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INTRODUCCION

1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica producida por un acimulo excesivo o anémalo de
grasa en el organismo consecuencia de un balance energético positivo. Es una entidad crénica
de etiologia multifactorial, debida a la interaccion entre factores bioldgicos, genéticos,
psicoldgicos, socioecondmicos y culturales(1).

1.1.Epidemiologia

La prevalencia de esta enfermedad ha aumentado drasticamente en las ultimas décadas, sobre
todo en paises desarrollados, llegando a duplicar esta cifra desde 1980. Por este motivo a la
obesidad se le ha llamado la “epidemia del siglo XXI”. Segun la OMS, en el afio 2014, el 39% de
los adultos mayores de 18 afios (39% de hombres y 40% de mujeres) presentan sobrepeso; y
obesidad en un 11 % de hombres y 15 % en mujeres, afectando asi a mds de 500.000 adultos
en el mundo(2). Se cree que estas cifras podrian aumentar hasta un 50% en el afio 2030(3).

En Espaia, segun los datos del estudio ENPE (Estudio Nacional de la Poblacién Espafiola), la
prevalencia de sobrepeso en poblacion adulta (25-64 afos) es del 39,3% (46,5% en varones y
32,1% en mujeres) y de la obesidad del 21,6 % (22,8% en varones y 20,5% en mujeres),
aumentando este nimero significativamente con la edad(4).

1.2.Diagnéstico y clasificacién

La obesidad, como hemos definido, es un aumento de la masa grasa. Sin embargo, los
métodos actuales para la determinacidn de masa grasa corporal no estan disponibles en la
practica clinica habitual como es la bioimpedancia o la DEXA(5). Por ello, se emplean métodos
indirectos que estiman la masa grasa como la antropometria. El diagndstico y la clasificacion se
de la obesidad se basan en el calculo del indice de masa corporal [IMC = peso (kg)/talla (m)?].
El IMC se relaciona con la adiposidad corporal y permite clasificar el peso de un individuo de la
siguiente manera, segun la OMS:

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Bajo peso <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidad grado | 30-34,9
Obesidad grado Il 35-39,9
Obesidad grado I 240

Tabla 1. Clasificacion internacional del bajo peso, normopeso y obesidad segin IMC. Adaptada de WHO:
Global Database on Body Mass Index(6).

19




1.3.Comorbilidades de la obesidad

En un meta-andlisis en el que se incluia 2,88 millones de individuos, se observé un aumento de
riesgo de mortalidad en el grupo de obesidad grado Il y Il frente a sujetos con normopeso(7).
Esto es debido a que el exceso de peso estd asociado al aumento de riesgo de diversas
patologias que incrementan la morbilidad y mortalidad del individuo. La incidencia de Ia
diabetes tipo 2 (DM2), resistencia a la insulina, hipertension arterial (HTA), cardiopatia
isquémica, colelitiasis, osteoartritis, sindrome de apneas e hipopneas del suefio (SAHS) y
algunos tipos de cdncer es mayor en individuos con obesidad que en los que no la presenta.
Ademas de presentar mayor probabilidad de depresidn, infertilidad o complicaciones en el
embarazo(8).

La resistencia de la insulina en la obesidad esta relacionada con el estado inflamatorio crénico
del tejido adiposo. El aumento del tamafio de los adipocitos produce un aumento de los
niveles de los acidos grasos libres y del factor de necrosis tumoral. Esta elevacion inhibe la
utilizacién de la glucosa por parte del musculo, aumenta la gluconeogénesis hepdtica y
estimula la secrecidn insulinica por las células beta del pancreas causando hiperinsulinemia. Si
este proceso se cronifica y claudica la célula beta, se producird hiperglucemia y finalmente
DM2, figura 1(9). Con la pérdida de peso se consigue un aumento de los niveles de la
adiponectina con la consiguiente disminucién de la inflamacién(10) y reversion del proceso
fisiopatoldgico descrito.

Al igual que la resistencia a la insulina, la DM2 esta muy relacionada con la obesidad, de hecho,
el 85,2 % de los DM2 presentan sobrepeso y el 54,8 % presentan obesidad(11). Se ha visto que
por cada incremento de 1 Kg de peso aumenta el riesgo de desarrollo de la DM2 un 4,5%(12).
Asimismo, uno de los pilares fundamentales del tratamiento de la DM2 es la pérdida de peso,
ya que alcanzando una pérdida del 10% del peso se consigue una mejora del control
metabdlico(13).
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Figura 1. Patogénesis de la DM 2 en individuos con obesidad(8)

Siguiendo con los factores de riesgo cardiovascular, la dislipemia y la HTA también estan
relacionadas con la obesidad. La obesidad, se asocia a un aumento de colesterol total y
triglicéridos y una reduccién del colesterol HDL. Los niveles del colesterol LDL pueden estdn
aumentados o ser normales, pero aumenta el nimero de particulas de LDL pequefias y densas,
de VLDL y se acompafian de niveles disminuidos de lipoproteinlipasa. Esto se produce sobre
todo en pacientes con resistencia a la insulina y obesidad abdominal, incrementandose asi el
riesgo de arteriosclerosis(14). El exceso de peso, especialmente cuando se asocia a aumento
de tejido adiposo visceral es una causa mayor de HTA, representando el 65-75 % del riesgo de
hipertensidn esencial(15). El mecanismo fisiopatoldgico sigue siendo desconocido aunque se
postula que el rifién juega un papel importante, relacionandose con la actividad del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, la alteracion de la sensibilidad de barorreceptores, la
compresion renal por el exceso de grasa acumulada, la hiperleptinemia o la
hiperinsulinemia(16).

La obesidad, especialmente el exceso de grasa a nivel cervical, se considera el factor de riesgo
mas importante para el desarrollo del SAHS(17). Entre el 60 y el 70% de los individuos que lo
presentan son obesos y el 40% que sufren obesidad presentan SAHS(3). Las consecuencias
clinicas de esta entidad incluyen: exceso de suefio diurno, HTA, arritmias, cardiopatia
isquémica e hipertension pulmonar. El tratamiento de elecciones el uso de CPAP(18).

A nivel gastrointestinal cabe destacar la esteatohepatitis no alcohdlica, cuya prevalencia
aumenta de forma proporcional a la de la obesidad. Hasta un 90 % de los pacientes con
obesidad modrbida presentan cambios morfolégicos hepaticos como esteatosis o
inflamacién(8). El acumulo de grasa en el higado provoca disfuncién mitocondrial y estrés
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oxidativo que culmina con dafio hepatico y muerte celular del hepatocito(3). El grado de
gravedad en los cambios morfoldgicos esta directamente relacionado con el grado del exceso
de peso(8). El reflujo gastroesofagico, resultado del aumento de la presidn intraabdominal(19)
y la formacién de litiasis biliar secundaria al exceso de colesterol biliar(20) son otras de las
complicaciones gastrointestinales relacionadas con la obesidad.

El impacto mas significativo de la obesidad en el sistema musculoesquelético es la
osteoartritis. Esta se produce tanto por el incremento del peso sobre las articulaciones de
carga, como son las rodillas o las caderas, como por el estado inflamatorio crénico producido
por el aumento de adipocinas con el incremento del tejido adiposo, como es el caso de las
articulaciones de la mano(21).

El importante aumento global de la obesidad y sus comorbilidades es uno de los retos mas
dificiles en salud publica que debe afrontar la sociedad actual.

1.4.Tratamiento

Se recomienda tratamiento para conseguir pérdida de peso a todo paciente con un IMC mayor
de 30 kg/m? o mayor de 25 Kg/m? asociado a comorbilidades(22). El objetivo es conseguir
alcanzar el peso corporal adecuado y pactado con cada paciente de manera gradual vy
mantenida. En todos los pacientes que presenten obesidad, se deberia aplicar la modificacion
de los habitos de vida, que incluyen el tratamiento dietético, el incremento de la actividad
fisica y las terapias psicoldgicas (cognitivas y conductuales)(23).

1.4.1. Modificaciones en los habitos de vida

El contenido caldrico de la dieta es lo que permite la pérdida de peso independientemente de
su composicidn cualitativa(24). La dieta hiperproteica puede inducir a corto plazo (menos de 6
meses) mayor pérdida de peso que una dieta convencional rica en hidratos de carbono, pero
no a largo plazo (mas de 12 meses)(25). La proporcién de macronutrientes se adaptara segun
las caracteristicas y necesidades de cada paciente realizando un balance energético
individualizado, cuantificando tanto la ingesta caldrica como el gasto energético total.

El objetivo inicial seria alcanzar una pérdida de peso de 5 al 10 % en los primeros 6 meses de
tratamiento(26), permitiendo asi reducir el impacto de las complicaciones asociadas explicadas
anteriormente como pueden ser la DM2, dislipemia mixta o la HTA(27). Varios estudios
muestran que con un buen programa de cambio de estilo de vida se puede conseguir una
pérdida aproximada de 7 a 10 Kg en seis meses, que equivaldria al 7-10% de reduccién del
peso inicial con un mantenimiento del mismo de 12 meses(22,28). En cuanto a los resultados a
largo plazo, se produce una ganancia de peso de 3,5 a 4,5 Kg desde los 12 a los 24 meses que
equivaldria a un 30 a 40 % del peso perdido en los primeros 12 meses(28). Esta ganancia se
produce de forma paulatinamente pero a los 5 afios, mds del 50 % han recuperado todo el
peso perdido(29), siendo un resultado muy desalentador. Las causas de esta ganancia de peso

22



no son del todo conocidas. Se cree que podria contribuir tanto una situacién ambiental
desfavorable con la consiguiente falta de adherencia de los consejos dietéticos como por causa
bioldgica con respuestas metabdlicas compensatorias a la pérdida de peso (reduccion en el
gasto energético en reposo, disminucion de los niveles de leptina y el aumento de los de
grelina)(27).

1.4.2. Tratamiento farmacoldgico

En el caso de que no se consiga los objetivos de pérdida de peso propuestos tras la
intervencion en los cambios del estilo de vida, se recomienda la farmacoterapia en individuos
con IMC igual o mayor de 30 Kg/m? o igual o mayor de 27 Kg/m? si se asocia a
comorbilidades(30). El mecanismo de accién de estos farmacos suele ser bien anorexigenos
(supresion del apetito) o bien bloqueadores de la absorcidn de grasa a nivel intestinal(23).

Para que un farmaco sea considerado efectivo para tratar la obesidad, segin la FDA, debe
cumplir los siguientes requisitos: a) que alcance una diferencia de peso significativa respecto a
un placebo > 5% al finalizar el afio de tratamiento, b) que el porcentaje de sujetos que pierdan
mas de un 5% de peso supere al 35% de los casos tratados activamente respecto al placebo. Si
tras 12-16 semanas de tratamiento activo el paciente no pierde al menos un 5% del peso inicial
y/o aparecen efectos indeseables graves, se aconseja la retirada del mismo(30).

En el dltimo siglo una larga lista de farmacos que se han utilizado para el tratamiento de la
obesidad ha tenido que ser retirados por efectos secundarios indeseables para la salud a largo
plazo, por eso las agencias reguladoras se han mostrado muy cautas a la hora de aprobar

nuevos farmacos para la obesidad.

Dinitrofenol 1930 Neuropatia y cataratas
Anfetaminas 1936 Dependencia y abuso. Efectos cardiovasculares
potencialmente graves.

Aminorex 1965 Hipertension pulmonar (1968)

Mazindol 1970 Dependencia y sindrome de abstinencia (1993)

Fenfluramina 1963 Europa Enfermedad valvular cardiaca. Hipertension
1973 EEUU pulmonar (1997)

Dexfenfluramina 1985 Europa Enfermedad valvular cardiaca. Hipertension
1996 EEUU pulmonar (1997)

Sibutramina 1997 EEUU Enfermedad cardiovascular (2010)
2001 Europa

Rimonabant 2006 Europa Alteraciones psiquiatricas graves (2009)

Tabla 2. Evolucidn de los farmacos para el tratamiento de la obesidad que han sido retirados y
los motivos de su retirada(31,32)
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Entre los farmacos comercializados no disponibles en Europa, se encuentran la loracaserina y
la combinacion de fentermina y topiramato, han sido aprobados por la FDA, sin embargo,
rechazados por la EMA por los posibles efectos adversos.

La lorcaserina, aprobada en 2012, es un agonista del receptor de serotonina muy especifico del
subtipo 5HT2C implicado en la inhibicién de la via anorexigena a través de la estimulacién de
las neuronas con pro-opiomelanocortina (POMC). La especificidad al receptor no tendria los
efectos adversos a nivel valvular (expresion de receptores 5HT2B) o de hipertension pulmonar
como pasa con otros fdrmacos serotoninérgicos. Los estudios de metandlisis indican que en
comparacién con el placebo, la lorcaserina presenta una OR de 3,10 (IC 95%: 2,38-4,05) de
alcanzar una pérdida > 5% del peso(33). Esta contraindicado en el sindrome serotoninérgico o
neuroléptico y faltan datos de seguridad en pacientes con afectacion psiquidtrica o
cardiopatias. Los efectos adversos mas frecuentes son: cefalea, mareos y nduseas(23).

La combinacion de fentermina y topiramato fue aprobada también en 2012. La fentermina es
un agente noradrenérgico y el topiramato es capaz de reducir el apetito al antagonizar los
receptores del glutamato (agente orexigeno). Ademas, este ultimo componente inhibe la
anhidrasa carbdnica y aumenta la actividad del acido gamma-amino-butirico (GABA)(23). El
hecho de combinar los dos compuestos tiene como finalidad potenciar sus efectos y disminuir
los efectos secundarios. En los resultados de metandlisis, presenta una OR de 9,22 (IC 95%:
6,63-12,85) de alcanzar una pérdida = 5% del peso respecto al placebo(33). Fue rechazado por
la EMA en 2013 por riesgo cardiovascular incierto a largo plazo de la fentermina y la asociacidn
del topiramato a alteraciones en la atencidn, la memoria y una posible teratogenicidad(23).

Los farmacos comercializados en Europa para la obesidad son: el orlistat, la combinacién de
bupropién-naltrexona y la liraglutida 3 mg.

El orlistat estd comercializado en Europa desde 1998 y cuyo mecanismo de accidn se relaciona
con la inhibicion de la absorcidn de las grasas de la dieta al inhibir parcialmente la accién de las
lipasas gastrica y pancreatica. Esto causa una serie de efectos secundarios como flatulencia,
heces grasientas o aumento de deposiciones. Entre el 35-73% de los sujetos perdieron = 5%
del peso inicial, lo que supone una OR de 2,70(IC 95%: 2,34-3,09)(33). Esta contraindicado en
pacientes con sindrome de malabsorcién intestinal, colestasis o nefrolitiasis por oxalatos(34).

El bupropidn inhibe la recaptacién de norepinefrina y dopamina, involucrados en la regulacion
del apetito y mecanismos de recompensa. Capaz de estimular las neuronas POMC que, a su
vez liberan la hormona estimulante de melanocitos (a-MSH) para unirse a los receptores
hipotaldmicos melanocortina-4 (MC-4), que tienen una potente accién anorexigena. Las
neuronas POMC simultdaneamente liberan una B-endorfina que actla sobre los receptores
opiodes-y. La B-endorfina reduce la liberacion de a-MSH desde las neuronas POMC, por un
mecanismo de control retroalimentado. La naltrexona bloquearia esta accién de feedback de
la endorfina, prolongando asi la accién anorexigena de la a-MSH. Su asociacién fue aprobada
en Europa en 2015 y aproximadamente un 50% de los individuos perdieron > 5% del peso
inicial, lo que supone una OR de 3,96 (IC 95%: 3,03-5,11)(33). Esta contraindicado en pacientes
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con HTA descontrolada, trastornos del comportamiento alimentario, depresién grave, uso
concomitante con farmacos anticomiciales, inductores del CYP2B6 o IMAO.

La liraglutida es un analogo de la incretina péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) que se
libera en las células L intestinales tras la ingesta de alimentos. Tiene un vida media mucho mas
prolongada que el GLP-1 nativo, ya que es resistente a la degradacién enzimatica de la
dipeptidilpeptidasa-IV (DPP-IV) e incrementa la liberaciéon de insulina tras la ingesta de Ila
comida y frena la accidon hiperglucemiante del glucagéon(35). A nivel central, interviene
principalmente sobre los nucleos hipotaldmicos, estimulando directamente las neuronas de las
vias anorexigenas POMC y CART (transcriptasa relacionada con la cocaina-anfetamina) e
indirectamente inhibiendo los neurotransmisores en neuronas que expresan neuropéptido-Y y
de proteina r-agouti (AGRP), via GABA, en el nucleo arcuato del hipotalamo. Produce ademas
un enlentecimiento del vaciamiento gdstrico que ayuda a implementar la sensacion de
plenitud y saciedad tras la ingesta. Consiguiendo asi una OR de 5,54(IC 95%: 4,16-7,78) de
probabilidades de que los sujetos en tratamiento pierdan > 5% del peso inicial frente a
placebo(33). Esta contraindicado en pacientes con neoplasia endocrina multiple (MEN-2),
antecedentes de carcinoma medular de tiroides, presencia de pancreatitis o colecistitis.

Otros farmacos como la tesofensina (inhibidor de la recaptacién de noradrenalina, dopamina y
serotonina(36)) o el beloranib (inhibidor de la metionina aminopeptidasa-2(MetAP2)) que
reduce la sintesis grasa, favorece su oxidacion y la lipdlisis consiguiendo asi un efecto dual de
incrementar el metabolismo graso y reducir la sensacion de apetito(37). Han demostrado su
eficacia en la pérdida de peso, pero su desarrollo fue detenido por posibles efectos
secundarios graves.

En los préoximos afios se prevé que tendra un mayor protagonismo la combinacion de
moléculas con diferentes mecanismos de accidn para potenciar los efectos en la baja de peso y
disminuir los efectos secundarios. Se estd ensayando asociaciones de farmacos conocidos
como bupropidn-zonisamida o de fentermina-lorcaserina; ademas de los agonistas duales o
triagonistas de hormonas gastrointestinales (GLP1 junto a andlogos de glucagén,
oxintomodulina o GIP). Los nuevos farmacos tendrdn que superar los efectos secundarios a
nivel central y de riesgo cardiovascular que han hecho fracasar en el pasado a otros que les
precedieron(38).

1.4.3. Cirugia bariatrica

La cirugia estd indicada en individuos con IMC mayor de 40 kg/m?o mayor de 35 kg/m? con
comorbilidades asociadas que hayan fracasado tanto con las modificaciones del estilo de vida
como tras el tratamiento farmacoldgico(27).
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2. Cirugia bariatrica

El aumento de la prevalencia de la obesidad morbida, junto a los resultados poco
prometedores a largo plazo del tratamiento médico y cambios de estilo de vida, ha permitido
el auge en las ultimas décadas de la cirugia bariatrica(39). Segun los datos de la Federacién
Internacional de Cirugia de la Obesidad y Enfermedades Metabdlicas (IFSO), a nivel mundial, el
namero total de intervenciones bariatricas/metabdlicas en 2011 fueron de 340.768,
aumentando esta cifra a 468.609 cirugias en 2013 (95,7% mediante laparoscopia), siendo el
bypass gastroyeyunal (BPGY) la técnica mas empleada(39,40). Se ha demostrado que ademas
de la pérdida de peso, conlleva una mejoria en el control de la morbi-mortalidad sobre todo en
cuanto al riesgo cardiovascular asociado a la obesidad(41). Permite, a través de modificaciones
anatdmicas del tracto gastrointestinal, conseguir un balance energético negativo, que facilite
la pérdida de peso a través de la limitacidn de la ingesta, asociada o no a la maldigestiéony a la
malabsorcion.

2.1.Evolucion histérica

El tratamiento quirurgico de la obesidad mdrbida comenzd a practicarse a partir de los afios 70
del siglo XX. En 1967, Edward Mason, publicé por primera vez resultados significativos de
pérdida de peso tras la realizaciéon de un bypass gastrico(42). Antes de este trabajo, se
ensayaron técnicas de bypass yeyunoileales, que fueron desechados debido a un alto riesgo de
desarrollo de cirrosis hepatica y malabsorcidn(43).

La gastroplastia vertical se comenzd a practicar en los afios 80, y en la misma época otros
cirujanos mas agresivos comenzaron a realizar reseccidon gastrica con bypass del intestino
delgado. Esta intervenciéon ha sufrido modificaciones durante las siguientes décadas vy
actualmente se realiza bajo el término de bypass gastrico.

La técnica del anillo gastrico fue introducida en 1983 y fueron muchas las intervenciones
realizadas en Europa, por lo que en 2001 recibid el reconocimiento de la FDA. La gastrectomia
vertical (sleeve) es una intervencion mas reciente (2003) descrita inicialmente como parte de
la derivacién biliopancredtica y que posteriormente se demostrd su eficacia de forma
independiente.

El avance mds importante en los ultimos 50 afios en la cirugia baridtrica es probablemente la
posibilidad de la realizaciéon de la intervencién por laparoscopia. Permite una cirugia con
menos complicaciones y una estancia hospitalaria mas corta. En la actualidad, alrededor del
97% de las intervenciones baridtricas, bien sean iniciales o reintervenciones, se realizan por via
laparoscépica(43).
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2.2.Indicaciones de la cirugia bariatrica

Resulta fundamental seleccionar adecuadamente a los candidatos a someterse a este tipo de
tratamiento dado que no estd exento de riesgos y complicaciones. La evaluacion previa deberd
ser lo mas completa posible, con un protocolo establecido y por un equipo multidisciplinario
que incluya endocrindlogos, cirujanos, psicélogos, psiquiatras, neumdlogos, anestesistas,
enfermeros, dietistas, etc. (44)

En 1991 la NIH (Institutos Nacionales de la Salud) recomendaba la cirugia bariatrica en
individuos con IMC > 40 Kg/m?o IMC = 35 Kg/m?con al menos una comorbilidad asociada(45).
Desde entonces se ha ido actualizando los criterios de inclusion, sobre todo en la ultima
década, al observarse mejoria tras la cirugia del control metabdlico, especialmente en la DM2.
Esto es debido a la existencia de mecanismos de control metabdlico independientes de la
pérdida de peso producidos por las alteraciones del tracto gastrointestinal de la cirugia
bariatrica(46). Con todo esto, en 2013 la Sociedad Americana de Cirugia Bariatrica y
Metabdlica extendid las indicaciones de la cirugia a individuos con IMC entre 30 y 35 Kg/m?y
DM2(47). A nivel nacional, en 2013 las diferentes sociedades de Endocrinologia y Cirugia

firmaron un documento en el cual se incluye la cirugia como opcién terapéutica de los
pacientes DM2 con IMC> 30 kg/m2(48).

Indicaciones ~ Contraindicaciones
Edad 18-60 afios Enfermedad psiquiatrica no controlada
IMC > 40 Kg/m? Abuso de alcohol u otras drogas

IMC > 35 Kg/m? asociado a comorbilidades que se Enfermedad crénica no controlada que
espera mejorar tras la cirugia (DM 2, HTA, SAHS, comprometa la supervivencia a corto
etc.) plazo

IMC 30-35 kg/m2 asociado a DM 2 de dificil Riesgo elevado para la cirugia bariatrica
control a pesar de la optimizacién del

tratamiento convencional y asociado a otras

comorbilidades.

Tabla 3. Indicaciones y contraindicaciones de la cirugia bariatrica(49).

Su utilizacidn en adolescentes requiere un protocolo especifico y en las personas mayores de
60 afios se puede considerar en base a criterios individuales condicionado en gran medida por
la comorbilidad que se asocie(49).

2.3.Técnicas quirurgicas

Los procedimientos quirdrgicos empleados, se clasifican en restrictivos (limitacion de la
capacidad gastrica), malabsortivos (limitacion de la absorcién de los nutrientes) y mixtos. Los
mas empleados son el bypass gastrico Y en Roux y la gastrectomia vertical, le siguen la banda
gastrica ajustable y la derivacién biliopancreatica(44).
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2.3.1. Bypass gdstrico Y en Roux

Esta intervencion se compone de tres fases y dos anastomosis. Primero se crea un pequeio
reservorio gastrico de unos 15-30mL, separado del resto de estdmago limitando asi la ingesta.
Después se secciona el yeyuno a los 40-50cm tras el angulo de Treitz y se realiza Ia
anastomosis gastroyeyunal entre el reservorio gastrico y el extremo distal del yeyuno
seccionado. La longitud de esta asa alimentaria puede variar de 75 a 150cm. Por ultimo se
realiza otra anastomosis entre la parte distal del asa alimentaria y el extremo proximal del
yeyuno (asa biliar) seccionado inicialmente, dando lugar asi a una anastomosis gastroyeyunal
en Y de Roux con dos asas (alimentaria y biliopancreatica) generando asi, cierto grado de
malabsorcion(43,44). Por lo tanto se trata de una técnica mixta. La exclusién del duodeno vy el
yeyuno proximal puede prevenir las secreciones de sustancias anti-incretinicas y la presencia
precoz de los alimentos al yeyuno distal estimula agentes incretinicos como el GLP-1,
mejorando asi la sensibilidad a la insulina independientemente de la pérdida de peso(44).

Es el procedimiento mas utilizado y se consigue una pérdida de peso de entre el 60 y 70 % del
exceso de peso y una disminucidn de las comorbilidades, con una tasa de complicaciones
aceptable.

2.3.2. Gastrectomia vertical

También llamada gastrectomia tubular, manga gastrica o “sleeve gdstrico”. Consiste en la
exéresis vertical de la porcidon izquierda del estdmago y el fundus, aproximadamente el 80%,
dejando una porcién gastrica alargada que mantiene una continuidad normal con el intestino.
Aunque se trata de una técnica puramente restrictiva, se cree que se produce una
modificacion en la secrecion de ciertas hormonas gastrointestinales como la ghrelina,
secundaria a la exéresis del fundus dando lugar a un aumento de la saciedad y una disminucién
de la sensacion de hambre(43). Presenta buenos resultados en la pérdida de peso, se estima
un 50 a 70% del exceso de peso o una reduccién de 12-16 puntos de IMC en el primer afio, con
una tasa de complicaciones mas baja, pero los resultados a largo plazo podrian ser peores que
los del bypass gdstrico(50).

2.3.3. Banda gdstrica ajustable laparoscopica

Consiste en la colocacidon de una banda de silicona a nivel del fundus géstrico, unido a un
reservorio percutdneo que permite ajustar la magnitud de la compresion. Se emplea
generalmente en pacientes con grados menores de obesidad o en pacientes con elevado
riesgo quirurgico. La pérdida ponderal es menor que la que se produce con otras técnicas, 34%
del exceso de peso en un afio o una disminucién de 7 a 10 puntos de IMC(50), precisando en
un porcentaje elevado de reconversiones a otras técnicas(43).

2.3.4. Derivacion biliopancredtica con cruce duodenal

Es una técnica mixta con predominio del componente malabsortivo. Se realiza una
gastrectomia tubular con preservacion pildrica. Se secciona la porcidn distal del ileon a 250cm
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de la vélvula ileocecal y se anastomosa al reservorio gastrico (asa alimentaria). Se completa la
operacion con otra anastomosis, ileoileal, que se realiza a 100cm de la valvula ileocecal (asa
biliopancreatica). Todo ello conlleva un bypass de mas de un 50% del intestino delgado que
origina una malabsorcidn importante, principalmente de las grasas. Esta especialmente
indicada en formas mas graves de obesidad ya que la pérdida de peso se encuentra en un 70-
80% del exceso de peso y una reduccion de 16 puntos en IMC a los dos afios de la cirugia,
siendo también mas frecuentes las complicaciones como deficiencias de micronutrientes(44).

Nuevas técnicas quirdrgicas se encuentran en desarrollo, como es el caso del mini-bypass o
bypass en omega, que consiste en la realizacion de una sola anastomosis duodeno yeyunal con
sleeve gastrico sin necesidad de una diversidn en Y de Roux para evitar el reflujo alcalino. A
este desarrollo también se acompaiia el dmbito tecnoldgico, permitiendo la realizacion de
cirugias con un solo trécar e incluso cirugia robética(43).

a - b
Gastrojejunal
anastomosis
Gastric { l
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Figura 2. Técnicas de cirugia bariatrica. a. Bypass gastrico Y en Roux. b. Banda gastrica
ajustable c. Gastrectomia vertical. d. Derivacion biliopancreatrica(44).
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No existe un acuerdo, ni una recomendacién concreta para utilizar una técnica u otra, por lo
que la indicacion serd individualizada segun las caracteristicas del paciente. En general, las
técnicas con componente malabsortivo se reservan para pacientes con grados mayores de
obesidad o comorbilidad importante(49).

2.4.Complicaciones

En las ultimas dos décadas ha mejorado mucho la seguridad en la cirugia bariatrica con el
desarrollo de las nuevas tecnologias como la revolucién laparoscépica y el aumento en la
experiencia técnica de los cirujanos. Esto ha permitido la reduccion del tiempo quirurgico, la
estancia hospitalaria y el nimero de complicaciones. La mortalidad a corto plazo tras la cirugia
se situa del 0,04% a 0,3%(51) y solo en el 1% de las cirugias laparoscépicas acaban en una
conversidn a cirugia abierta(52).

Las complicaciones perioperatorias mas frecuentes son: las infecciones, la hemorragia, la
dehiscencia de la anastomosis y las complicaciones tromboticas. Las complicaciones
quirurgicas van en funcién de la técnica practicada. En la siguiente tabla se muestra las
complicaciones postquirurgicas de la técnica mas empleada en la actualidad.

Frecuencia Leve ~ Moderada Severa
>5% Nauseas y vomitos -Ulcera anastomotica (8%). -Nauseas y voémitos
autolimitados (hasta -Estenosis anastomatica (7%). con  deshidratacion
un 100%). -Déficit de vitaminas y gue requiera ingreso
minerales (hasta un 50%). (5%).
-Sindrome de dumping (hasta -Reintervencién por
un 75%). cualquier causa
(menor del 5%).
1-5% Empeoramiento de -Hemorragia abdominal o -Reintervencién por
la funcién renal anemia que requiera de hemorragia
autolimitado. trasfusion sanguinea (5%). abdominal (2%).
-Neumonia (4%). -Dehiscencia de

-Herniacién u obstruccioén del anastomosis (2%).
intestino delgado (4%).

-Infeccion de la herida (3%).

-Arritmia sin inestabilidad

hemodinamica (2%).

-Calculos biliares (sintomaticos

enun 2%).
<1% - Arritmia inestable o
infarto  miocardico
(<1%).

- TEP, insuficiencia
respiratoria (0.5%).

- Riesgo general de la
mortalidad quirudrgica
(0,3%).

Tabla 4. Complicaciones asociadas al bypass gastrico Y en Roux(53)
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La pérdida excesiva de peso, la desnutricidn proteica y el déficit de micronutrientes son las
complicaciones nutricionales mds frecuentes, por lo tanto, es de gran importancia el
seguimiento analitico posterior para aportar la suplementacién necesaria(53). Cabe hacer una
mencion especial al sindrome de dumping que ocurre con mucha frecuencia tras la realizacién,
sobre todo, de técnicas que excluyen el duodeno. Los sintomas caracteristicos son: nauseas,
temblor, sudoracidn, taquicardia e incluso hipoglucemia(53). Se cree que se produce por la
llegada rdpida al yeyuno de un contenido alimenticio de alta osmolaridad y también por
aumento de la secrecion de hormonas con efecto incretinico. El tratamiento consiste en
medidas dietéticas evitando el consumo de carbohidratos de absorcién répida y fraccionar la
ingesta a lo largo del dia.

Se han identificado factores de riesgo que incrementan la morbi-mortalidad postquirurgica, y
son: el género masculino, la edad mayor de 50 afios, la insuficiencia cardiaca, la enfermedad
vascular periférica y la insuficiencia renal(54).

2.5.Resultados

La cirugia bariatrica es la Unica intervencidon que ha demostrado eficacia en la pérdida de peso
a largo plazo. Esta se define como la pérdida de porcentaje de exceso de peso (%EWL), siendo
la cirugia efectiva si supera el 50%. No obstante, un 15-20% de los sujetos que se someten a la
cirugia, no consiguen alcanzar este objetivo(55). Con la gastrectomia vertical se puede
conseguir un %EWL de 76% a los 5 afios y un 67% a los 8 afios(56) y con el bypass gastrico 72%
a los 2 afios y 52,7% a los 10 afios tras la cirugia(57). La remisién o mejoria del control de la
DM2 tras la cirugia bariatrica ya es un hecho, llegando a considerarse la mejor terapia para
pacientes con obesidad, siendo superior a las modificaciones del estilo de vida y al
tratamiento médico éptimo(58). La remisidon de la DM2 puede alcanzar a un 77% tras el bypass
gastrico, siendo este resultado similar en pacientes tanto con IMC mayor de 35 como con un
IMC menor(59). Un reciente metandlisis mostré que la cirugia, ya no solo disminuye la
prevalencia de DM 2, sino que también puede mejorar sus complicaciones microvasculares,
sobre todo la nefropatia diabética(60). La resolucién de la resistencia a la insulina llega a un
84,7% vy de la dislipemia un 80,7% a los 5 afios(61). La HTA también se ve afectada por la
cirugia baridtrica con una remision del 66% a los 5-7 afios(62). Todo esto conlleva a una
reduccion del riesgo cardiovascular, reduciendo la puntuacién de Framingham a la mitad tras
un afio de la cirugia(63). Cabe resaltar que estos efectos beneficiosos en la comorbilidad
parece que son independientes a la pérdida de peso, ya que se obtienen incluso en pacientes,
gue no logran el objetivo de pérdida de peso (EWL <25%) o que presentan reganancia de peso
tras afios de la cirugia(64).

Dado que hasta un 20% de los pacientes no alcanzan la reducciones ponderales esperadas
incluso un subgrupo tiene reganancias es muy importante conocer los factores que influyen en
este mal resultado. La base genética del individuo o su interaccién con el ambiente
(epigenética) podria ser un factor importante que explique el problema planteado.
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3. Epigenética

Durante los ultimos afios ha habido un creciente interés sobre el estudio de la epigenética,
debido a la importancia del papel que presentan los factores ambientales en el desarrollo de
las diferentes patologias. El término epigenética fue descrito por primera vez, a principios de
los afios 40, por Conrad Waddington como “la rama de la biologia que estudia las interacciones
causales entre genes y sus productos que dan lugar al fenotipo”(65). En la actualidad se define
como el estudio de los cambios heredables en la expresidon genética en el que no existen
modificaciones en la secuencia del ADN(66). Todos nuestros tejidos presentan los mismos
genes, pero sélo unos pocos se expresan en un determinado tejido dando lugar al fenotipo.
Esto es debido a que los patrones epigenéticos especificos condicionan la accesibilidad de los
factores de transcripcion a la cromatina facilitando su reconocimiento, para ser silenciados
temporal o permanentemente. Estas marcas epigenéticas pueden ser hereditarias, bien por
mitosis o en algunos casos por meiosis. Lo que permite explicar los mecanismos no
dependientes de la secuencia genética por los que el factor ambiental contribuye a regular la
expresion genética, actuando como un “didlogo” entre la genética y el ambiente. Es conocido
que los factores ambientales pueden provocar cambios epigenéticos y son dependientes de
cada tejido y tipo celular. Al contrario de los polimorfismos genéticos, las marcas epigenéticas
no son permanentes, sino que son potencialmente reversibles(67). Esta reversibilidad tiene un
especial interés a la hora de disefiar un tratamiento para su reversion. La susceptibilidad a los
cambios en la epigenética varia en las diferentes etapas de la vida, las épocas fetal y prenatal
son las que existen mayor predisposicion, son las llamadas ventanas epigenéticas.
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Figura 3. Factores nutricionales que se han asociado con cambios epigenéticos(67).
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3.1.Patrones epigenéticos
Los principales mecanismos epigenéticos conocidos que regulan la expresién génica son:

3.1.1. Metilacion del ADN

Es la modificacidn epigenética mejor estudiada. Regula la expresidén de los genes a través del
proceso de la transcripcion genética, siendo crucial en la diferenciacién celular en los
diferentes tejidos(68). En los mamiferos, de las cuatro bases del ADN, solo la citosina es
fisiolégicamente modificada a un analogo llamado 5’ metilcitosina por la agregacién de un
grupo metilo (-CH3) en el carbono 5 del anillo de pirimidina. Este proceso se denomina
metilacion y se da en aquellos residuos de citosina que van seguidos de un nucleétido de
guanina. Esta reaccidon es catalizada por un grupo de enzimas denominadas ADN
metiltransferasas(DNMTs), que son divididas en grupos de acuerdo al ADN que utilizan como
sustrato(65):

A. Metiltransferasas de novo (DNMT3a y DNMT3b) son responsables de la adicién de
grupos metilos a citosinas en regiones CpG que no habian sido metiladas con
anterioridad.

B. Metiltransferasa de mantenimiento (DNMT1) realiza la copia de patrones de
metilacion preexistentes en cadenas de ADN nuevas durante la replicacién,
manteniendo el patrén de metilacién de ADN durante la division celular. Este proceso
es guiado por la presencia de CpG hemi-metilados.

Los dinucledtidos CpG no estdn distribuidos de manera uniforme en el genoma, sino que
aproximadamente el 60% estan concentrados en las regiones promotoras de los genes
formando las llamadas “islas CpG”. Estas estan constituidas por la agrupacién de los sitios CpG
de tamafio igual o superior a 500 pares de bases y con un porcentaje de CpG mayor del
50%(68,69). Normalmente las “islas CpG” no se encuentran metiladas, a diferencia de las
secuencias CpG dispersas en las que del 60-90% se encuentran metiladas(70).

El grado de metilacion de las islas CpG localizadas en la regién promotora de un gen se
relaciona de forma inversa a la expresion de ese gen. En términos generales, la hipermetilacién
se asocia a la inhibicion de la transcripcién mientras que la hipometilacion con su
activacion(71). A nivel molecular, existirian dos mecanismos principales por los cuales la
metilacion del ADN inhibiria la expresién génica(72):

A. La modificacién de la citosina inhibiria la unidn de factores activadores de la
transcripcion sobre el ADN, impidiendo asi la expresion génica.

B. Una serie de proteinas que tienen la capacidad de reconocer y unirse a la
5’metilcitosina(MBDs) por medio de diferentes dominios proteicos (MeCP2, MBD1,
MBD2, MBD3 y MBD4) ejerciendo su capacidad represiva sobre la expresion del ADN
metilado por mecanismos aun desconocidos.
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Figura 4. Inhibicidn de la transcripcién génica por medio de metilacién. a) Esquema de un promotor
clasico. b) La union de los factores de trascripcion a los elementos promotores permite que se ubique
correctamente la ARN polimerasa y comience con la trascripcion. ¢) La adicién de grupos metilos a las
citosinas impide la unién de los factores de transcripcidn inhibiendo la transcripcién. d) La union de
proteinas que reconocen metilcitosina (MBDs) inhiben la trascripcidn(72).

Cabe sefialar que la funcion de la metilacidon del ADN no solo esta en la expresidon/represion de
la transcripcidn, sino también esta asociada al mantenimiento de la integridad del genoma por
la supresion de la recombinacion mitdtica y/o la contribuciéon a la segregacion de los
cromosomas durante la mitosis(72).

3.1.2. Modificaciones postraduccionales de histonas

El nucleosoma es la unidad fundamental de la cromatina y estda compuesto por un octdmero
de histonas: 2 copias de 4 proteinas denominadas H2A, H2B, H3 y H4, rodeada de 1,7 vueltas
de ADN (146pb). Estas proteinas presentan un dominio globular mediante el cual interactian
para formar el octdmero y una cola flexible que interacciona con el ADN(72).

Cada nucleosoma se une al siguiente por un pequeiio segmento del ADN y puede encontrase
condensado o relajado, impidiendo o permitiendo la transcripciéon respectivamente. Las
modificaciones postraduccionales de las histonas contribuyen a la regulacién de la expresion
génica permitiendo o bloqueando el acceso de la maquinaria de la transcripcion a la

34



cromatina. Las modificaciones mas conocidas son: la acetilacion, la metilacién, la fosforilacién,
la ubiquitinacion y la ADP-ribosilacidn; y son catalizadas por hasta 50 diferentes enzimas
especificos de cada tipo de modificacion(73)

Con todo esto se ha postulado la teoria del “cédigo de histonas”, en el que segun las
modificaciones que presenten en las colas amino-terminales de las histonas determinardn un
efecto activador o represor sobre la expresion de un gen(74).

3.1.3. ARN no codificante

Existen moléculas de ARN que no codifican proteinas (ncARN) y tienen su origen en segmentos
de ADN intrénico de genes codificantes de proteinas asi como en intrones y exones de genes
de productos no proteicos. La idea de que ARN no codificantes pudiesen regular la expresion
de genes fue propuesta en los afios 60, aunque los mecanismos implicados han comenzado a
conocerse en los Ultimos afios. Se ha visto que menos de un 5% de los ARN que son transcritos
codifican para alguna proteina siendo el resto ARN no-codificantes, dentro de los cuales una
gran parte participa en mecanismos de regulacién de expresion de genes (ncARN reguladores).
Dentro de los principales ncARN reguladores se encuentran los ncARN largos (IncARN), los ARN
asociados a Piwi (piARN), los pequefios ARN interferentes (siARN) y los micro ARN
(miARN)(75,76).

De esta manera el ARN tiene una funcién epigenética a parte de las ya conocidas de
transcripcioén y traduccién.

3.2.Epigenética y obesidad

Los cambios epigenéticos estan relacionados con diferentes patologias entre las que se
encuentran la obesidad y la DM2, resultado de las interacciones entre la nutricion, el ejercicio
fisico y el perfil genético. Existe evidencia de que las personas obesas tienen un patrén
epigenético diferente al de las que no lo son, pero seria necesario determinar si esta diferencia
es debida intrinsecamente a la obesidad o a sus comorbilidades; o en cambio es por influencia
de los nutrientes mas frecuentes de la dieta, la exposicion de otros factores ambientales o la
herencia(77).

Por una parte, se ha visto que los perfiles de metilacién de los individuos obesos tras perder
peso se asemejan mas a los individuos no obesos que a los que lo son. La restriccién energética
en la dieta y la pérdida de peso implican cambios en los patrones epigenéticos. Esto hace
pensar que bien algunos perfiles de metilacion son una consecuencia del fenotipo obeso o
bien que una marca de metilacion determinada predispone a las personas a convertirse en
obesas. Por lo que aun estd por demostrar si esta relacién que existe es causa o consecuencia.
Asi pues, los perfiles de metilacion podrian servir como marcadores tempranos del riesgo de
desarrollo de la enfermedad(78).

Por otra parte, también existen diferencias en los niveles de metilaciéon entre sujetos que
consiguen la pérdida de peso con éxito y los que fracasan (considerando fracaso una pérdida
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menor del 5% del peso). En un estudio de intervencién, se ha visto diferencias de niveles
basales de metilacion (en células mononucleares de sangre periférica) en los genes ATP10A y
CDA44 entre los pacientes que presentaban buena respuesta en la pérdida de peso tras la dieta
y los que no. Ademas de contar con niveles de metilacion mas elevados en el promotor WT1
(gen relacionado con la obesidad) en los mas respondedores una vez acabada la intervencion
dietética(79). Otro estudio similar analizé las diferencias del patron epigenético de los
diferentes genes en la grasa subcutdnea antes y después de la intervenciéon dietética,
encontrandose también diferencias entre los dos grupos; entre los genes mas relevantes se
encontraron GLIS3 (gen asociado a la DM2), INSM1, y CCKBR. Tras la reduccion de peso, el
cambio mas relevante observado en el tejido adiposo subcutdneo fue la hipermetilacidn
traduciéndose en una reduccién en la expresion genética en el locus 5913 afectando al gen
ENC1(80).

Entre los genes mds conocidos relacionados con la obesidad, se ha estudiado los niveles de
metilacion en promotores del TNF-a o de la leptina, tanto en tejido adiposo subcutaneo como
en células mononucleares de sangre periférica. En los dos casos se ha visto que los niveles son
mas bajos en sujetos respondedores a la pérdida de peso que el grupo de los no
respondedores(81,82). Asi
util en la prediccién de la pérdida de peso.

a determinacién de los patrones de metilacion basales podria ser

3.3.Epigenética y cirugia bariatrica

En los ultimos afos, varios estudios han propuesto que las modificaciones epigenéticas
podrian relacionarse con la respuesta a la cirugia baridtrica. Al igual que en el cambio del estilo
de vida, la cirugia baridtrica modifica el patréon de metilacion de ADN en diferentes genes.
Estas modificaciones podrian contribuir tanto a la pérdida de peso como a los beneficios a
nivel metabdlico que se observan tras la cirugia.

Los estudios que analizan las diferencias de los niveles totales de metilacidn de los diferentes

tejidos entre pacientes obesos antes y después de la cirugia muestran resultados muy
variables, probablemente debido a las diferentes técnicas utilizadas, y poco concluyentes(68).
En el caso del musculo esquelético, no se ha visto diferencias significativas entre sujetos
obesos y no obesos ni tras la cirugia(83). En cuanto al tejido adiposo, en un estudio se ha visto
que los niveles totales de metilaciéon fueron mayores antes que después de la cirugia, tanto en
el tejido adiposo subcutdneo como en el visceral(84). Otro estudio, en el que se analizaron los
niveles totales de metilacién de los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo entre mujeres no
obesas y mujeres tras dos anos tras la cirugia bariatrica siendo estos niveles menores en el
grupo de las postbariatricas(85). Por ultimo en la sangre periférica no se ha visto diferencias de
niveles totales de metilacidn tras la cirugia(86,87).

Por otra parte, los estudios que analizaron la metilacion del ADN en genes especificos

muestran que la cirugia bariatrica si que modifica los patrones de metilacion del ADN. En el
musculo esquelético se estudiaron los niveles de metilacién de los promotores de los genes
PGCla y PDK4. Ya se habia visto diferencias de metilacién de estos genes entre sujetos
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diabéticos y los que no lo son. Tras la cirugia bariatrica hay una disminucién de la metilacién en
los promotores de PGCla y un aumento en los del gen PDK4. Los autores concluyeron que el
patrén de metilacidon de estos promotores podria haber sido alterado por la obesidad y tras la
pérdida de peso en consecuencia de la cirugia se habia normalizado(83). En el tejido adiposo
(tanto subcutaneo como visceral) se ha visto también cambios en los patrones de metilacion
en genes relacionados con la obesidad como son: CETP, FOXP2, HDAC4, DNMT3B, KCNQ1 vy
HOX(84). En el higado, se objetivé cambios en los patrones de metilacidon de genes que podrian
estar relacionados con la mejora de la esteatosis no alcohdlica tras la cirugia(88). En la sangre
periférica, Kirchner et al. demostraron que los niveles de metilacion de los genes PPARGCI1A,
IL1B, IL6 y TNF-a descendian a los dos dias de la cirugia, mientras que los de los promotores de
PDK4, IL1b, IL6 y TNF-a aumentaban al afo de la misma. Estas diferencias epigenéticas son
mayores que las observadas en pacientes que conseguian pérdida de peso tras la realizacion
de la dieta(86). En cuanto a la metilacién del promotor TNF-a se ha visto diferencias entre
obesos diabéticos y no diabéticos, que desaparecian tras la cirugia(87).

Con todo esto, la epigenética continda siendo un tema emergente en el que es necesario mas
estudios para poder determinar qué marcadores podrian servir para establecer la respuesta de
la cirugia bariatrica y/o identificar marcas epigenéticas que puedan predecir de forma
temprana el riesgo metabdlico y desarrollar tratamientos para retrasar los cambios
epigenéticos o revertirlos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La cirugia bariatrica es la opcién terapéutica de eleccion en la obesidad mérbida cuando han
fracasado los cambios del estilo de vida y el tratamiento farmacolégico. Ademas, permite la
mejora de las complicaciones y comorbilidades asociadas. Pero los beneficios obtenidos tras
una misma técnica quirdrgica no son los mismos en todos los pacientes.

Se ha visto diferencias de patrones de metilacion en promotores de diferentes genes entre
sujetos obesos y los que no los son, y también cambios de estos patrones tras la pérdida de
peso, bien sea tras cambios dietéticos o tras la cirugia bariatrica.

Por lo que debe de haber marcadores epigenéticos, probablemente en genes implicados en
procesos metabdlicos como la adipogénesis, el metabolismo energético, la inflamacién o la
regularizacion del apetito, que condicionen la respuesta de la cirugia bariatrica.

En base a esto nuestra hipétesis de trabajo es:

Debe existir relacion entre los pardmetros epigenéticos del tejido adiposo y los
linfomonocitos de los obesos morbidos y las diferentes respuestas metabdlicas y
antropométricas que experimentan tras la cirugia bariatrica.

Seria interesante conocer qué genes reprimidos o sobreexpresados son los que podrian
determinar los cambios producidos en los pardmetros metabdlicos y antropométricos tras la
cirugia bariatrica. Y asi saber qué pacientes se beneficiarian en mayor medida de esta técnica
quirdrgica.

Aungue ya se han realizado estudios para conocer diferencias entre patrones de metilacién en
diferentes tejidos en pacientes que se intervienen de cirugia bariatrica, los conocimientos
actuales aun siguen siendo limitados por la heterogenidad de los resultados y el seguimiento a
corto plazo de la cirugia, la mayoria hasta 12 meses después de la misma.

41



Los objetivos de nuestro trabajo son:

Objetivo general

Conocer si el patron de metilacion del ADN de los tejidos (linfomonocitos, tejido adiposo
subcutaneo y tejido adiposo visceral) obtenidos durante el BPGY en obesos moérbidos modula
la respuesta terapéutica a los dos afios de la cirugia.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la cirugia BPGY en variables bioldgicas (perfil lipidico en ayunas,
metabolismo glucidico) y antropométricas (IMC y perimetro de cintura) tras 24 meses de
seguimiento.

2. Analizar si existe relacion entre el patrén de metilacion de ADN de los tejidos obtenidos
durante el BPGY y su respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia.

3. Comparar los patrones de metilacion en los diferentes tejidos obtenidos en cada uno de los
grupos de obesos mérbidos seglin su respuesta antropomeétrica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos

Se estudiaron 99 pacientes con obesidad mérbida incluidos en el programa de cirugia
bariatrica en el Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los pacientes fueron seleccionados
de forma aleatoria en las consultas externas de la Unidad de Obesidad de nuestro centro e
incluidos en el estudio.

Criterios de inclusion:

Hombres y mujeres entre los 18 y 60 afios con obesidad grave-maérbida (IMC > 34.9 kg/m?).

Criterios de exclusion:

e Enfermedad renal (creatinina > 2 mg/dL).

e Insuficiencia cardiaca (NYHA > Il).

¢ Insuficiencia respiratoria (necesidad de oxigenoterapia).

e Cirrosis hepatica o colestasis (GGT >32 mU/mL, bilirrubina directa> 0.2 mg/dL o
fosfatasas alcalinas > 250 mU/mL).

e Enfermedad neoplasica.

e Enfermedad cardiovascular arteriosclerdtica (infarto agudo de miocardio, angioplastia
transluminal, by-passaorto-coronario, angorpectoris con test de esfuerzo positivo,
accidente cerebrovascular o claudicacion intermitente en los ultimos 10 afos).

e TSH>10mU/mL.

e Ingesta de alcohol >30 g/dia.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de nuestro centro. Antes de la intervencién
quirurgica los pacientes fueron informados del estudio y firmaron el consentimiento
informado.

2. Métodos

Los parametros recogidos fueron:

1. Clinicos
e Farmacos de uso habitual u ocasional.
e Ejercicio fisico realizado (minutos / semana).
e Consumo de alcohol (gramos / dia).
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Registro del habito tabaquico (cigarros/dia y dosis acumulada en paquetes /
afo) y tiempo desde que se abandond el habito (en afios).

Afos de evolucion de la obesidad.

Problemas cardiovasculares presentados hasta la fecha de inclusion.

Procesos de tipo inflamatorio, infeccioso o alérgicos padecidos.

Determinacidn de la presion arterial con esfigmomandmetro.

2. Antropométricos

Peso en kilogramos.

Talla en metros.

indice de masa corporal (IMC) en kg/m?.

Perimetro de cintura, determinado en el punto medio entre el borde costal
inferior y la cresta iliaca, expresado en centimetros.

3. Bioquimicos

Hemograma y bioquimica estandar.

Colesterol total (CT) y triglicéridos por método colorimétrico en situacion basal
tras 12 horas de ayuno.

cHDL tras precipitacion con polianiones.

cLDL en mg/dL calculado mediante la formula de Friedewald [cLDL = CT —
(cHDL + TG/5)]. En caso de hipertrigliceridemia (TG > 400 mg/dL) se empleara
la determinacidn de colesterol no-HDL.

Acidos grasos libres por método enzimatico colorimétrico.

Apoproteinas B y Al por inmunoturbimetria.

Glucemia por método enzimatico e insulinemia por ELISA.

Calculo del indice de HOMA [HOMA-IR = (glucosa x insulina) / 22,5].

4. Genéticos

ADN de muestras de tejido adiposo (subcutdneo y omental).
ADN de linfo-monocitos de sangre periférica extraidos junto con el analisis de
parametros basales.

3. Disefo del estudio

Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal y analitico. En todos los sujetos estudiados se

recogieron datos clinicos, antropométricos y bioquimicos 7 dias antes de la cirugia y a los dos

afios de la misma. Ademas, se analizaron marcadores epigenéticos en la sangre periférica

(linfomonocitos) y en el tejido adiposo (subcutdaneo y omental) obtenidos durante la

intervencion del bypass gastroyeyunal.
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Se evaluaron las variaciones de los datos antropométricos y bioquimicos obtenidos antes y tras
dos anos de la cirugia BPGY, y su relacién con los distintos patrones de metilacién del ADN de
los tejidos obtenidos.

4. Método de extraccion de células del tejido adiposo

Las muestras de tejido graso omental y subcutaneo (aprox. 5 g) fueron obtenidas al inicio de la
intervencion del BPGY. Dichas muestras fueron transportadas en criotubos en nitrégeno
liguido y posteriormente purificadas para extraer los adipocitos mediante un procedimiento
estandarizado para estas células(89). Con las muestras obtenidas de los participantes, se
generd un biobanco de adipocitos.

5. Método de estudio del patréon de metilaciéon del ADN

5.1 Extraccion de ADN:

Para la extraccion de ADN se utilizé la tecnologia Maxwell de Promega. Con una muestra de
300 pL de sangre o 100 pg de adipocitos se incubaron con 30 puL de proteinasa Ky 300 pL de
tampodn de lisis durante 20 minutos a 562C. Estos reactivos rompen las membranas celulares y
las proteinas permitiendo la salida del material genético al exterior y evitando su degradacion.
Una vez liberado el ADN mediante particulas paramagnéticas de silice revestido, se realizé la
captura, el lavado y la elucién del ADN en 100 uL de tampdn. Se cuantificd el ADN extraido
mediante fluorescencia para asegurar la concentracion minima requerida de 12.5 ng/uL y
poder continuar su analisis.

5.2 Conversion con Bisulfito:

El tratamiento de las muestras con Bisulfito permite convertir las citosinas no metiladas en
uracilos sin modificar las citosinas metiladas y asi poder ver las diferencias del estado de
metilacidn en las posiciones de interés para el estudio. La citosina tratada sufre un proceso de
desaminacion y otro de desulfonacidn hasta convertirse en uracilo. Para esto se utilizé el kit
comercial EZ-96 DNA Methylation-Gold (Zymo Research) y se siguieron las indicaciones del
fabricante. El resto de las bases no se ven alteradas en este proceso.

5.3 Andlisis de niveles de metilacion global:

La metilacion en mas de 485.000 sitios fue analizada mediante el sistema “Infinium
HumanMethylation450 BeadChip” (lllumina) y el sistema HiScanSQ (Illumina), disponible en la
Unidad de Gendmica y Diagnéstico Genético del INCLIVA. Para ello, se siguieron las
instrucciones del fabricante de los chips y del equipamiento.
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A partir de los resultados obtenidos del analisis de los chips de Ilumina, se seleccionaron los
sitios de metilacion, basandonos en:

e Diferencias superiores al 10% en el estado de la metilaciéon entre diabéticos y no
diabéticos.
e P valorinferior a 0.001 en la asociacién con la DM2.

5.4 Validacidn de los resultados en los sitios de metilacion

Se procedid a la validacidn de los resultados del paso anterior mediante la secuenciacion de los
fragmentos de ADN que contenian los sitios de metilacion seleccionados.

Para ello, se disefiaron cebadores (fragmentos de ADN con una secuencia determinada de
entre 18 a 30 nucleétidos de cadena sencilla) que fueron utilizados en la amplificacion
mediante PCR de las regiones de interés. Esto se realizé mediante la herramienta web PRIMER
3, previamente se identificé la secuencia de referencia en torno al sitio de metilacién de
interés. Esta secuencia se sometid también a la conversion con bisulfito para la diferenciacion
entre citosinas metiladas y no metiladas. La amplificacion de las regiones de ADN
seleccionadas se realiz6 mediante una Unica reaccidon en mutiplex de todos los fragmentos.
Tras ello, se comprobd el resultado mediante electroforesis capilar utilizando el equipo Qiaxcel
(Qiagen).

El siguiente paso consistio en afadir barcodes a cada una de las muestras. El barcode es una
secuencia de 8 nucledtidos que combinados entre si permite la identificacidn inequivoca de la
muestra en los pasos posteriores. Para ello se llevé a cabo un nuevo paso de amplificacidn y
comprobacidn posterior mediante electroforesis capilar utilizando el equipo Qiaxcel (Qiagen).

Una vez obtenido el pool con todas las muestras, se llevé a cabo el proceso de secuenciacion
utilizando MiSeq de lllumina (secuenciador de nueva generacién). Y posteriormente se analizd
los resultados obtenidos mediante el propio software de MiSeq con el consiguiente control de
calidad.

Por ultimo, se realizd el calculo del porcentaje de metilacién para cada muestra y sitio
estudiado.

6. Métodos estadisticos

La poblacion a estudio proviene de pacientes asistidos y diagnosticados de obesidad madrbida
seleccionados para cirugia bariatrica del Servicio de Endocrinologia y Nutricién de nuestro
centro. El tamafio muestral se calculd teniendo en cuenta un error alfa estandar del 5% y un
error beta del 20%. Se asume un fracaso terapéutico al afio de la cirugia en un 15% de los
sujetos. Con esto se estimd una n minima de 30 sujetos con obesidad. En el estudio se
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incluyeron inicialmente a 99 sujetos (pre-cirugia), de los que 68 completaron el seguimiento a
dos afos.

El estudio estadistico se realizd con el programa informatizado Satistical Package for Social
Sciences (SPSS) software (version 20.0, SPSS, Chicago, IL, USA). La comparacion de medias se
hizo con el test de ANOVA y ANCOVA. La comparacion de proporciones con el test de X2 o de
Fisher segun el nimero. Las correlaciones simples se estimaron mediante el calculo del
coeficiente de correlacién de Pearson. Se compardé mediante la prueba t-student para datos
apareados los pardmetros en situacion basal y tras la cirugia.

El andlisis de metilacidn fue realizado con el GenomeStudio® Software v2010.3” usando la
aplicacién “Methylumi” e “IMA” (Wang D, Yan L, Hu Q, et al. IMA: an R package for high-
throughput analysis of lllumina’s 450K Infinium methylation data. Estos sistemas permiten el
anadlisis de los datos del “Infinium 450K Methylationarray”. Se comprobaron la calidad de los
datos y se eliminaron aquellos andmalos mediante inspeccidon en cada muestra del “Principal
ComponentAnalysis” (PCA). Se verific6 que todos los controles de metilacién y de los
diferentes parametros de cada muestra sean correctos. Las posibles diferencias en la
metilacién se analizaron mediante modelos estadisticos lineal general y t-test / F-test segln
normalidad, dependiendo de las necesidades de cada analisis. Estimamos un error alfa del 1%.
Mediante estudios de “Clustering” y de “Gensetenrichmentanalysis” (GSEA) utilizando
modelos supervisados y no supervisados se determinaran los genes y posibles rutas que
puedan verse alterados por las diferencias en la metilacion.

Para la evaluacién de la variacion del estado de la metilacidon entre los distintos grupos de
individuos en los diferentes tejidos estudiados, se realizd una ANOVA de un factor y se llevaron
a cabo comparaciones multiples para identificar las diferencias entre grupos (Bonferroni con
un p valor <0.05)
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RESULTADOS

1. Evaluacion del efecto de la cirugia BPGY en variables bioldgicas y antropométricas tras 24
meses de seguimiento.

Inicialmente se incluyeron en el estudio un total de 99 sujetos que iban a ser intervenidos de
BPGY de los cuales se habian obtenido, procesado y almacenado las muestras de grasa visceral
y subcutdnea y sangre periférica para la extraccién del ADN y el estudio de los marcadores
epigenéticos. Tras los 24 meses de la cirugia se consiguid el seguimiento de 68 sujetos con una
pérdida del 31,31% de la muestra. El estudio se ha realizado con los 68 sujetos en los que se
completd el seguimiento.

En las tablas y figuras que se exponen a continuacién comparamos las caracteristicas
generales, antropométricas y bioquimicas previas y a los 24 meses tras la cirugia BPGY.

1.1. Caracteristicas generales y antropométricas basales del grupo completo segin sexo
previas a la cirugia.

En la tabla 5 se muestra las caracteristicas generales y antropométricas previas a la cirugia
BPGY del grupo de hombres frente al de mujeres. Se observa diferencias estadisticamente
significativas en la edad, la talla, el peso maximo, el peso previo a la cirugia y el perimetro
abdominal.

Hombres (n= 28) Mujeres (n=40)
Edad (afios) 43,9818,40 48,78+8,51*
Talla (m) 1,75+0,07 1,61+0,06**
Peso maximo (Kg) 149,38+19,00 123,68+17,69**
Peso (Kg) 136,83+18,46 116,20+18,52**
IMC (Kg/m2) 44,8245,14 44,7845,89
Perimetro abdominal (cm) 138,24+11,98 122,54+11,45**
Presidn arterial sistdlica (mmHg) 132,50+16,54 134,43+27,92
Presidn arterial diastdlica (mmHg) 79,50+9,89 82,24+15,09

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.
*p<0,05 **p<0,001

Tabla 5. Caracteristicas generales y antropométricas del grupo completo segulin sexo previas
a la cirugia.
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1.2. Caracteristicas bioquimicas basales del grupo completo seguin sexo previas a la cirugia.

En la tabla 6 se muestra las caracteristicas bioquimicas previas a la cirugia BPGY del grupo de
hombres frente al de mujeres. Se observa diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol, no HDL colesterol, apolipoproteina A
y apolipoproteina B, siendo mayores en el grupo de mujeres. No se ha observado diferencias
significativas en el metabolismo hidrocarbonado.

Hombres (n=28) Mujeres (n=40)
Glucosa (mg/dL) 99,61+30,75 114,90+54,91
HbAlc (%) 6,01+1,14 6,15+1,21
Insulina (LU/mL) 19,26+11,61 19,80+11,56
HOMA-IR 5,01+4,63 5,86+4,51
Colesterol total (mg/dL) 140,57+30,99 180,40+37,05**
LDL colesterol (mg/dL) 92,68+28,36 124,75+35,42**
HDL colesterol (mg/dL) 36,57+11,22 41,88+9,03*
No HDL colesterol (mg/dL) 104,00+33,30 138,53+37,09**
Triglicéridos (mg/dL) 117,64+56,13 128,25+42,55
Acidos grasos libres (mEq/L) 0,8710,27 0,9810,25
Apolipoproteina A (mg/dL) 101,39+11,71 117,15+17,85**
Apolipoproteina B (mg/dL) 81,54+20,28 103,43+23,29**

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.
*p<0,05 **p<0,001

Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas basales del grupo completo segtin sexo.
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1.3. Distribucion de los factores de riesgo cardiovascular del grupo completo seglin sexo
previa a la cirugia.

En las siguientes figuras se muestran la distribucidon de diabetes mellitus tipo 2, dislipemia e
hipertensidn arterial previa a la cirugia BPGY del grupo de hombres frente al de mujeres.

Diabetes Mellitus 2

En la figura 5 se muestra que el 36% (n=10) de los hombres presentaban DM?2 previa a la
cirugia frente al 47 % (n=19) de las mujeres que la presentaban.

Hombres Mujeres

msi msi
B NO ENOD

Figura 5. Distribucion de la diabetes mellitus tipo 2 segun sexo previa a la cirugia.

Dislipemia

En la figura 6 se muestra que el 46% (n=13) de los hombres presentaban dislipemia previa a la
cirugia frente al 65 % (n=26) de las mujeres que la presentaban.

Hombres Mujeres

msi ms
B NO mND

Figura 6. Distribucion de la dislipemia segun sexo previa a la cirugia.
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Hipertensidn arterial

En la figura 7 se muestra que el 46% (n=13) de los hombres presentaban HTA previa a la cirugia
frente al 52 % (n=21) de las mujeres que la presentaban.

Hombres Mujeres

msi msi

B MNO B NO

Figura 7. Distribucion de la hipertension arterial segun sexo previa a la cirugia.

1.4. Caracteristicas generales y antropométricas basales del grupo completo segtin sexo tras
24 meses de la cirugia.

En la tabla 7 se muestra las caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses de la
cirugia BPGY del grupo de hombres frente al de mujeres. Se observa diferencias
estadisticamente significativas en el peso, el perimetro abdominal y la presiéon arterial
diastdlica.

Hombres (n=28) Mujeres (n=40)
Peso (Kg) 98,40+18,27 77,39414,37**
IMC (Kg/m2) 32,2245,37 29,9045,54
Perimetro abdominal (cm) 109,34+14,72 95,41+12,94**
Presidn arterial sistdlica (mmHg) 134,14+28,24 125,43+24,20
Presidn arterial diastdlica (mmHg) 82,43+18,63 73,88+13,97*

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.
*p<0,05 **p<0,001

Tabla 7. Caracteristicas generales y antropométricas del grupo completo segun sexo tras 24
meses de la cirugia.
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1.5. Caracteristicas bioquimicas basales del grupo completo segtin sexo tras 24 meses de la
cirugia.

En la tabla 8 se muestra las caracteristicas bioquimicas tras 24 meses de la cirugia BPGY del
grupo de hombres frente al de mujeres. Se observa diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol, No HDL colesterol,
apolipoproteina A y apolipoproteina B, siendo superiores en el grupo de mujeres al igual que
en el estado previo a la cirugia. Ademas se ha objetivado una diferencia entre el indice HOMA-
IR, siendo superior en los hombres.

Hombres (n=28) Mujeres (n=40)
Glucosa (mg/dL) 98,57+£39.25 89,31+15,09
HbAlc (%) 5,73+1,03 5,48+0,48
Insulina (LU/mL) 9,71+5,12 7.59+3,82
HOMA-IR 2,41+1,58 1,69+1,11*
Colesterol total (mg/dL) 154,96+28,18 189,56+38,05**
LDL colesterol (mg/dL) 95,71+20,88 121,51429,89**
HDL colesterol (mg/dL) 53,43+13,78 60,15+12,46*
No HDL colesterol (mg/dL) 101,54+23,67 129,41+36,18**
Triglicéridos (mg/dL) 80,11+37,11 80,44439,11
Acidos grasos libres (mEq/L) 0,5510,30 0,5310,27
Apolipoproteina A (mg/dL) 139,75+25,19 154,66+29,14*
Apolipoproteina B (mg/dL) 73,89+16,42 93,11+24,40**

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.

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

Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas basales del grupo completo segtin sexo tras 24 meses de
la cirugia.
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1.6. Distribucidon de los factores de riesgo cardiovascular del grupo completo segtin sexo tras
24 meses de la cirugia.

En las siguientes figuras se muestran la distribucidon de diabetes mellitus tipo 2, dislipemia e
hipertensidn arterial tras 24 meses de la cirugia BPGY del grupo de hombres frente al de
mujeres.

Diabetes Mellitus 2

En la figura 8 se muestra que el 14% (n=4) de los hombres presentaban DM2 tras 24 meses de
la cirugia frente al 10% (n=4) de las mujeres que la presentaban.

Hombres Mujeres

ms msi
B NO B NO

Figura 8. Distribucion de la diabetes mellitus tipo 2 segtin sexo tras 24 meses de la cirugia.

Dislipemia

En la figura 9 se muestra que el 21% (n=6) de los hombres presentaban dislipemia tras 24
meses de la cirugia frente al 10 % (n=4) de las mujeres que la presentaban.

Hombres Mujeres

us msi
mNO mNO

Figura 9. Distribucion de la dislipemia segtin sexo tras 24 meses de la cirugia.

58



Hipertensidn arterial

En la figura 10 se muestra que el 25% (n=7) de los hombres presentaban HTA tras 24 meses de

la cirugia frente al 30% (n=12) de las mujeres que la presentaban.

Hombres

ms

H NO

Mujeres

msi
B HNO

Figura 10. Distribucion de la hipertensidn arterial seglin sexo tras 24 meses de la cirugia.

1.7. Respuesta en las caracteristicas generales y antropométricas del grupo completo tras 24

meses de la cirugia.

En la tabla 9 se muestra los cambios en las caracteristicas generales y antropométricas tras 24
meses de la cirugia BPGY del grupo completo. Se observa diferencias estadisticamente
significativas en el peso, el IMC, el perimetro abdominal, la presidn arterial sistélica y la
presion arterial diastdlica, habiendo disminuido todos los pardmetros tras 24 meses de la

cirugia.

Precirugia Postcirugia
Peso (Kg) 124,69421,02 86,04+19,06**
IMC (Kg/m2) 44,80+5,55 30,85+5,55%*
Perimetro abdominal (cm) 128,96+13,95 100,46+14,70**
Presidn arterial sistdlica (mmHg) 133,67+23,95 126,77+22,61**
Presidn arterial diastdlica (mmHg) 81,16+13,27 76,28+14,50*

Los datos se expresan como mediatzdesviacién estandar.

*p<0,01 **p<0,001

Tabla 9. Comparacion de las caracteristicas generales y antropométricas del grupo completo
una semana antes y tras 24 meses de la cirugia.
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1.8. Respuesta en las caracteristicas bioquimicas basales del grupo completo tras 24 meses
de la cirugia.

En la tabla 10 se muestra los cambios en las caracteristicas bioquimicas tras 24 meses de la
cirugia BPGY del grupo completo. Se observa mejoria del control del metabolismo
hidrocarbonado con disminucién de los niveles de glucosa, HbAlc, insulina e indice HOMA. En
cuanto al perfil lipidico se objetiva una disminucion de los niveles de LDL colesterol, no HDL
colesterol, triglicéridos y apolipoproteina B y un aumento de los niveles de HDL colesterol,
colesterol total y apolipoproteina A, siendo las diferencias estadisticamente significativa.

Precirugia Postcirugia

Glucosa (mg/dL)

108,70+47,18

93,18427,97**

HbAlc (%) 6,11+£1,18 5,58+0,76**
Insulina (LU/mL) 19,57+11,58 8,58+4,57*
HOMA-IR 5,51+4,54 2,01+1,38**

Colesterol total (mg/dL)

163,54+39,81

175,10£38,13**

LDL colesterol (mg/dL)

111,21+36,32

110,73£29,28**

HDL colesterol (mg/dL)

39,51+10,22

57,34+13,35**

No HDL colesterol (mg/dL) 124,03+39,48 117,76+34,28**
Triglicéridos (mg/dL) 124,54+48,55 80,30+38,00**
Acidos grasos libres (mEq/L) 0,94+0,27 0,53%0,29

Apolipoproteina A (mg/dL)

110,36+17,31

148,33+28,32**

Apolipoproteina B (mg/dL)

93,85+24,63

84,95+23,29*

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.

*p<0,01 **p<0,001

Tabla 10. Comparacién de las caracteristicas bioquimicas del grupo completo una semana
antes y tras 24 meses de la cirugia.
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1.9. Modificaciones en la prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular del grupo
completo tras 24 meses de la cirugia.

En las siguientes figuras se muestran los cambios en la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2,
dislipemia e hipertensién arterial del grupo completo tras 24 meses de la cirugia.

Diabetes Mellitus tipo 2

En la figura 11 se muestra que el 43% (n=29) de los sujetos presentaban DM2 previo a la
cirugia, mientras que tras 24 meses de la cirugia la cifra desciende a 12% (n=8). Siendo esta
diferencia estadisticamente significativa.

Precirugia Postcirugia

ISf H 5]
ENO HND

Figura 11. Prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 del grupo completo previo y tras 24
meses de la cirugia.

p<0,01

Dislipemia

En la figura 12 se muestra que el 57% (n=39) de los sujetos presentaban dislipemia previo a la
cirugia, tras 24 meses de la misma la cifra desciende a 15% (n=10). Siendo esta diferencia
estadisticamente significativa.

Precirugia Postcirugia

msi
ENO

p=0,003

m 5l

B NO

Figura 12. Prevalencia de la dislipemia del grupo completo previo y tras 24 meses de la
cirugia.
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Hipertensidn arterial

En la figura 13 se muestra que el 50% (n=34) de los sujetos presentaban HTA previo a la
cirugia, tras 24 meses de la misma la cifra desciende a 28% (n=19). Siendo esta diferencia
estadisticamente significativa.

Precirugia Postcirugia

ms msi

B NO mNO

p<0,01

Figura 13. Prevalencia de la hipertensién arterial del grupo completo previo y tras 24 meses
de la cirugia.
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2. Asociacion del patron de metilacion de ADN de los tejidos obtenidos durante el BPGY y su
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia.

A partir de los resultados obtenidos del andlisis de los chips de Ilumina del ADN de los tejidos
adiposos visceral y subcutaneo y la sangre periférica en los 68 sujetos, se seleccionaron 69
sitios de metilacién (CG), basandonos en:

o Diferencias superiores al 10% en el estado de la metilacién entre diabéticos y no
diabéticos.
e pvalorinferiora0.001 en la asociaciéon con la DM2.

Se procedid a la validacién de los resultados mediante la secuenciacion de los fragmentos de
ADN que contenian estos 69 sitios. Tras este procedimiento se validaron 11 sitios de
metilacion que fueron:

cg14530382, cg07064495, cg19533582, cg07249765, cg26354017, cg14341177, cg08441918,
cg04245305, cg08354527, cg22730047, cg22504140.

Se analizaron estos 11 sitios del ADN de los tejidos adiposos visceral y subcutdneo y la sangre
periférica en los 68 sujetos, y se realizd el calculo del porcentaje de metilacién para cada
muestra y sitio estudiado.

En las tablas y figuras que se exponen a continuacidon estudiamos la relaciéon del estado de
metilacion del ADN en sangre periférica, tejidos adiposos subcutdneo y visceral obtenidos
durante el BPGY con la respuesta antropométrica a los dos afos de la cirugia bariatrica.

Para valorar la respuesta antropomeétrica se ha utilizado el valor del porcentaje de pérdida del
exceso de peso (%EWL).

2.1. Asociacion del patron de metilacion de ADN de los tejidos obtenidos durante el BPGY y
su respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia segtin el punto de corte %EWL 50.

Dividimos a los pacientes en dos grupos segun si el porcentaje de pérdida del exceso de peso
(%EWL), tras 24 meses de la cirugia, supera o no el 50% y analizamos las diferencias del estado
de metilaciéon de los tejidos obtenidos durante el BPGY entre los dos grupos.

2.1.1. Caracteristicas generales y antropométricas basales seglin respuesta antropométrica a
los 24 meses del BPGY (%EWL 50).

En la tabla 11 se muestra las caracteristicas generales y antropométricas previas a la cirugia del
grupo con buena respuesta antropométrica tras la cirugia (%EWL>50) y mala respuesta
antropométrica tras la cirugia (%EWL<50). No se observan diferencias significativas entre los
dos grupos en los parametros antropométricos basales previos a la cirugia.
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%EWL250 (n=56)

%EWL<50 (n=12)

Peso (Kg)

122,90+19,66

133,05+25,81

IMC (Kg/m2)

44,40+5,19

46,6516,97

Perimetro abdominal (cm)

127,58+13,10

135,86+16,61

Presion arterial sistolica (mmHg)

131,57+21,59

144,40+32,89

Presidn arterial diastolica (mmHg)

79,67+11,38

88,80+£19,38

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.

Tabla 11. Caracteristicas generales y antropométricas

antropomeétrica a los 24 meses del BPGY (%EWL 50).

basales segun respuesta

2.1.2. Caracteristicas bioquimicas basales seguin respuesta antropométrica a los 24 meses del
BPGY (%EWL 50).

En la tabla 12 se muestra las caracteristicas bioquimicas previas a la cirugia del grupo con
buena respuesta antropométrica tras la cirugia (%EWL>50) y mala respuesta antropométrica
tras la cirugia (%EWL<50). No se observan diferencias significativas entre los dos grupos en los

parametros bioquimicos basales previos a la cirugia.

%EWL>50 (n=56) %EWL<50 (n=12)

Glucosa (mg/dL) 108,48+48,87 109,17+37,66
HbAlc (%) 6,06+1,17 6,27+1,24
Insulina (LU/mL) 18,47+9,24 24.44+18,25
HOMA-IR 5,10+3,63 7,31+7,30
Colesterol total (mg/dL) 161,61+37,59 175,17+48,68
LDL colesterol (mg/dL) 109,54+34,45 120,92+43,73
HDL colesterol (mg/dL) 40,1849,01 37,42+15,09
No HDL colesterol (mg/dL) 121,43+34,78 137,75+55,65
Triglicéridos (mg/dL) 119,38+42,21 144,92+69,47
Acidos grasos libres (mEq/L) 0,94+0,27 0,9310,26
Apolipoproteina A (mg/dL) 112,25+17,84 103,25+13,24
Apolipoproteina B (mg/dL) 91,55+21,53 107,75+33,11

Los datos se expresan como mediatzdesviacién estandar.

Tabla 12. Caracteristicas bioquimicas basales seguin respuesta antropométrica a los 24 meses

del BPGY (%EWL 50).
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2.1.3. Caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses del BPGY seglin respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la tabla 13 se muestran las caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses de la
cirugia del grupo con buena respuesta antropométrica tras la cirugia (%EWL>50) y mala
respuesta antropométrica tras la cirugia (%EWL<50). Se observa que el grupo de mejor
respuesta presenta menor peso, IMC, perimetro abdominal, presion arterial sistdlica y
diastdlica que el grupo de peor respuesta, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas.

%EWL250 (n=56) %EWL<50 (n=12)
Peso (Kg) 80,74+14,33 110,78+19,35**
IMC (Kg/m2) 29,14+3,89 38,87+5,16**
Perimetro abdominal (cm) 96,93+12,07 120,83+13,22%**
Presidn arterial sistélica (mmHg) 124,55+20,14 149,83+39,32%*
Presidn arterial diastdlica (mmHg) 74,88+14,70 89,17+19,76*

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.
*p<0,01 **p<0,001

Tabla 13. Caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses del BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

2.1.4. Caracteristicas bioquimicas tras 24 meses del BPGY seglin respuesta antropométrica a
los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la tabla 14 se muestra las caracteristicas bioquimicas tras 24 meses de la cirugia del grupo
con buena respuesta antropométrica tras la cirugia (%EWL>50) y mala respuesta
antropomeétrica tras la cirugia (%EWL<50). Se observa que el grupo de mejor respuesta
presenta menores niveles de insulina y HOMA-IR, y mayores niveles de HDL colesterol y
apolipoproteina A que el grupo de peor respuesta, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas.
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%EWL250 (n=56)

%EWL<50 (n=12)

Glucosa (mg/dL) 91,96+27,55 98,751£30,44
HbAlc (%) 5,50+0,74 5,95+0,78
Insulina (nU/mL) 7,43+3,65 13,28+5,05**
HOMA-IR 1,71+1,15 3,28+1,57**

Colesterol total (mg/dL)

173,22+37,30

183,75+42.39

LDL colesterol (mg/dL)

108,40+28,93

121,42429,72

HDL colesterol (mg/dL)

59,42+12,91

47,83+11,46*

No HDL colesterol (mg/dL)

113,80+32,11

135,92+39,37

Triglicéridos (mg/dL) 72,98+24,15 113,83+65,62
Acidos grasos libres (mEq/L) 0,55+0,30 0,49+0,18
Apolipoproteina A (mg/dL) 152,59+27,46 129,17+24,83*
Apolipoproteina B (mg/dL) 82,33%+22,43 96,751+24,41

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.
*p<0,01 **p<0,001

Tabla 14. Caracteristicas bioquimicas tras 24 meses del BPGY seglin respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

2.1.5. Grado de metilacion en sangre periférica previo al BPGY segln respuesta
antropomeétrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la figura 14 se muestra las diferencias en el grado de metilacién (en los 11 sitios estudiados)
en la sangre periférica extraida previa a la cirugia entre pacientes que tras 24 meses de la
misma presentaban un %EWL igual o mayor de 50 y los que presentaban menor de 50. No se
han encontrado diferencias significativas entre los dos grupos.
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Figura 14. Grado de metilacion en sangre periférica previo al BPGY segln respuesta
antropomeétrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

2.1.6. Grado de metilacion en tejido adiposo subcutdneo extraido en el BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la figura 15 se muestra las diferencias en el grado de metilacién (en los 11 sitios estudiados)
en el tejido adiposo subcutaneo extraido durante la cirugia entre pacientes que tras 24 meses
de la misma presentaban un %EWL igual o mayor de 50 y los que presentaban menor de
50. No se ha visto diferencias significativas entre los dos grupos.
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Figura 15. Grado de metilacion en tejido adiposo subcutdneo extraido en el BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).
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2.1.7. Grado de metilacidon en tejido adiposo visceral extraido en el BPGY segulin respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la figura 16 se muestra las diferencias en el grado de metilacién (en los 11 sitios estudiados)
en el tejido adiposo visceral extraido durante la cirugia entre pacientes que tras 24 meses de la
misma presentaban un %EWL igual o mayor de 50 y los que presentaban menor de 50. Se
observa mayor grado de metilacidn en los sitios cg 14530382 y ¢g26354017 en el grupo de
mejor respuesta, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,026 y p=0,039
respectivamente).
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Figura 16. Grado de metilacion en tejido adiposo visceral extraido en el BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).
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2.2. Asociacion del patron de metilacion de ADN de los tejidos obtenidos durante el BPGY y
su respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia segun terciles de %EWL.

Dividimos a los pacientes en terciles segln el porcentaje de pérdida del exceso de peso
(%EWL), tras 24 meses de la cirugia y analizamos las diferencias del estado de metilacién de los
tejidos obtenidos durante el BPGY entre los tres grupos.

2.2.1. Caracteristicas generales y antropométricas basales seglin respuesta antropométrica a
los 24 meses del BPGY divididos en terciles de %EWL.

En la tabla 15 se muestra las caracteristicas generales y antropométricas previas a la cirugia
segun terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. Se observan diferencias significativas entre
los grupos en el peso, el IMC y la presidn arterial diastdlica, siendo en los tres casos menores
en el tercil con mejor respuesta.

%EWL<62,64 %EWL 62,64 -83,43 %EWL>83,43
(n=22) (n=22) (n=23)
Peso (Kg) 129,38+21,43 131,85+18,45 115,60+19,10*
IMC (Kg/m2) 48,6616,78 48,3515,22 44,71+4,13*
Perimetro abdominal (cm) | 132,48+14,74 131,96+12,74 124,60+12,71
Presion arterial sistdlica 142,21+27,00 134,88+27,48 127,17+16,82
(mmHg)
Presion arterial diastdlica 85,84+15,28 83,56+14,89 76,29+9,09*
(mmHg)
Los datos se expresan como mediatzdesviacién estandar.
*p<0,05
Tabla 15. Caracteristicas generales y antropométricas seglin respuesta

antropométrica a los 24 meses del BPGY divididos en terciles de %EWL.
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2.2.2. Caracteristicas bioquimicas basales seglin respuesta antropométrica a los 24 meses del
BPGY divididos en terciles de %EWL.

En la tabla 16 se muestra las caracteristicas bioquimicas basales previo a la cirugia segun
terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. No se observan diferencias significativas entre los
tres grupos en los parametros bioquimicos basales previos a la cirugia.

%EWL<62,64 %EWL 62,64 -83,43 | %EWL>83,43

(n=22) (n=22) (n=23)
Glucosa (mg/dL) 113,29+47,35 111,05+35,78 104,00+56,26
HbAlc (%) 6,31+1,36 6,13+1,07 5,94+1,15
Insulina (LU/mL) 21,86+14,52 19,94+9,73 17,86+10,31
HOMA-IR 6,44+5,78 6,02+4,62 4,55+3,33
Colesterol total (mg/dL) | 167,05+43,39 155,65+35,39 167,36+39,47
LDL colesterol (mg/dL) 114,38+37,90 108,95+38,70 110,52+33,21
HDL colesterol (mg/dL) 37,24+11,92 40,10+8,16 41,32+10,57
No HDL colesterol 129,81+46,98 115,55+32,04 126,04+37,32
(mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL) 133,62+60,28 117,90+36,53 122,40+48,10
Acidos grasos libres 0,9410,28 0,9810,31 0,9310,23
(mEaq/L)
Apolipoproteina A 106,05+17,72 114,20+15,47 111,24+18,79
(mg/dL)
Apolipoproteina B 100,57+29,49 88,60+21,40 93,52+21,58
(mg/dL)

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.

Tabla 16. Caracteristicas bioquimicas basales seguin respuesta antropométrica a los 24 meses

del BPGY divididos en terciles de %EWL.
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2.2.3. Caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses del BPGY seglin respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la tabla 17 se muestra las caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses de la
cirugia segun terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. Se observa valores menores de
peso, IMC, perimetro abdominal, presidn arterial sistélica y diastdlica en los grupos de mejor
respuesta antropomeétrica, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

%EWL<62,64 %EWL 62,64 -83,43 %EWL>83,43
(n=22) (n=22) (n=23)
Peso (Kg) 103,57+17,43 87,48+10,15 69,81+10,37**
IMC (Kg/m2) 36,87%4,88 31,08+1,66 25,67+1,99**
Perimetro abdominal (cm) | 115,29+13,26 102,60+49,54 88,40+8,50**
Presidn arterial sistdlica 143,24+431,48 125,25+18,61 120,52+22,74*
(mmHg)
Presion arterial diastdlica 86,81+18,36 76,55+13,51 70,32+14,21*
(mmHg)

Los datos se expresan como mediatdesviacién estandar.

*p<0,01 **p<0,001

Tabla 17. Caracteristicas generales y antropométricas tras 24 meses del BPGY segun

respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.
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2.2.4. Caracteristicas bioquimicas tras 24 meses del BPGY seglin respuesta antropométrica a
los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la tabla 18 se muestra las caracteristicas bioquimicas tras 24 meses de la cirugia segun
terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. Se observa niveles menores de HbAlc, insulina,
HOMA-IR, noHDL colesterol, triglicéridos y apolipoproteina B y mayores niveles de los de HDL
colesterol y apolipoproteina A en los grupos de mejor respuesta, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas.

%EWL<62,64 %EWL 62,64 -83,43 %EWL>83,43
(n=22) (n=22) (n=23)
Glucosa (mg/dL) 105,62+43,18 89,21+12,91 86,60+16,42
HbAlc (%) 5,99+1,03 5,44+0,49 5,38+0,58*
Insulina (LU/mL) 11,41+4,72 7,68+3,69 6,37+3,56***
HOMA-IR 2,99+1,66 1,65+1,01 1,38+0,82***
Colesterol total (mg/dL) | 183,38+37,56 173,16+45,37 170,92+32,86
LDL colesterol (mg/dL) 120,81+27,33 110,95+36,96 103,00+22,33
HDL colesterol (mg/dL) 49,52+10,38 57,16+9,87 64,24+14,83**
No HDL colesterol 133,86+38,26 116,00+40,22 106,68+24,62*
(mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL) 106,71%52,67 70,21+22,02 66,40+19,93***
Acidos grasos libres 0,4810,16 0,60+0,28 0,54+0,37
(mEaq/L)
Apolipoproteina A 133,62+21,62 146,21+24,93 163,92+30,10**
(mg/dL)
Apolipoproteina B 97,05%+23,51 84,84+25,43 74,63+15,56**
(mg/dL)

Los datos se expresan como mediatzdesviacién estandar.

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Tabla 18. Caracteristicas bioquimicas tras 24 meses del

BPGY segun

antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.
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2.2.,5. Grado de metilacion en sangre periférica previo al BPGY segln respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la figura 17 se muestra las diferencias en el grado de metilacién (en los 11 sitios estudiados)
en la sangre periférica extraida previa a la cirugia segun la respuesta antropomeétrica, divididos
los sujetos en terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. No se han encontrado diferencias

significativas entre los tres grupos.
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Figura 17. Grado de metilacion en sangre periférica previo al BPGY segln respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

2.2.6. Grado de metilacion en tejido adiposo subcutdneo extraido en el BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la figura 18 se muestra las diferencias en el grado de metilacion (en los 11 sitios estudiados)
en el tejido adiposo subcutaneo extraido durante la cirugia segun la respuesta antropomeétrica
en terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. Se observa menor grado de metilacién en el
sitio cg 22730047 en el grupo de peor respuesta que en el grupo de respuesta intermedia,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,022).
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Figura 18. Grado de metilacion en tejido adiposo subcutdneo extraido en el BPGY seglin
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

2.2.7. Grado de metilacidon en tejido adiposo visceral extraido en el BPGY segun respuesta
antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la figura 19 se muestra las diferencias en el grado de metilacién (en los 11 sitios estudiados)
en el tejido visceral subcutdneo extraido durante la cirugia segln la respuesta antropométrica
divididos los sujetos en terciles de %EWL tras 24 meses de la misma. No se han encontrado
diferencias significativas entre los tres grupos.
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Figura 19. Grado de metilacion en tejido adiposo visceral extraido en el BPGY segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.
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3. Comparacion de los patrones de metilacion en los diferentes tejidos obtenidos en cada
uno de los grupos de los sujetos seguin su respuesta antropométrica tras 24 meses del BPGY.

En las siguientes tablas se muestra las diferencias del porcentaje de metilacién (en los 11 sitios
estudiados) de los diferentes tejidos estudiados en cada grupo de sujetos segln su respuesta
antropométrica tras 24 meses del BPGY.

3.1. Comparacion de los patrones de metilaciéon en los diferentes tejidos obtenidos segtlin
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

En la siguiente tabla se compara el porcentaje de metilacidn (en los 11 sitios estudiados) de los
tres tejidos estudiados (sangre periférica, tejido adiposo subcutdneo y visceral) entre los dos
grupos de sujetos segun si tras 24 meses del BPGY presentaban un %EWL igual o mayor de 50 y
los que presentaban menor de 50.

En el grupo de mejor respuesta (%EWL>50) se observa diferencias en los porcentajes de
metilacidn en el sitio cg07064495 entre la sangre periférica y los tejidos adiposos visceral
(p<0,001) y subcutaneo (p<0,001) y en el sitio cg22730047 entre la sangre periférica y el tejido
adiposo visceral (p<0,001) y entre el tejido adiposo subcutaneo y visceral (p=0,001).

En el grupo de peor respuesta (%EWL<50) se observan diferencias en los porcentajes de
metilacion en el sitio ¢g22730047 entre la sangre periférica y el tejido adiposo visceral
(p=0,005) y entre el tejido adiposo subcutaneo y visceral (p=0,009).

Sangre | T.adiposo T. adiposo
subcutaneo visceral
%EWL250 | cg07064495 | Sangre p<0,001 p<0,001
T. adiposo p<0,001 n.s.

subcutaneo

T. adiposo visceral | p<0,001 | n.s.

€g22730047 n.s. p<0,001

T. adiposo n.s. p=0,001
subcutaneo

T. adiposo visceral | p<0,001 | p=0,001

%EWL<50 | cg22730047 | Sangre n.s. p=0,005
T. adiposo n.s. p=0,009
subcutdneo

T. adiposo visceral | p=0,005 | p=0,009

Tabla 19. Comparativa de los porcentajes de metilacion en los tres tejidos analizados dentro
de cada grupo segun respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia (%EWL 50).

75




3.2. Comparacion de los patrones de metilacion en los diferentes tejidos obtenidos segun
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en terciles de %EWL.

En la siguiente tabla se compara el porcentaje de metilacién (en los 11 sitios estudiados) de los
tres tejidos (sangre periférica, tejido adiposo subcutaneo vy visceral) entre los sujetos divididos
segun terciles de %EWL tras 24 meses del BPGY.

En el grupo de mejor respuesta (%EWL>83,43) se observa diferencias en los porcentajes de
metilacion en el sitio cg07064495 entre la sangre periférica y los tejidos adiposos visceral
(p=0,003) y subcutaneo (p=0,003) y en el sitio cg22730047 entre la sangre periférica y el tejido
adiposo visceral (p=0,002).

En el grupo de respuesta intermedia (%EWL 62,64-83,43) se observa diferencias en los
porcentajes de metilacidn en el sitio cg07064495 entre la sangre periférica y los tejidos
adiposos visceral (p<0,001) y subcutaneo (p<0,001).

En el grupo de peor respuesta (%EWL<62,64) se observa diferencias en los porcentajes de
metilacidon en el sitio ¢g22730047 entre la sangre periférica y el tejido adiposo visceral
(p<0,001) y entre el tejido adiposo subcutaneo y visceral (p<0,001).

Sangre T. adiposo T. adiposo
subcutaneo visceral
%EWL>83,43 | cg07064495 Sangre p=0,003 p=0,003
T. adiposo p=0,003 n.s.
subcutaneo
T. adiposo p=0,003 n.s.
visceral
€g22730047 Sangre n.s. p=0,002
T. adiposo n.s. n.s.
subcutaneo
T. adiposo p=0,002 n.s.
visceral
%EWL 62,64- | cg07064495 | Sangre p<0,001 p<0,001
83,43 T. adiposo p<0,001 n.s.
subcutaneo
T. adiposo p<0,001 n.s.
visceral
%EWL<62,64 | cg22730047 Sangre n.s. p<0,001
T. adiposo n.s. p<0,001
subcutaneo
T. adiposo p<0,001 p<0,001
visceral

Tabla 20. Comparativa de los porcentajes de metilacion en los tres tejidos analizados dentro
de cada grupo segun respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia divididos en
terciles de %EWL.
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DISCUSION

1. Evaluacién del efecto de la cirugia BPGY en variables biolégicas y antropométricas tras 24
meses de seguimiento.

La cirugia bariatrica es la opcién terapéutica de eleccién en pacientes con obesidad modrbida
cuando han fracasado los cambios en el estilo de vida y el tratamiento farmacoldgico. Permite,
ademds de una pérdida significante de peso, el control del riesgo cardiovascular y la
consiguiente reduccion de la mortalidad(90,91).

La pérdida de peso es el objetivo principal del tratamiento de la cirugia baridtrica. En este
trabajo se ha analizado los resultados de pacientes tras dos afios de la intervencién del bypass
gastroyeyunal. El 82,35% de los pacientes obtuvieron una pérdida del mas del 50% del exceso
de peso, con una media del 30.6% de pérdida de peso total. Este resultado es similar a los de
las diferentes series publicadas, en las que se muestran una pérdida de peso total de 30-35%
tras los 2 afios de la cirugia(92—94), siendo esta pérdida mas acusada en los primeros doce
meses tras la misma.

Ademas de cuantificar el exceso peso, es importante también tener en cuenta la distribucién
del tejido adiposo. La obesidad abdominal con un elevado perimetro abdominal aumenta el
riesgo cardiovascular ya que el tejido adiposo intraabdominal es metabdlicamente mas activo
que el periférico pudiendo causar asi alteraciones en el metabolismo lipidico y de los hidratos
de carbono por el aumento de la resistencia a la insulina(95). Junto al peso, el perimetro
abdominal es otro parametro antropomeétrico que se ha visto disminuido tras la intervencion,
pasando de una media de 128,96+13,95 cm a 100,46+14,70 cm con una reducciéon media del
22,1%. Se ha visto que ademas de disminuir el riesgo cardiovascular, la reduccién del perimetro
abdominal mejora también la funcién respiratoria(96), permitiendo disminuir la prevalencia de
SAHS en este grupo de pacientes.

La DM2 es otro factor de riesgo cardiovascular que se ve reducido tras la cirugia bariatrica. Tras
dos afos de la cirugia observamos una disminucion del 31 % de la prevalencia de la DM2 en
todo el grupo estudiado. De los 29 pacientes que presentaban DM 2 previa a la cirugia, se
produjo la remision de la misma en 21 pacientes (72.4%).

Existe una disminucidn significativa tanto de los niveles de glucemia basal (108,70 +47,18 vs
93,18 +27,97 mg/dL), de insulina (19,57 +11,58 vs 8,58+4,57 uU/mL), del indice HOMA 85,51
14,54 vs 2,01+ 1,38) como de HbAlc (6,11+1,18 vs 5,58+0,76 %) tras la cirugia. No obstante,
para el analisis de estos resultados se incluyeron a los pacientes tanto diabéticos como no
diabéticos, probablemente estas diferencias fueran mucho mayores si sélo consideraramos al
grupo de pacientes con diagndstico de DM2 previa a la cirugia.

Los mecanismos entre los que se encuentra envuelta la cirugia en la remisién de la DM2 no son
del todo conocidos y se encuentran en estudio. Se podria dividir en mecanismos dependientes
o no del peso, en este ultimo caso los resultados aparecen poco después de la cirugia y
dependen de la técnica quirdrgica. La reduccidn del peso con la consiguiente disminucion del
tejido adiposo visceral disminuye el efecto de la lipotoxicidad y aumenta la sensibilidad a Ia
insulina incrementandose la funcion de las células beta pancredticas(97). Los mecanismos
independientes del peso son menos conocidos, se cree que son multiples y dependen de los
cambios anatomicos y funcionales producidos por cada técnica quirdrgica. Existe una
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estimulacion de las células epiteliales L del ileon con produccién de incretinas reguladoras
(GLP-1 y PYY) por la llegada precoz de alimentos a los segmentos distales del intestino, esto
conlleva al aumento de los valores de péptido C mejorando la funcidn pancreatica(98).

Otros mecanismos como la secrecién de la ghrelina, las modificaciones de la microbiota
intestinal y la elevacién de los acidos biliares en el ileon han sido descritos y podrian contribuir
al mejor control glucémico(94).

En cuanto a los resultados de los estudios publicados, parecen sugerir que cuanto antes se
realice la intervencion mayor sera la probabilidad de remision de la diabetes, ya que, los
pacientes con menor tiempo de evolucién, mayor grado de reserva pancredtica, mayores
niveles de péptido C y menor indice de HOMA presentaban mayor tasa de remision(99).

La prevalencia de la HTA también se ha visto disminuida tras la cirugia. Existe una disminucion
de su prevalencia en el grupo completo del 50% previo a la cirugia a la de 28% tras la misma.
De los 34 pacientes que presentaban HTA previa a la cirugia, se produjo la remision de la
misma en 15 pacientes (44,1%). Esta cifra es similar a los resultados de otras series publicadas
que sitlan la remision de HTA tras la cirugia en un rango de 37-53%(100-102). Entre los
factores que favorecen la remisidn de la HTA se encuentran el tiempo de evolucién de HTA
previa a la intervencion(100) y los niveles de la vitamina D. Se ha relacionado el déficit de esta
vitamina con peores resultados en la remision de la HTA(103). La diminucion afecta tanto a la
presion arterial sistélica, de una media de 133,67+23,95 mmHg a 126,77+22,61 mmHg, como
a la presién arterial diastélica, de una media de 81,16 +13,27 mmHg a 76,28 +14,50 mmHg.
Esta disminucién a primera vista puede no resultar llamativa, aunque las diferencias sean
estadisticamente significativas, pero es debido a que estan incluidos todos los sujetos (tanto
con diagndstico de HTA como sin diagndstico de la misma previa a la cirugia).

La dislipemia tiene un papel importante en el aumento de la morbimortalidad en pacientes
con obesidad. La pérdida del exceso de peso tras la cirugia ha demostrado también una mejora
en el perfil lipidico(104). Un estudio de cohorte con 6235 pacientes sometidos a la cirugia
baridtrica muestra una reduccién significativa en la medicacion hipolipemiante a los 3 meses
tras la cirugia y al afio el tratamiento fue retirado en el 59% de los pacientes(105). Otros
estudios con menor tamano muestral presentan resultados de resolucién de la dislipemia de
hasta un 96% a los 2 afios del bypass gastroyeyunal(106,107). En nuestro estudio se muestra
una disminucién de la prevalencia de dislipemia en el grupo completo del 42%. De los 39
pacientes que presentaban dislipemia previo a la cirugia, se produjo la remisién de la misma en
29 pacientes (74,4%).

En el perfil lipidico existe una disminucién de niveles de LDL-c (111,21+36,32 vs 110,73+29,28
mg/dL), no HDL-c (124,03+39,48 vs 117,76%34,28 mg/dL), triglicéridos (124,54+48,55 vs 124,54
+48,55 vs 80,30%+38,00 mg/dL) y apolipoproteina B (93,85+24,63 vs 84,95+23,29 mg/dL) y un
incremento de HDL-c (39,51+10,22 vs 57,34+13,35 mg/dL) y apolipoproteina A (110,36+17,31
vs 148,33+28,32 mg/dL) resultados muy similares a los diferentes estudios y metanalisis
publicados (104,108-110). Excepto en los niveles de colesterol total, que en nuestro estudio
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observamos un incremento (163,54+39,81 vs 175,10+38,13 mg/dL) tras la cirugia mientras que
en las series publicadas suelen presentar también una disminucion. Este aumento puede estar
explicado por el aumento de los niveles de HDL-c.

Estos cambios en el perfil lipidico suelen ser similares independientemente de la técnica
quirurgica utilizada, excepto en el descenso del LDL-c que es mas significativo en pacientes
intervenidos de bypass gastroyeyunal probablemente mediado por el aumento de GLP-1
(110,111). No se produce cambios en los niveles de lipoproteina a tras la cirugia(110,112). En
la derivacién biliopancredtica se asocia una reduccion de PCSK9 (113).

El mantenimiento en el tiempo de la pérdida del exceso de peso y la disminucién de los riesgos
cardiovasculares conlleva a que los pacientes con obesidad tras la cirugia bariatrica presenten
menor riesgo de mortalidad (tanto por causa cardiovascular como por cualquier causa) que en
pacientes no intervenidos, aunque éste siga siendo mayor que en pacientes sin obesidad(114).
La cirugia bariatrica no solo reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares sino que
también se ha visto disminucion de las patologias oncoldgicas(115). En un estudio de 500
pacientes intervenidos de bypass gastrico muestra que el riesgo de desarrollar un evento
cardiovascular en 10 afios se reduce de 5.4% a 2.7% tras un afio de la cirugia(116). La
reduccion de la mortalidad por causa cardiovascular podria ser principalmente debido a la
mejoria del control glucémico(90,102).

2. Asociacidn del patrén de metilacion de ADN de los tejidos obtenidos durante el BPGY y su
respuesta antropométrica a los 24 meses de la cirugia.

Para valorar la respuesta antropométrica, por una parte hemos dividido a los pacientes segln
si la pérdida del exceso de peso superaba o no el 50%, en caso de hacerlo, se consideraba que
presentaba una buena respuesta al tratamiento de la cirugia bariatrica. De los 68 pacientes
estudiados el 82.4% (56 pacientes) obtuvieron buena respuesta, mientras que en el 17.3% (21
pacientes), la pérdida del exceso de peso no llegd al 50% tras los dos afios de la cirugia.

Una de las cuestiones que nos planteamos es qué factores son los que determinan la respuesta
antropométrica de la cirugia bariatrica. Por una parte analizamos las caracteristicas
antropométricas y bioquimicas basales en los dos grupos pero no encontramos diferencias
estadisticamente significativas. Al analizar los parametros tras la cirugia, si que se ha visto que
en el grupo de mejor respuesta antropométrica existe también una disminucién significativa
del perimetro abdominal, |a presién arterial sistdlica y diastdlica, los niveles de insulina e indice
de HOMA, y un aumento de los de HDL-c y apolipoproteina A como era de esperar.

Por otra parte, analizamos el porcentaje de metilacién en los 11 sitios seleccionados en la
sangre periférica, el tejido adiposo subcutdneo y en el tejido adiposo visceral obtenidos en la
cirugia. En este caso si encontramos diferencias en los sitios cg14530382 y ¢g26354017 del
tejido adiposo visceral, observdndose mayor grado de metilacién en el grupo de mejor
respuesta.
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La posicién cg 14530382 se localiza dentro del gen SH2D3A, “SH2 Domain Containing 3A”
(nomenclatura alternativa: NSP1) situado en el cromosoma 19 (19p13.3), se expresa sobre
todo en estdmago, duodeno y colon(117). Este gen codifica la proteina NPS1 que pertenece a
la familia de las proteinas adaptadoras que contienen un dominio SH2 en N terminal, una
regidn central rica en prolina/serina y una secuencia C-terminal caracteristica de esta familia
de proteinas. Se ha visto que el estimulo con factores de crecimiento epidérmico o insulina
favorece su fosforilacion y aumenta su asociacion a pl130% (proteina adaptadora
hipofosforilada). En cambio, el contacto con la fibronectina provoca la fosforilacion de Cas y
una disociacién transitoria entre NSP1 y la proteina p130“s. El aumento de la expresién de
este gen induce la activacion de la proteina JNK1 (c-Jun N-terminal kinasa) y el aumento de la
expresion del promotor de AP-1 que a la vez regula la proliferacion celular. La proteina JNK1
pertenece a su vez a la familia de proteinas MAPK kinasas que son responsables de la
activacion y regulacion de los factores de transcripcion, proliferacidon celular, sefiales de
inflamacién y estrés oxidativo(118). Por todo ello, se le ha relacionado con el desarrollo de la
patologia oncolégica, sobre todo en el cancer de mama, ya que se ha observado que la
activacion de estas cascadas favorece la migracion y adhesidon celular y la resistencia
antiestrogénica(119).

La posicidn cg26354017 se localiza dentro del gen que codifica la proteina PM20D1, “Peptidase
M20 Domain Containing 1” (nomenclatura alternativa: Cpsl), situado en el cromosoma 1
(1932.1) y esta relacionado con el SNP rs11540014(120). Se trata de una enzima de la familia
de las M20 peptidasas que, secretada por los adipocitos del tejido adiposo marrdn, cataliza la
sintesis de los aminoacidos N-acilo. El aumento de la expresion de PM20D1 o la administracion
de aminodcidos N-acilo activan directamente el gasto energético de la respiracion
mitocondrial(121). En estudios con ratones que se les ha aumentado la expresién de PM20D1
presentaban menor ganancia de peso frente a los ratones sin sobreexpresion de este gen tras
alimentarlos con una dieta de alto contenido lipidico, ademas tras analizar la composicién
corporal se muestra que esta diferencia de peso es debido al componente graso sin quedar
afectada la masa muscular(122). Por otra parte, en los ratones que se les habian generado un
déficit de PM20D1 presentaban una reduccién de niveles de aminoacidos N-acilo. Se ha
demostrado que estos presentaban mayor resistencia a la insulina, alteracién en la
termorregulacion y disminucion de la nocicepcién debido a que estas enzimas actuan como
“desacopladores de la respiracién mitocondrial” disipando la energia almacenada en forma de
calor sin produccion de ATP (123).

Por lo que tanto PM20D1 como los aminoacidos N-acilo podrian convertirse en una diana
terapéutica para el tratamiento de la obesidad y de otras alteraciones del metabolismo como
la diabetes o el sindrome metabdlico.

Ademas el gen PM20D1 esta asociado a la Enfermedad de Alzheimer. Se ha visto que su
sobreexpresion estd relacionado con la disminucidon de la muerte celular, de los niveles de
amiloide B y mejora el estado cognitivo del sujeto, por lo que elevados niveles de PM20D1
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podrian proporcionar un potencial mecanismo de defensa frente a la Enfermedad de
Alzheimer(124).

Como al dividir a los pacientes con el punto de corte de %EWL 50 obteniamos dos grupos con
tamafios de muestras muy diferentes (n= 56 y n=12), volvimos a analizar los datos separando
al grupo completo en terciles segin %EWL. En este caso al comparar las caracteristicas
antropométricas y bioquimicas basales de los tres grupos obtenemos que el grupo con mejor
respuesta presentaba menor peso inicial, menor IMC y menor presion arterial diastélica, sin
diferencias en los pardmetros bioquimicos basales. Al analizar los pardmetros tras la cirugia, se
ha visto que en los grupos de mejor respuesta antropométrica existe también una disminucién
de niveles de HbAlc, no HDL-c, triglicéridos y apolipoproteina B, ademads de los cambios ya
observados en el apartado anterior al dividirlos en dos grupos.

Respecto al porcentaje de metilacidn en los tejidos, hemos encontrado diferencia en el sitio
€g22730047 en el tejido adiposo subcutdaneo, presentando menor grado de metilacién en el
grupo de peor respuesta que en el grupo de respuesta intermedia, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p= 0,022).

La posicidn cg22730047 se localiza en el cromosoma 1 (1g23.3), en una regidon que por el
momento no se ha asociado a ningln gen codificante de proteina, aunque se encuentra en una
zona de alta densidad de ARN de transferencia. No hay estudios que muestren metilacidn
diferencial en este dinucledtido en relacidn a la respuesta antropométrica o metabdlica en
pacientes intervenidos de cirugia bariatrica.

3. Comparacion de los patrones de metilacion en los diferentes tejidos obtenidos en cada
uno de los grupos de los sujetos seguin su respuesta antropométrica tras 24 meses del BPGY.

Al dividir a los pacientes en dos grupos segun punto de corte %EWL 50, observamos que el
grupo de mejor respuesta antropomeétrica presentaba diferencias del porcentaje de metilacién
en el sitio cg07064495 entre la sangre periférica y los tejidos adiposos visceral (p<0.001) y
subcutdneo (p<0.001). Estas diferencias en los niveles de metilacién también se ponen en
manifiesto al dividir al grupo en terciles, siendo los dos terciles de mejor respuesta los que las
presentan. Por lo que parece ser que los pacientes que presentan mejor respuesta
antropométrica tienen diferencias en los niveles de metilacién entre los tejidos descritos.

La posicion cg07064495 se encuentra situada en las proximidades de la regién promotora del
gen B4Gal-T6 que codifica la proteina B-1,4-galactosiltransferasa 6, localizada en el cromosoma
18 (18q12.1)(125). Las galactosiltransferasas son enzimas que participan en la glicosilacion,
dentro de esta familia se encuentra uno de los siete subgrupos denominado B4Gal-T6, que
cataboliza la transferencia de galactosa desde UDP-galactosa a lactosilceramida, precursora de
los glicoesfingolipidos(126). La via de las ceramidas ha sido asociada a procesos metabdlicos
como la DM2 vy la arteriosclerosis. En un estudio con hamsters se ha visto que una disminucion
de lactosilceramida a nivel muscular y hepatico se relaciona con mayor sensibilidad a la
insulina(127). Por lo que parece que esta posicién podria estar relacionada con la homeostasis
del tejido adiposo y la resistencia a la insulina.
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Cg22730047 es otro de los sitios en los que se encuentran diferencias en el porcentaje de
metilacion entre los tejidos analizados. Pero en este caso no parece que se encuentre
relacionado con la respuesta antropométrica tras la cirugia, ya que presentan diferencias entre
sangre periférica y tejido subcutdneo visceral, y entre el tejido adiposo subcutaneo y visceral
tanto en los grupos de mejor respuesta como de peor respuesta. Aunque cabe decir que al
dividirse en terciles, en el tercil de respuesta intermedia no se observan diferencias en este
sitio.

4, Limitaciones.

La primera dificultad que encontramos en este estudio fue contactar con los pacientes tras los
dos afios de la cirugia baridtrica. Partimos de una muestra de 99 sujetos que fueron
intervenidos de BPGY, de los cuales se habian obtenido las muestras de los tejidos para su
estudio epigenético y recogido los parametros antropométricos y bioquimicos. Pero tras los 24
meses de la cirugia conseguimos contactar con 68 sujetos, suponiendo esto una pérdida del
31,31% de la muestra. 31 sujetos que, bien sea por cambios de domicilio, de teléfono de
contacto o por problemas laborales, no fue posible su seguimiento.

Una de las principales limitaciones que encontramos fue analizar los resultados de la
metilacidon. Hay que tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados que sélo se
comparé las diferencias del porcentaje de metilacién en 11 sitios seleccionados. A pesar de
haber realizado el analisis completo con los chips de llumina del ADN de los tres tejidos en
todos los sujetos, se seleccionaron 69 sitios de metilacidon basandonos en su asociacién con la
DM2. Sin embargo, tras proceder a la validacién de los resultados mediante la secuenciacién
de los fragmentos de ADN que contenian estos 69 sitios, sélo se validaron 11. Seria
conveniente preseleccionar los sitios de metilacion teniendo en cuenta otro criterio
(antropometria).

Otra de las limitaciones que se planted fue que al dividir a los pacientes segln su respuesta
antropomeétrica con el punto de corte %EWL 50 obtuvimos dos grupos con tamafios
muestrales muy diferentes (n= 56 y n=12). Para solventarlo, volvimos a analizar los datos
dividiendo toda la muestra en terciles para conseguir tres grupos homogéneos en numero de
sujetos.

El nimero de sujetos estudiados es bajo lo que puede limitar la validez de los resultados. Es
necesario validar nuestros resultados en otras series o incrementar el nimero de la cohorte
analizada.

84



85

VL.

CONCLUSIONES



86



CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio establecemos las siguientes conclusiones:

1.

Existe una mejoria en los parametros antropométricos, en el control del metabolismo
hidrocarbonado y en el perfil lipidico tras 24 meses de la cirugia BPGY en sujetos con
obesidad mérbida.

Un mayor grado de metilacion en los sitios cg14530382 y ¢g26354017 en los adipocitos
del tejido adiposo visceral tras 24 meses de la cirugia BPGY se asocia con una mejor
respuesta antropométrica. En el sitio cg22730047 en los adipocitos del tejido adiposo
subcutaneo se objetiva menor grado de metilacién en el grupo de peor respuesta que
en el grupo de respuesta intermedia.

Se observa diferencias en el grado de metilacion en los sitios cg07064495 (en los
sujetos con mejor respuesta antropomeétrica) y cg22730047 (independientemente de
la respuesta antropométrica) al comparar los distintos tejidos estudiados dentro de los
grupos de sujetos divididos segun respuesta antropométrica tras 24 meses de la
cirugia BPGY.

Este estudio confirma la tesis que existe relacion de los parametros epigenéticos del tejido

adiposo de los obesos maérbidos con las diferentes respuestas metabdlicas y antropométricas

gue experimentan tras la cirugia bariatrica.
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