron un Phred score superior a 20 y en la mayoria de casos
superior a 30. Por lo tanto, representan una buena calidad en la identificacién de las
bases incorporadas durante la secuenciacién, con una precision del 99% al

denominar la base en caso de un Phred score de 20 y del 99,9% si éste es de 30.
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Figura 18. A) Control de calidad por base de secuenciacion; B) Grafico de

calidad por secuencia

Para los distintos sitios seleccionados de los chips de metilacidn, se comprobd
en las distintas muestras la calidad del genotipado y la calidad de las bases. Asi,

debian cumplir una calidad superior a 90 en el genotipado y un valor superior a 100
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en relacidn a la profundidad de la lectura. En la Tabla 16 se muestra el informe de dos
muestras y los 11 sitios seleccionados con la comparacion de la base localizada en el
alelo de referencia (ref) y la del alelo alternativo (alt), asi como si supera o no las

condiciones exigidas para su posterior analisis.

Tabla 16. Valores considerados para seleccién de muestras.

Muestra | chr Posicion | ref alt DP GQ FILTER
3004 cg08441918 | 120 512 99 PASS
3004 cg22730047 | 53 570 99 PASS
3004 cg08354527 | 29 797 99 PASS
3004 cg22504140 | 87 388 99 PASS
3004 cg04245305 | 111 652 99 PASS
3004 €g26354017 | 91 779 99 PASS
3004 cg07064495 | 77 378 99 PASS
3004 cg14341177 | 101 733 99 PASS
3004 cg19533582 | 90 1181 99 PASS
3004 cg07249765 | 124 359 99 PASS
3004 cg14530382 | 45 402 99 PASS
3018 cg08441918 | 120 412 99 PASS

1052 99 PASS
1219 99 PASS

3018 cg22730047 | 53
3018 cg08354527 | 29

olieolieolieol sl ieslizl izl izsiieskiekinRinRiesRioRizRinR IR iR ie)
eolieolielizsiieiies izl izl i=Rizkioldisl iR IR il in iR inl iR

3018 cg22504140 | 87 707 99 PASS
3018 cg04245305 | 111 402 99 PASS
3018 €g26354017 | 91 448 99 PASS
3018 cg07064495 | 77 324 10 NO PASS
3018 cg14341177 | 101 127 99 PASS
3018 cg19533582 | 90 210 99 PASS
3018 cg07249765 | 124 294 99 PASS
3018 cg14530382 | 45 C C 399 99 PASS

DP: profundidad de lectura o n?® de bases de alta calidad; GQ: calidad de genotipado

3.5 Cuantificacion de la metilacion del ADN

Tras haber depurado las muestras segun los controles de calidad, se comprob6
el estado de metilacion de nuestras muestras respecto al patron de metilacion del

genoma completo de referencia. En la Tabla 17 se muestra algunas de estas
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diferencias en dos muestras, destacando en ambas la diferencia en el sitio

cg22730047, con una citosina no metilada (T) en lugar de una citosina metilada (C).

Tabla 17. Diferencias en la metilacion entre la referencia y los sitios seleccionados.

Muestra | chr meth | alt | AD REF ALT | ADF ADR %METH
ref

3004 cg08441918 | C C | 492 492 479 13 100
3004 cg22730047 | C T | 5;565 5 565 | 5;515 0;50 1
3004 cg08354527 | C C |780 780 731 49 100
3004 €g22504140 | C C | 383 383 565 | 336 47 100
3004 cg04245305 | C C | 627 627 615 12 100
3004 cg26354017 | C C | 764 764 740 24 100
3004 cg07064495 | C C | 324 324 312 12 100
3004 cgl4341177 | C c | 712 712 656 56 100
3004 cg19533582 | C C | 1123 1123 1052 71 100
3004 cg07249765 | C A | 1;355 1 355 1;122 0;233 | 0
3004 cg14530382 | C C | 382 382 353 29 100
3018 cg08441918 | C C |404 404 394 10 100
3018 cg22730047 | C T | 19;1032 | 19 1032 | 17;946 | 2;86 2
3018 cg08354527 | C C | 1195 1195 1137 58 100
3018 €g22504140 | C C | 695 695 635 60 100
3018 cg04245305 | C C | 392 392 376 16 100
3018 cg26354017 | C C | 418 418 403 15 100
3018 cg07064495 | C C | 311 311 305 12 100
3018 cgl4341177 | C C | 123 123 119 4 100
3018 cg19533582 | C C | 205 205 198 7 100
3018 cg07249765 | C C | 288 288 157 131 100
3018 cg14530382 | C C | 372 372 357 15 100

ref: alelo referencia; alt: alelo alternativo; AD: cobertura total; REF: n? de lecturas que
soportan el alelo de referencia; ALT: n? de lecturas que soportan el alelo alternativo;

ADF: n? de lecturas en cadena directa; ADR: n? de lecturas en cadena reversa

De los once sitios de metilacion (CG) seleccionados a partir de los resultados
obtenidos a partir de los chips Infinium Human Methylation 450K de Illumina, tan
solo encontramos variaciones en el patron de metilacion en tres de ellos:

cg07064495, cg07249765 y cg22730047. El resto de sitios estudiados encontramos
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que estaban metilados (100%) en todos los tejidos. En la Tabla 18 se muestran las

diferencias de metilacion de los sitios estudiados en los distintos tejidos.

Tabla 18. Diferencias en el % de metilacién en los distintos tejidos y sitios seleccionados

Sangre Grasa visceral Grasa
subcutdnea

N % met N % met N % met
cg14530382 | 33 100 43 99,44 30 100
cg07064495 | 35 80,26 44 59,77 36 61,89
cg19533582 | 19 100 48 100 45 100
cg07249765 | 21 95,43 42 95,33 44 95,50
cg26354017 | 34 100 44 100 41 100
cg14341177 | 20 100 53 100 49 100
cg08441918 | 36 100 53 100 45 100
cg04245305 | 38 100 52 100 49 100
cg08354527 | 49 100 52 100 50 100
cg22730047 | 50 1,22 53 2,06 50 1,46
cg22504140 | 49 100 54 100 50 100

3.6 Comparacién del patron de metilacion del ADN de adipocitos y

linfomonocitos segln resistencia a la insulina en obesos morbidos

Al comparar el porcentaje de metilacion en las distintas posiciones entre
obesos con mayor o menor RI no hallamos diferencias significativas, excepto en las
posiciones cg07064495 y cg22730047 de la grasa visceral (Figura 19). Aun sin
encontrar diferencias significativas, si que observamos una mayor metilacion en
obesos con menor RI frente a aquellos con un HOMA-IR mayor en los 3 sitios

estudiados y en todos los tejidos.
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Figura 19. Porcentaje de metilacion de cg07064495 (A) y cg22730047 (B) en grasa
visceral segun grado de insulinorresistencia.

*p<0,05; ** p<0,01

Al evaluar la correlacion entre HOMA-IR y la metilacion en las distintas
posiciones, sélo encontramos una correlacion significativa con cg22730047 en la

grasa visceral (p -0,296, p 0,04).
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3.7 Asociacion del patron de metilacion del ADN de adipocitos y

linfomonocitos con variables antropométricas y bioquimicas basales

Al analizar el patréon de metilacién en las distitintas posiciones y las variables
antropomeétricas, no encontramos asociacion excepto para cg07249765 y el
perimetro de la cintura (p 0,237, p 0,01), la presion arterial sistdlica (p 0,234, p 0,02)
y la presion arterial diastoélica (p 0,203, p 0,047). Al analizar por tejidos la correlacion

con la PA diastolica aumenta en grasa visceral (p 0,354, p 0,03).

En relacion a los parametros bioquimicos basales tan solo encontramos
correlaciones significativas al subdividir por tejidos, y siendo estas débiles. La
metilacion en sangre de cg07064495 se correlaciona con las cifras de AGL (p 0,360, p

0,04) y de cg07249765 en grasa visceral con la glucemia basal (p 0,348, p 0,02).

3.8 Comparacion de la metilacion del ADN segun tejidos

Tras valorar la metilacion en todos los sitios comparamos el porcentaje de
metilacion en los dos sitios CG que presentaban variaciones significativas entre los
distintos tejidos (cg07064495 y cg22730047); ver Figura 20. El 13,6% y 21,1% de la
variabilidad del rango de porcentaje de metilacion de cg07064495 y cg22730047
respectivamente, puede deberse al tejido analizado. No encontramos diferencias en el
patron de metilacion de cg07249765 entre los linfomonocitos, la grasa subcutanea y

la grasa visceral.
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Figura 20. A) Metilacion de cg07064495 en diferentes tejidos. Esta region en las
proximidades del promotor del gen B4Gal-T esta significativamente mas metilado en sangre
comparado con grasa sc (p 0,001) y visceral (p<0,001); B) Metilacion de cg22730047 en
diferentes tejidos, estando significativamente mas metilado en grasa visceral comparado
con grasa sc (p<0,001) y sangre (p 0,004)

**p<0,01
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4. Comparacion del patron de metilacion del ADN de adipocitos y

linfomonocitos segun la respuesta lipidica tras la SOG

Al evaluar el patrén de metilacion y la respuesta postprandial de los TG a las 4
horas encontramos una asociacidon débil con cg07249765 (p 0,241, p 0,05), no asi con
las otras posiciones o con la trigliceridemia posterior. También encontramos una
asociacién entre la metilacion de cg07249765 y las cifras plasmaticas postprandiales

de apoB alas 2, 4, 6 y 8 horas, siendo mayor a las 6 horas (p 0,337, p 0,005).

Al comparar la respuesta postprandial segin presentasen trigliceridemia
plasmatica a las 4 horas mayor o menor a 175 mg/dl (punto de corte segin Castro-
Cabezas®%), no encontramos diferencias significativas en el porcentaje de metilacion

de las distintas posiciones (cg07064495, cg07249765 y cg22730047).

Sin embargo, si consideramos la respuesta postprandial segtn la extrusion de
TG a las 4h (superior o no a 175 mg/dl) y el tejido analizado, existe un efecto
principal significativo del tejido en la metilacion de cg07064495 [F (2,67)=16,374,
p<0,001, n? parcial 0,328] y cg22730047 [F (2,93=3,317, p 0,041, n? parcial 0,067].
Asi, el 40,8% de la variabilidad del rango de porcentaje de metilacion de cg07064495
y el 13,8% de la de cg22730047 pueden deberse a la interaccidn entre la extrusion
postprandial de TG y el tejido analizado (linfomonocitos, grasa subcutanea o grasa

visceral).

En los obesos con TG postprandiales menores a 175 mg/dl, existen diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de metilacion de cg22730047
(p<0,05) segun el tejido analizado (grasa visceral vs linfomonocitos o grasa

subcutanea).

Al considerar otros factores (edad, género, insulinorresistencia basal,
tabaquismo previo, obesos metabdlicamente sanos...) no encontramos interacciones
significativas con la lipemia postprandial a las 4 horas y la metilacion en las

posiciones analizadas.
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V. Discusion
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Estudios previos han demostrado la relacion entre la lipemia postprandial y
las complicaciones metabodlicas y el desarrollo de DM. Sin embargo, hasta la fecha
ningun estudio habia analizado la posible relacién entra la metilacion de
determinados genes involucrados en el metabolismo hidrocarbonado y el grado de
resistencia a la insulina y la lipemia postprandial en sujetos con obesidad mérbida no
diabéticos. Nuestro estudio establece una relaciéon entre la lipemia postprandial y la
resistencia a la insulina en pacientes obesos, asi como identifica patrones de
metilacion en distintas regiones del genoma en relacién tanto con la lipemia

postprandial como con la resistencia a la insulina.

Algunos trabajos han analizado el impacto de la LPP como factor de riesgo
independiente de arteriosclerosis y enfermedad cardiovascular,®® mientras que otros
estudios demuestran que la LPP predice mejor el desarrollo de futuros eventos
cardiovasculares que la trigliceridemia en ayunas.>” Algunos trabajos han evaluado
los cambios en la metilacion en distintos tejidos y el grado de resistencia a la insulina
basal en funcién de la presencia o no de DM tipo 2,°5°¢ mientras que otros autores
han explorado la posible relacion entre la LPP y las modificaciones en el epigenoma
en sangre periférica.®’ Pero ninguno se ha disefiado como nuestro estudio, porque en
ninguno se ha estudiado el impacto de la LPP sobre el patron de la metilacion de
distintos tejidos implicados en la patogenia de la RI y la obesidad, con el fin de
profundizar en los cambios epigenéticos tejido-especificos que parecen intervenir en

su desarrollo y podrian ayudarnos a conocer su fisiopatologia.

La novedad de este trabajo de investigacion reside en la integracion de
factores de riesgo cardiovascular encubiertos, como son la RI o la LPP, con los
cambios en la metilacion del genoma humano en los distintos tejidos implicados en la
patogenia de la obesidad; detectando alteraciones antes del desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2. Porque de esta forma, podriamos identificar a aquellos obesos con un
mayor riesgo de desarrollar complicaciones cardio-metabdlicas e incidir en el

tratamiento dietético-conductual, farmacéutico o quirtrgico.
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1. Discusidn de la metodologia

1.1 Disefio del estudio

El presente trabajo ha sido concebido en dos partes, ambas de corte
transversal. En la primera fase, nuestro objetivo ha sido conocer la respuesta a una
SOG en obesos con mayor o menor grado de RI. Para ello, seleccionamos a pacientes
con obesidad morbida, exceptuando a tres pacientes con obesidad clase II y
comorbilidades (sus IMC eran de 36,6, 37,5 y 39,4 kg/m? respectivamente); y

evaluamos la respuesta postprandial.

En la segunda fase del trabajo hemos replicado los resultados de metilacién
obtenidos en un estudio de EWAS previo de nuestro grupo (datos pendientes de
publicacion); asi como analizado las asociaciones con las caracteristicas clinicas y
bioquimicas basales en una muestra ampliada de pacientes. En el estudio previo se
identificaron 11 DMRs que estaban asociadas a la presencia de diabetes mellitus tipo

2,y éstas fueron las regiones estudiadas en nuestra muestra.

Para esta segunda fase hemos contado con los pacientes de la SOG, asi como
con otro subgrupo de obesos moérbidos no diabéticos intervenidos en nuestro centro
a los que se les habia realizado el estudio bioquimico basal (sin SOG) y de los cuales
se habian obtenido muestras tisulares durante la cirugia bariatrica (grasa subcutanea
y visceral). Esta segunda fase incluy6 una muestra de 58 obesos en la que se analiz6
el patron de metilacion de 11 regiones génicas en distintos tejidos (linfomonocitos,
grasa subcutanea y grasa visceral) mediante secuenciacion de nueva generacion

(NGS). (Ver Figura 6)

Todos los participantes dieron su consentimiento informado para la cesion de
sus muestras para la investigacion cientifica, asi como la garantia de que los
resultados de la investigacién serian de acceso publico. Todos los estudios planteados

fueron aprobados por el comité ético correspondiente.
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1.2 Seleccién de pacientes

La seleccion de pacientes fue determinante para el estudio propuesto. Dado
que nuestro objetivo era evaluar la respuesta postprandial en obesos mdérbidos en los
que no existieran otros factores de confusién que pudieran modificar los resultados
(diabetes mellitus tipo 2, tabaquismo...); esto retrasé la inclusion de sujetos en el

estudio.

Entre los grupos estudiados, obesos con mayor o menor RI (segiin p50 HOMA-
IR: 3,34), encontramos diferencias estadisticamente significativas en el peso, el IMC,
las cifras de insulina y trigliceridemia basal. Estas diferencias eran esperables, ya que
los grupos se diferencian por las cifras de RI; y la obesidad abdominal y

trigliceridemia basal se relacionan directamente con la RI.44

1.3 Evaluacidn del test de sobrecarga oral grasa

La SOG es un método estandarizado para el estudio de la LPP, asi como la
evaluacion de otros parametros del metabolismo hidrocarbonado que podrian
modificarse tras la administracién de una comida mixta de prueba o un preparado
liquido lipidico, como el empleado en nuestro estudio. Sin embargo, la respuesta
lipémica postprandial depende de distintos factores (ambientales, genéticos,
fisiopatolégicos...), por lo que hemos seleccionado una poblacion bien caracterizada y
un preparado lipidico estandarizado para minimizar la variabilidad atribuible a estos

factores.

Nuestro objetivo era evaluar la influencia que ejerce la presencia de RI en
sujetos con obesidad moérbida, como modelo extremo de obesidad, sobre la respuesta
postprandial. Para ello se dividio a los pacientes segun el grado de RI en ayunas (p50
HOMA-IR: 3,34). Entre los criterios de exclusion se incluyé la realizacion de ejercicio
fisico moderado o intenso, ya que la actividad aerdbica aguda aumenta la actividad de

la LPL y puede reducir en mas del 20% la lipemia postprandial. Asi mismo, se evitd
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que los pacientes realizaran ejercicio fisico intenso las 24 horas previas al estudio y
durante la SOG mantuvieron un reposo relativo. Otro criterio de exclusion fue el
consumo de tabaco, ya que estudios previos han hallado incrementos de hasta el 50%
en la LPP en sujetos que fuman sin presentar diferencias a nivel basal. 193 También se
excluyeron a los pacientes con ingestas de alcohol superiores a 30 g/dia, ya que su
consumo estimula la secreciébn de particulas VLDL que compiten con los

quilomicrones en su aclaramiento por la LPL.

En relacion al preparado empleado para estudiar la LPP, a diferencia de otros
estudios en los que se emplean comidas mixtas de prueba, nosotros decidimos
utilizar una solucion lipidica rica en acidos grasos insaturados para evitar el factor de
confusion que supone el consumo de otros componentes de la dieta. Asi, el preparado
utilizado no contenia proteinas, carbohidratos (que al afectar al aclaramiento de
lipoproteinas pueden incrementar la trigliceridemia postprandial) o fibra (que

interfiere en la absorcion de la grasa dietética atenuando la exacerbacion lipidica).104

El tipo de grasa empleada y la dosis ingerida también pueden ser motivo de
controversia. El modulo lipidico comercial ingerido en nuestro estudio esta
compuesto por triglicéridos de cadena larga (LCTs), que al entrar en la circulacion
como quilomicrones incrementan la LPP, a diferencia de los acidos grasos de cadena
corta y media. El preparado es rico en acidos grasos monoinsaturados (MUFA, 56.6%
del contenido graso) y a diferencia del aceite de oliva contiene una mayor proporcion
de poliinsaturados (PUFA, 20.2 vs 8.6%) aunque menor a la hallada en frutos secos
como las nueces (68.3%). Este hecho es importante ya que influye en la extrusion
postprandial de TG, siendo menor con PUFA e incrementandose progresivamente con

la ingesta de MUFA y grasas saturadas.>3

La cantidad de grasa administrada fue de 60g (125 ml del preparado), ya que
se asemeja a la contenida en la mayoria de comidas habituales (de 30 a 60g de grasa).
Aunque la mayoria de estudios sobre LPP calculan la dosis a administrar en funcion
de la superficie corporal (50g/m?), al estudiar a obesos moérbidos la dosis resultante

por esta formula seria excesiva; ya que dosis superiores a 80g exageran la LPP sin
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relacion dosis-dependiente.>2 Por ejemplo, un paciente con un IMC de 47,63 kg/m?2
(162cm y 125kg) tiene una superficie corporal de 2,24 m?, por lo que la dosis a
administrar seria de 112g, muy superior a la ingesta grasa habitual. Estudios previos
con este preparado lipidico en obesos mérbidos refrendan el uso de la dosis de

60g.67.69

Cabe destacar que todos los pacientes incluidos habian realizado 3 semanas de
dieta de muy bajo contenido caldrico (VLCD) previo a la SOG y posteriormente la
mantuvieron hasta la intervenciéon quirurgica, tal y como se contempla en el

protocolo de cirugia bariatrica de nuestro hospital.

1.4 Secuenciacion NGS

En la segunda parte del trabajo, el estudio del metiloma, nos decantamos por
un estudio de secuenciacién de nueva generacion, dado que se trata de una técnica
robusta y que proporciona gran cantidad de informacién. Dada la rapida evolucién de
la metodologia de secuenciacidn, la tecnologia NGS permite el analisis epigenético de

manera rapida y econémica, gracias a la secuenciacién en multiplex.8589

El sistema utilizado ha sido el MiSeq de [llumina, que permite la secuenciaciéon
de fragmentos individuales de ADN. A diferencia de los estudios de asociacion del
epigenoma completo con los microarrays de metilacion (EWAS), como el realizado en
el estudio previo del que se seleccionaron las regiones posteriormente secuenciadas,
la secuenciacion mediante NGS es mas robusta y reproducible. Estudios previos han
demostrado que el sistema Infinium HumanMethylation450K Array (de Illumina;
EWAS) suele presentar cifras mas elevadas en el porcentaje de metilacion en zonas
pobremente metiladas, con una tendencia a sobreestimar los niveles de metilacion; lo

que puede explicar parcialmente las diferencias encontradas en nuestro estudio.8?

Estas diferencias también podrian deberse al punto de corte elegido para

establecer diferencias en la metilacion al seleccionar los sitios de estudio (deltabeta
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>10% vs >20% como se ha empleado en otros estudios epigenéticos). Esta actitud
mas laxa al establecer diferencias en el patréon de metilacién mediante EWAS podria
justificar parcialmente la ausencia de tales diferencias al evaluarlo mediante NGS,

siendo ruido de fondo durante el proceso.?°

Otro de los factores que afectan a los métodos para el estudio de la metilacion
es la correcta correspondencia entre la region de estudio y la region deseada del
genoma (“correctly mapped”). Para evaluar tal concordancia en nuestro estudio se
realizaron distintas pruebas, como el analisis de la calidad de las secuencias
obtenidas mediante el Phred score. Como criterio de buena calidad se establecié un
Phred score superior a 20 (precision del 99% al denominar la base incorporada

durante la secuenciacion), presente en todas nuestras muestras.

Asi, dado que en nuestro estudio la técnica empleada es la secuenciacion

mediante NGS, los resultados son altamente fiables.

2. Discusion de resultados

2.1 Lipemia postprandial e insulinorresistencia

La obesidad se asocia con el desarrollo de dislipemia y RI, implicadas en la
patogenia del sindrome metabdlico y el desarrollo de DM tipo 2.7:20 La dislipemia en
la obesidad morbida se caracteriza por la presencia de hipertrigliceridemia, tanto en
ayunas como a nivel postprandial; y dado que la mayor parte de la poblaciéon
occidental come varias veces al dia, permanece en estado postprandial la mayor parte
del tiempo. Asi, la determinacidn de la lipemia basal infravalora la exposicidn lipidica
a la que se somete diariamente un individuo. Ademas, la LPP predice mejor el
desarrollo de futuros eventos cardiovasculares que la trigliceridemia en ayunas.>” Un
estudio prospectivo estadounidense realizado en mas de 25000 mujeres sanas
demostroé el valor pronéstico independiente de los TG postprandiales para la ECV,

incluso tras ajustar por CT, HDL-c y valores de RI (HR 1,67 (1,18-2,35) vs 1,11 (0,92-
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1,34) para TG en ayunas).l9> De hecho, la magnitud y duracién de la extrusiéon
postprandial de TG se ha relacionado con la progresiéon de la arteriosclerosis.1%¢ Por
todo ello, la evaluacion de la LPP como alteraciéon metabdlica es mas importante que

el estudio de la trigliceridemia en situacion basal.

En este trabajo observamos que los niveles de TG no sélo son superiores en los
obesos con mayor RI a nivel basal, sino que este incremento persiste durante toda la
SOG. Sin embargo, las diferencias entre grupos disminuyen durante la SOG, siendo
menores a las 8 horas. El pico maximo se alcanza a las 4 horas en el grupo con menor
RI, tal y como estd descrito en estudios previos, que abogan por el uso de la
trigliceridemia a las 4 horas como punto mas representativo para el estudio de la
LPP.52 Sin embargo, en el subgrupo de pacientes con mayor RI el pico maximo se
alcanz6 mas tardiamente, a las 6 horas; descendiendo por debajo de las cifras basales

alas 8 horas. (ver Figura 10)

Estudios previos consideran inapropiadas trigliceridemias basales >150 mg/dl
y postprandiales >175 mg/dl.>* En nuestro caso el 22% de los obesos presentaron
cifras superiores a este punto de corte en algin momento de la SOG, siendo su
maxima frecuencia a las 4 horas. Al analizar la respuesta postprandial segun
sobrepasasen los 175 mg/dl o no, tan solo encontramos diferencias en las cifras de

insulina en ayunas y HOMA-IR basal, desapareciendo éstas durante la SOG.

La duracién de la LPP es relevante, ya que la evidencia actual apoya que los
remanentes de QM son aterogénicos y, aunque su paso a la pared arterial es menor
que el de las particulas LDL-c, su salida de la misma también esta disminuida, siendo
20 veces menor.1%7 Los TG y remanentes de QM estan directamente relacionados, con
un coeficiente de correlacion de 0,99. Por ello, aunque midamos TG postprandiales
podemos asumir el incremento posterior de los remanentes de QM.>* La capacidad
lesiva de los QM sobre la pared vascular no reside exclusivamente en la particula
intacta, sino también en los productos de su lipdlisis que actian indirectamente
estimulando la inflamacién. Sin embargo, nosotros no hemos encontrado correlacion

entre la LPP y las cifras de PCRus, los factores del complemento C3 y C4 o el
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fibrindgeno plasmatico. Otros estudios agudos sobre la LPP (mediante test de

tolerancia oral grasa) tampoco encontraron asociaciéon con cambios en la PCRus.6°

Al comparar con otro tipo de pacientes estudiados por nuestro grupo, destaca
una menor LPP en los obesos moérbidos respecto a la observada en los pacientes con
obesidad abdominal, DM tipo 2 o hipercolesterolemia primaria. Cabe destacar la
respuesta a la SOG rica en grasa insaturada de los obesos abdominales (pacientes con
sobrepeso u obesidad clase I y perimetro de la cintura superior a 102 cm en hombres
0 88 cm en mujeres); ya que a pesar de presentar cifras de TG en ayunas superiores al
subgrupo de obesos moérbidos con mayor RI, a las 6 y 8 horas muestran valores

inferiores (111,5 + 36,4 vs 123,9 + 53,9 mg/d], respectivamente).

Otras publicaciones relacionan una mayor LPP prequirturgica en obesos
morbidos con un mayor descenso de la Rl tras la cirugia bariatrica, al afio.6” El estudio
de Waldmann et al, evalu6 la LPP antes y a los 3 meses de una gastrectomia tubular,
mostrando una mejoria de RI y LPP con descensos significativos en las
concentraciones postprandiales de TG.%5 Esto refleja un descenso de los remanentes
de QM, lo que probablemente se traduzca en un descenso significativo del riesgo
cardiovascular. Sin embargo, son necesarios mas estudios que evalien la respuesta
postquirdrgica a largo plazo (pérdida de peso y comorbilidades) en relacion a la
respuesta postprandial, para poder recomendar su realizacion sistematica previa ala

intervencion.

A diferencia de los TG séricos, las cifras de apoB y colesterol no-HDL no se
influencian por la situacion prandial.1°® Sin embargo, nosotros si que encontramos
diferencias a las 8h en las cifras de colesterol total, apoB, LDL-c y colesterol no HDL-c
respecto a la situacion basal segun el grado de RI; con mayores descensos en el grupo
con mayor RI. Ademas, al evaluar cada punto de la SOG observamos diferencias a las
8h en HDL-c, produciéndose un aumento del mismo hasta retornar casi a sus cifras

basales en el grupo con mayor sensibilidad a la insulina.
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Al realizar la prueba también evaluamos los parametros del metabolismo
hidrocarbonado, ya que la sensibilidad a la insulina es modulada por multiples
factores entre ellos los habitos dietéticos, incluyendo la composicion de la dieta.10?
Tras la ingesta del preparado rico sobre todo en MUFA se observa una mejoria en la
sensibilidad a la insulina con una reduccion significativa en las cifras de insulina y
HOMA-IR hasta alcanzar valores minimos a las 6 horas, siendo éstos inferiores a los
definidos para establecer la presencia de RI en ambos grupos (HOMA-IR menor a 3,8
segun nuestro p90).21 Cabe destacar una mayor mejoria en la sensibilidad a la
insulina en el grupo con mayor RI (HOMA-IR > 3,34). Ademas, la mejoria en la RI que
se produce en nuestro estudio sucede a pesar del incremento en la trigliceridemia

durante la SOG.

En este sentido, Paniagua et al compararon el area bajo la curva de la glucosa e
insulina en pacientes prediabéticos insulinrresistentes tras la administracion de una
dieta rica en MUFA, otra rica en acidos grasos saturados y otra rica en carbohidratos,
hallando una mejoria en la sensibilidad a la insulina con el consumo de MUFA (siendo
los niveles de insulina progresivamente mayores con la dieta rica en carbohidratos y

grasas saturadas, respectivamente).110

Otros estudios han evaluado el efecto de distintos tipos de grasa sobre la LPP y
los posibles mecanismos subyacentes, ya que siguen sin conocerse por completo.
Algunos autores proponen que el mecanismo por el que el consumo de MUFA mejora
la sensibilidad a la insulina esté mediado por un mayor estimulo en la secrecién de
GLP1, que produciria una disminuciéon de la glucemia plasmatica y un retraso del
vaciado gastrico. A diferencia de estos, otros trabajos que han comparado el consumo
de dietas ricas en MUFAs y grasa saturada, observaron una menor LPP junto con un
menor incremento de las cifras de IL-6 via inhibicién de NF-Kf con el consumo de
grasa insaturada.®® En nuestro estudio observamos que aunque hay diferencias en las
cifras de TG en ayunas segun el grado de RI, éstas desaparecen con el consumo de un
preparado rico en acidos grasos insaturados; destacando un mayor descenso en el

grupo mas insulinorresistente, con cifras a las 8 horas inferiores a las basales.
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Por tanto, nuestros resultados muestran que tras una sobrecarga rica en grasa
insaturada se produce una mejoria de la LPP, siendo este beneficio mayor en obesos
con mayor RI. Este hecho es importante, ya que los sujetos con obesidad moérbida y RI
presentan un elevado riesgo cardiovascular y es en este subgrupo de pacientes donde
el consejo dietético podria ser especialmente relevante. Sin embargo, cabe destacar
que nosotros sélo evaluamos la respuesta aguda al consumo de grasa, por lo que no
puede emplearse este estudio para sustentar modificaciones dietéticas en este

sentido.

2.2 Diferencias en el patron de metilacion en obesos mdérbidos

La segunda parte de nuestro estudio se centré en el analisis de la metilacion en
poblacién obesa, tanto en aquellos con SOG como en la muestra previa de pacientes
del EWAS con datos basales. Para ello inicialmente se evaluaron las caracteristicas del
conjunto de la poblaciéon. Como era de esperar, los individuos con mayor RI fueron los
que presentaron un mayor peso e IMC, asi como niveles significativamente superiores

de glucosa e insulina en ayunas.

Es interesante sefialar que en la seleccion de las posiciones a analizar, se
incluyeron aquellas 11 DMRs que habian mostrado mayor asociacion con DM tipo 2
en un EWAS previo. De las 11 regiones génicas estudiadas sélo 3 no presentaban una
metilacion completa al analizarlas mediante NGS en nuestra cohorte, y por tanto

fueron los sitios confrontados (cg07064495, cg07249765 y cg22730047).

Al comparar la metilacion segin el grado de RI basal (mayor o menor al
percentil 50 de HOMA-IR) no encontramos diferencias significativas, excepto al
analizarlo por tejidos. Asi, los obesos con menor RI presentaban una mayor
metilacion en las posiciones cg07064495 y cg22730047 de la grasa visceral.
Asimismo, hemos encontrado una correlacion significativa en la grasa visceral entre

HOMA-IR y la metilacion en cg22730047 (p -0,296, p 0,04).
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Tras revisar la literatura existente, hallamos que la posicion cg07064495 se
encuentra en las proximidades del promotor del gen B4GalT6 que aparentemente
esta relacionado con procesos importantes asociados con la homeostasis del tejido
adiposo, como es la sintesis de los glicoesfingolipidos y las ceramidas, la modulacién

de la red inflamatoria y la sensibilidad a la insulina.111.112

El gen B4GalT6 se encuentra en el cromosoma 18q12.1, en la hebra reversa y
codifica la proteina beta-1,4-galactosiltransferasa 6. Se trata de una glicoproteina de
membrana tipo II con actividad galactosiltransferasa, que media en el aparato de
Golgi la transferencia de galactosa desde UDP-galactosa a lactosilceramida, e

interviene en la sintesis de este precursor de los glicoesfingolipidos.113

Estudios previos han relacionado esta via metabdlica, 1a de las ceramidas, con
los procesos metabdlicos alterados en la DM tipo 2 y el desarrollo de arteriosclerosis.
(Figura 20) Destaca una regulacion a la baja de las galactosiltransferasa en pacientes
con DM tipo 2, con una menor conversion a dihexosilceramida. Otros estudios en
animales suplementados con PUFA durante la gestacién han hallado una menor
concentracion de lactosilceramida muscular y hepatica en su descendencia, con una
mayor sensibilidad a la insulina posiblemente al mejorar la sefalizacion de la
adiponectina e interferir en la secrecion de citoquinas proinflamatorias a través de
vias epigenéticas. Asi, muchas de las alteraciones lipidicas relacionadas con esta via
parecen estar relacionadas con un incremento de AGL, lo que resalta su importancia

en la disregulacion de la homeostasis lipidica asociada a la DM tipo 2.112.114
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Figura 21. Vias metabdlicas alteradas en la DM tipo 2. Fuente: “Meikle P.], Wong G, Barlow
C.K, et al. Plasma lipid profiling shows similar associations with prediabetes and type 2

diabetes. PLoS ONE 2013;8(9):e74341”

En nuestra muestra encontramos la posicion cg07064495 parcialmente
metilada (valor 3 entre 59 y 68% en grasa visceral segun el grado de RI). Una mayor
metilacion en los individuos con menor RI se asociaria a un silenciamiento en la
expresion de dicho gen y por tanto con un menor nivel de la proteina beta-1,4-
galactosiltransferasa 6; lo que produciria una menor concentracion de
lactosilceramidas, que mejoraria la sensibilidad, y un acimulo de sus precursores. Sin
embargo, no hemos encontrado estudios epigenéticos previos que vinculen esta

posicion con la obesidad o DM tipo 2.

Al analizar la metilacion de esta posicion segun tejidos, la encontramos

significativamente mas metilada en linfomonocitos respecto a grasa subcutanea o
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visceral. Por tanto, no nos serviria como marcador de metilacion con utilidad

diagnostica en un tejido minimamente invasivo, como es la sangre.

Por otro lado, encontramos una mayor metilacion en cg22730047 en la grasa
visceral de obesos con menor RI, asi como una correlacién significativa entre la
metilacion en esta posicion y la RI medida por HOMA-IR. Esta posicion se encuentra
en el cromosoma 1 (1923.3) en una isla CpG, aunque sin clara relaciéon con ningin gen
conocido. Dicha posicion también se encuentra mas metilada en grasa visceral
respecto a grasa subcutanea o linfomonocitos en nuestra muestra; lo que podria tener

relevancia fisiopatologica al tratarse del tejido diana en sujetos con obesidad.

2.2.1 Diferencias en el patron de metilacion y lipemia postprandial

Al analizar los resultados del subgrupo de pacientes a los que se realiz6 la SOG,
objetivamos una asociacion entre la metilacion de cg07249765 y la respuesta
postprandial de TG a las 4 horas. Sin embargo, al comparar la metilacion segun si la
trigliceridemia plasmatica a las 4 horas era mayor o menor a 175 mg/dl (punto de
corte segun Castro-Cabezas>*) o respecto a nuestro percentil 50 (110 mg/dl), no
encontramos diferencias significativas en el valor medio de metilaciéon en esta

posicidn (valor $ 92,6 + 21,7% vs 98,5 * 8,6%, p 0,16).

Este sitio esta localizado en el cromosoma 7 (7p22.2), en el gen SDK1 (sidekick
cell adhesion molecule 1) que codifica una proteina de adhesion celular relacionada
con la familia de las inmunoglobulinas que guia las terminaciones axonales en las
sinapsis. Se activa en situaciones de estrés celular, especialmente en caso de aumento
de especies reactivas de oxigeno, y su expresion aumenta en las células
cancerigenas.!!> Estudios previos han detectado una mayor metilaciéon en casos de
hepatocarcinoma (metilacion media en promotor de SDK1 36% vs 11% en tejido

hepatico sano).116
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Un importante gen paralogo de SDK1 es el gen FNDC3B (Fibronectin type III
Domain Containing 3B), que interviene en la regulacion de la adipogénesis. Su
inhibicion se asocia a reducciones de PPARy, al afectar a la diferenciacion

adipocitica.l1?

Al investigar la posible relacion entre la metilacién en esta posicion y la
patogenia de la obesidad, encontramos que algunos estudios previos vinculan la
obesidad con los efectos de SDK1, aunque los mecanismos subyacentes se

desconocen.118

Las otras posiciones evaluadas en relacion a la trigliceridemia a las 4 horas,
s6lo mostraban diferencias al considerar el tejido analizado, siendo éste el
responsable de las diferencias en el modelo. Por tanto, cabe destacar la importancia
del tejido a analizar dado que los cambios epigenéticos son frecuentemente tejido-

especificos; tal y como apoyan nuestros resultados.11?

Tal y como hemos comentado previamente, los estudios disponibles sobre
modificaciones del epigenoma y LPP son escasos.”” Entre las DRMs asociadas con la
trigliceridemia tras la SOG no se encuentran las posiciones analizadas en nuestro
estudio, ni los genes en los que éstas se encuentran. Sin embargo, la ausencia de

estudios previos en estas localizaciones no debe depreciar su importancia.
Es posible que debido a la ausencia de grupo control, sujetos sin obesidad con

mayor o menor grado de R, y al reducido tamafio muestral no hallamos encontrado

diferencias en el patréon de metilacion segun la Rl y la extrusion postprandial de TG.
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3. Limitaciones

La principal limitacion de este trabajo es que el numero de sujetos evaluados
es pequeiio, por lo que no podemos descartar la posibilidad de que se haya producido
un error tipo Il y por tanto, a algiin factor que pudiera haber contribuido a que la

asociacién descrita no haya sido identificada.

Ademas, al comparar dos grupos de obesos mdrbidos segun el grado de RI,
siendo ambos modelos extremos de la enfermedad y careciendo de grupo control;
dificulta la posibilidad de hallar diferencias entre los grupos. Por tanto, seria de
interés la comparacion de estos resultados con los de individuos sanos o con
sobrepeso, asi como con obesos mdérbidos diabéticos; para conocer la evolucion y los

posibles cambios epigenéticos en las distintas fases de la obesidad.

Asimismo, al estudiar exclusivamente el efecto agudo de la grasa insaturada no
podemos asegurar que los cambios observados no se deban a la ausencia de otros
macronutrientes. Para ello se deberia haber comparado la SOG actual y otra con agua
0 con una comida mixta rica en hidratos de carbono. Ademas, al tratarse de una
intervencion puntual con un preparado lipidico comercial que no representa la
ingesta fisiolégica de grasa, los resultados no pueden extrapolarse para plantear

estrategias terapéutico-dietéticas a medio o largo plazo.

Otro punto a tener en cuenta es que en este trabajo los genes seleccionados
para realizar el estudio lo fueron en base a la identificacion de diferencias en el
patron de metilacion mediante EWAS en funcién de la presencia o no de DM tipo 2. El
estudio previo del epigenoma se llevd a cabo mediante el Infinium Human
Methylation450K Array (de Illumina), que permite evaluar la metilacion de <2% del
genoma aunque incluye el 96% de las islas CpGs y alrededores. Ademas, se realiz6 en
un pequefio numero de individuos debido a las limitaciones presupuestarias. Sin
embargo, las técnicas de secuenciacién, como la NGS empleada en nuestro estudio,
han demostrado ser mas robustas y permitir su posible aplicacién en la practica

clinica.
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4. Perspectivas de futuro

Los datos obtenidos en este estudio deben entenderse como preliminares,
aunque necesarios, para poder alcanzar mayores conocimientos en la epigenética de
los genes involucrados en la obesidad e insulinorresistencia. Los resultados obtenidos
con la sobrecarga oral grasa insaturada nos han permitido seleccionar una poblacion,
la de obesos con mayor resistencia a la insulina, para ampliar en estudios posteriores
el efecto sobre la arteriosclerosis de la suplementacion a medio o largo plazo con
grasa insaturada. Asi mismo, los resultados del epigenoma nos permitiran disefiar
nuevos estudios sobre el patron de metilacion en cg07064495, cg07249765 y
cg22730047 y su impacto en el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina,

debiendo aconsejar para ello el uso de la grasa visceral.

Una de las acciones a tomar de cara al futuro de este proyecto es el analisis de
las posibles variaciones del epigenoma, a partir de los datos ya generados, en una
muestra fenotipicamente divergente; incluyendo un grupo control de sujetos
normopeso o con sobrepeso, no diabéticos y con menor y mayor Rl y, un grupo de
obesos morbidos diabéticos. De esta forma se podrian comparar la metilacion desde
las etapas mas precoces sin Rl hasta su estado en el obeso mdérbido diabético. Esto
deberia completarse con el estudio de su expresion proteica, asi como del conjunto de

vias metabdlicas alteradas.

Se ha visto que el gen B4GalT6, cuya funcion en la via de las ceramidas parece
estar relacionada con las alteraciones metabodlicas en la DM tipo 2, presenta
asociacién con la insulinorresistencia en la grasa visceral. Una via interesante seria el
estudio del gen completo mediante secuenciacion, y en caso de identificar variaciones

de efecto funcional, completarlo con estudios funcionales.
Del mismo modo, el presente trabajo muestra una asociaciéon entre el gen

SDK1 y la lipemia postprandial; lo que nos abre una ventana a la investigacion del

papel de esta ruta y su posible impacto cardiovascular a medio-largo plazo.
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Dado que estos pacientes han sido intervenidos de cirugia bariatrica,
interesaria conocer la influencia de estas alteraciones epigenéticas en la respuesta
terapéutica (pérdida de peso y desarrollo de complicaciones cardiometabdlicas) y la
posterior respuesta postprandial tras la pérdida ponderal; asi como si se mantienen a

medio plazo.
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VI. Conclusiones
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De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo y los resultados obtenidos, se

formulan las siguientes conclusiones:

PRIMERA - Los obesos mdrbidos con mayor insulinorresistencia tras una sobrecarga
oral grasa rica en grasa insaturada experimentaron un mayor descenso de la lipemia
postprandial. Este efecto beneficioso sobre la lipemia postprandial podria identificar
una poblacion de obesos, aquellos con mayor resistencia a la insulina, en los que
realizar nuevos estudios para valorar si la suplementacion a medio o largo plazo con

grasa insaturada reduce los factores aterogénicos.

SEGUNDA - Se ha identificado una asociacién entre el indice de resistencia a la
insulina y la metilacion en cg22730047 del cromosoma 1q23.3 en la grasa visceral de

los obesos morbidos no diabéticos.

TERCERA - En la grasa visceral de estos pacientes, se ha asociado el grado de
resistencia a la insulina con el marcador epigenético ubicado en el promotor del gen
codificante de beta-1,4-galactosiltransferasa 6 (B4GalT6), el cual participa en la

sintesis de las ceramidas.

CUARTA - No hemos encontrado un patron de metilacion especifico asociado a la
presencia de diabetes mellitus tipo 2, entre obesos con mayor y menor resistencia a la
insulina, en funcién de la respuesta postprandial. Sin embargo, la respuesta
postprandial, evaluada mediante la trigliceridemia a las 4 horas de una sobrecarga
oral grasa, si se asocia al porcentaje de metilacion de cg07249765 localizado en el gen

SDK1.

QUINTA - Lamentablemente de nuestro estudio se puede concluir que, en las regiones

estudiadas asociadas a la presencia de diabetes mellitus tipo 2, el patron de
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metilacion en sangre periférica no es predictivo de lo que ocurre en grasa visceral,

como tampoco lo fue el epigenoma hallado en grasa subcutanea.

Por todo lo expuesto, podemos afirmar que esta tesis doctoral constituye un
paso importante en el camino de la lipidomica, ya que aporta nuevas areas de estudio
en las que profundizar, identificando precozmente los cambios epigenéticos tejido-
especificos e intentando contener el desarrollo de complicaciones cardio-metabdlicas

en estos sujetos.
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