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Resumen

1. RESUMEN

La obesidad induce alteraciones del metabolismo energético y las
vias de la inflamacién, con consecuencias graves a nivel sistémico. La
gastrectomia vertical laparoscépica (GVL) es la técnica bariatrica mas
habitualmente usada a nivel mundial, pero poco se conoce de los cambios
que provoca a nivel molecular.

El presente estudio tuvo como objetivo analizar, en leucocitos de
sangre venosa periférica (LSP) de una cohorte de pacientes bariatricos, los
efectos de la GVL sobre la expresién y la metilacién del ADN de una serie
de genes relacionados con la inflamacién y el metabolismo energético.

Entre julio 2013 y junio 2014, se obtuvieron muestras de un grupo
de pacientes obesos con indicacién de cirugia bariatrica (n=35) en 3 puntos
del proceso de pérdida de peso: antes de recibir ninguna intervenciéon (t0),
después de dos semanas de dieta de muy bajas calorias (t1) y a los 6 meses
de recibir una GVL (t2). Se extrajo también una muestra de sangre de un
grupo control (n=33), compuesto por sujetos delgados y sanos. En todas las
muestras, se analizé la expresién en LSP de 12 genes (GHRL, NAMPT, IRS1,
FTO, CCL2, TNF, FAS, LEE, PPARG, ADIPOQ, FASN y MC4R) mediante reacciéon
en cadena de la polimerasa cuantitativa. En 6 pacientes y 6 controles, se
analiz6 ademas el estado de metilaciéon del ADN de los promotores de los
genes GHRL, NAMPTy FAS mediante pirosecuenciacién por bisulfito.

Siete de los 12 genes analizados presentaron expresion detectable en
LSP (GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, CCL2, TNFy FAS). A los 6 meses de la GVL, se
observo un aumento de la expresiéon de FTO y un descenso de la expresion
de FASy CCL2. El estado de metilacién del ADN del promotor de GHRL vari6
de forma harmonica en los 4 sitios CpG explorados, aumentando tras la
dieta y disminuyendo a los 6 meses de la GVL. IRS1 y NAMPT presentaron
mayor expresion basal en aquellos pacientes que antes de recibir ningin
tratamiento tenian un indice de masa corporal 240 kg/m2 y una proteina
C-reactiva >5 mg/L, respectivamente. No se encontré ningiin gen cuya
expresion o metilacion basal permitiera predecir la evolucion del peso ni la
resolucién de comorbilidades al afio de seguimiento tras la GVL.
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Introduccion

2. INTRODUCCION
2.1. ASPECTOS GENERALES DE LA OBESIDAD

2.1.1 Epidemiologia de la obesidad

En Espafia, el sobrepeso, definido como un indice de masa corporal
(IMC) entre 25 y 30 kg/m?, afecta a un 39% de la poblacién. La obesidad,
definida como un IMC >30 kg/m?, a un 22% 2. La prevalencia de obesidad
aumenta con la edad, alcanzando el 35% en las personas de mas de 65
anos . No se trata de un fenémeno aislado, ya que en el resto de paises
occidentales se describen porcentajes similares 4. Ademés, estudios
epidemiolégicos a escala mundial apuntan, en las Gltimas décadas, hacia
un aumento progresivo del IMC en las poblaciones de casitodas las regiones
del planeta B°l. Estas cifras globales pueden parecer poco relevantes
si no se tiene en cuenta que, cuando se habla de obesidad, no se hace
referencia exclusivamente a una alteracién de la imagen corporal y una
clerta limitacién para la actividad fisica, sino también, inevitablemente,
a toda una constelacién de patologias asociadas que pueden llegar a ser
muy graves.

Mas alla de las nada despreciables repercusiones en la autoestima
y la aceptacién social que puede acarrear la obesidad, y que en no
pocas ocasiones llegan a afectar la calidad de vida y requieren atencién
psicolégica y psiquiatrica especificas ), el aumento del peso corporal tiene
consecuencias directas sobre el funcionamiento del cuerpo humano a
todos los niveles . Por ejemplo, el exceso de peso favorece la aparicion
de artropatias graves, dolor lumbar crénico y alteraciones del suefio como
el sindrome de apnea-hipoapnea obstructiva del suefio (SAHOS). Y el
aumento del volumen de grasa intrabdominal contribuye a la aparicién
de enfermedad por reflujo gastroesofagico e incontinencia urinaria severa,
entre otros trastornos 4.
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Pero, principalmente, los efectos perjudiciales del exceso de grasa
corporal se manifiestan a nivel microscépico y molecular. El riesgo relativo
de padecer diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es 7 veces mayor en obesos 2]
y la incidencia de hipertension arterial (HTA) es el doble que en personas
con normopeso Fl. Ademas, el 60% de obesos sufre de dislipemia (DLP) 4y
hasta el 90% de esteatosis hepatica ™. De hecho, la asociacién entre exceso
de tejido adiposo, DM2, HTA y DLP es tan estrecha que a finales de los 90 se
establecié el termino Sindrome Metabdlico (SM) para hacer referencia a la
conjuncién de estas cuatro patologias [*l. Aunque los criterios diagnosticos
del SM han ido variando con el tiempo, y por tanto también su prevalencia,
aproximadamente el 40% de europeos padecerian de SM seglin la definicion
propuesta en 2005 por la International Diabetes Federation V1, muy similar al
actual consenso de 2009 8. El nexo comun que explicaria la asociacion
entre estas diferentes enfermedades se encuentra en el concepto de que
el tejido adiposo es, en si mismo, un érgano endocrino activo que puede
desregularse en lo que ha venido a llamarse "adiposopatia”, "enfermedad
del tejido adiposo" o "sick fat" 8. Esta desregulacién afecta también al
sistema inmunitario, induciendo un estado crénico de inflamacién leve que
se traduce en una elevacién mantenida de los reactantes de fase aguda,
como el fibrindégeno y la proteina C-reactiva (PCR) %% y un incremento
de la resistencia a la insulina 2. Quiza la consecuencia mas grave de esta
situacioén es el elevado riesgo cardiovascular que presentan los sujetos con
SM P2l aunque no es la unica. Incluso se apunta a que la adiposopatia
podria estar relacionada con el incremento en la incidencia y mortalidad
por diferentes tipos de neoplasias que se ha observado en los obesos 2.

En resumen, la obesidad es una enfermedad en auge que afecta ya
aproximadamente a un cuarto de la poblacién de los paises desarrollados
y tiene una influencia directa en la calidad de vida y en la supervivencia
global. De hecho, se calcula que una persona de 40 afios con un IMC>30 kg/
m? tiene una esperanza de vida unos 6,5 afios menor que otra del mismo
sexo con normopeso 1. Asi pues, no parece exagerado afirmar que la
obesidad constituye actualmente un problema de salud publica de primer
orden.



Introduccion

2.1.2 Control del metabolismo energético

El estudio de la regulacién del metabolismo energético es un campo
extremadamente complejo. En tanto que obtener, almacenar y consumir
energia es quiza la actividad méas importante de los seres vivos, no sélo
intervienen en ella multitud de vias de senalizacién y metabolismo celular,
sino, en mayor o menor medida, practicamente todos los tejidos y sistemas
de comunicacién del organismo. Ademas, debe reconocerse que, si bien
se han hecho progresos importantes en las Gltimas décadas, ain estamos
lejos de poder trabajar con un modelo Unico y consistente. Dicho esto,
y sin la intencién de hacer una exposicién exhaustiva, se comentaran
a continuaciéon las caracteristicas de algunos de los principales agentes
involucrados en el control del metabolismo energético humano.

Con diferencia, una de las sustancias que mas se ha estudiado es
la insulina ”°l. Secretada por las células beta del pancreas, la insulina es
una hormona que promueve procesos anabdlicos, es decir, la sintesis de
componentes celulares a partir de precursores de mas bajo peso molecular
(Figura 1). Una de sus principales funciones es la de aumentar la captacién
celular de glucosa plasmatica, especialmente en musculo, higado y tejido
adiposo #%8. El destino principal de la glucosa plasmatica es el musculo
esquelético, donde se almacena en forma de glucégeno #7. En el higado,
ademaés de la glucogenogénesis, la insulina estimula también la lipogénesis,
es decir, la sintesis de triglicéridos a partir de glucosa . En esta reaccién,
la acetil-CoA, un producto intermedio del metabolismo de la glucosa, es
convertida a acido palmitico a través de la accion del complejo enzimatico
acido graso sintasa (FASN) y, posteriormente, esterificado para formar
triglicéridos. Estos triglicéridos constituyen los principales componentes de
las lipoproteinas de muy baja densidad (very low-density lipoprotein, VLDL)
que seran finalmente liberadas al torrente sanguineo 2% En el tejido
adiposo, las principales funciones de la insulina son inhibir la lipdlisis,
favorecer la lipogénesis a partir de la glucosa plasmatica por vias similares
a las del higado y estimular la captaciéon y almacenaje de los triglicéridos
contenidos en los quilomicrones de la dieta y las VLDL liberadas por el
higado 71,
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Figura 1. Esquema simplificado de las acciones de la insulina a nivel del metabolismo
energético. Glu: Glucosa; AG: Acidos grasos; ADL: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; Q:
Quilomicrones.

La insulina, al ser una sustancia exclusivamente extracelular,
requiere para su efectividad de la mediacién de un receptor transmembrana
que, a su vez, actua sobre una serie de proteinas citosélicas que son las que
ejecutan las diferentes acciones metabdlicas en las células diana. En caso
de alterarse esta secuencia intracelular de acontecimientos, los efectos
de la insulina pueden debilitarse o incluso perderse completamente, un
fendmeno que se conoce como resistencia insulinica #1.

Una de estas proteinas citosoélicas mejor caracterizada, y presente
en practicamente todas las células del organismo, es el sustrato 1 del
receptor de la insulina (insulin receptor substrate 1, IRS1). Cuando la insulina
entra en contacto con su receptor, el dominio intracelular del receptor
fosforila a IRS1, que penetra en el nucleo celular y dispara diferentes vias
de senalizacién para regular la expresion de genes relacionados con el
metabolismo energético y el ciclo celular B%. Las alteraciones de la funcién
de IRS1 se han relacionado con un agravamiento de las consecuencias de
la diabetes y con diferentes procesos de carcinogénesis %31,

Otra proteina con un papel destacado en la regulacién intracelular
del metabolismo energético es el receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma (peroxisome proliferator-activated receptor gamma,
PPARG). Se trata de un receptor nuclear que, al activarse, modifica
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la expresion de una serie de genes, como los que codifican a IRS1 y
adiponectina, induciendo un aumento de la adipogénesis y la sensibilidad a
la insulina ?#?°], PPARG también es conocido como "receptor de glitazonas",
una familia de ligandos ex6genos utilizada con éxito en el tratamiento de
la DM2 y la DLP 2.

La nicotamida fosoribosiltransferasa (NAMPT), en su forma
intracelular (INAMPT), es una enzima involucrada en reacciones de
oxidacién-reduccién, ubicua y fundamental para la supervivencia
celular °l. No obstante, recientemente se ha descubierto que el mismo
producto del gen NAMPT tiene también un papel extracelular, en el que
se conoce bajo los nombres de eNAMPT, factor potenciador de colonias
de celulas pre-B o visfatina. La liberacién extracelular de visfatina, que
parece que estaria regulada por la glucemia, la hipoxia y ciertas citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF), tiene
lugar principalmente en adipocitos y leucocitos, aunque se ha detectado
también en otros tejidos %] Se le atribuyen las funciones de aumentar la
secrecién de insulina y su sensibilidad periférica, y de aumentar la ingesta
de alimentos. Paralelamente, también se ha involucrado en el desarrollo de
multiples neoplasias, como el melanoma o el cancer de mama FI,

Otra hormona importante en la regulacién del metabolismo
energético y el control del peso corporal es la ghrelina. La ghrelina es una
proteina sintetizada principalmente en las células enteroendocrinas del
fundus gastrico, aunque también se produce en pequenas cantidades en
otras regiones del aparato digestivo y del cerebro B¢ (Figura 2). Su forma
activa es la acil-ghrelina, que corresponde Unicamente a un 10% del total
B8l A pesar de encontrarse en la mucosa géstrica, las células productoras
de ghrelina no estan en contacto con los alimentos, y el contenido géstrico
no parece afectar a su funcién. Al parecer, serian estimuladas a través del
sistema nerviosos simpatico, e inhibidas por los neuropéptidos secretados
por el intestino delgado, asi como por la concentracién de glucosa, lipidos
y aminoacidos en plasma . La ghrelina actla principalmente a nivel
hipotaldmico, donde tiene una funcién orexigénico, es decir, de aumento del
apetito °%. También tendria un efecto directo en el pancreas, inhibiendo
la secrecién de insulina y aumentando la liberacién de glucagén 42,
Ademas, se cree que su efecto estimulante del vaciamiento gastrico podria
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ser debido a una accién directa sobre el estémago [*!. Caracteristicamente,
la concentracion plasmatica de ghrelina sube de forma progresiva durante
el ayuno para caer en picado después de las comidas, por lo que actuaria
como marcapasos alimentario 9.

estémago l/

Hipotalamo
yingesta

Estébmago
A vaciamiento gastrico

Pancreas
A secrecion insulina
y secrecion glucagon

Figura 2. Esquema de la regulacion y funciones de la ghrelina. La ghrelina es estimulada
principalmente por €l sistema nervioso autonomo (1) e inhibida por a través de senales
hormonales secretadas en el intestino delgado (2). Adaptado de Steinert et al, Phisiological
Reviews, 2017 7.
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Un buen ejemplo de la complejidad de esta materia y de la
evolucién continua que tiene lugar en nuestro modelo de comprension
del metabolismo energético lo encontramos en el descubrimiento de la
leptina y el cambio de paradigma que supuso en relacién a las funciones
atribuidas al tejido adiposo.

La leptina es una proteina secretada al torrente sanguineo por los
adipocitos, con un ritmo circadiano predominantemente vespertino, y que
actla sobre receptores especificos presentes en otros tejidos, sobretodo en
el hipotalamo, induciendo una disminucién de la ingesta y un aumento del
metabolismo basal, ademas de inhibir la lipogénesis y aumentar la lip6lisis
a3 Cumple, pues, con los requisitos necesarios para ser considerada una
hormona. Asi, tras su descubrimiento en 1994 "4, se dej6 de considerar al
tejido adiposo como un deposito pasivo de energia en forma de triglicéridos
y se empez0 a plantear seriamente la posibilidad de que conformara un
6rgano endocrino de pleno derecho. Fue la primera integrante de la familia
de las "adipoquinas", como se ha llamado a las proteinas liberadas por
los adipocitos con capacidad para interactuar con otras células, cuyos
miembros actualmente se cuentan a centenares 34,

Otra adipoquina importante es la adiponectina. La adiponectina
es una proteina estructuralmente similar al factor 1q del complemento
que, aunque sorprendentemente abundante en plasma (supone
aproximadamente el 0,01% de todas las proteinas plasmaticas ), no fue
descrita hasta 1995 . Actualmente se sabe que incrementa la sensibilidad
a la insulina a nivel sistémico, que tiene un efecto anti-inflamatorio
y que podria reducir el gasto energético basal. Ademas, es un elemento
imprescindible para la activacién de diferentes proteinas intracelulares
involucradas, por ejemplo, en el metabolismo de los triglicéridos 24241, Al
contrario que la de leptina, la concentracién en plasma de adiponectina
aumenta cuando disminuye el tamano de los adipocitos. De este modo,
mientras la adiponectina tiende a aumentar la reserva energética ante
una disminucién del tejido adiposo, la leptina tiende a reducirla cuando
aumenta el acumulo de grasa, actuando ambas hormonas de forma
complementaria para mantener la homeostasis de la reserva energética
del organismo y, secundariamente, el peso corporal [l (Figura 3).
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Reserva energética

Figura 3. Regulacion de la homeostasis de la reserva energética. La /eptina tiende
a disminuir e/ tamano de los adjpocitos cuando sube la reserva energética del organismo,
mientras que la adjponectina tiene a aumentarlo cuando esta baja.

Por ultimo, cabe mencionar la importancia del sistema nervioso en
la regulaciéon energética. No solo el tejido adiposo es rico en terminaciones
nerviosas simpaticas que inducen la lipdlisis ¢, sino que el sistema
nervioso central tiene un papel fundamental en la integracién de las
diferentes sefales neuronales y hormonales que marcan el estado
energético del organismo. Esto permite establecer una estrategia
adecuada para el aprovechamiento de las fuentes de energia presentes
en el ambiente. Esta integracién se realiza principalmente en el ntcleo
arcuato del hipotalamo y el ntcleo del tracto solitario del tronco cerebral,
mediante vias relacionadas con la melanocortina [*l. Asi, el receptor 4 de
la melanocortina (melanocortin 4 receptor, MC4R) es sensible a la insulina, la
ghrelina, la leptina y los acidos grasos libres (AGL). Su disfuncién provoca
un aumento del peso corporal, al inducir un incremento de la ingesta de
alimentos y una supresién de la termogénesis sistémica que disminuye de
forma importante el gasto energético basal 4],

Ademas de las vias de recompensa mediadas por MC4R, otras
proteinas cerebrales intervienen en el metabolismo energético M. La
primera mutacién asociada con la obesidad, de hecho, fue la de un gen
de accién predominantemente central, el gen relacionado con la grasa
corporal y la obesidad (fat mass and obesity related gen, FTO), que sintetiza
una demetilasa de &cido ribonucleico (ARN) de accién cerebral 9. Desde
entonces, varias mutaciones puntuales (single nucleotide polymorphism, SNP)
del gen FTO se han asociado a un cambio en los patrones de ingesta de
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alimentos, con una disminucién de la sensacién de saciedad post-prandial
yun aumento de la ingesta de alimentos altamente energéticos 9. También
se ha visto que FTO se expresa en tejidos periféricos, sobretodo musculo y
tejido adiposo, y ha sido involucrado en la regulacién de la lip6lisis FU. Sin
embargo, su rol periférico continta siendo poco conocido 52,

Asi, en esta breve presentacién de algunos de los protagonistas del
control del metabolismo energético (y a falta de mencionar muchos otros
igualmente importantes, como el cortisol, el peptido similar al glucagon
1, la resistina, la omentina, la vaspina, etc.), ya vemos que se trata de una
funcién compleja, que abarca todos los niveles de regulacién del organismo
y afecta a practicamente todos los tejidos, estableciéndose relaciones entre
ellos que estamos muy lejos de entender con profundidad.

2.1.3 Metabolismo energético, obesidad e inflamacién

Como se ha comentado anteriormente, a dia de hoy se sabe que
el tejido adiposo tiene una accién sistémica, actuando como 6rgano
endocrino a través de la secreciéon de adipoquinas. Ademas, a raiz del
estudio de la obesidad, se ha descubierto que existe una interrelacién muy
estrecha entre el metabolismo energético y el sistema inmunitario, dando
pie a la introducciéon del término "inmunometabolismo" 225354,

Si bien es de suponer que, las conozcamos o no, las relaciones
inmunometabdlicas bidireccionales que se establecen entre el tejido
adiposo y el resto del organismo se encuentran en equilibrio en el sujeto
sano, en el obeso estas interacciones pueden verse alteradas. Este concepto
representa la base de la "adiposopatia” . Seglin esta teoria, si ante un
balance energético positivo el organismo no responde con una hiperplasia
homogénea de los adipocitos subcutaneos y viscerales sino con una
hipertrofia selectiva del tejido adiposo visceral, esta expansién patoldgica
se acompanard de una isquemia relativa que disparara la respuesta
inflamatoria local, induciendo una alteracién en el perfil de liberacion de
adipoquinas con repercusiones sistémicas [*>°].
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La adiposopatia es un concepto relativamente nuevo y aun debe
consolidarse a nivel experimental, pero la evidencia apunta hacia que,
efectivamente, en los obesos con peor control metabdlico existe una
hipertrofia y una hipoplasia relativa del tejido adiposo visceral ¢ (Figura
4). También muestra que este tejido adiposo hipertréfico esta sometido a
un estrés hipéxico .Y confirma que, en condiciones de hipoxia, el tejido
adiposo disminuye la liberacién de adiponectina ¥y aumenta la liberaciéon
de leptina 9. En principio, como se ha comentado anteriormente, esta
adaptacién hormonal deberia servir para recalibrar a la baja el umbral
de equilibrio energético, provocando una pérdida de reserva energética y
una disminucién del tamaifio de los adipocitos. Sin embargo, en los sujetos
obesos se ha observado una resistencia a la accién de la leptina que
limitaria enormemente el efecto beneficioso de esta medida reguladora B8l

Ademas, la obesidad induce un aumento de la migracién de células
inflamatorias hacia el tejido adiposo %354, Posiblemente esta migracién
esté originada en los fenémenos de apoptosis relacionados con la hipoxia,
aunque este punto es controvertido P> En cualquier caso, en el tejido
adiposo de los sujetos obesos se ha observado una mayor poblacién
de macréfagos y un aumento de TNE, CCL2, IL-6 y otras citoquinas
inflamatorias 022535481 Egtas citoquinas favorecen la infiltraciéon por
leucocitos mononucleares proinflamatorios, como los linfocitos T CD8+, T
CD4+h1y B2, que, a su vez, promueven la migracién de nuevos macréfagos
y su diferenciacién a estados pro-inflamatorios P*¢?. La liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias en el tejido adiposo también provoca un
aumento de la sintesis de PCR en el higado 9, perpetuando un estado de
inflamacién leve pero crénica y sistémica.

Por otra parte, esta situacién conlleva la apariciéon de una resistencia
a la insulina. Una razén es que TNF interfiere en la fosforilacién de IRS1
[20.223061] ' Jimitando su funcién de transductor de la sefial de la insulina en
los adipocitos, y, aunque no estad completamente demostrado en humanos,
probablemente también a nivel sistémico ?**3l. Otra causa es que, en el
tejido adiposo, la inflamacién y la resistencia a la insulina generan un
aumento de la lipdlisis y la liberacién de un exceso de AGL %2743 Los AGL
interfieren de forma independiente con las vias de comunicacién de la
insulina ?>?°l y también actian como agentes proinflamatorios sistémicos,
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amplificando la cascada de eventos que alteran el metabolismo energético
354831 Ademas, los AGL favorecen el acumulo ectépico de lipidos, sobretodo
en higado, musculo y vasos arteriales, potenciando las disfunciones
especificas de estos tejidos 1227431,

Balance energético positivo

Hipertrofia tejido adiposo visceral

|

Hipoxia
|

Inflamacion local

I

A Acidos grasos libres

¥ Adiponectina
Resistencia a la leptina

Adiposopatia \ /

Inflamacion sistémica

TNF, CCL2, IL-6
y otras citoquinas

Sindrome
Metabdlico Resistencia a la insulina

Deposito ectdpico de lipidos

Figura 4. Adiposopatia. fsquema de las alteraciones metabdlicas caracteristicas de la
adjposopatia y su relacion con e/ sindrome metabdiico.

La onda expansiva de la adiposopatia, sin embargo, podria ser
aun mas importante. Por ejemplo, la obesidad provoca una disminucién
de la secrecion basal de ghrelina, una disminucién de sus oscilaciones
plasmaticas en relacién a la ingesta y una pérdida del efecto orexigénico
tras su infusién central y periférica B#9. Estas observaciones sugieren
una pérdida de sensibilidad de las células productoras de ghrelina a sus
estimulos reguladores, asi como una resistencia hipotalamica a su accién.
Una de las causas podria ser el efecto inhibidor del aumento de la insulina
plasmatica, que aparece comorespuesta alaresistenciainsulinica sistémica
(10647, debido a sus funciones antagénicas a nivel central, el incremento de
leptina podria estar también involucrado con estos fendémenos, aunque no
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hay datos sélidos para afirmarlo 9. Dado que la ghrelina es una hormona
que aumenta el apetito, esta situacién podria ser comprendida como un
intento de evitar la sobrealimentacién en periodos de balance energético
excesivamente positivo .

Menos se conoce de los efectos que la obesidad tiene sobre la
visfatina, aunque diversos estudios apuntan a que su concentracién
plasmatica estaria aumentada, correlacionandose positivamente con el
IMC B3%l y la concentraciéon plasmatica de citoquinas pro-inflamatorias
6. Este aumento de visfatina podria contribuir a intentar mejorar la
sensibilidad a la insulina, aunque a nivel central provocaria también un
efecto orexigénico.

En resumen, los cambios metabdlicos concretos que ocurren en
la obesidad son complejos y no estan del todo esclarecidos. Ademas, la
presentacion exhaustiva de las multiples hormonas involucradas en estos
procesos y sus interacciones con los diferentes tejidos del organismo queda
fuera del alcance de este texto. Aun asi, esta breve exposicién ya permite
entender la estrecha relacién entre el metabolismo energético y las vias
de la inflamacién, y algunas de las multiples maneras como la obesidad
podria provocar las alteraciones sistémicas caracteristicamente asociadas
al SM.

No obstante, cabe mencionar que no todos los obesos sufren de
complicaciones sistémicas . Aunque no hay un consenso claro al respecto,
se suele definir como "obesos sanos" a aquellas personas con IMC>30 kg/
m? que no presentan ninguna de las demaés patologias caracteristicas del
SM ¥l Su prevalencia en la literatura es muy variable, con resultados
muy dispares en funcién de la definicién usada, el pais, la franja de edad
y el sexo, oscilando entre el 2% y el 28% ¥, Estos individuos, sin embargo,
no deben considerarse completamente sanos ya que también presentan
alteraciones caracteristicas de los obesos en plasma y, en algunos estudios,
aunque menor que el de los "obesos enfermos", contintian presentando un
riesgo cardiovascular mayor que el de los sujetos delgados 6979,
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2.2 TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD
2.2.1 Estrategias de pérdida de peso

En un sentido estricto, el objetivo de cualquier tratamiento de
la obesidad debe ser la pérdida de peso, asumiendo esta variable como
subrogada a la perdida de tejido adiposo ™. En un sentido mas amplio,
la razén ultima de corregir la obesidad deberia ser la de revertir la
adiposopatia y sus consecuencias deletéreas para la salud 'l Se ha
comprobado que estos dos objetivos estan relacionados, ya que, en
pacientes obesos, la pérdida de peso se ha asociado a una disminucién del
riesgo cardiovascular, la DM2, la DLP la HTA, el SAHOS, el dolor articular,
el cancer, y la mortalidad global, asi como a una mejoria de la calidad de
vida (171,

Existen dos grandes familias de estrategias para perder peso: las
basadas exclusivamente en el manejo médico, es decir, en dieta y farmacos,
y las basadas fundamentalmente en técnicas de cirugia bariatrica "*72. El
manejo médico ha demostrado su efectividad en términos de pérdida de
pesoy resolucién de comorbilidades "*74. No obstante, el manejo quirirgico
ha demostrado en diversos estudios ser mas eficaz que el manejo médico
en la pérdida de peso, el control de las comorbilidades y el incremento de la
calidad de vida ">78l. Ademas, la cirugia bariatrica ha demostrado ser costo-
efectiva "’ Asi pues, actualmente las guias internacionales recomiendan
considerar la cirugia bariatrica tras un intento fallido de control médico
en todos los pacientes con un IMC > 40 kg/m? o un IMC > 35 kg/m? y
comorbilidades asociadas relacionadas con la obesidad [10/%5%,

39



Efecto de la gastrectomia vertical laparoscdpica en la expresion y metilacion del ADN de genes relacionados con el
metabolismo energético y la inflamacién en leucocitos de sangre periférica.

40

2.2.2 Técnicas quirirgicas para el tratamiento de la obesidad

Existen diferentes técnicas quirtrgicas para el control de la obesidad.
A dia de hoy, las dos mas utilizadas son el bypass géstrico laparoscépico
(BPGL) y la gastrectomia vertical laparoscépica (GVL) (Figura 5).

El BPGL se populariz6 a principios de los anos 90 y rapidamente se
convirti6 en la técnica de referencia de la mayoria de grupos #+#?. Consiste
en la confeccién de una bolsa gastrica de unos 25 cm?, la seccién de la
primera asa yeyunal unos 30 cm después del dngulo de Treitz y, finalmente,
la reconstruccién del transito intestinal mediante una anastomosis
gastroyeyunal (entre el cabo distal del asa yeyunal y la bolsa gastrica) y
una anastomosis yeyuno-yeyunal (entre el cabo proximal del asa yeyunal,
que vehicula las secreciones biliopancreaticas, y el yeyuno distal, unos 150
cm después de la anastomosis gastroyeyunal). Asi, esta técnica combina
el efecto restrictivo de la reduccion gastrica y el efecto malabsortivo de
la anastomosis yeyuno-yeyunal distal, que reducira el tramo de intestino
delgado con capacidad de absorber nutrientes 3.

La GVL es una técnica mas sencilla que el BPGL y consiste en la
creacién de una manga gastrica tubular de unos 70 cm® mediante una
seccién vertical completa y la posterior extraccién del fundus gastrico. Asf,
en principio, la GVL presenta Ginicamente un componente restrictivo 8420,
Inicialmente se utilizdé como primer tiempo bariatrico en pacientes en los
que, por sus caracteristicas (IMC >60 kg/m?, comorbilidades severas o edad
> 60 anos), no se consideraba seguro realizar de entrada otras técnicas
mas complejas, como el cruce duodenal o el BPGL B*¥l. No obstante, la
evolucién del peso y las comorbilidades de la mayoria de estos pacientes
era tan satisfactoria que muchos no llegaban a requerir nunca el segundo
tiempo quirdrgico para afiadir el componente malabsortivo.
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a) b)

Figura 5. Cirugia bariatrica. Actuaimente /las dos técnicas mads comunes son el bypass
gadstrico (@) y la gastrectomia vertical laparoscopica (b).

Esta constatacion fue recibida con sorpresa en el mundo de la
cirugia bariatrica, donde se creia que era el componente malabsortivo el
que realmente inducia la pérdida de peso [¥l. El hecho de que la reseccion
del fundus pueda, por si sola, mejorar el estado inmunometabdlico de los
pacientes obesos pone de manifiesto que mucho queda atin por descubrir
respecto al mecanismo de accién molecular de la cirugfa bariatrica.

Actualmente, las indicaciones para la GVL son similares a las del
BPGL, aunque la tendencia en la practica clinica suele ser la de proponer
la GVL a los pacientes con menor exceso de peso o menos comorbilidades
asociadas ala obesidad *¥. En cambio, al tratarse de una técnica més rapida,
la GVL podria seguir siendo considerada una opcién mejor que el BPGL en
pacientes con alto riesgo quirtrgico ¥°. La Unica diferencia importante es
que la GVL mantiene el piloro intacto, y por tanto un sistema de alta presiéon
intragastrica, haciendo que la enfermedad por reflujo gastroesofagico se
considere una contraindicacién relativa y la presencia de un eséfago de
Barret una contraindicacion absoluta para la GVL %01,

En todo caso, desde hace unos 15 anos, la GVL se considera una
técnica aceptable como procedimiento Unico y su popularidad ha ido
creciendo hasta representar en el momento actual mas del 45% de todas
las cirugias bariatricas realizadas en el mundo 2 (Figura 6).
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Figura 6. Tendencias en cirugia bariatrica. Porcentaje de uso de las diferentes técnicas
quirdrgicas baridtricas a nivel mundial, sequn la encuesta realizada por la International
Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders (IFSO) en 2014. BPGL. Bypass
gdstrico laparoscopico;, GVL: Gastrectomia vertical laparoscopica;, BGA. Banda gdstrica
alustable CD: Cruce duodenal; MBPGL.: Mini-bypass gastrico laparoscopico. Adaptada de
Angrisani et al,, Obesity Surgery, 2077 2.

Generalmente, durante las semanas previas a la realizaciéon de
cualquiera de estas dos intervenciones, se insta al paciente a realizar una
dieta de muy bajas calorias (DMBC) > ¢l Aunque sus <900 kcal las hacen
insuficientes para cubrir las necesidades diarias y no serfan sostenibles
a largo plazo, este tipo de dietas son bien toleradas durante periodos
cortos de tiempo P4. En su origen, la introduccién de esta medida tenia
el objetivo de concienciar al paciente del cambio vital que le supondria
la cirugia, asi como reducir las complicaciones quirtrgicas y aumentar la
adherencia al seguimiento postoperatorio *?l. La realidad es que los datos
publicados posteriormente muestran resultados contradictorios, aunque
algunos estudios sefialan que podria asociarse a una disminucion de la
estancia hospitalaria y una mayor pérdida de peso post-operatorio %71,
En todo caso, esta DMBC prequirurgica se sigue utilizando de rutina en la
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mayoria de centros, porque si provoca una disminucién del tamano del
higado y de la cantidad de grasa intrabdominal, facilitando técnicamente
los procedimientos #2949,

2.2.3 Resultados de la cirugia bariatrica

La cirugia bariatrica ha demostrado lograr una importante mejoria
en términos de pérdida de peso y resolucién de comorbilidades 7788899
1 En 2004, un metaanalisis que inclufa a mas de 20.000 pacientes
intervenidos mediante diferentes técnicas bariatricas informaba de una
pérdida media de un 61% del exceso de peso, una resolucién media de las
comorbilidades en torno al 70% y una mortalidad menor al 0,5% 9. Otro
metaanalisis de estudios publicados entre 2003 y 2012, con mas de 160.000
pacientes, obtenia resultados similares 2.

Debido a ser una técnica mas antigua, se dispone de més experiencia
clinica y, sobre todo, mucha mas informacién bésica acerca del BPGL
que de la GVL. Sin embargo, existen al menos dos metaanalisis basados
en estudios aleatorizados que apuntan a que los resultados clinicos del
BPGL y la GVL serfan equiparables 31 Y, aunque otro metaanalisis mas
reciente encontr6 que el BPGL podria producir una mayor pérdida de
peso a largo plazo, no encontré diferencias en términos de resolucién de
comorbilidades (3,

Ademas, las dos técnicas han demostrado disminuir la PCR
plasmatica postoperatoria, variable habitualmente usada como subrogada
del estado proinflamatorio asociado a la obesidad (4l Y ambas se
asocian también en plasma a un aumento de la adiponectina %1%l una
disminucién de la leptina %1971y una mejoria de los indices de resistencia
a la insulina M2 traduciendo una reversién de la adiposopatia 13131,
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2.3 OBESIDAD Y EXPRESION GENICA
2.3.1 Cambios en la expresién génica asociados a la obesidad

Tal y como se ha expuesto anteriormente, la obesidad altera
completamente la homeostasis sistémica. Esta alteracién, como seria
esperable, se traduce en cambios en la expresiéon de multiples genes
relacionados con las vias de la inflamaciéon y el metabolismo energético en
diferentes tejidos [**61%],

En este sentido, el tejido adiposo ha sido el més estudiado. Por
ejemplo, Merkestein et al. 18] compararon la expresion de diferentes rutas
metabdlicas entre ratones normales y ratones genéticamente manipulados
para ser obesos mediante la adicién de dos copias adicionales del gen FTO,
hallando, en la grasa visceral de los ratones obesos, un incremento de la
expresion de las vias anabdlicas incluso antes de que se apreciara una
diferencia de peso entre grupos. Pietilainen et al. '**) comprobaron en un
grupo de gemelos homocigotos como la obesidad adquirida aumentaba
la expresién de TNF y leptina y disminuia la de PPARG en tejido adiposo
subcutaneo. Comparando el tejido adiposo de personas obesas y con
normopeso, Terra et al. B¥ observaron un aumento de la expresién de
visfatina y Lappalainen et al **! un aumento de la expresién de FTO en
obesos. Por el contrario, otros dos trabajos P**? encontraron que la expresion
de FTO en tejido adiposo se correlacionaba negativamente con el /MC.

Sin embargo, se han encontrado cambios en la expresién génica
relacionados con la obesidad en muchos otros tejidos, entre los que se
incluyen el musculo ", el miocardio '?! o el estémago 2. Ademas, un
reciente estudio de asociacién ha descrito que tanto el tejido adiposo
como el eséfago, el tejido nervioso, el pancreas, la glandula pituitaria y
la piel presentan perfiles de expresion génica diferencial fuertemente
relacionados con el IMC 3],

A pesar de no tener, a priori, un papel metabdlicamente tan
relevante, los leucocitos de sangre periférica (LSP) han sido también
extensamente estudiados 317120224 13 estrecha relacién existente entre
el tejido adiposo y el sistema inmunitario, puesta de manifiesto en la
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fisiopatologia de la adiposopatia, apunta a que el andlisis de la expresién
génica en LSP podria jugar un papel importante en la valoracion del estado
metabdlico de los pacientes obesos. Por ejemplo, en la sangre de pacientes
obesos se ha detectado un aumento de la expresién de PPARG, asi como
de la apoptosis, de las vias ribosomales, de la fosforilacién oxidativa y del
metabolismo lipidico, que traducirian, respectivamente, un incremento de
la muerte celular, de la sintesis proteica y de las demandas energéticas,
presumiblemente en relacién a estimulos lipotéxicos o proinflamatorios
(7124 Ademads, en las células mononucleadas sanguineas de personas
obesas se ha encontrado incrementada la transcripcién de IL-6, TNFy otras
citoquinas 3.

Por otra parte, y a diferencia de los demas tejidos, los LSP pueden
obtenerse de forma sencilla, econémica y con apenas morbilidad, incluso de
forma seriada. Estas caracteristicas les convierten en candidatos perfectos
para el desarrollo de biomarcadores que permitan predecir la respuesta
clinica a los diferentes tratamientos propuestos para la obesidad [''1?*l. Por
el momento, Wang et al. ' han encontrado que una baja expresién de miR-
448 o una alta expresion de la proteina SIRT1 en sangre podria predecir la
resolucion de DM?2 tras GVL. Ademas, Novais et al. '?/l han descrito un SNP
(rs3813929 genotipo TT) que podria permitir predecir una mayor pérdida
de peso al afio del BPGL.

2.3.2 Cambios en la expresién génica tras cirugia bariatrica

Dado que la pérdida de peso, incluso en porcentajes pequenos
(128129 permite paliar la mayoria de los efectos deletéreos de la obesidad
a nivel clinico y bioquimico "778%l, cabe preguntarse si la mejoria clinica
tras cirugia bariatrica se traduce en una normalizacién de los cambios
en la expresién génica asociados a la obesidad. Y, en tal caso, si se logra
reestablecer una situacién equiparable a la de los sujetos delgados que
nunca sufrieron de obesidad.

De nuevo, las células més estudiadas para intentar responder a esta
cuestién han sido los adipocitos 9. Y, efectivamente, se ha encontrado
una expresién diferencial de ciertos genes entre antes y después de una
cirugia bariatrica. Tras la intervencién se ha encontrado un aumento de
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la expresién de los genes involucrados en el metabolismo lipidico, un
descenso de los genes relacionados con la inflamacién y una disminucion
de la expresién de leptina %%, Esto representaria un perfil de expresion
mas proximo al de los adipocitos de los sujetos delgados, aunque existen
estudios que indican que continuaria sin normalizarse completamente
incluso anos después de la cirugia (30134,

El perfil de expresién de LSP tras cirugia baridtrica también ha
sido analizado, encontrandose, en términos generales, una mejoria
postoperatoria 2132131 En estudios realizados sobre pacientes obesos a
los que se coloc6 una banda gastrica o se realizé un BPGL, y con muestra
obtenidas entre 3 y 6 meses después de la intervencién, se ha descrito
un aumento de la expresién del polipéptido inhibidor gastrico %, una
disminucién de la expresién de leptina y resistina ™% y un incremento
postoperatorio de la expresiéon de adiponectina que la situaba a niveles
del grupo control **2. Por otro lado, en un estudio de asociacién de genoma
completo con células mononucleadas antes y 6 meses después de un
BPGL, se encontrd una expresién diferencial de mas de 1.300 genes que
abarcaban una multitud de funciones celulares, incluidas el metabolismo
lipidico y las vias inflamatorias, y concluyendo que el perfil postoperatorio
era similar al de los controles delgados 4.

Sin embargo, solamente existen en la literatura dos trabajos que
estudien la expresién en sangre tras una GVL, y lo hacen de forma parcial.
En el primero, Berisha et al. '*! analizaron sangre obtenida de 11 sujetos
obesos tributarios de cirugia bariatrica 2 semanas antes y entre 6 y 12
meses después de la intervencién, habiendo recibido 7 de ellos un BPGL y
4 una GVL. Utilizando chips de ADN con més de 48.000 sondas, hallaron
cambios en unos 200 genes implicados en el metabolismo lipidico, la
expresién génica y el procesamiento de moléculas pequetias (aquellas con
pesomolecular inferior a 900 daltons, como aminoacidos o monosacaridos).
Desafortunadamente, para aumentar la potencia estadistica, las muestras
de los dos tipos de cirugias se analizaron conjuntamente, no siendo posible
identificar los efectos exclusivamente atribuibles a la GVL. En el otro
estudio, Trachta et al. ***l obtuvieron sangre de una cohorte de 13 mujeres
obesas sin DM2 una semana antes y a los 6, 12 y 24 meses de una GVL,
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con el objetivo de analizar 45 genes relacionados con la inflamacién en
monocitos CD14+. Encontraron un aumento de la expresién de NAMPT a
los 6 meses de la cirugia y del ligando 1 de quimiocinas motivo C-C (CCLI)
a los 12 meses. No obstante, la expresiéon de ambos genes volvié a niveles
prequirdrgicos en las muestras obtenidas a los 24 meses de la intervencién.

2.4 OBESIDAD Y EPIGENETICA
2.4.1 Regulacién epigenética de la expresion génica

Por regulacién epigenética se entienden todas aquellas
modificaciones de la funcién celular, heredables por meiosis y/o mitosis,
que no pueden ser explicadas por cambios en la secuencia del acido
desoxirribonucleico (ADN). Una de las caracteristicas mas importantes
de las modificaciones epigenéticas es que son reversibles, situdndose en
un punto intermedio entre la informacién contenida en el ADN, que es
inalterable, y los factores de transcripcién, que no pueden ser transmitidos
durante la divisién celular 33° A nivel del ADN, se han descrito tres
grandes tipos de modificaciones epigenéticas [¥:19140): ]as modificaciones
de las histonas, la presencia de ARN no codificante y la metilacién del ADN.

Modificaciones de las histonas

Las histonas son unos complejos proteicos que se unen al ADN
para darle estabilidad, aunque su presencia genera un obstaculo para la
transcripcién génica. Estas proteinas pueden sufrir diferentes alteraciones,
en forma de metilacidén, acetilacién, fosforilacién o sumoilacion,
modificando su capacidad de unién con diferentes regiones del ADN y, por
tanto, la facilidad con la que los factores de transcripcién podran alcanzar
estas regiones.

ARN no codificante

EIARNno codificante es ARN funcional, pero que no se traduce en una
proteina. Puede ejecutar cambios epigenéticos al atraer conglomerados de
proteinas sobre una porcién concreta de ADN, formando heterocromatina
e impidiendo su transcripcion.
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Metilacion del ADN

Consiste en la unién covalente de un grupo metilo en la base de la
citosina, el cual protruye hacia el surco de la doble hélice del ADN. Estos
grupos metilo s6lo pueden unirse a las citosinas si estas van seguidas de
una guanina, de modo que generalmente se les refiere como "sitios CpG",
donde la p representa la unién covalente de la citosina y la guanina con
un fosfato. En caso de encontrarse en la regién promotora del gen, esta
modificacién impediria la unién de los factores de transcripcién, inhibiendo
la expresion del gen (Figura 7). No obstante, la metilacién de otras regiones
podria tener un efecto contrario.

2\ e/

Figura 7. Metilacion del ADN. Representacion esquematica del efecto de la metilacion de/
ADN en regiones promotoras. Los circulos azules representan los grupos metilo unidos a los
sitios CpG, impidiendo la union de los factores de transcripcion a sus puntos de anclaje en e/
ADN (codon ATG).
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2.4.2 Cambios de metilacién del ADN asociados a la obesidad

Habiéndose descrito en la obesidad cambios clinicos y bioquimicos
asociados a cambios de expresién génica, parece légico preguntarse si la
regulacion a nivel epigenético juega también un papel en la fisiopatologia
de la obesidad. Y, a pesar de tratarse de un campo de investigacién
relativamente reciente, los resultados obtenidos hasta la fecha parecen
indicar que si podria existir dicha relacién 4142,

De los tres tipos de modificaciones epigenéticas expuestas
previamente, la metilacién del ADN es la que ha sido mas ampliamente
estudiada en la obesidad [ Inicialmente se realizaron estudios de
metilacién global del genoma sobre elementos repetitivos, como los long
interspersed nuclear elements (LINE), donde, a diferencia de los trabajos
realizados previamente en cancer, no se obtuvieron resultados consistentes
(034 Una estrategia distinta, basada en analizar selectivamente la
metilacién del ADN en regiones promotoras de genes candidatos, ha dado
mas frutos %2 Por ejemplo, Hermsdorff et al. '3l encontraron en LSP una
hipometilacién del promotor de TNF en mujeres con mayor adiposidad y
Obermann-Borst et al. *¥ describieron una menor metilacién de leptina en
sangre de niflos con mayor IMC.

Sin embargo, el reciente desarrollo de técnicas para analizar
simultaneamente el estado de metilacién de grandes regiones especificas de
ADN ha permitido llevar a cabo estudios de mayor envergadura, similares a
los utilizados para investigar la expresiéon de genomas completos. Asi, en un
estudio de asociacién en tejido adiposo se describié que diferentes perfiles
de metilacién del ADN se correlacionaban con el valor de diferentes indices
fenotipiticos de obesidad, como el IMC o el indice cintura /cadera 4. En
otro, se encontro que en la grasa subcuténea de mujeres obesas y no obesas
existia una metilacién diferencial de abundantes genes relacionados con
la adipogénesis, la sefializacién insulinica y la lip6lisis, y que la expresién
de estos genes era congruente con su estado de metilacién ¢ También se
han realizado estudios de asociacién en sangre, como el de Dick et al. **/]
o el de Xu et al '*¥. En el primero se describieron, en LSP de una cohorte
de descendencia europea, tres sitios CpG cuyo estado de metilacién se
correlacionaba con el IMC. En el segundo, que entre afroamericanos

49



Efecto de la gastrectomia vertical laparoscdpica en la expresion y metilacion del ADN de genes relacionados con el
metabolismo energético y la inflamacién en leucocitos de sangre periférica.

50

obesos y delgados existia una metilacién diferencial en el ADN de regiones
promotoras de diversos genes asociados a la DM2, la HTA y la DLP.

El uso de la metilaciéon del ADN en LSP como biomarcador con
capacidad predictiva de la respuesta al tratamiento de la obesidad ha
sido mucho menos estudiado. En su trabajo, Nicoletti et al. M*lencontraron
que una hipometilacién basal del gen SERPINE-1 se asociaba a una mayor
pérdida de peso a los 6 meses de un BPGL. En cambio, Coppede et al. >0
analizaron el estado de metilacién de los genes de la leptina, la ghrelina
y el factor 2 de crecimiento de la insulina, sin encontrar que permitieran
predecir la evolucién tras BPGL.

2.4.3 Cambios de metilacién del ADN tras cirugia bariatrica

Una de las caracteristicas de la regulaciéon epigenética es su
reversibilidad /. No obstante, esto no significa automaticamente que
el estado de metilacién del ADN de una persona adulta se tenga que
normalizar tras la pérdida de peso inducida por una cirugia bariatrica,
por lo que diferentes estudios en multiples tejidos se han realizado para
intentar esclarecer este punto [140.142.149,151-156],

En sangre, un estudio de asociacién describié una metilacién
diferencial en el ADN de 51 promotores entre antes y 6 meses después
de la cirugia . También se ha observado un aumento de la metilacién
del promotor de /L-6 y TNF al afio de la intervencién %, aunque, por el
contrario, en otro estudio a los 6 meses postoperatorios la metilacién
de IL-6 se encontrd disminuida 9. En tejido adiposo se ha descrito una
disminucién global de la metilacién al afio y medio de la cirugia 3. En
musculo, que a los 6 meses postoperatorios el patrén global de metilacién
se equiparaba al de un grupo de controles delgados *. En pacientes
obesos con esteatosis hepatica no alcohdlica, que el perfil de metilacién
se normalizaba parcialmente en las biopsias hepaticas tomadas entre 5 y
9 meses tras la intervencién **°l. Incluso en espermatozoides de pacientes
obesos se ha descrito una remodelacién postquirtrgica del perfil de
metilacién, sobre todo en regiones asociadas al control central de la ingesta
(56 En términos generales, pues, los resultados si parecen evidenciar una
mejoria postoperatoria del perfil de metilacién del ADN.
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Estos trabajos, sin embargo, se han realizado exclusivamente en
BPGL. Hasta la fecha, Gnicamente un estudio ha investigado la evolucién
epigenética tras una GVL. Martin-Nunez et al. 1 analizaron la sangre de 60
pacientes, 31 tras un BPGL y 29 tras una GVL, y compararon la metilacién
global del genoma en LINE-1 antes y a los 6 meses de la intervencién, no
hallando diferencias ni entre los dos tiempos ni entre los dos tipos de
cirugia. También analizaron selectivamente la metilacién del ADN del
promotor de TNF, encontrandolo aumentada tras la GVL en el subgrupo de
14 pacientes diabéticos.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 HIPOTESIS

Tal y como se ha comentado anteriormente, la obesidad provoca
cambios sistémicos a nivel molecular, potencialmente reversibles tras una
cirugia bariatrica. Al ser una técnica relativamente nueva, poco se conoce
del mecanismo de accién molecular subyacente a la GVL, que no tiene
porqué ser necesariamente el mismo que en otras técnicas mas estudiadas.
Por otro lado, el analisis de LSP tiene ventajas respecto a otros tejidos,
como la facilidad para obtener muestras seriadas, y, potencialmente,
podria permitir monitorizar el estado inmunometabdlico de los pacientes
bariatricos y predecir su respuesta a la GVL.

Asi, la hipotesis que se propone en este estudio es que en LSP de
pacientes obesos con indicacién de cirugia bariatrica, la realizacién de
una GVL induce cambios detectables de expresién y metilacién del ADN
de regiones promotoras en genes relacionados con la inflamacion y el
metabolismo energético.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar, en LSP de pacientes obesos con indicaciéon de cirugia
bariatrica, los cambios inducidos por la realizacién de 2 semanas de DMBC
seguida de una GVL en la expresiéon y la metilacion del ADN de regiones
promotoras de una serie de genes relacionados con la inflamacién y el
metabolismo energético, asi como investigar su asociacién con diferentes
variables clinicas y bioquimicas.
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3.3 OBJETIVOS PARTICULARES

El objetivo general se concreta en los siguientes objetivos
particulares:

1. Valorar la calidad del proceso de pérdida de peso en términos
de evolucién ponderal, mejoria de pardmetros bioquimicos y
resolucién de comorbilidades.

2. Analizar, en LSP de un grupo de pacientes baridtricos y en
comparacién con un grupo control, la evoluciéon de la expresion
de una serie de genes relacionados con la inflamacién y el
metabolismo energético (GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, LEP, PPARG,
ADIPOQ, FASN, MCR4, FAS, TNFy CCL2) a lo largo del proceso de
pérdida de peso.

3. Analizar, en LSP de un grupo de pacientes bariadtricos y en
comparacién con un grupo control, la evolucién de la metilacion
del ADN de regiones promotoras de una serie de genes
relacionados con la inflamacién y el metabolismo energético
(GHRL, NAMPT y FAS) a lo largo del proceso de pérdida de peso.

4. Investigarlaasociacionentrelosnivelesdeexpresiénymetilacion
de los genes estudiados en LSP de pacientes baridtricos antes de
cualquier intervencién y diferentes perfiles basales de obesidad,
asi como su capacidad de predecir la evolucién del peso y la
resolucién de comorbilidades al afio de la GVL.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefid un estudio descriptivo, prospectivo y unicéntrico en el
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona, Espana) con una cohorte
de voluntarios delgados y sanos (grupo control) y una cohorte de pacientes
bariatricos (grupo PB) sometidos a un condicionamiento prequirirgico con
dos semanas de DMBC seguido de una GVL.

En el grupo PB se recogieron datos clinicos y antropomeétricos de
forma prospectiva a lo largo de un periodo de seguimiento de un ano,
registrandose especificamente para el estudio en 4 puntos del tiempo
(Figura 8). En este grupo, ademas de los controles analiticos rutinarios, se
obtuvieron también muestras de sangre venosa periférica, especificas para
el estudio, en 3 de estos 4 puntos del tiempo analizados. Estas muestras se
utilizaron para las determinaciones bioquimicas, el estudio hormonal y la
obtencién de los dcidos nucleicos necesarios para el anélisis molecular. En
el grupo control, los datos clinicos y antropomeétricos se recogieron en el
momento de la inclusién al estudio, junto a una Unica muestra de sangre
especifica para el estudio.

Puntos de tiempo estudiados:

e Tiempo 0 (t0): En el momento de la inclusién, antes de iniciar
ninguna intervencién médica o quirtrgica especifica. Se obtuvo
una muestra de sangre en consultas externas.

e Tiempo 1 (t1): Después de las 2 semanas de DMBC y antes
de realizar la GVL. Se obtuvo una muestra de sangre en el
antequiréfano.

e Tiempo 2 (t2): Seis meses después de la GVL. Se obtuvo una
muestra de sangre en consultas externas.

e Tiempo 3 (t3): Un afio después de la GVL. No se acompané de
muestra de sangre especifica.

59



Efecto de la gastrectomia vertical laparoscdpica en la expresion y metilacion del ADN de genes relacionados con el
metabolismo energético y la inflamacion en leucocitos de sangre periférica.

60

Controles
Clinica
Bioquimica
Hormonal
Molecular
A
DMBC GVL Dieta de mantenimiento |_| H )
v t4dias { 6meses l‘ """ 6 meses \
PB(t0) PB(t1) PB(t2) P?(.t3)
Clinica Clinica Clinica Clinica
Bioquimica Bioquimica Bioquimica
Hormonal Hormonal Hormonal
Molecular Molecular Molecular

Figura 8. Disefo del estudio. £squema de/ diserio general del estudio y el tjpo de informacion
recogida en cada punto del tiempo. DMBD: Dieta de muy bajas calorias;, GVL.: Gastrectomia
vertical laparoscopica; PB(t0): Grupo de pacientes baridtricos antes de recibir ninguna
intervencion, PB(t1). Grupo de pacientes baridtricos después de la dieta y justo antes de la
gastrectomia, PB(t2). Grupo de pacientes baridtricos 6 meses después de la gastrectomia,
PB(t3). Grupo de pacientes bariatricos 1 ano después de la gastrectomia.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del
centro (referencia de la resolucién: EO-12-048) y todos los participantes
firmaron un consentimiento informado antes de ser incluidos.

4.1.1 Participantes

Durante un periodo de reclutamiento de un ano (de julio de 2013 a
junio 2014), se incluyeron de forma consecutiva todos aquellos pacientes
que cumplieron los criterios de inclusién y no presentaban criterios de
exclusion. Durante el reclutamiento, a todos los participantes se les realizo
una anamnesis completa, una exploracién fisica exhaustiva y una analitica
sanguinea. También se revisaron las historias clinicas electronicas del
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol y el Institut Catala de la Salut.
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Los criterios de inclusién fueron:

1. Tener indicacién para recibir una cirugia baridtrica segun los
criterios definidos en las guias internacionales 10745

a)Tener un IMC > 40 kg/m? 6 IMC > 35 kg/m? + comorbilidades
asociadas a la obesidad (HTA, DM2, DLP, SAHOS,
esteatohepatitis no alcohdlica, cardiopatia isquémica,
enfermedad por reflujo gastroesofagico, asma, enfermedad
por éstasis venoso distal, incontinencia urinaria severa,
artropatia severa y limitacién severa de la calidad de vida
por falta de movilidad).

b)Tener entre 18 y 60 anos de edad.

c)Presentar obesidad de larga duracién (> de 5 anos).

d)Haber fracasado en un intento previo de control del peso
mediante dieta y terapia conductual y no presentar otra
causa reversible de obesidad.

e)Ser capaz de entender y firmar un consentimiento informado
y estar motivado para mantener un control clinicoy dietético
periddico a largo plazo.

f) No presentar reflujo gastroesofagico severo demostrado por
pHmetria, esofagitis grado C segun la clasificacién de Los
Angeles 8 0 es6fago de Barret.

g)No presentar contraindicaciones mayores (riesgo quirurgico
inaceptable, expectativa de vida limitada por otra
enfermedad, patologia maligna activa, adiccién activa a
alcohol o drogas, etc).

2. Recibir la aprobacién del caso por el Comité Multidisciplinar
de Obesidad del centro y la aceptacién por parte del paciente a
recibir una GVL.

Los criterios de exclusién fueron:

1. Tener un antecedente personal de enfermedad neoplasica.
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2. Presentar una enfermedad sistémica activa no relacionada con
la obesidad. El hipotiroidismo no se consideré un criterio de
exclusion dada la creciente evidencia de que la obesidad podria
causar una elevacién de la tirotroponina [88159-161,

Durante el periodo de recutamiento, 39 pacientes obesos cumplieron
los criterios de inclusién. Cuatro fueron excluidos por presentar
enfermedades sistémicas no relacionadas con la obesidad: uno por un
sindrome de Rendu-Osler, otro por hipopituitarismo, otro por un sindrome
de Cushing y otro por hiperparatiroidismo. Finalmente, el grupo PB fue de
n=35. Asimismo, se reclutd como grupo control una cohorte controlada por
edad y sexo de voluntarios delgados, sanos y no fumadores, con n=33.

4.1.2 Intervenciones
Dieta de muy bajas calorias (DMBC)

Siguiendo el protocolo estandarizado de la institucién para cirugia
bariatrica, los pacientes recibieron una DMBC durante las dos semanas
previas a la intervencién quirtrgica. Esta dieta consistia en la ingesta de
900 kcal al dia repartidas en 4 batidos de 225 kcal cada uno (22,5 gr de
proteinas, 7,5 gr de lipidos y 16,8 gr de carbohidratos), para un volumen
total de 1500 mL/dia (Optifast, Nestle, Esplugues, Espafia). Ademas, los
pacientes estaban autorizados a masticar chicle sin azucar y beber agua,
té negro y refrescos sin azucar a voluntad, asi como a tomar al dia una
gelatina sin azucar, pollo, ternera o caldo vegetal con menos de 10 kcal por
porcién.

Durante este periodo de dos semanas, los pacientes eran valorados
presencialmente una vez y disponian ademas de un teléfono de contacto
para resolver inmediatamente cualquier duda que pudiera aparecer.

Gastrectomia vertical laparoscépica (GVL)
La GVL consistié en la confeccién de una manga gastrica vertical a

través de 5 puertos laparoscépicos. Con el paciente colocado en decubito
supino, se credé un neumoperitoneo de 12mmHg a través de una aguja
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de Veress y se procedié a la colocacién de los trocares. Tras la diseccion
de la curvatura mayor y la coagulacion de los vasos cortos, se introdujo
por via oral una sonda de Fouchet de 36 French (12mm) de didmetro,
emplazada endoluminalmente a lo largo de la curvatura menor gastrica.
A continuacién, se identificé el piloro y se realizé la seccién vertical del
estébmago utilizando una endograpadora quirtrgica laparoscédpica. Se
empez6 la secién a unos 5 cm del piloro y se ascendié progresivamente
hasta el angulo de Hiss, logrando una banda gastrica remanente de unos
70cm?® de volumen (Figura 5). Se reforz6 la linea de secciéon mediante una
sutura continua manual y, finalmente, se extrajo el fundus gastrico por la
incisién ampliada de uno de los trocares laparoscopicos.

Dieta de mantenimiento

Los pacientes fueron mantenidos con una dieta semiliquida
durante las 2 primeras semanas postoperatorias, reintroduciéndose
progresivamente una dieta equilibrada convencional de alrededor de
2.000 kcal/dia ajustada a su peso real y actividad fisica, y acompanada
de suplementos multivitaminicos. Ademéas del control postoperatorio
quirtrgico, todos los pacientes mantuvieron un control nutricional y
endocrinolégico periddico durante el transcurso del estudio.

4.2 VARIABLES CLINICAS Y BIOQUIMICAS
4.2.1 Variables antropométricas

En el momento de la inclusién, se recogio el peso (en kilogramos) y la
talla (en metros) de todos los sujetos. El peso de los pacientes se continud
recogiendo prospectivamente hasta completar el afilo de seguimiento
postquirurgico. A partir de estos datos antropométricos bésicos, se
calcularon las variables relacionadas con el peso corporal utilizadas en el
estudio.
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Indice de masa corporal (IMC)

Calculado segun la siguiente formula: IMC = peso (kg) / talla (m)2. A
pesar de tratarse de uno de los primeros indices disefiados con el objetivo
de relacionar el tamafio de una persona con su peso (fue descrito por A.
Quetelet en 1832 ['¥7) se sigue considerando como uno de los mas relevantes
al tratarse de una variable sencilla, econémica y bien correlacionada con
el porcentaje de grasa corporal . Para facilitar el analisis de la evolucion
del peso durante el conjunto de intervenciones del estudio (DMBC y GVL),
se decidi6 utilizar siempre como referencia el peso en el momento de
la inclusién (t0), en lugar de, como defienden algunos grupos, utilizar el
peso inmediatamente preoperatorio (t1) como referencia para calcular la
evolucién postoperatoria del peso.

Peso total perdido (PTP)

Calculado segtn la siguiente féormula:

PTP = PeSO ;) - PESO .

Porcentaje de peso total perdido (%PTP)

Calculado segun la siguiente féormula:
%PTP = [(Peso,, - Peso ) / peso,] - 100.

Porcentaje de exceso de peso perdido (%EPP)

Siendo el "peso ideal" aquel que corresponderia a un IMC de 25 para
la talla del paciente, el %EPP fue calculado segun la siguiente formula:

%EPP ., = [(peso, - peso,,) / (peso,,, - peso ideal)] - 100
4.2.2 Variables bioquimicas generales

Todas las muestras de sangre utilizadas para el estudio bioquimico
bésico fueron obtenidas mediante venopuncién periférica entre las 7:00

y las 8:00 de la manana, tras una noche de ayuno, y recogidas en tubos
tratados con acido etilendiaminotetraacético (EDTA). En el grupo PB se
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estudiaron 3 puntos del proceso de pérdida de peso (0, t1 y t2), mientras
que en el grupo control sélo uno (t0).

Segun las técnicas estandarizadas del laboratorio del Servicio de
Bioquimica Clinica del Hospital Universitari Germans Trias I Pujol (Badalona,
Espafia), se realizaron las siguientes determinaciones: glucosa, triglicéridos,
colesterol, lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), transaminasa glutamico pirtvica (GPT), PCR, insulina y
hemoglobina glucosilada (HbA1lc).

Los parametros bioquimicos habituales se determinaron mediante
el analizador automaético Cobas c-711 Roche (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania). La glucosa mediante el método enzimatico de la
glucosa-hexoquinasa. Los triglicéridos mediante el método enzimatico de
lipasa/GPO/PAP (Glicerol fosfato/peroxidasa aminofenazona). El colesterol
total mediante el método enzimatico de la colesterol-esterasa / colesterol-
oxidasa. El colesterol HDL mediante método directo inmuno-enzimatico.
El colesterol LDL mediante la férmula de Friedewald (Colesterol LDL (mg/
dL) = Colesterol Total - [Colesterol HDL + Triglicéridos/5]). Y, finalmente, la
GPT se calculd mediante el método enzimaético de alanina-oxoglutarato /
lactato NAD.

La determinacién de PCR se realizd mediante un ensayo
inmunoturbimetrico (Beckman Coulter AU, Beckman Coulter Ireland Inc.,
Maryfort, Irlanda), con un coeficiente de variacién interensayo <1,7% y
<4.9% a concentraciones de 59,3 mg/L y 0,2 mg/L, respectivamente, y una
sensibilidad de 0,02 mg/L.

Los niveles de insulina inmunoreactiva fueron determinados
mediante un inmunoensayo de electroluminiscencia automatizado
(Modular E-170, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), con una
sensibilidad de 0,2 mUI/L y un coeficiente de variacién interensayo de
<2,8%.

La HbA1lc se determiné mediante la técnica de cromatografia liquida
de alto rendimiento con un analizador completamente automatizado
(Adams Menarini Hi-AUTO Alc 8160, Arkray, Kyoto, Japén), con un
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coeficiente de variacién interensayo de 1,8% y 1,5% a niveles de HbAlc de
4,8% y 9%, respectivamente (rango de referencia: 4-5,8%).

Por otro lado, la resistencia a la insulina fue valorada mediante el
homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR), calculado segin
la siguiente formula:

HOMA-IR = (glucosa en ayunas (mg/dL) - insulina en ayunas (mUI/L)) / 405.

Ascaso et al. '**lestudiaron una cohorte de poblacién espatiola, de
niendo que el percentil 90 de la subpoblacién sin parametros clinicos ni
analiticos de sindrome de resistencia a la insulina se situaba en un HOMA-
IR de 3,8, por lo que este fue el umbral usado para de nir la resistencia
insulinica. Excepcionalmente, se utilizaron también para este estudio
los valores de HOMA-IR en el grupo PB al afio de la GVL (t3). Estos datos
fueron obtenidos de una analitica de rutina realizada fuera del marco de
este estudio, pero analizada en el mismo laboratorio y mediante el mismo
método.

4.2.3 Variables hormonales

Todas las muestras de sangre utilizadas en el analisis hormonal
fueron obtenidas mediante venopunciéon periférica entre las 7:00 y las 8:00
de la manana, tras una noche de ayuno, y recogidas en tubos tratados con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las determinaciones se realizaron
segun las técnicas estandarizadas del Servicio de Bioquimica Clinica del
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona, Espana). En el grupo PB
se estudiaron 3 puntos del proceso de pérdida de peso (t0, t1y t2), mientras
que en el grupo control sélo uno (t0).

La concentracién de ghrelina en plasma fue medida utilizando una
técnica de radioinmunoensayo de doble anticuerpo (Ghrelin Total RIA,
numero #GHRT-89HK, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EE.UU.),
con un coeficiente de variacién intraensayo <10%, un coeficiente de
variacién interensayo <16% y una sensibilidad de 93 pg/mL.



Material y Métodos

La concentracién de visfatina en plasma fue medida utilizando una
técnica de inmunoensayo de enzima especifica (NAMPT (Visfatin/PBEF)
(human) ELISA Kit, numero AG-45A-0006YPP-KIO1, AdipoGen, Liestal,
Suiza), con unos coeficientes de variacién intra- e interensayo <10% y una
sensibilidad de 0,03 ng/mL.

4.2.4 Comorbilidades

Se definieron e investigaron especificamente las comorbilidades
incluidas en el denominado SM (DM2, HTA y DLP) (838 El resto de
comorbilidades se recogieron de acuerdo a la informacién obtenida en la
valoracién realizada durante el reclutamiento. Aparte de las analiticas, no
se realizaron otras exploraciones complementarias especificas para este
estudio. La resolucién de las comorbilidades asociadas al SM se valoro
al afio de la GVL (t3), considerandose como resolucién uUnicamente las
remisiones completas.

Diabetes mellitus tipo 2

Siguiendo las recomendaciones de la American Diabetes Association, en
el momento de la inclusion se defini6 la presencia de diabetes mellitus tipo
II (DM2) como una glucemia en plasma tras 8 horas de ayuno superior a 126
mg/dL o una HbAlc superior al 6,5% en dos determinaciones diferentes, asi
como la necesidad de utilizar medicacién antiglucemiante para mantener
cifras inferiores a las descritas ***. En caso de que el paciente estuviera
tomando medicacién, esta fue también registrada. También se recogié la
glucemia alterada en ayunas, definida como una glucemia en plasma tras
8 horas de ayuno entre 100 y 125 mg/dL, aunque a efectos del estudio no se
consider6 una morbilidad.

La DM2 se consider6 en remisién completa cuando la glucosa
en plasma tras 8 horas de ayuno fue <100mg/dL y la HbAlc <6.5%, sin
necesidad de medicacién antiglucemiante y tras un ano de seguimiento
tras la GVL [165:3¢7],
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Hipertension arterial

La presién arterial normal se define como una presién sistélica
<120mmHg y una diastélica <80 mmHg %8/, En personas jévenes por lo
demas sanas, sélo se recomienda iniciar tratamiento farmacoldgico para la
HTA cuando la presién arterial sistélica es >140 mmHg o la presion arterial
diastélica >90 mmHg, en dos determinaciones diferentes tomadas en
condiciones de reposo por profesionales sanitarios **¢'%l. Sin embargo, en
pacientes con un alto riesgo cardiovascular, el tratamiento farmacolégico
se recomienda a partir de cifras méas bajas, 130/80 mmHg %8l Se trata,
pues, de una variable continua con una "zona gris" en la que la importancia
de sobrepasar el limite teérico de la normalidad vendra determinada
no so6lo por sus cifras absolutas sino también por las caracteristicas del
paciente. Esto dificulta su conversién a una variable de tipo dicotémico
que permita establecer un corte claro entre aquellos pacientes que sufren
de HTA y aquellos que no. La estrategia que adoptan actualmente las
guias internacionales consiste en estratificar en primer lugar el riesgo
cardiovascular especifico del paciente, en funcién de la edad y la presencia
de comorbilidades concomitantes y/o eventos cardiovasculares previos, v,
una vez definido este riesgo, establecer unos objetivos de tratamiento mas
0 menos estrictos. La estratificaciéon del riesgo cardiovascular se puede
realizar facilmente mediante la herramienta web ofrecida por la American
Heart Association (http://static.heart.org/riskcalc/app/index.html#!/baseline-
risk).

Asi, para este estudio, la presencia de hipertensién arterial en el
momento de la inclusién no se definié inicamente mediante unos valores
de presion arterial concretos, sino como la necesidad de utilizar farmacos
para mantener la presion arterial por debajo del umbral recomendado por
las guias internacionales en funcién del riesgo cardiovascular particular de
cada paciente '8, Paralelamente, la remisién completa de la hipertensién
durante el proceso de pérdida de peso se definié como la suspensién del
tratamiento farmacolégico con posterior persistencia de las cifras de
presion arterial por debajo del umbral de tratamiento recomendado para
el paciente de acuerdo a dichas guias internacionales.
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Dislipemia

De un modo similar a lo descrito previamente para la HTA, a pesar
de que los valores normales de lipidos en plasma se sitian habitualmente
en trigliceridos <150 mg/dL, LDL <130 mg/dL y HDL >40 mg/dL en hombres
y >50 mg/dL en mujeres [7°VY los valores de referencia por si solos no
representan de forma fiable los objetivos de tratamiento, ya que estos
deben establecerse en funcién del riesgo cardiovascular especifico del
paciente y pueden llegar a establecerse en puntos mucho mas bajos. En
pacientes con muy alto riesgo cardiovascular, por ejemplo, se recomienda
que los valores de LDL sean inferiores a 70 mg/dL.

Para este estudio, la presencia de DLP en el momento de la inclusién
no se definié6 Unicamente mediante unos valores concretos de lipidos
en plasma, sino como la necesidad de utilizar farmacos para lograr los
objetivos recomendados por las guias internacionales en funcién del riesgo
cardiovascular particular de cada paciente /%71 Asi mismo, la remisiéon
completa de la DLP durante el proceso de pérdida de peso se definié como
la suspensién del tratamiento farmacoldgico con posterior persistencia de
las cifras de colesterol y triglicéridos dentro de los limites recomendados
para el paciente en las guias internacionales.

4.2.5 Perfiles de obesidad

En la literatura se describe la existencia de "obesos sanos",
definidos como aquellos que a pesar del exceso de peso no presentan las
comorbilidades tipicamente asociadas al SM ¥4, No obstante, en este
grupo de "obesos sanos" también se han descrito alteraciones en diversos
parametros plasmaticos no presentes en individuos delgados .

Por otro lado, se ha descrito que los obesos con IMC>40 kg/m?
(obesidad clase III) presentan una prevalencia mayor de comorbilidades
que los pacientes con obesidades menos importantes 3, lo que a nivel
molecular podria traducirse en diferentes perfiles de expresién génica.
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Asi pues, con el objetivo de analizar la asociacién entre el estado
molecular basal (t0) y los diferentes perfiles posibles de obesidad, los
sujetos del grupo PB se clasificaron en subgrupos en funcién del IMC, la
resistencia insulinica y la presencia o no de las comorbilidades asociadas
al SM (DM2, HTA y DLP) en el momento de la inclusién (t0), asi como
la posterior evolucién en términos de pérdida de peso y resolucién de
comorbilidades.

Concretamente, los subgrupos se definieron en funcién de los
siguientes parametros:

e IMC basal (t0), segiin fuera mayor o menor de 40 kg/m?.

e HOMA-IR basal (t0), segin fuera mayor o menor de 3,8.

e PCRbasal (t0), segiin fuera mayor o menor de 5 mg/L

e Presencia de 1, 2 o 3 de las comorbilidades tipicamente
relacionadas con el SM (DM2, HTA y DLP) en el momento de la
inclusioén (t0).

e Evolucién del %PTP, segiin fuera mayor o menor del 30% al afio
de la GVL (t3).

e Resolucién o no de la DM2 al anio de la GVL (t3)

e Resolucién o no de la HTA al afio de la GVL (t3)

e Resolucién o no de la DLP al afio de la GVL (t3)

4.3 ANALISIS MOLECULAR

Las muestras de sangre utilizadas en el estudio molecular fueron
extraidas mediante venopuncién periférica entre las 7:00 y las 8:00 de la
manana, tras una noche de ayuno. Fueron recogidas en tubos PAXgene
Blood RNA (Qiagen, Hilden, Alemania) e inmediatamente congeladas a
-80°C hasta el momento de su procesamiento. En el grupo PB se estudiaron
3 puntos del proceso de pérdida de peso (t0, t1 y t2), mientras que en el
grupo control s6lo uno (t0).

Todos los analisis moleculares se realizaron a partir del pellet celular
obtenido mediante centrifugacién de la sangre contenida en estos tubos.
Este pellet celular seco no contenia plasma ni eritrocitos, y estaba formado
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béasicamente por leucocitos (mono y polimorfonucleados). Aunque la
velocidad de centrifugacién no permitiria descartar completamente
la presencia de plaquetas, dado que las plaquetas no presentan nucleo
celular y los 4acidos nucleicos que de ellas pudieran obtenerse serian
mitocondriales, y que las secuencias analizadas no se encuentran entre
los &cidos nucleicos mitocondriales 74171 puede afirmarse que el analisis
se ha realizado sobre ADN y ARN de LSP.

A partir de estos acidos nucleicos de LSP, se investigé la evoluciéon de
la expresién y la metilacién del ADN de regiones promotoras de una serie
de genes relacionados con el metabolismo energético y la inflamacién. La
expresion génica se analizé mediante transcripcién inversa y reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative polymerase chain reaction,
gRCP"). La metilacién de ADN se analizé mediante pirosecuenciacién por
bisulfito. Los principios generales de estas técnicas estan desarrollados en
el Anexo I.

La conservacién de las muestras y la extraccién de acidos nucleicos
se realizé en el Biobanc Institut de Recerca Germans Trias | Pujol - Hospital
Universitari Germans Trias | Pujol (Badalona, Espafia). El analisis de expresién
y la puesta a punto de las secuencias de pirosecuenciacion se realizd
en el Institut de Medicina Predictiva 1 Personalitzada del Cancer del Institut de
Rercerca Germans Trias 1 Puyjol (IMPPC - IGTP, Badalona, Espafa). El andlisis
de priosecuenciacion se realizd en el Institut de Recerca Biomedica de Bellvitge
(IDIBELL, L'Hospitalet del Llobregat, Espana).

4.3.1 Genes analizados

Para este estudio se analizaron un total de 12 genes, listados en
la Tabla 1. La seleccion se realizd en base a los conocimientos actuales
de la fisiopatologia de la adiposopatia y a los cambios moleculares en

relacién a la cirugia baridtrica descritos previamente en la literatura
[29,38,54,55,125,130,133,135,140—142,146,152,153,157,176].

*A pesar de que la abreviatura habitualmente usada para la reaccién en cadena de la polimerasa
es la que se deriva de su nombre inglés, PCR (de Polimerase Chain Reaction), en este texto se ha
preferido usar la abreviatura basada en su nombre en castellano (RCP) para evitar la duplicidad
de acrénimos con el de la proteina C-reactiva (PCR).
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Tabla 1. Genes analizados.

Simbolo oficial

Nombre completo

GHRL
NAMPT

IRS1

FTO

CcCL2

TNF

FAS

LEP

PPARG

ADIPOQ
FASN

MC4R

Ghrelina (ghrelin and obestatin prepropeptide)
Visfatina (nicotinamide phosphoribosyltransferase)

Sustrato 1 del receptor de la insulina (insulin receptor
substrate 1)

Gen relacionado con la grasa corporal y la obesidad (fat mass and
obesity related gen)

Ligando 2 de quimiocinas motivo C-C (C-C motif chemokine ligand 2,
también conocido como monocyte chemotactic protein 1, MCP1)

Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha)

Receptor de apoptosis de superficie celular (fas cell surface death
receptor)

Leptina (leptin)

Receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma)

Adiponectina (adiponectin, C1Q and collagen domain containing)
Acido graso sintasa (fatty acid synthase)

Receptor de melanocortina 4 (melanocortin 4 receptor)
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Como se ha expuesto anteriormente, 9 de los genes seleccionados
en el presente estudio (GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, LER, PPARG, ADIPOQ, FASNy
MCR4) estan relacionados principalmente con el control del peso corporal
y el metabolismo energético. Los otros 3 genes (CCL2, TNF y FAS) actlan
mayoritariamente como moduladores de las vias de la inflamacién. Sin
embargo, dentro de la red de interacciones que conforman el metabolismo
y la sefializacién celular, no es infrecuente que una misma proteina
intervenga en multiples reacciones, ni siquiera que de un mismo gen se
obtengan diferentes proteinas a partir de variaciones en la combinaciéon
de sus exones u otras modificaciones postranscripcionales [Vl Asi, no es
conveniente identificar cada uno de estos genes con una sola funcién
concreta. Ademas, no son pocos los casos en que la actividad atribuida
a un gen, establecida a partir de estudios en rata u otros animales de
experimentacién, se ha demostrado posteriormente diferente en los
humanos ['7%l. Una breve descripcién de los &mbitos de influencia conocidos
de cada uno de los genes estudiados se puede consultar en el Anexo II.

Adicionalmente, se analizaron otros 2 genes, PSMC4 (ATPasa 4
de la subunidad proteosomal 26S) y MRPL19 (la proteina de ribosoma
mitocondrial L19). Ambos son genes constitutivos, es decir, encargados del
mantenimiento de funciones celulares basicas y, por tanto, de expresiéon
estable y conocida %, Se usaron como controles internos y como genes

de referencia para el célculo de la expresion relativa de los demads genes
[181]

4.3.2 Analisis de la expresién génica

Para el estudio de la expresion génica, los 12 genes seleccionados
(GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, LER, PPARG, ADIPOQ, FASN, MC4R, FAS, TNE CCL2)
se analizaron mediante transcripcién inversa y qRCP (Figura 9) en todas
las muestras de sangre obtenidas para el estudio: pacientes (n=35) en t0, t1
y t2 y controles (n=33) en t0.
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En primer lugar, se extrajo el

ARN de los leucocitos presentes en

la sangre venosa periférica contenida

Extraccién ARN en los tubos de PAXgene y mantenida

I} a -80°C hasta el momento de su
Retrotranscripcion (CADN) procesamiento. Para esta operacién

i) se utilizaron el equipo y reactivos de

Disefo de primers separacién magnética automatizada

\: de &cidos nucleicos chemagic Magnetic

gRCP Separation Module Iy chemagic Total RNA

Blood Kit special (PerkinElmer chemagen

Figura 9. Pasos del andlisis de 1echnologie — GmbH, — Baesweiler,

expresion. [SP: Leucocitos de sangre  Alemania). Cada  muestra  fue
p;’éﬁ”‘czégﬁgg; AZ;/ Cg’;fé’fgegfﬁz cuantificada con el espectrofotémetro
A olmerasa cumitatya. Epoch (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.) y

su integridad determinada mediante
electroforesis con el sistema 2200 TapeStation System (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EE.UU.).

A continuacién, se obtuvo ADN complementario a partir del ARN
extraido dela sangre total. A tal efecto, se procedi6 a la transcripcién inversa
de 500 ng de ARN en un volumen final de 20 pL para cada reaccién, usando
cebadores aleatorios de 6 bases y la transcriptasa SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del
fabricante.

Finalmente, se analizd la expresiéon génica mediante qRCP. Los
cebadores para la qRCP se disenaron intentando incluir el maximo ntimero
posible de transcritos de cada gen, utilizando las herramientas digitales
Genome Browser de la University of California - Santa Cruz (https://genome-
euro.ucsc.edu/) y Realtime PCR de Integrated DNA Technologies (IDT, http://
eu.idtdna.com/scitools/Applications/Real TimePCR). Las secuencias y
temperaturas de hibridacién de los cebadores utilizados estan expuestas
en la Tabla 6 (Anexo III).

Para realizar la qRCP se utiliz6 el sistema LightCycler® 480 Real-Time
PCR System (Roche, Basel, Suiza) y placas blancas Multiwell Plate 384 (Roche).



Material y Métodos

La gRCP se llevé a cabo por triplicado, en un volumen final de 10 pL con
la siguiente composicién: 5 pL de LightCycler® 480 SYBR Green I Master
(Roche), 1 pM de cebador directo, 1 uM de cebador reverso y 1 pL de ADN
complementario (CADN) a una dilucién de 1/10. Las condiciones de la gRCP
fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacién de 10 min a 95°C
seguido de 40 ciclos consistentes en 10 s a 95°C, 20 s a la correspondiente
temperatura de hibridacién y 20 s a 72°C. El proceso terminé con un
programa de curva de fusién (15 s a 95°C, 1 min a 70°C y luego de forma
ascendente hasta los 96°C) mientras se monitorizaba la fluorescencia de
forma continua. La normalizacién de los resultados se realizé utilizando
los 2 genes independientes de referencia (MRPL19 y PSMC4). La eficiencia
de la gRCP para cada par de cebadores se determiné con la herramienta
CHAINY (http://maplab.imppc.org/chainy) y la cuantificaciéon relativa a los
genes de referencia fue calculada utilizando el programa LightCycler® 480
Software, v1.5 (Roche).

4.3.3 Andlisis de metilacién del ADN de regiones promotoras

La segunda parte del analisis
molecular consistié en un estudio
exploratorio en LSP de los cambios
inducidos durante el proceso de ¢
ST s Extraccion ADN
pérdida de peso sobre la metilacién

del ADN de regiones promotoras en Conversién de bisulfito

LSP

3 gens candidatos (Figura 10). La |
selecciébn de estos 3 genes (GHRL, Disefio de primers
NAMPT y FAS) se realizd basandose v
en su relevancia clinica y los cambios RCP
de expresién analizados previamente. \

. Pirosecuenciacion
No se analizaron todas las muestras,

sino sélo las de 6 pacientes (en t0, t1y

t2) y 6 controles (en t0), seleccionados ~Figura 10. Pasos del anlisis de

entre aquellos individuos en los que metilacion de.I,AD,N' LS,P' Leucocytos
. - de sangre periférica, RCP: Reaccion en

se habian detectado mayores cambios  cagena de /2 polimerasa.

de expresiéon durante el proceso de

pérdida de peso.
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En primer lugar, se extrajo el ADN de los leucocitos presentes en la
sangre venosa periférica contenida en los tubos de PAXgene y mantenida
a -80°C hasta el momento de su procesamiento. Para esta operacién se
utilizo el kit de purificacién Maxell 12 Genomic DNA Purification kit (Promega,
Madison, Wisconsin, EE.UU). Cada muestra fue cuantificada con el
espectrofotémetro Epoch (BioTek) y su integridad determinada mediante
electroforesis con el sistema 2200 TapeStation System (Agilent Technologies).
De cara al estudio de metilacién, se realizé también una conversién por
bisulfito de 300ng de DNA génico con el kit EZ DNA Methylation-Gold kit
(Zymo Research, Irvine, California, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

A continuacién, se analizé la metilacidén del ADN mediante
pirosecuenciacién por bisulfito. Dadala abundancia de sitios CpG presentes
en los promotores de los genes seleccionados y la limitada longitud de
lectura de la pirosecuenciacion, asi como la escasa informacién disponible
en la literatura acerca de qué sitios CpG podrian verse especificamente
afectados por el proceso de pérdida de peso, el disenio de los cebadores
fue complejo. Por un lado, se recurrié a informacién relativa a patologias
neoplasicas, donde la variabilidad del estado de metilacién de sitios CpG
especificos dentro de los promotores génicos esta siendo mas extensamente
estudiada [**31%? Porotrolado, se evitaron los dinucleotidos CpG, ubicandolos
cebadores fuera de regiones CpG para asegurar que el estado de metilacion
no interfiriese con la amplificacién de las secuencias. Durante este proceso
se utilizaron las herramientas digitales Genome Browser de la University of
California - Santa Cruz (https://genome-euro.ucsc.edw/) y Wanderer (http://
maplab.imppc.org/wanderer). Finalmente, se disené un cebador de
pirosecuenciacién para el promotor de GHRL que permitiria estudiar 4
sitios CpG, otro para el promotor de NAMPT que permitiria estudiar 3 sitios
CpG y 2 cebadores para el promotor de FAS que permitirian estudiar un
total de 9 sitios CpG. Las secuencias de los promotores y la localizacién
de los sitios CpG seleccionados para el anéalisis pueden consultarse en el
Anexo III. Las secuencias y temperaturas de hibridacién de los cebadores
utilizados estan expuestas en la Tabla 7 (Anexo III).
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Para cada secuencia, se realizaron independientemente dos
reacciones en cadena de la polimerasa convencionales (RCP) a partir
del ADN previamente convertido por bisulfito, utilizando la polimerasa
IMMOLASE™ hot-start DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido).
Posteriormente el resultado de estas dos RCP fue mezclado para asegurar
la representatividad del perfil de metilacién del ADN. Un volumen final de
30 pL para cada una de las RCP fue preparado segln la siguiente formula:
1X ImmoBuffer (Bioline), 1,5 nM de MgCl2, 200 uM de desoxirribonucleotidos
trifosfato (dNTPs), 200 nM de cebador directo, 200 nM de cebador reverso
biotinilado, 0,02 U/pL de IMMOLASE™ DNA Polymerase (Bioline) y 1 uL de ADN
convertido por bisulfito. Las condiciones de la RCP fueron las siguientes: 10
min a 95°C, seguidos de 50 ciclos consistentes en una desnaturalizacién
de 30 s a 94°C, 30 s a la correspondiente temperatura de hibridacién y una
elongacién de 30 s a 72°C y, finalmente, 1 ciclo de elongacién de 8 min a
72°C. Se aisl6 la cadena biotinilada del producto de las RCP mediante el
Vacuum Prep Tool™ (Biotage, Stockholm, Suecia) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de pirosecuenciacién y la cuantificacién de
la metilacién del ADN se realizaron con el equipo PyroMark Q24 System
v2.0.6 (Qiagen).

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se muestran como media (+ desviacién estandar), excepto
cuando se indica especificamente otra cosa. La expresién génica se indica
en unidades relativas, en relacién a la expresiéon de los genes constitutivos
MRPL19 y PSMC4. Los resultados de la metilacién del ADN, estudiada
mediante pirosecuenciacién por bisulfito, se expresan en porcentaje: de
0% (sin metilacién) a 100% (completamente metilado).

Segun los célculos realizados mediante la utilidad web de Fisterra
(https://www.fisterra.com/mbe/investiga/9muestras/9muestras2.asp),
para detectar cambios de expresiéon de como minimo el 25% con una
potencia del 80% y un error alfa de 0.05, se requeria una muestra de n=22.
Se asumié una pérdida de pacientes durante el seguimiento del 20% y
un 20% de muestras perdidas por problemas técnicos en el laboratorio,
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requiriéndose finalmente un tamano muestral de n=31 por grupo. Este
tamano muestral fue logrado satisfactoriamente durante el afio de
reclutamiento planificado.

El calculo estadistico se realizd con el programa SPSS v20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Para los datos cuantitativos, la normalidad se
comprobé mediante los test de Kolmorov-Smirnov y de Saphiro-Wilk en
funcién de si la n era mayor o menor de 50, respectivamente. Cuando la
normalidad de la distribucién no pudo ser asumida o la n era inferior a 30,
se usaron tests no paramétricos (U de Mann-Whitney y test de Wilcoxon).
En caso contrario, se utilizaron tests paramétricos (T de Student para datos
pareado o no pareados, en funcién de la variable). Los datos cualitativos
fueron analizados mediante los test de McNemar y chi-cuadrado, para datos
pareados y no pareados, respectivamente. La correlacién entre variables se
realizé mediante la prueba correlacién de Pearson y la rho de Spearman,
en funcion de si las variables cumplian o no criterios de normalidad,
respectivamente. Todos los test fueron bilaterales y se consideraron como
significativos los valores de p<0,05.
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Resultados

5. RESULTADOS
5.1 RESULTADOS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

5.1.1 Datos clinicos y bioquimicos basales (t0)

La edad media del grupo PB fue de 49 anos y estuvo compuesto
por una mayoria de mujeres (n=25, 71%). Como era esperable, al tratarse
estas dos de variables controladas, el grupo control presenté resultados
similares. En el grupo control se observaron valores significativamente
inferiores de IMC, glucosa, insulina, HbAlc, HOMA-IR, PCR, triglicéridos,
colesterol y LDL, asi como valores significativamente mayores de HDL. No
se encontraron diferencias en los valores basales de GPT (Tablas 2 y 3).

Losintegrantes del grupo PB presentaron una serie de comorbilidades
que se recogen en la Tabla 4. Cabe destacar la presencia de 18 pacientes
(51%) con DM2, 18 (51%) con HTA y 20 (57%) con DLP en el momento de
la inclusién en el estudio. La agrupacién de estas tres comorbilidades
habituales en el SM fue la siguiente: 9 pacientes (26 %) no tenian ninguna
de las tres comorbilidades, 6 (17%) sélo una, 10 (28,5%) dos y 10 (28,5%)
pacientes padecian las tres.

Tabla 2. Datos clinicos y bioquimicos basales.

Controles PB(t0) p-valor

(n=33) (n=35)
Edad (afos) 45 (£9) 49 (£10) 0,07
Sexo (H/M) 5(15%) / 28 (85%) 10 (29%) / 25 (71%) 0,2
Glucosa (mg/dL) 87 (£7) 105 (£25) <0,001 *
Insulina (mUI/L) 6 (+4) 15 (x9) 0,001 *
HbA1c (%) 5(x0,2) 6 (£1) <0,001 *
Triglicéridos (mg/dL) 69 (£40) 130 (x62) <0,001 *
Colesterol (mg/dL) 148 (+30) 172 (£35) 0,004 *
HDL (mg/dL) 69 (£17) 45 (£12) <0,001 *
LDL (mg/dL) 98 (£23) 103 (£35) <0,001 *
GPT (U/L) 16 (£5) 24 (£11) 0,1

Datos expresados como media (+ desviacion estandar), excepto el sexo, expresado como n (porcentaje). PB(t0):
Grupo de pacientes bariatricos antes de recibir ninguna intervencion; HbA1c: Hemoglobina glucosilada; HDL:
Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; GPT: Transaminasa glutamico piruvica.

* Diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 4. Principales comorbilidades basales en los sujetos del estudio.

Controles PB(t0)
(n=33) (n=35)
Diabetes Mellitus 0 (0%) 18 (51%)
Insulinoterapia 0(0%) 4 (11%)
AAO 0(0%) 18 (51%)
Analogos de GLP1 0(0%) 4 (11%)
GAA 0(0%) 4 (11%)
Hipertension arterial 0(0%) 18 (51%)
Dislipemia 0(0%) 20 (57%)
SAHOS 0(0%) 11 (31%)
Hiperuricemia 0(0%) 7 (20%)
Miocardiopatia 0(0%) 2 (6%)
Cardiopatia isquémica 0(0%) 0(0%)
AVC 0(0%) 1 (3%)
Hipotiroidismo 0(0%) 5(14%)
Artropatia severa 0(0%) 11 (31%)
Esteatosis hepatica 0(0%) 27 (77%)

Datos expresados como n (porcentaje). PB(t0): Grupo de pacientes bariatricos antes de recibir ninguna
intervencion; AAO: Agentes antiglucémicos orales; GLP1: Péptido similar al glucagén 1; GAA: Glicemia alterada
en ayunas; SAHOS: Sindrome de apnea hipoapnea obstructiva del suefio; AVC: Accidente cerebral vascular.

5.1.2 Resultados quirtrgicos

Todas las intervenciones quirtrgicas pudieron completarse
satisfactoriamente por via laparoscépica y no se registraron incidencias
intraoperatorias. Tampoco hubo complicaciones postoperatorias ni
necesidad de reintervenciones durante el tiempo de seguimiento. La
estancia media postoperatoria fue de 3,5(+0,8) dias.
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5.1.3 Evolucién del peso corporal

El grupo PB presenté un IMC significativamente mayor al del
grupo control en todos los puntos del estudio (Tabla 3 y Figura 11). En
el grupo PB se observé una disminucién progresiva del peso, situandose
en el 4% de %PTP tras la DMBC (t1) y alcanzando el 32% de %PTP un ano
después de la GVL (t3). Todas las variaciones del peso corporal resultaron
estadisticamente significativas.
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Figura 11. Evolucién del indice de masa corporal entre los pacientes. PB(t0). Grupo
de pacientes baridtricos antes de recibir ninguna intervencion, PB(t1). Grupo de pacientes
baridtricos antes de la gastrectomia; PB(t2): Grupo de pacientes baridtricos 6 meses después
de la gastrectomia, PB(t3): Grupo de pacientes baridtricos 1 anio después de la gastrectomia,
** p<0,001].
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5.1.4 Evolucién de la resistencia insulinica

El grupo PB presenté un HOMA-IR significativamente mayor al del
grupo control en todos los puntos del estudio excepto al afio de la GVL (t3),
donde no se hallaron diferencias (Tabla 3 y Figura 12). El valor de HOMA-
IR disminuy¢ significativamente 6 meses después de la GVL (t2), siendo
un 56% menor que su valor prequirirgico (t1). Se mantuvo en valores
similares al afio de la intervencién (t3), siendo un 64% menor que antes de
la cirugia (t1).

. Figura 12. Evolucién de la

— " resistencia insulinica. PB(t0):

12] —_— s Grypo de pacientes bariatricos

—_— antes de recibir  ninguna

Intervencion, PB(t1): Grupo de

8 pacientes bariatricos antes de

6 /a gastrectomia, PB(t2): Grupo

4 de pacientes baridtricos 6 meses
2
o

después de la gastrectomia,
I BB

HOMA-IR

PB(t3).  Grupo de pacientes

. ] . . . baridtricos 1 ano después de

C:’n"z"s"s'fs 5223 5’33”5; E’Egg ;’Egg; la gastrectomia;  HOMA-IR:
homeostatic model assessment
of insulin resistance. * p<0,05,
** p<0,001].

5.1.5 Evolucién de la PCR

Los niveles de PCR en el grupo PB fueron significativamente
mayores que en el grupo control en todos los puntos del estudio (Tabla 3
y Figura 13). En el grupo de obesos, la PCR aumenté tras la DMBC (t1) en
comparacién con su valor basal (t0). Sin embargo, seis meses después de la
GVL (t2), la PCR habia disminuido un 45% respecto al nivel prequirtrgico
(t1), situandose un 36% por debajo del valor basal (t0) de su grupo. Todos
estos cambios fueron estadisticamente significativos.
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5.1.6 Evolucién hormonal

Los valores de ghrelina plasmatica del grupo PB fueron
significativamente menores que los del grupo control en todos los puntos
del estudio (Tabla 3 y Figura 14). En los pacientes obesos, la ghrelina
aument6 tras la DMBC (t1) y descendié hasta aproximadamente la mitad
de su valor prequirirgico 6 meses después de la GVL (t2). Todas estas
variaciones fueron estadisticamente significativas.

No se encontraron diferencias significativas en el valor plasmatico
de visfatina ni entre el grupo control y el grupo PB ni dentro del grupo PB a
lo largo del proceso de pérdida de peso (Tabla 3 y Figura 14).
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Figura 14. Evolucién de la ghrelina (a) y visfatina (b) plasmaticas. P5(t0). Grupo de
pacientes baridtricos antes de recibir ninguna intervencion, PB(t1): Grupo de pacientes
baridtricos antes de la gastrectomia, PB(t2): Grupo de pacientes baridtricos 6 meses después de
la gastrectomia; * p<0,05; ** p<0,00].
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5.1.7 Evolucién de las comorbilidades

Al completar el afio de seguimiento postquirurgico (t3), la tasa de
remisién completa de DM2 fue del 55% (10/18), la de HTA del 38% (7/18)
y la de DLP del 40% (8/20) (Figura 15). En los tres casos, la mejoria fue
estadisticamente significativa en comparacién con el momento de
la inclusion (t0) (DM2,=51% vs DM2,=23%, p=0,02; HTA =51% vs
HTA,,=31%, p=0,01; DLP ,=57% vs DLP , =34%, p=0,008).
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Figura 15. Evolucion de las comorbilidades al afio de seguimiento. PB(t0): Grupo de
pacientes baridtricos antes de recibir ninguna intervencion, PB(t3). Grupo de pacientes
bariatricos 1 afno después de la gastrectomia, DMZ2. Diabetes Mellitus; HTA. Hipertension
arterial; DLP: Dislipemia,; * p<0,05.

5.2 RESULTADOS DEL ANALISIS DE EXPRESION GENICA

De los 12 genes estudiados, 7 presentaron expresiéon detectable en
LSP (GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, CCL2, TNF y FAS), aunque no en todas las
muestras analizadas. Los otros 5 no presentaron expresién detectable (LER
PPARG, ADIPOQ, FASN y MC4R).

Los resultados del analisis de expresién génica se encuentran
resumidos en la Figura 16 y la Tabla 5.
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5.2.1 Expresién génica basal

La expresién del gen FTO en el grupo PB antes de recibir ninguna
intervencién (t0) fue significativamente menor que en el grupo control
(FTOpy0=1,3 versus FTO . ,..=1,6, p=0,042).

No se encontraron otros cambios significativos entre el grupo control
y el grupo PB en la expresién basal de los otros genes analizados (GHRL,
NAMPT, IRS1, FAS, TNFy CCL2).

5.2.2 Cambios en la expresion génica tras DMBC

La expresién del gen FTO en el grupo PB después de la DMBC (t1) no
present6 diferencias respecto al valor basal (t0) de su grupo y se mantuvo
significativamente mas baja que en el grupo control (F70,,,=1,2 versus
FTO4,y50=1,6, p=0,026).

La expresién del gen TNF en el grupo PB después de la DMBC (t1)
no presenté diferencias respecto al valor basal (t0) de su grupo, aunque
fue significativamente mayor que la del grupo control (TNF,; ,=1,4 versus
TNF,, . ...=0,9, p=0,049).

La expresién del gen FAS en el grupo PB después de la DMBC (t1)
disminuy6 un 19% respecto al valor basal (t0) de su grupo, siendo esta
disminucion estadisticamente significativa (FAS,,, =25,1 versus FAS,; ,=31,

PB(t1
p=0,01). No se hallaron diferencias respecto al grupo control.

En el resto de genes analizados (GHRL, NAMPT, IRS1y CCL2), no se
encontraron cambios significativos entre el grupo PB después de la DMBC
(t1) y los valores basales (t0) de su grupo o el grupo control.

La expresion de FTO en el grupo PB 6 meses después de la GVL (t2)
aument6 de forma no significativa en comparacién con los valores previos
de su grupo (t0 y t1), dejando de presentar diferencias respecto al grupo
control (FTOPB(tZ):1’4 versus FT0 =1,6, p=0,284).

Controles
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La expresion de CCL2 en el grupo PB 6 meses después de la GVL
(t2) disminuy6 un 50% respecto a su valor prequirtrgico (t1) (CCLZ,,,=0,4
versus CCLZ,,,=0,8, p=0,016) y respecto al valor del grupo control
(CCL2,,,=0,4 versus CCL2. . .=0,8, p=0,016). Disminuy6é también en
comparacién con el valor basal (t0) del grupo, aunque estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (CCLZ,,,,=0,4 versus CCLZ,, ,=0,7,

p=0,114).

La expresion de FAS en el grupo PB 6 meses después de la GVL (t2)
no presenté diferencias en comparacién con su valor prequirirgico (t1),
manteniéndose significativamente menor que en su grupo antes de recibir
ninguna intervencion (t0) (FAS,,,=24,4 versus FAS,, =31, p=0,015) y sin
diferencias respecto al grupo control.

En el resto de genes analizados (GHRL, NAMPT, IRS1 y TNF), no se
encontraron cambios significativos entre el grupo PB 6 meses después de
la GVL (t2) y los valores basales (t0) o prequirdrgicos (t1) de su grupo o
respecto al grupo control.

5.2.4 Estudio de correlacién entre expresién génica y peso, HOMA-IR y
PCR

Se investigd, en el grupo PB, la existencia de correlaciones entre los
valores de expresion de los genes estudiados y el IMC, el HOMA-IR y la
PCR en plasma en los diferentes tiempos. No se encontraron correlaciones
significativas.

También se investigd la existencia de correlaciones entre los
cambios en la expresién génica que habian resultado estadisticamente
significativos en el grupo PB y los cambios del peso, la resistencia insulinica
y la PCR en plasma a lo largo del proceso de pérdida de peso. No se
encontraron correlaciones significativas entre los cambios de FTO, FAS y
CCL2 previamente descritos y los cambios en el IMC, el HOMA-IR ni la PCR.
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Figura 16. Evolucion de la expresion en
leucocitos de sangre periférica de los
genes estudiados. PA(t0): Grupo de pacientes
baridtricos antes de recibir ninguna intervencion,
PB(t1): Grupo de pacientes baridtricos antes
de la gastrectomia, PB(t2): Grupo de pacientes
baridtricos 6 meses después de la gastrectomia,
* p<0,05; ** p<0,001.
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Tabla 5. Expresion en leucocitos de sangre periférica de los genes estudiados.

Controles PB(t0) PB(t1) PB(t2)

(n=33) (n=35) (n=35) (n=35)
GHRL 45,2 (£27,9)/20 38,9(x22,4)/24 38,1(x20,2)/24 42,6 (£25,6)/ 24
NAMPT 229(1 43)/20 26,6 (£11,4)/29 24,4(£9,6)/29 26,9 (x14,3)/29
IRS1 2(x0,1)/10 0,2 (x0,1)/13 0,2 (x0,1)/13 0,2 (x0,1)/13
FTO 16(10 4)/10 1,3(x0,3)/13° 1,2 (x0,3)/ 13" 1,4(x0,5)/13
FAS 25,75 (£6,2)/20 31,0(x17,5/29 25,1(x10,8)/29°¢ 24,4 (£10,0)/29 ¢
TNF O9(+03)/10 1,3(x0,5)/13 1,4 (x0,6)/13¢ 1,4(x0,6)/13
ccL2 0,8 (x0,4)/ 0,7 (x0,5)/14 0,8 (x0,5)/13 0,4 (x0,2)/11f,¢

Datos expresados como: media (+ desviacion estandar) / n. Todos los valores representan expresion en unidades relativas.
PB(t0): Grupo de pacientes bariatricos antes de recibir ninguna intervencion; PB(t1): Grupo de pacientes bariatricos antes de la
gastrectomia; PB(t2): Grupo de pacientes bariatricos 6 meses después de la gastrectomia.

Las diferencias estadisticamente significativas estan indicadas por letras en superindice:

2 - diferencia significativa versus Controles (p=0,042)

b - diferencia significativa versus Controles (p=0,026)

<- diferencia significativa versus PB(t0) (p=0,01)

4 - diferencia significativa versus PB(t0) (p=0,015)

¢ - diferencia significativa versus Controles (p=0,049)

f- diferencia significativa versus Controles (p=0,016)

¢ - diferencia significativa versus PB(t1) (p=0,016)
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5.3 RESULTADOS DEL ANALISIS DE METILACION DEL
ADN DE REGIONES PROMOTORAS

Debido a la complejidad de la técnica de pirosecuenciacién por
bisulfito, algunas de las muestras no pudieron ser completamente
analizadas. Al tratarse de una técnica secuencial, los resultados perdidos
tendieron a estar en los sitios CpG mas alejados del inicio del cebador de
pirosecuenciacion.

Los resultados del analisis de metilacién del ADN de regiones
promotoras de los 3 genes estudiados (GHRL, NAMPTy FAS) se encuentran
resumidos en las Figuras 17, 18, 19 y 20 y la Tabla 6.

5.3.1 Estado basal de metilacién

La metilaciéon del ADN del promotor de FAS en el grupo PB antes
de recibir ninguna intervencién (t0) fue significativamente menor que
en el grupo control en 2 de los 9 sitios CpG estudiados, con diferencias
de metilacién del 2,4% en el caso de CpG1y del 1,9% en el caso de CpG2
(CpGlyy=1,8% versus CpGl, . ..=4,2%, p=0,029; y CpG2,,,=1,6% versus
CpG2.,,10e=3,5%,p=0,029). Cabe mencionar, sin embargo, que estos valores,
quedan muy por debajo del nivel de sensibilidad del equipo utilizado para
el an&lisis de metilacién (5%), por lo que estos resultados podrian tratarse
de un artefacto.

No se encontraron diferencias relevantes en el estado basal (t0) de
metilacién entre el grupo PB y el grupo control en ninguno de los sitios CpG
estudiados en los genes GHRLy NAMPT.

5.3.2 Cambios de metilacién tras DMBC

La metilacién de los 4 sitios CpG estudiados en el promotor de GHRL
en el grupo PB después de la DMBC (t1) aumentd en comparacién con
su valor basal (t0). Este incremento fue del 10,3% en CpG1, del 10,4% en
CpG2, del 11,2% en CpG3 y del 13,3% en CpG4. Estas diferencias resultaron
estadisticamente significativas en CpG1l y CpG2 (CpGl,,,=26,5% versus
CPGly0=16,2%, p=0,043; y CpG2,,,=28,4% versus CpG2,, ,=18%, p=0,043).



Resultados

No hubo diferencias significativas en el estado de metilacién de los
sitios CpG estudiados en los genes NAMPT y FAS después de la DMBC (t1),
en comparacién con antes de la DMBC (t0) y con el grupo control.

5.3.3 Cambios de metilacién tras GVL

La metilacién de los 4 sitios CpG estudiados en el promotor de GHRL
en el grupo PB 6 meses después de la GVL (t2) descendié en comparacién
con su valor prequirtirgico (t1). Esta disminucién fue del 8,3% en CpG1,
del 8,6% en CpG2, del 8,5% en CpG3 y del 12% en CpG4. No obstante, estas
diferencias no resultaron estadisticamente significativas. Este descenso
situd la metilacién de los 4 sitios CpG tras la GVL (t2) sélo discretamente
por encima del valor basal (t0) de su grupo (un 2% en CpG1, un 1,8% en
CpG2,un 2,7% en CpG3 y un 1,3% en CpG4).

No se encontraron cambios relevantes en el estado de metilacién de
los sitios CpG estudiados en los genes NAMPTy FAS después de la GVL (t2),
en comparacién con antes de la GVL (t1) y con el grupo control.
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Figura 17. Evolucién de la metilacion del ADN del promotor de GHRL en leucocitos de
sangre periférica. PB(t0): Grupo de pacientes baridtricos antes de recibir ninguna intervencion,
PB(t1): Grupo de pacientes baridtricos antes de la gastrectomia; PB(t2): Grupo de pacientes
baridtricos 6 meses después de la gastrectomia, * p<0,05.
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Figura 20. Evolucion de la metilacion del ADN del promotor de FAS en leucocitos de
sangre periférica. PB(t0): Grupo de pacientes bariatricos antes de recibir ninguna intervencion,
PB(t1): Grupo de pacientes bariatricos antes de la gastrectomia, PB(t2): Grupo de pacientes
baridtricos 6 meses después de la gastrectomia, * p<0,05.
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Resultados

5.4 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE SUBGRUPOS

Se exploré la posible asociacién entre la expresién basal (t0) de los
genes estudiados en el grupo PB y la serie de subgrupos estudiados (ver
4.2 4 Perfiles de obesidad).

El subgrupo de pacientes con IMC 240 kg/m?2 en el momento de
la inclusién (t0) presenté una mayor expresién de IRS1 que aquellos con
IMC <40 kg/m?2 (IRSl(tO)=O,27 (+0,08) versus IRSl(tO):O,17 (x0,06), p=0,03). Sin
embargo, en nuestra cohorte de pacientes obesos, el subgrupo con IMC>40
no presenté mas comorbilidades que el grupo con IMC<40 ni una mayor
indice HOMA-IR. El subgrupo de pacientes con PCR >5 mg/L en el momento
de la inclusién (t0) presentd una mayor expresién de NAMPT que aquellos
con PCR <5 mg/L (NAMPT,=30,5 (+12) versus NAMPT = 20,9 (+8), p=0,021)
(Figura 21).

No se hallaron otras asociaciones estadisticamente significativas
entre el resultado del analisis molecular y los diferentes perfiles de
obesidad previamente descritos, ni tampoco con la evolucién del peso o
la resolucién de comorbilidades a lo largo del proceso de pérdida de peso.
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()
g = g 1
3 0,110/ 3 10
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Figura 21. Estudio de subgrupos a nivel basal. /IMC: Indice de masa corporal: PCR: Proteina
C-Reactiva, * p<0,05.
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6. DISCUSION

Comosehaexpuestoanteriormente,lasalteracionesdelmetabolismo
energético y las alteraciones inflamatorias observadas en la obesidad
estdn intimamente relacionadas [192022274253546163]Gj bien la mayoria de los
fendmenos tiene lugar a nivel local, especialmente en el tejido adiposo,
el musculo y el higado, estos afectan a todos los tejidos del organismo y
condicionan un estado proinflamatorio sistémico 1953541, Adem4s, aunque
los artifices de estas modificaciones del inmunometabolismo parecen ser
los tejidos sélidos involucradas, no puede descartarse un papel importante
de los LSP, dado que en ellos también se han descrito cambios asociados
a la obesidad y a la pérdida de peso [62117:120.124125.132:135]  F] egtudio de los
LSP no sélo podria aportar una mejor comprensiéon de las alteraciones
subyacentes a la adiposopatia, sino, potencialmente, también permitir la
identificacién de biomarcadores con capacidad para predecir la respuesta
clinica a los diferentes tratamientos propuestos [117:125127.150],

Asi, el presente estudio tuvo como objetivo analizar, en LSP de
una cohorte de pacientes bariatricos, los efectos de la GVL sobre la
expresion y la metilacién del ADN de una serie de genes relacionados
con la inflamacién y el metabolismo energético. También se investigd la
existencia de asociaciones entre el estado molecular basal y determinadas
caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes, antes de recibir
ningun tratamiento y a lo largo del proceso de pérdida de peso. Con este fin,
se obtuvieron muestras de un grupo de pacientes obesos con indicacién de
cirugia bariatrica (n=35) en 3 puntos del proceso de pérdida de peso: antes
de recibir ninguna intervencién (t0), después de dos semanas de DMBC (t1)
y a los 6 meses de recibir una GVL (t2). Se extrajo también una muestra de
sangre de un grupo control (n=33), compuesto por sujetos delgados y sanos.
Siete de los 12 genes analizados presentaron expresién detectable en LSP
(GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, CCL2, TNF y FAS). A los 6 meses de la GVL, se
observo un aumento de la expresién de FTOy un descenso de la expresion
de FASy CCL2.El estado de metilacién del ADN del promotor de GHRL vari6
de forma harménica en los 4 sitios CpG explorados, aumentando tras la
DMBC y disminuyendo a los 6 meses de la GVL. IRS1 y NAMPT presentaron
mayor expresion basal en aquellos pacientes que antes de recibir ningin
tratamiento tenian un IMC >40 kg/m? y una PCR >5 mg/L, respectivamente.
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No se encontrd ninglin gen cuya expresién o metilacién basal permitiera
predecir la evolucién del peso ni la resolucién de comorbilidades al afio de
seguimiento tras la GVL.

Hasta la fecha, Unicamente 2 trabajos han investigado el efecto
de la GVL sobre la expresién génica en sangre. En uno, Berisha et al. %]
analizaron una cohorte de 11 pacientes sometidos a cirugia bariatrica,
de los cuales 4 recibieron una GVL. Encontraron cambios postoperatorios
en la expresion de 200 genes, pero, desafortunadamente, no se estudié de
forma independiente al subgrupo de GVL, de modo que no se identificaron
los efectos atribuibles a esta técnica en particular. En el otro, Trachta et al.
(35 analizaron los cambios de expresién tras GVL en los monocitos CD14+
de mujeres obesas sin DM2. Inicialmente encontraron un aumento de
NAMPT y CCL1, aunque las diferencias desaparecieron a los 24 meses de
la intervencién. Por otro lado, un tnico estudio ha investigado los cambios
epigenéticos tras GVL. En este, Martin-Nufez et al. *’) analizaron la sangre
obtenida antes y a los 6 meses de una GVL, buscando cambios en la
metilacién global de LINE-1 vy, selectivamente, en la metilacién del ADN del
promotor de TNF. No encontraron cambios en la metilacién global, pero
s{ un aumento postoperatorio de la metilacién de TNF en el subgrupo de
pacientes diabéticos.

A diferencia del trabajo de Trachta el al '*], en el que se estudid
una cohorte de pacientes obesos muy restringida, compuesta Unicamente
por mujeres sin DM2, en nuestro trabajo se estudié una cohorte maés
representativa del conjunto de pacientes obesos con criterios de GVL. Los
criterios de inclusién en el estudio fueron los mismos que se requeririan
a cualquier paciente que fuera a recibir una GVL sin objetivos cientificos,
y los criterios de exclusién intencionadamente limitados. Estos sélo
condicionaron la pérdida de 4 individuos (un 10%), ya que, debido a la
juventud que presentan habitualmente estos pacientes, la presencia de
antecedentes neoplasicos o enfermedades sistémicas no relacionadas con
la obesidad es poco frecuente. A pesar de incluir cierta variabilidad, este
enfoque amplio aporta mucha més validez externa a los resultados del
estudio.
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Cabe mencionar que se decidi6 no considerar el hipotiroidismo
como una enfermedad sistémica tributaria de exclusiéon por la creciente
evidencia de que, en estos pacientes, la obesidad si podria estar jugando
un papel en la elevaciéon de la tirotroponina #1561, Por ejemplo, Reinehr
et al. "*encontraron que la hipertirotropinemia se revertia en nifnos obesos
tras la pérdida de peso, Garg et al. ¥¥ que, en su serie, 13 de los 18 pacientes
con hipotiroidismo presentaban mejoria tras una cirugia bariatrica y, Ruiz-
Tovar et al. '*, que la prevalencia de hipotiroidismo subclinico disminuia
de 17% a 2% al ano de una GVL.

El grupo PB estuvo compuesta por un 29% de hombres, tuvo una
edad media de 49 anos y un IMC medio en el momento de la inclusién de
45 kg/m?. La presencia de comorbilidades asociadas al SM fue de un 51% de
DM2 y HTA y un 57% de DLP. Asi pues, la cohorte de pacientes bariétricos
presentd, en estas variables clave, unas caracteristicas basales similares
a las descritas previamente por otros grupos 79910218 Sin embargo, el
valor medio de HOMA-IR en el grupo PB fue de 4, traduciendo un muy
satisfactorio control glucémico basal. Este valor es similar al descrito en
algunos trabajos 112181 pero menor que el valor cercano a 7 que refieren
otros grupos [ en los que, probablemente, la glucemia preoperatoria
se controla de forma mas laxa.

Como era previsible, en comparacién con el grupo control, en el
grupo PB se encontr6 una alteracién de todos los pardametros bioquimicos
analizados, con la excepcién de GPT. Este dato llama discretamente
la atencién, ya que un 77% de los pacientes habia sido previamente
diagnosticado ecografica o histolégicamente de esteatosis hepatica, que
segun la literatura suele asociarse a una elevacién de GPT en un 50% de
casos ['#4 por lo que se hubiera esperado que estuviera también alterado
en nuestra cohorte.

Con una mortalidad descrita de <0,5% y una morbilidad de <10%,
siendo la mayoria de las complicaciones de caracter leve (88991011021 ]g
GVL se puede considerar una intervencién relativamente segura. Si bien
la necesidad de reintervenciones no es despreciable, situandose cerca
del 4%, la mayoria de ellas son cirugias de revisién por una perdida
insuficiente de peso, y se plantean sélo varios meses, incluso anos después
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de la primera intervencion 8101192 Afortunadamente, en nuestra serie no
hubo mortalidad, complicaciones postoperatorias graves ni necesidad de
reintervenir a ninglin paciente durante el tiempo de seguimiento.

A los 6 meses de la inclusion, el IMC medio se redujo en 13 kg/m?,
con un %PTP del 28% y un %EPP del 67%. Al afio, el IMC medio habia
disminuido en 15 kg/m?, el %PTP era del 32% y el %EPP del 75%. Por poner
estos datos en perspectiva, mencionar que Chang et al 1% encontraron,
en su revision sistematica de los estudios observacionales que describian
la evolucién del peso al ano de una GVL, una reduccién media del IMC de
12 kg/m? y un %EPP del 51%, y Kang et al. ', en un trabajo més reciente
de caracteristicas similares, hallaron una reduccién media del IMC de
14,5 kg/m? y un %EPP del 71%. No obstante, debe tenerse en cuenta que,
para facilitar la interpretacién evolutiva de los datos, en nuestro estudio
se tomé como valor basal el peso que presentaban los pacientes antes de
iniciar la DMBC (t0), y no el peso del dia de la intervencién (t1). Podria
criticarse, con razén, que asi se exageran artificialmente los efectos de la
cirugia, al incluirse la pérdida de peso inducida por la DMBC. Si el calculo
de la reduccién del IMC, del %PTP y del %EPP se realiza utilizando el peso
estrictamente preoperatorio como valor basal, al anio de la GVL el resultado
serfa de -13 kg/m?, 28% v 72%. Asf, sigue pudiéndose afirmar que, al afio de
la cirugia, en nuestra cohorte se produjo una pérdida de peso significativa
y de una magnitud similar a la descrita en la literatura para el mismo
periodo de seguimiento [68100-102],

Sorprendentemente, tanto la PCR como el HOMA-IR aumentaron
tras la DMBC. El incremento de HOMA-IR fue pequeno, de sélo 0,4, y no
presento significacién estadistica, por lo que puede atribuirse al azar. La
PCR aument6 también de forma discreta, en 1,2 mg/L, pero si present6
significacién (p=0,001). En otros contextos, con periodos de seguimiento
mas largos y durante los cuales los pacientes presentaban una pérdida de
peso mas importante [¥>18 13 DMBC se ha asociado a una disminucién de
la PCR. Sin embargo, no se encuentra en la literatura ningun trabajo que
haga referencia a la evolucién de la PCR tras la DMBC previa a una cirugia
bariatrica, de sélo dos semanas y con una pérdida de peso escasa. A falta
de una explicacion satisfactoria, seria recomendable analizar en el futuro
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otras cohortes de pacientes baridtricos para observar si se reproducen los
resultados.

Tras la GVL, como era esperable, ambos valores disminuyeron de
forma significativa. En dos trabajos ["*41%l donde se analizaron los cambios
inducidos por la GVL en diferentes marcadores inflamatorios, se describid
una reduccién del 50% en la PCR a los 6 meses de la intervenciéon. Este
resultado coincide con el observado en nuestro estudio, donde la PCR
disminuyd un 45%. Por otro lado, en un metaanalisis "% sobre la evolucion
del HOMA-IR tras GVL, este present6 una reduccién media del 73%
a los 6 meses de la intervenciéon. En otros dos trabajos*'*'?} donde se
calculaba el valor de HOMA-IR a los 6 y 12 meses de la GVL, este disminuia
aproximadamente un 65% y un 75%, respectivamente. Estos cambios son
porcentualmente de mayor magnitud que el descenso observado en nuestra
serie, donde HOMA-IR descendié un 56% y un 64% a los 6 y 12 meses de
la GVL. Sin embargo, el valor absoluto final fue similar, entorno 1,5, y las
diferencias radican, probablemente, en que, como se ha comentado, el
valor inicial de HOMA-IR en nuestra cohorte fue mas bajo que en otros
estudios.

La mejoria bioquimica se tradujo en que, al afio de la GVL, la
DM?2, la HTA y la DLP habian remitido completamente en un 55%, un
38% y un 40% de pacientes, respectivamente. No es facil comparar estos
resultados clinicos con los descritos en la literatura debido a las multiples
definiciones de remisién utilizadas por los diferentes grupos. En nuestro
estudio, la remisién de las comorbilidades se defini6 de acuerdo con guias
nacionales e internacionales actualizadas 16518170171 pero este punto no
siempre se detalla en las publicaciones encontradas "®*¥’]. Ademas, se ha
visto que, incluso tras una remisién completa, el relapso postoperatorio no
es infrecuente. Por ejemplo, en una revisién a largo plazo del registro sueco,
el porcentaje de remisiéon de DM2 tras cirugia bariatrica pasaba de ser del
72% a los dos anos a s6lo el 30% quince anos después de la intervenciéon
(58], Asi, el periodo de seguimiento es otro dato fundamental para poder
comparar resultados.

En algunas revisiones donde se describen datos especificos para GVL,
como la de Chang et al. '%?, se habla de una media de curacién del 85%, 82%
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y 83% para DM2, HTA y DLP, respectivamente, aunque no se especifica ni
el tiempo de seguimiento medio ni la definicién utilizada en los diferentes
estudios incluidos. Otros trabajos describen mejorias méas modestas.
Por ejemplo, Kowalewski et al. [**°], en su serie de GVL publicada en 2018,
describen una remisién de DM2 y HTA del 37% y 28%, respectivamente,
aunque con un seguimiento medio largo, de 8 anos.

Al ano de la GVL, van Rutte et al 9 describen, en su serie con mas
de 800 pacientes, una remisién de DM2, HTA y DLP del 60%, 51% y 40%,
respectivamente. Y, Peterli et al ), en un estudio multicéntrico suizo
con mas de 100 pacientes, describieron al afio de la GVL una remision
completa del 57%, 32% y 25% en DM2, HTA y DLP, respectivamente. En estos
estudios, como en el nuestro, la remisién se describe como el abandono
del tratamiento farmacoldgico, aunque no se especifica qué criterios se
utilizaron para tomar esta decisién. En resumen, aunque es dificiles de
afirmar, los porcentajes de remisién de las comorbilidades obtenidos en
nuestro estudio parecen equiparables a los publicados por otros grupos
tras el mismo tiempo de seguimiento 102190,

La concentracién plasmatica basal de ghrelina también se comporto
de acuerdo a lo descrito previamente. Fue significativamente mayor
en el grupo control que en el grupo PB, como ya habia sido observado
anteriormente por otros grupos 1%l en concordancia con el concepto
de que la secreciéon de ghrelina disminuye en situaciones de balance
energético positivol*49, Siguiendo este planteamiento, no es de extraniar que
aumentara en relacién al balance energético negativo asociado a la DMBC,
pero en un primer momento puede parecer paradéjico que la ghrelina
plasmatica disminuyera tras la pérdida de peso inducida por la GVL. No
obstante, si se tiene en cuenta que el fundus géstrico es, con diferencia, el
sitio mas activo de secreciéon de ghrelina B®¥1, y que este, a diferencia de lo
que ocurre en otros tipos de cirugia bariatrica, es seccionado y extraido del
abdomen durante la GVL, parece plausible que no se observe un aumento
plasmatico de ghrelina a pesar de la existencia de un balance energético
negativo ", sino precisamente lo contrario. Este efecto postoperatorio ha
sido repetidamente descrito tras GVL [105111.191192] y motivé un metaandlisis
en el que se confirmaron los resultados 3.
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La ausencia de fundus géstrico parece el razonamiento mas sencillo
para explicar la evolucion de la ghrelina plasmatica tras una GVL, y, dado
que esta técnica ha demostrado buenos resultados clinicos, implicaria que
el aumento de ghrelina no seria imprescindible para volver a un estado
metabdlico saludable. Sin embargo, dada la intensa relacién encontrada
entre los cambios de ghrelina y el estado energético del organismo, es
tentador buscar otras explicaciones que mantengan esta hormona en la
ecuacion.

Asi, otra linea argumental podria explotar el hecho de que la
ghrelina circula en dos formas distintas: aproximadamente un 10% se
encuentra acilada, y parece que esta seria la fraccién activa, mientras que
el 90% restante no lo estd, desconociéndose hasta la fecha si esta forma
tiene alguna funcién bioldgica B#. Se podria plantear, pues, que un cambio
en la proporcién de acil-ghrelina/des-acil-ghrelina permitiria compensar
funcionalmente el descenso de su valor absoluto. Los principales
obstéculos de esta linea de investigaciéon son la complejidad técnica de la
determinacién de las diferentes formas de ghrelina % y las oscilaciones
plasmaticas en relacién a la ingesta y el ayuno, que obligan a una recogida
de muestras muy escrupulosa . A pesar de esto, se ha comprobado que
la proporcién plasmaética de las dos formas de ghrelina se modifica en
diferentes situaciones metabdlicas ¥, y, aunque no se ha encontrado ain
un receptor para la forma des-acilada, estudios recientes apuntan a que
tendria un papel independiente en la regulacién glucémica, entre otros
posibles efectos 94154, No obstante, también existe al menos un estudio en
el que la supresién de la expresion del gen GHRL en un grupo de ratones
sometidos a una GVL no provocaba resultados diferentes a los obtenidos en
ratones no modificados [***], reforzando la idea de que los efectos de la GVL
serfan completamenteindependientes dela ghrelina. Desafortunadamente,
nuestro trabajo no analizé la proporcién de acil-ghrelina/des-acil-ghrelina,
de modo que no puede contribuir a este complejo y apasionante debate.

En cambio, nuestro trabajo se centrd en el estudio de la evoluciéon
de la expresion génica y, en este sentido, las modificaciones observadas a
lo largo del proceso de pérdida de peso en la concentracién de ghrelina
plasmatica no se tradujeron en cambios de expresion en LSP. Estos
resultados podrian explicarse por el hecho de que la ghrelina se sintetiza
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principalmente en el fundus gastrico, como se ha mencionado, y también
en el resto del tubo digestivo y el cerebro, pero no de forma importante
en LSP B¢ Al no encontrarse en la literatura estudios previos que hayan
analizado la expresién de GHRL en LSP tras GVL, aun siendo negativos,
estos resultados no carecen de interés.

La otra hormona analizada, la visfatina, no se comportd en nuestro
estudio como habia sido previamente descrito en la literatura, pues no se
encontraron diferencias en su concentracién plasmatica entre el grupo
control y el grupo PB. Esto contrasta con algunas publicaciones, donde se
habia descrito una correlaciéon entre visfatina e IMC B23>%]y entre visfatina
y algunas citoquinas pro-inflamatorias, como 11-6 y PCR B factores que
si se encontraron elevados en el grupo PB. Ademas, en estos estudios la
elevacién de visfatina hallada en obesos revertia tras la cirugia bariatrica
33419 mientras que, en nuestro estudio, no se encontraron cambios a lo
largo del proceso de pérdida de peso.

Consecuentemente, en LSP tampoco se encontraron cambios en la
expresion de NAMPT, el gen que sintetiza la visfatina. En cambio, Trachta et
al. "1 si describieron un aumento de la expresion de NAMPT a los 6 meses
de una GVL. Hay dos razones que podrian justificar estas diferencias. En
primer lugar, como se ha comentado anteriormente, nuestro estudio no
sélo incluy6 mujeres no diabéticas, sino una muestra mas representativa
de la préactica clinica habitual. Y, en segundo lugar, su estudio se realizd
sobre monocitos CD14+ mientras que nuestro analisis se hizo sobre todas
las poblaciones de leucocitos presentes en sangre periférica. Si bien el
estudio de lineas celulares especificas permite eliminar variabilidad y
aporta una informacién muy valiosa respecto a la fisiopatologia fina de la
obesidad, el estudio de LSP, al abarcar mas tipos celulares, es més sensible y
quiza mas interesante en un estado tan inicial de la investigacién como es
actualmente el de los efectos de la GVL sobre la expresion en sangre 17129,
Ademas, es mas realista desde el punto de vista clinico, ya que es mucho
mas barato y técnicamente més sencillo, lo que lo hace mas adecuado de
cara a identificar biomarcadores con aplicaciéon practica %,

Hasta donde sabemos, la expresion de /RSI, un gen fundamental
para el control intracelular del metabolismo energético, no habia sido antes
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explorada en LSP de sujetos con indicacién de cirugia bariatrica. Existe, eso
si, un estudio realizado en ninos /¢ donde aquellos con obesidad, pero sin
resistencia insulinica asociada, presentaban una mayor expresion de /RS?
en LSP que aquellos con resistencia insulinica o que el grupo control. En
nuestra cohorte, sin embargo, no se hallaron diferencias entre los diferentes
grupos y tiempos analizados, y la expresion de /RS1 tampoco se modificd
en relacién a la resistencia insulinica. Las importantes diferencias basales
de edad, IMC y comorbilidades entre la cohorte de nifios obesos y la de
pacientes bariatricos podrian explicar la divergencia de las observaciones.

También se investigd FTO, un gen de accién eminentemente
cerebral ¥ pero cuya expresién se ha detectado asimismo en tejidos
periféricos, en relacién con el metabolismo energético %2, En el trabajo de
Lappalainen et al ?9, la expresion de FTO en tejido adiposo fue mayor en
personas obesas, pero en células mononucleadas sanguineas no presenté
diferencias entre grupos. En cambio, Klting et al *¥ y Bravard et al.
hallaron en tejido adiposo una relacién inversa entre la expresién de FTOy
el IMC. En la linea de estos dos Ultimos trabajos, y a diferencia de lo descrito
por Lappalainen en células mononucleadas, en LSP la expresién basal de
FTO fue significativamente menor en el grupo PB que en grupo control,
incrementandose tras la GVL hasta perder la significacién estadistica con
el grupo control. Sin embargo, los cambios a lo largo del proceso de pérdida
de peso no alcanzaron la significacién, puede que debido al reducido
tamano de los grupos. Aunque el papel de FTO a nivel periférico continua
sin estar completamente establecido, su importancia se ve reforzada por
el repetido hallazgo de diferencias entre sujetos obesos y delgado, incluso
en LSP.

Otra consideracién importante es el papel de los SNP en la expresion
de FTO. si bien las mutaciones puntuales en las regiones codificantes del
genoma podrian provocar un cambio de funcién en la proteina final, los
SNP ubicados en el promotor del gen podrian tener un efecto a nivel de su
transcripcién 1. De hecho, la mayoria de SNP asociados a la obesidad en
FTO se encuentran en el primer intrén, que corresponde a una porciéon de
ADN no codificante involucrada en su expresion 9% y ya se ha descrito
el efecto inhibidor de algunos de ellos [**%%¢l. Desafortunadamente, no se
determiné la presencia de estas mutaciones en nuestra cohorte, por lo que
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no podemos valorar el efecto que hayan podido ejercer sobre el analisis de
expresion.

De entre los multiples genes proinflamatorios relacionados con
la obesidad, se decidi6é investigar en LSP la expresiéon de los dos maés
representativos, CCL2 y TNF B354y también explorar el papel de FAS, que,
si bien hasta ahora no se ha involucrado directamente con la obesidad
B3, podria tener, entre otros, un papel en los fenémenos de apoptosis
observados en la adiposopatia [**7].

Una de las citoquinas mas habitualmente asociadas a la obesidad es
CCL-2 B354, Se cree que seria una de las principales senales quimiotacticas
liberadas por adipocitos y hepatocitos para inducir la infiltracién tisular
de los monocitos que, una vez diferenciados en macréfagos activados,
generarian el estado proinflamatorio local #2354, Mas discutida es su
importancia a nivel sistémico. Segin algunos estudios, la concentracién
de CCL2 en plasma estaria elevada en los pacientes baridtricos P y
disminuirfa tras la cirugia #2021 gunque no todos obtienen los mismos
resultados. Por ejemplo, Montecucco et al. ?°) no encontraron diferencias
pre-operatorias entre el grupo de obesos y el grupo control, aunque si una
disminucién significativa al afio de un BPGL, mientras que Shimizu et al. %]
no encontraron diferencias postoperatorias tras una GVL.

Por lo que respecta a su expresion, en el tejido adiposo de un modelo
murino de BPGL se describid, a los cuatro meses de la intervencidon, una
disminucién de la expresiéon de CCL2 %], En cambio, en el citado estudio
de Trachta et al. *°, donde ademas de NAMPT se analizaron también en
monocitos CD14+ varias citoquinas de la subfamilia CC, no se encontraron
cambios en la expresién de CCL2. En nuestro estudio no se analiz6 la
concentracién de CCL2 en plasma, pero, siguiendo el mismo patrén descrito
por Montecucco et al. ?°,1a expresién en LSP no fue diferente entre pacientes
y controles, ni se modificé tras DMBC, pero tras la GVL disminuyo un 50%
respecto a su valor prequirtrgico, siendo estas diferencias significativas
respecto al valor preoperatorio y respecto al grupo control. Las razones
de la disparidad con las observaciones de Trachta et al. '* podrian ser las
mismas que respecto al analisis de la expresién de NAMPT, las células
estudiadas y la composicion de la cohorte.
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Cabe mencionar que, al ser CCL2 una citoquina de accién
fundamentalmente local ***% esta disminucién de su expresiéon en LSP
podria no tener un papel fisiopatolégico real, sino Unicamente traducir
de forma indirecta la menor inflamacién tisular. En todo caso, este
hallazgo es consistente con la reduccién de la PCR y la mejoria del estado
proinflamatorio descrito repetidamente tras la pérdida de peso 104103
y podria ser interesante explorar con maés profundidad su papel como
indicador del estado inmunometabdlico de los pacientes bariatricos.

Otra de las citoquinas clasicamente asociadas a la adiposopatia
es TNF, en tanto que el descubrimiento de su liberacién por parte de
los macréfagos residentes en el tejido adiposo fue la primera evidencia
de una conexién directa entre el metabolismo energético y las vias de la
inflamacién #°1. Ademas, también se sintetiza de forma abundante en
higado y musculo, donde a través de la inhibicién de la fosforilacién de IRS1
generaria una resistencia a la insulina de forma directa F**4. Aunque su
efecto es principalmente paracrino, se ha descrito también una elevacion
de su concentracién plasmatica en obesos 63183191 reversible tras la pérdida
de peso asociada a una cirugia bariatrica [183196.204],

Como seria esperable, la expresion de TNF se ha encontrado
basalmente elevada en diferentes tejidos de pacientes obesos [116:119122]
incluidas las células mononucleares periféricas 3. En cambio, el estudio de
la expresion de TNF tras cirugia bariatrica, sobre todo en tejido adiposo, ha
tenido resultados controvertidos. Algunos grupos han descrito un descenso
de su expresién ], mientras que otros no han encontrado cambios 1%l e
incluso uno, sorprendentemente, hallé un importante aumento ?*4. Todos
estos estudios han sido realizados en BPGL u otras técnicas bariatricas,
pero no en GVL, y nunca en LSP. En nuestra cohorte, la expresién de TNF
en LSP no evidencié cambios importantes. El grupo PB presento valores
discretamente mayores al grupo control, pero Unicamente presentaron
significacién tras la DMBC. Ademaés, dentro del grupo PB no se registraron
cambios entre antesy después de la cirugia, de forma similara loencontrado
en tejido adiposo por algunos de los estudios mencionados ' La falta de
concordancia entre nuestros resultados basales y las diferencias descritas
previamente en células mononucleadas ®?l puede deberse al tipo de células
estudiadas, o, también, a que en nuestro estudio ha faltado potencia para
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detectar diferencias entre obesos y delgados, ya que la tendencia general si
ha sido hacia una mayor expresién en obesos.

El ultimo gen con expresiéon detectable en LSP fue FAS. FAS ha
sido hasta el momento exhaustivamente estudiado como promotor de la
apoptosis, pero recientemente se ha relacionado también con otros muchos
fendmenos inflamatorios, por lo que, dada su estrecha relacién fisiolégica
con TNF, podria jugar un papel en la adiposopatia [**°l. En nuestra cohorte, la
expresion basal de FAS no fue distinta entre el grupo PB y el grupo control,
pero tras DMBC se observ un descenso significativo de su expresién que se
mantuvo a los 6 meses de la GVL. La importancia de este hallazgo es dificil
de definir, pero es coherente con la disminucién del estado proinflamatorio
sistémico observada tras la cirugia. En todo caso, sugiere que FAS deberia
ser quiza mas ampliamente estudiado en el contexto de la obesidad.

Desafortunadamente, hubo 5 genes importantes (LEP, PPARG,
ADIPOQ, FASN y MC4R) que, en nuestra cohorte, no presentaron expresion
detectable. Entre estos, la expresién en LSP de al menos 3 (LEP, PPARG?y
ADIPOQ ") habia sido previamente descrita por otros grupos utilizando un
método similar al nuestro, por lo que no puede descartarse completamente
un error técnico durante el anélisis de expresion. No obstante, el proceso
fue ensayado satisfactoriamente en otras lineas celulares con expresion
conocida de dichos genes, por lo que parece improbable que la ausencia de
expresion sea debida a un error metodolégico.

En general, es complicado discernir si los cambios de expresién
encontrados tras una cirugia bariatrica son debidos a los cambios
anatémicos realizados durante la intervencién o Unicamente secundarios
a la pérdida de peso. Si asumimos que la adiposopatia se genera por una
hipertrofia de los adipocitos viscerales, el papel de la pérdida de peso
es incuestionable . No obstante, algunas observaciones, como que los
pacientes presenten una resolucién de sus comorbilidades antes de
perder efectivamente el exceso de peso, hace sospechar que los cambios
anatémicos si podrian modificar directamente las interacciones entre los
diferentes actores moleculares implicados en la adiposopatia, incluso de
forma independiente al peso.
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En este sentido, se analizé la correlacién entre los cambios de
expresion encontrados en FTO, CCL2 y FASy la evolucién de IMC, HOMA-IR
y PCR, para investigar si estos cambios de expresién podian ser secundarios
a la mejoria especifica del peso, la resistencia insulinica o el estado
proinflamatorio. Aunque no se encontraron correlaciones estadisticamente
significativas, el pequetio tamafio de los grupos no permite concluir que los
cambios de expresién sean verdaderamente independientes de la mejoria
de estos parametros.

La segunda parte del estudio molecular consistié6 en un anélisis
del estado de metilacién del ADN de las regiones promotoras de 3 genes
candidatos: GHRL, NAMPTy FAS. A pesar de no haber encontrado cambios
en la expresién de GHRL en LSP, y de que la ghrelina no sea secretada
habitualmente por estas células, GHRL se seleccioné para explorar la
posibilidad de que los LSP pudieran servir como marcadores del estado
de metilacién de otros tejidos, como el tubo digestivo o el cerebro, en los
que si se secreta pero no son accesibles en el humano sin causar una
morbilidad prohibitiva. NAMPT fue seleccionado porque los leucocitos
se han propuesto como una fuente importante de visfatina #° y, a pesar
de que en nuestra cohorte no se observaron cambios de expresién a lo
largo del proceso de pérdida de peso, se considerd oportuno explorar si
podian detectarse en LSP modificaciones en su estado de metilacién. Por
ultimo, el desconocimiento del papel de FAS en la obesidad, junto con los
interesantes hallazgos del analisis de expresion, motivaron el estudio mas
detallado de sus vias de regulacién.

En los 4 sitios CpG estudiados en el promotor de GHRL se detect6 un
aumento de metilacién tras DMBC, siendo estos cambios estadisticamente
significativos en 2 de ellos (CpG1l y CpG2).Y, a los 6 meses de la GVL, el
estado de metilaciéon de los 4 sitios estudiados habia descendido de forma
evidente hasta situarse en niveles préximos a los basales, aunque no se
alcanz6 la significacién en ningln de ellos.

Por un lado, los cambios encontrados fueron consistentes entre los
diferentes sitios CpG estudiados, lo que aporta solidez a la observacién [0,
Por otro, estos cambios fueron de una magnitud importante, de alrededor
del 10%, algo observado poco frecuentemente en patologia no neoplasica
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[140.206] Por ejemplo, en los estudios de Hermsdorff et al. 1], donde se describia
una hipometilacién del promotor de TNF en LSP de mujeres obesas, o el
de Obermann-Borst et al. 4, donde se encontré una hipometilaciéon de
leptina en sangre de niflos obesos, los cambios descritos no superaron el
3%. Estos resultados, a pesar de ser interesantes, estan dentro del margen
de error del 5% que presentan habitualmente los equipos utilizados para la
realizacién de estas determinaciones, por lo que el hallazgo de diferencias
tan pequenas debe ser asumido con precaucion.

Nuestros datos también deben ser interpretados con cautela,
por tres razones. La primera es que el nimero de muestras estudiadas
es pequeno. La segunda, el hecho de que tres de los pacientes fumaron
durante el estudio, lo que podria influir en el estado de metilacién de los LSP
(2071, la tercera, que los resultados no se corrigieron por las proporciones
de las diferentes poblaciones celulares presentes en cada nuestra [,
Recientemente se ha comprobado el efecto confusor de no considerar esta
variable en un trabajo exhaustivo sobre los perfiles de metilacién de las
diferentes lineas celulares en sangre %I, Se observ6 como, efectivamente,
las células mononucleadas y polimorfonucleadas, incluso los subtipos de
estas, mostraban perfiles diferenciados de metilacién. Asi, consideradas
globalmente, las muestras de sangre mostraban divergencias aparentes en
el perfil de metilacién de los sujetos cuando, en realidad, analizadas las
lineasindividualmente, estasnoexistian o, al contrario, se encontraban otras
nuevas que habian quedado camufladas por la diferente representacién
celular de las muestras. Este podria es un factor relevante en nuestro caso,
ya que se sabe que el IMC puede afectar al indice neutréfilos/linfocitos 2%
y modificarse tras la pérdida de peso [*#.

Ademas, otra critica posible es que, incluso justificando la falta de
elevacién de la ghrelina plasmaética tras GVL por la ausencia de fundus
gastrico, el modelo actual, como se ha expuesto anteriormente, sugeriria
que el balance energético negativo deberia provocar, en todo caso, un
aumento de su expresion 9. Y, considerando la metilacién del ADN de la
regién promotora de un gen como una sefial inhibidora de su expresion 7],
se esperaria que la metilacién disminuyera en el contexto de un aumento
de expresion, al menos en el tejido secretor. Los cambios de metilacion
observados en LSP, en cambio, no siguen este patrén. No obstante, no sélo
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no estd claro que la ghrelina plasmatica deba aumentar tras una cirugia
bariatrica, como muestran los resultados contradictorios encontrados
tras BPGL B°%I sino que las interacciones entre los diferentes tejidos
involucrados en el control metabdlico de la obesidad han demostrado
ser muy complejas 126384064y eg dificil asumir a priori cual deberia ser el
comportamiento de cada uno de ellos.

Asi, no existiendo estudios previos que hayan analizado, ni en LSP ni
en otros tejidos 92 los cambios en la metilaciéon del ADN del promotor
de GHRL a lo largo de un proceso de pérdida de peso inducido por cirugia
bariatrica, la consistencia y magnitud de nuestros resultados, a pesar de
las posibles critica, merecerian una mayor investigacién en el futuro.

Al contrario, el estado de metilacién de los tres sitios CpG
estudiados en el promotor de NAMPT fue similar entre obesos y delgados.
Y, a diferencia de GHRL, no se modificé a lo largo del proceso de pérdida
de peso. Del mismo modo, el anélisis de 1a metilacién del promotor de FAS
no mostré resultados demasiado interesantes. Si bien en dos de los sitios
CpG estudiados la metilacién en el grupo control fue significativamente
mayor que en el grupo PB, esta diferencia fue de pequenia magnitud (<3%)
y no se reprodujo en los otros 7 sitios CpG analizados. Ademas, tampoco se
encontraron otros cambios a lo largo del proceso de pérdida de peso.

Los cebadores del andlisis de metilacién fueron disenados para
incluir los sitios CpG que habian mostrado previamente variabilidad en
otras patologias, sobre todo en cancer. No obstante, las regiones promotoras
de NAMPTy FAS son de una longitud importante, y contienen muchos mas
sitios CpG de los que ha sido posible estudiar. Dado que se conoce muy poco
sobre la regulacién epigenética en la obesidad %2 cabe decir que no se
puede descartar completamente que estos genes presenten efectivamente
cambios de metilacién del ADN, pero estos hayan pasado desapercibidos
en nuestro analisis por encontrarse en regiones distantes a las estudiadas.

Finalmente, se realizd6 un anélisis de subgrupos. Se investigd la
asociacién entre los resultados del andlisis molecular y diferentes variables
clinicas y bioquimica con el objetivo de identificar la existencia de perfiles
moleculares diferenciados. A nivel basal, un IMC >40 kg/m? se asocié con
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una mayor expresion de /RSI, apuntando hacia un perfil de alteraciones
moleculares diferenciado en los pacientes con mayor obesidad. Sin
embargo, nuestra cohorte de pacientes con IMC >40 kg/m? no presentd mas
comorbilidades ni un mayor indice HOMA-IR, como se ha encontrado en
otras series 3,

También existi6 una asociacién entre la presencia de una PCR>5mg/L
y una mayor expresion de NAMPT. A pesar de que en nuestra cohorte no
se encontrd una correlacién entre la visfatina plasmaética y la PCR, como
si describen otros equipos ¥, este resultado es coherente con la idea de
que la expresion extracelular de NAMPT esta relacionada con los estados
proinflamatorios B3,

Sin embargo, la expresién de ninguno de los genes detectados en
LSP se asocidé con una mayor pérdida de peso ni una mayor resoluciéon de
comorbilidades, lo que hubiera sido muy interesante de cara a mejorar la
seleccién de pacientes tributarios de GVL.

Como ya se ha mencionado, el conocimiento de los efectos
moleculares de la GVL en LSP es muy escaso. Una de las fortalezas
de este estudio ha sido la inclusién de una cohorte representativa del
conjunto de pacientes obesos con criterios de GVL. Otra, el analizar el
tiempo intermedio que supone la DMBC en la evolucién metabdlica de los
pacientes, ya que esto ha permitido tener una imagen mas completa de los
cambios encontrados.

Por contra, visto en retrospectiva, quiza se hubiera debido ampliar
el an&lisis de metilacién del ADN a FTO y CCL2, ya que estos mostraron
cambios significativos de expresién tras la GVL. Ademés, se hubiera debido
seleccionar pacientes no fumadores y corregir los resultados de metilaciéon
con las proporciones de las diferentes lineas celulares presentes en cada
muestra. Sin embargo, en el momento en que se realizé el analisis se
disponia de menor informacién sobre la relevancia de estos aspectos.

Por otro lado, hubiera sido interesante obtener muestras para
analisis molecular durante un periodo de tiempo postoperatorio mas
prolongado. A los 6 meses de la GVL los pacientes alin estaban perdiendo
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peso, v, a nivel metabdlico, podria ser mas importante el signo del balance
energético que no el peso en un momento determinado 9. Asi pues, no
puede descartarse que, al cabo de unos afnos, ya en la fase de estabilidad
energética, los cambios encontrados se normalicen, como, de hecho,
ocurrib en el repetidamente citado trabajo de Trachta et al. [*%.

En resumen, este estudio representa la primera investigacion
realizada sobre los efectos moleculares en LSP de la pérdida de peso
inducida por una DMBC seguida de una GVL en una poblacién de pacientes
bariatricos representativa de la practica clinica habitual. Los hallazgos
descritos permiten afirmar que en LSP tienen lugar modificaciones
en la expresion y, posiblemente, también en la metilacién del ADN de
genes relacionados con la inflamacién y el metabolismo energético. Las
implicaciones fisiopatolégicas de estos cambios no son faciles de establecer,
dado que atn se esta lejos de tener un modelo completo de las alteraciones
moleculares asociadas a la obesidad. Sin embargo, los resultados aportan,
como minimo, nueva evidencia de que los LSP podrian representar una
ventana valida para monitorizar el estado inmunometabdlico de los
pacientes bariatricos.
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Conclusiones

7. CONCLUSIONES

1. En la cohorte de pacientes bariatricos del estudio, el proceso de
pérdida de peso compuesto por una DMBC seguida de una GVL
present6 resultados equiparables a los previamente descritos
en la literatura en términos de pérdida de peso, mejoria de
parametros bioquimicos y resolucién de comorbilidades.

2. S6lo 7 de los 12 genes analizados presentaron expresién
detectable en LSP (GHRL, NAMPT, IRS1, FTO, FAS, TNFy CCL2).
Entre estos, se encontraron algunos cambios de expresion
durante el proceso de pérdida de peso. La expresién de FTO fue
menor en el grupo PB que en el grupo control antes de recibir
ninguna intervencién y después de la DMBC, normalizandose
a los 6 meses de la GVL. La expresién de FAS en el grupo PB
disminuyo después de la DMBC, manteniéndose baja 6 meses
después de la GVL. La expresién de CCL2 se disminuy6 a los 6
meses de la GVL en comparacién con su valor prequirdrgico.
No se encontraron cambios relevantes en la expresion de GHRL,
NAMPT, IRS1 ni TNF.

3. El estado de metilaciéon del ADN de la regiéon promotora del gen
GHRL siguié un patrén similar en los 4 sitios CpG estudiados,
aumentando tras la DMBC y disminuyendo 6 meses después de
la GVL, si bien estos cambios no fueron significativos més que en
CpG1y CpG2. La metilacién del ADN de las regiones promotoras
de NAMPT y FAS no presentaron cambios relevantes a lo largo
del proceso de pérdida de peso ni en comparacién con el grupo
control.

4. Los integrantes del grupo PB con IMC >40 kg/m? en el momento
de la inclusién en el estudio presentaron una mayor expresion
basalde JRS1.Y aquellos con PCR =5 mg/L presentaron una mayor
expresiéon basal de NAMPT. No se encontraron asociaciones
entre el perfil molecular basal y la evolucién ponderal ni la
resolucién de comorbilidades al afio de la GVL.
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Anexos

ANEXO I: TECNICAS DE ANALISIS MOLECULAR

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qRCP)

Existen diferentes técnicas de laboratorio utilizadas para analizar

la expresién génica. La mayoria de ellas se basan en el estudio del ARN
mensajero, que representa el paso intermedio entre la informacién
contenida en el nucleo celular como ADN y las proteinas producto de dicha
informacion 89,

La gRCP es una variante de la RCP en la que, ademas de amplificar

el ADN, este puede ser cuantificado en tiempo real gracias a técnicas de
deteccién de fluorescencia 2422,

Para la realizacién de una RCP se requiere:

Una secuencia molde de ADN, que puede ser de cadena simple
o doble, en la que esté incluida la secuencia especifica que
se quiere amplificar. En caso de partir de ARN, este puede ser
previamente convertido a su ADN complementario mediante
una transcripcién inversa.

Dos cebadores, uno directo y otro reverso. Son secuencias cortas
de nucledtidos, de unos 20 pares de bases, aproximadamente,
complementarias al inicio y al final de la secuencia diana que
se quiere amplificar, delimitdndola dentro del molde de ADN.
Abundantes desoxirribonucleétidos trifosfato (dANTP) de los
cuatro tipos que conforman el ADN (adenosina, guanina,
citosina y timina).

Una polimerasa estable a altas temperaturas, la enzima
encargada de incorporar los nucleétidos a los nuevos duplicados
de la secuencia diana.

Una solucién buffer rica en magnesio y libre de potasio. El
magnesio actia como cofactor de la polimerasa, por lo que es
imprescindible. El potasio, en cambio, propicia la formacién de
superestructuras en la cadena de nucleétidos que dificultan la
accion de la polimerasa.
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La reaccién tiene lugar gracias a cambios ciclicos de temperatura
(Figura 22). Primero se aplica una temperatura elevada (generalmente
alrededor de 95°C) que propicia la desnaturalizacién del ADN en cadenas
simples. A continuacién, la temperatura desciende al punto o6ptimo
de hibridacién de los cebadores seleccionados, para que estos se unan
al molde de ADN delimitando el segmento a duplicar. Finalmente, la
reaccion se estabiliza a la temperatura éptima de trabajo de la polimerasa
(generalmente 72°C), para que se produzca la incorporacién de nucledtidos
a las secuencias de nueva formacién, llamadas amplicones, a partir de los
cebadores. Esto conforma un ciclo, que puede ser repetido multiples veces.
En teoria, la cantidad de ADN al finalizar un ciclo deberia ser el doble que
la inicial. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, en realidad, e incluso
en condiciones 6ptimas, la eficiencia de la reaccién nunca alcanza el 100%.

Desnaturalizacién

Elongacion

temperatura

Hibridacién

tiempo

Figura 22. Cambios de temperatura durante una reaccién en cadena de la polimerasa.
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Para la realizaciéon de una gqRCP es necesario anadir, ademas, un
marcador fluorescente que se una al producto dela RCP y revele su presencia
de un modo cuantificable y proporcional al nimero de copias realizadas.
Existen diferentes tipos de sondas y tintes que pueden usarse con esta
finalidad. Durante los primeros ciclos de la qRCP, la sefial de fluorescencia
es baja y se confunde con el ruido ambiente. Sin embargo, a medida que
aumenta el producto de la gRCP, es decir,el nimero de copias de la secuencia
de ADN delimitada por los cebadores, la senal de fluorescencia aumenta
hasta volverse claramente distinguible. Este crecimiento es exponencial
hasta que la reaccion se satura, ya sea porque se agotan los cebadores, los
nucledtidos o el marcador fluorescente, entrando en una fase de meseta.
La amplificacién también puede perder su caracter exponencial si el factor
limitante es la concentracién de polimerasa, entrando en una fase de
crecimiento lineal.

Es importante resaltar que, en una qRCP estandar, todas las curvas
de fluorescencia se saturaran en el mismo nivel, dado que partiran de
concentraciones controladas e iguales de los reactivos antes descritos.
Asi pues, la informacién cuantitativa no vendra determinada por el punto
final de la reaccién, sino por el numero de ciclos requeridos para que la
fluorescencia alcance cierto nivel intermedio previamente definido por el
investigador. A este nimero de ciclos se le llama CT, del inglés cycle threshold,
umbral de ciclo (Figura 23). A mayor concentracién inicial de la secuencia
de ADN diana, menos ciclos seran requeridos para que la fluorescencia
supere dicho umbral, y, por tanto, menor sera el CT.

De este modo, afiadiendo una misma secuencia control a la gRCP
de diferentes secuencias diana, se pueden calcular de forma relativa las
concentraciones iniciales de las diferentes secuencias diana a partir de sus
diferentes CTs, una vez normalizados por el CT de la secuencia control
para excluir posibles variaciones procedimentales.
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Fase de crecimiento Fase de
exponencial reaccion X meseta reaccion X

fluorescencia

Umbral de fluorescencia

1

CIT cT numero de ciclos
x y

Figura 23. Ejemplo de curvas de respuesta de una reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa de dos secuencias diferentes (X y Y). CT: umbral de ciclo.

Pirosecuenciacioén por bisulfito

Elestudiodel estadodemetilacion del ADN serealiza, principalmente,
mediante dos técnicas: la técnica de Sanger y la pirosecuenciacion [,
La técnica de Sanger permite analizar secuencias de ADN muy largas
(>500 nucledtidos) pero es semicuantitativa y poco sensible para cambios
pequenos, como se esperaba encontrar en la obesidad. Asi, se decidié
estudiar el estado de metilacién del ADN mediante la pirosecuenciacion.

La pirosecuenciacién genera resultados cuantitativos de alta
precisién, aunque, debido a que provoca una degeneracién mayor del
ADN, sélo permite analizar secuencias relativamente cortas (de unos 50
nucledtidos para cada cebador). La técnica estd compuesta de dos pasos,
primero la conversién de la secuencia a analizar mediante bisulfito y
después la deteccién en tiempo real de la energia liberada durante la
secuenciacién de esta cadena previamente convertida 213214,
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Después de aislar el ADN que se quiere analizar, este se incuba en
presencia de bisulfito (NaHSO,). El bisulfito provoca una desaminacién de
las citosinas del ADN, convirtiéndolas en uracilo. Sin embargo, el bisulfito
no acttia sobre las citosinas que se encuentran metiladas. A continuacion,
esta nueva secuencia es amplificada mediante RCP, obteniéndose una
cadena convertida en la que las citosinas originariamente no metiladas
se han convertido en timinas mientras que las que si estaban metiladas
contintan siendo citocinas (Figura 24).

©--@-D-CO-®-O-C-®
O~)-@-DHO)-C-B-O-O-@

Conversion
por bisulfito

Amplificacion
mediante RCP

Oa Ca0a0aCa0a0,02020

Figura 24. Conversion por bisulfito. Las citosinas metiladas (marcadas con una "M") no se
convierten a uracilo, y, por tanto, no se modifican tras la amplificacion mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP).

Tras este primer paso, se puede realizar propiamente el analisis de
pirosecuenciacién. Este consiste en la secuenciacion progresiva, nucledtido
a nucledtido, de la cadena complementaria a la cadena previamente
convertida y ampliada mediante RCP. El elongamiento de la nueva cadena
por la accién de la ADN polimerasa se controla mediante la adiciéon
de cada uno de los 4 ANTP por separado, uno a uno. Cuando el dNTP
complementario correcto es introducido en la reaccién, la polimerasa lo
incorpora a la nueva cadena, liberando un pirofosfato (PPi). Este PPi origina
un adenosin trifosfato (ATP) gracias a la enzima sufurilasa y, entonces, una
enzima llamada luciferasa consume este ATP generando luz, que puede
ser detectada y cuantificada (Figura 25). En cambio, si el dNTP introducido
no es el adecuado, es degradado por la apirasa sin emitir energia.
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Figura 25. Analisis de pirosecuenciacién. dNTP: desoxinucleotido trifosfato, PPi: pirofosfato,
AMP: Adenosin monofostato, ATP: Adenosin trifosfato.

De este modo, se puede secuenciar nucleétido a nucledtido la cadena
convertida por bisulfito, sabiendo que cuando en la cadena complementaria
se introduzca una guanina, esto significara que en la cadena convertida
habia una citosina y, por tanto, corresponderia a una citosina metilada en
la cadena original 2%,
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Para una posicién determinada en una célula concreta, el estado de
metilacién de un sitio CpG es una variable dicotémica (si/no). Sin embargo,
no se suelen analizar células individuales, sino tejidos, compuestos por
muchas células y por tanto muchas copias de la misma secuencia, no
todas necesariamente en el mismo estado de metilacién. Asi, el resultado
final es cuantitativo, pues representa el porcentaje de células del tejido que
estan metiladas en un sitio CpG concreto, donde un 0% significaria que
ninguna de las copias de la secuencia estaba metilada y un 100% que todas
lo estaban. Esta cuantificacién, no obstante, tiene un margen de error de
alrededor de un 5%, aproximadamente, por lo que generalmente, en lugar
de utilizar el nimero exacto, se prefiere hablar de forma semicuantitativa
("poco metilado" cuando es menor del 25% o "muy metilado" cuando es
mayor del 75%, por ejemplo, aunque estos umbrales no estan establecidos).
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ANEXO II: GENES ANALIZADOS

Fuente: Gene Database del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov)

GHRL

Nombre completo oficial: ghrelin and obestatin prepropeptide. También
conocido como: MTLRP. Ubicacién: Cromosoma 3 (3p25.3). Numero de
exones: 3.

Codifica una preproproteina (una preproteina, por tener una
pequena secuencia peptidica en el extremo amino-terminal que permitira
su translocacién y, a la vez, una proproteina, al no ser funcional hasta que
una secuencia inhibidora es escindida mediante proteolisis) que contiene
dos péptidos activos: la ghrelina y la obstatina. La secrecién de ghrelina
se inicia cuando el estémago esté vacio, lo que encajaria con su papel de
estimulante del apetito. También interviene en la homeostasis energética,
la motilidad gastrointestinal, la liberacién de insulina, el control de
la ansiedad y las conductas de busqueda de recompensa. Parece que a
nivel hipotalamico estimularia la liberacién de hormona de crecimiento.
La obestatina interviene en el metabolismo glucidico y la regulacion
metabdlica de los adipocitos, pudiendo tener un papel en la generacién de
la sensacién de saciedad.

NAMPT

Nombre completo oficial: nicotinamide phosphoribosyltransferase.
También conocido como: VF; PBEF PBEF1, VISFATIN y 1110035014Rik.
Ubicacién: Cromosoma 7 (7q22.3). Numero de exones: 12.

Codifica una enzima de la via de sintesis de la nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD+/NADH), una coenzima involucrada en reacciones
de reduccién-oxidacion presente en todas las células vivas. Interviene,
ademaés, en procesos de respuesta al estrés y de envejecimiento celular.
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IRS1

Nombre completo oficial: insulin receptor substrate 1. Tambien
conocido como: HIRS-1. Ubicacién: Cromosoma 2 (2g36.3). Numero de
exones: 2.

Codifica una proteina que es fosforilada por la tirosina quinasa del
receptor de insulina. Su mutacién se ha relacionado con la aparicién de
resistencia insulinica y DM2.

FTO

Nombre completo oficial: alpha-ketoglutarate dependent dioxygenase.
También conocido como: GDFD, ALKBH9, BMIQ14 y fat mass and obesity
related gen. Ubicacién: Cromosoma 16 (16q12.2). Numero de exones: 14.

Codifica una proteina nuclear relacionada con la superfamilia AlkB,
involucrada en la reparaciéon de ADN y ARN. Podria jugar un papel en los
sistemas nervioso y cardiovascular y algunos alelos se han asociado con el
riesgo de obesidad y DM2.

CCLz2

Nombre completo oficial: C-C motif chemokine ligand 2. También
conocido como: HC11, MCAE MCP1, MCP-1, SCYA2, GDCF-2, SMC-CF y
HSMCR30. Ubicacién: Cromosoma 17 (17q12). Numero de exones: 3.

Codifica una quimioquina de la subfamilia CC, caracterizada por la
presencia de dos residuos adyacentes de cisteina. Las quimioquinas son
citoquinas con capacidad para atraer a leucocitos, por lo que juegan un
papel fundamental en los procesos inflamatorios y de inmunoregulacién.
CCL2, en particular, tiene un rol quimiotactico especifico para monocitos
y baséfilos, pero no para neutréfilos ni eosinéfilos. Se ha involucrado en
enfermedades como la psoriasis, la artritis reumatoide y la ateroesclerosis,
todas ellas mediadas por infiltrados de monocitos.
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TNF

Nombre completo oficial: tumor necrosis factor. También conocido
como: DIF, TNFA, TNFSF2, TNLG1F y TNF-alpha. Ubicacién: Cromosoma 6
(6p21.33). Numero de exones: 4.

Codifica una citoquina (es decir, una proteina con capacidad de
influir en el comportamiento de otras células) secretada principalmente
por los macréfagos. Interviene en una gran cantidad de procesos biologicos,
como la proliferacién y diferenciacién celular, la apoptosis, la cascada de la
coagulacién o el metabolismo lipidico. Las alteraciones de esta proteina se
han relacionado con patologias autoinmunes y neoplasicas, asi como con
la aparicidén de resistencia a la insulina.

FAS

Nombre completo oficial: fas cell surface death receptor. También
conocido como: APT1, CD95, FAS1, APO-1, FASTM, ALPSIA y TNFRSF6.
Ubicacion: Cromosoma 10 (10g23.31). Numero de exones: 15.

Codifica una proteina de la familia de los receptores TNF que juega
un papel fundamental en la activacién de la apoptosis celular, aunque
también interviene en procesos inflamatorios. Diferentes disfunciones
de FAS se han relacionado con la proliferaciéon de células neoplasicas y
alteraciones del sistema inmunitario.

LEP

Nombre completo oficial: leptin. También conocido como: OB, OBS 'y
LEPD. Ubicacién: Cromosoma 7 (7q32.1). Numero de exones: 3.

Codifica una proteina, secretada por los adipocitos, que se une a
receptores cerebrales que inhiben la sensacién de hambre y promueven
el gasto de energfa. También estd involucrada en la regulacion del sistema
inmunitario, la hematopoyesis, la angiogénesis, la formacién de hueso, los
procesos de cicatrizacién y la reproduccion. Las mutaciones de este gen o
sus receptores han sido relacionadas con obesidad severa, hipogonadismo
y DM2.
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PPARG

Nombre completo oficial: peroxisome proliferator activated receptor
gamma. También conocido como: GLM1, CIMT1, NR1C3, PPARG1, PPARG2 y
PPARgamma. Ubicacién: Cromosoma 3 (3p25.2). Numero de exones: 11.

Codificaunaproteinareguladora deladiferenciaciéndelosadipocitos.
También se ha relacionado con la obesidad, la DM2, la ateroesclerosis y el
cancer a través de diferentes variantes de su transcripcién.

ADIPOQ

Nombre completo oficial: adiponectin, C1Q and collagen domain
containing. También conocido como: ACDC, ADPN, APM1, APM-1, GBP2S,
ACRP30 y ADIPQTL1. Ubicacién: Cromosoma 3 (3q27.3). Numero de exones:
4.

Codifica una hormona similar al colageno VIII y X y al factor Clq
del complemento, conocida como adiponectina, que participa en el
metabolismo de la glucosa y los acidos grasos. Se expresa practicamente
de forma exclusivamente en el tejido adiposo.

FASN

Nombre completo oficial: fatty acid synthase. También conocido como:
FAS, OA-519 y SDR27X1. Ubicacién: Cromosoma 17 (17g25.3). Numero de
exones: 43.

Codifica una enzima involucrada en la confeccién de &cidos grasos,
al catalizar, en presencia de NADPH, la sintesis de acido palmitico a
partir de acetil-CoA y malonil-CoA. Alteraciones de esta proteina se han
relacionado con algunas estirpes neoplasicas.
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MC4R

Nombre completo oficial: melanocortin 4 receptor. Ubicacion:
Cromosoma 18 (18g21.32). Numero de exones: 1.

Codifica un receptor transmembrana que interacciona con la
familia de las melanocortinas (que incluye, entre otras, la hormona
adrenocorticotropa y la hormona estimulante de los melanocitos).
Interviene en las diferentes vias hipotalamicas de regulacion del
metabolismo energético. Una mutacion de este gen es responsable de una
obesidad hereditaria de cardcter dominante.
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ANEXO Ill: CARACTERISTICAS DEL ANALISIS
MOLECULAR

Tabla 7. Cebadores utilizados para el analisis de la expresion génica.

TH Tamano del

Gen Nombre del cebador Secuencia del cebador D
(°C) amplicon (pb)
GHRL GHRL FW AAGATGGAGGTCAAGCAGAAG 60 89
GHRL RV AACCCCTGACAGCTTGATTC
NAMPT NAMPT FW GGCCGATTATCTTTACATAGGACG 62 122
NAMPT RV GTCACCTTGCCATTCTTGAAG
IRS1 IRST FW CAGCATCAGTTTCCAGAAGC 64 150
IRST RV TGAGGTCCTAGTTGTGAATCATG
FTO FTO FW CCGTGGAACAAAGGAATGAAATC 64 140
FTO RV CCGACATTCTGGCTTCTGATC
LEP Leptin FW CAAGATGACACCAAAACCCTC 64 141
Leptin RV CTTGGATAAGGTCAGGATGGG
PPARG PPARG 1 FW GAGCCCAAGTTTGAGTTTGC 64 148
PPARG 1 RV GCAGGTTGTCTTGAATGTCTTC
TGAGAA TGAGAAAGGA
ADIPOQ ADIPOQ FW GTGAGAAGGGTGAG GGAG 62 149
ADIPOQ RV GCGGTATACATAGGCACCTTC
FASN FASNFW CTGAGCAGTACACACCCAAG 60 130
FASN RV GATACTTTCCCGTCGCATACC
MC4R MC4R FW TGACAGTTAAGCGGGTTGG 60 72
MC4R RV TGAACAAAATGCCTGAAACCG
FAS FAS FW ATTCTGCCATAAGCCCTGTC 64 113
FAS RV CTTTGTCTGTGTACTCCTTCCC
TNE TNF FW ACTTTGGAGTGATCGGCC 64 143
TNF RV CTCAGCTTGAGGGTTTGCTA
ccL2 CCL2 FW TGTCCCAAAGAAGCTGTGATC 60 150
CCL2 RV ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAG
PSMC4 PSMC4 FW TGTTGGCAAAGGCGGTGGCA 60 121
PSMC4 RV TCTCTTGGTGGCGATGGCAT
AT
MRPL19 MRPL19 FW CAGTTTCTGGGGATTTGC 60 197
MRPL19 RV TATTCAGGAAGGGCATCTCG

No se muestran los cebadores disefiados para RETN, al no haberse logrado una gPCR efectiva. FW: Forward (cebador
directo); RV: Reverse (cebador reverso); TH: Temperatura de hibridacion; pb: Pares de bases.
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Sitios CpG analizados en el promotor de GHRL

TTAATTTATAAAAAAAAAAATTTTTAAATAGAAAAATTTTAATTGTGGTGATTAGGTATTTT
TTGAGATATGAAGTTTTTATTTATTTGGATTTTGGAGGT TTTTTCGGGTATAGTTGTTAATG
TTGATTTTAGATAAGATTATTAGTAAGTAAATATTTATTGTGTAAAGTTGTGTTATTTTTGG
GGAATTGAAATGTTTTTTGGGAGTTGGAAATTTTTTTAGTTATATATTATAGAGTTGAGGAA
GGRAAGAGTT ") GATGGACG ") GAAGAATTATGGCG ‘?) GGAGGAGTTATTCG ®) GAAGTTATT
TCG ) TTGTTTTGTTAGT TACGGAATAGAGGAGAGATGTCGGTTGGAGGATATAGTARATTT
GAATTAAGAGGAGTTTGGAGGAAGTTCGAGCGATTTGGAGGGGATTGGTTGATTTTTTTTAT
TTTTTTTAAGTGTGAATAATAATTAAGTTTAGTTTGGTAATTTTTTGAGGGTGAGGACGAAG
TTTTATTTTTTTTTT TGGAATTTGGTGGGGTTTAGGAAGTAGGTTTTTTTTAGTCGGTGGTT
TTTTTTTTTGTTGCGGGTTTTTTGAGGGTTTGTTTTTATGAAGGTATATGA

Figura 26. Secuencia de la region promotora de GHRL después de la conversion
por bisulfito. Los cebadores utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa y la
plrosecuenciacion se muestran en azui, este ultimo senalado con un asterisco entre paréntesis
(en este caso, coincide con uno de los cebadores utilizados en la reaccion en cadena de /a
polimerasa). Los sitios (oG se muestran en negrita, excepto los 4 sitios CoG analizados que
se muestran en azul e identificados con un numero en superindice. Los sitios (pG3 y (oG4
presentan alteraciones de la metilacion en diversas neoplasias.
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Sitios CpG analizados en el promotor de NAMPT

TATTTATATAAGTGTTTAATGGGTATGTGAACGTAACGTTGTGTTATTTTTTTTTTTATATGTTTTTT
AGGGTTAAAATTATAGTTTTTTTAAATTTTCGTGTTTTATTTTTTTTTTTATAGAAATTTTGTAATGA
TTTTAAAGTAGATAAGAGTAGAGCGGTTTTTATATTTAGGGATAAGGAGTACGAGTAATTATTAGGTG
TTAAGGAGTTTGAAACGGAGTTCGGCGGAGTGGGATAGGGGAATTTATTACGGTTATCGGGGTTAGGC
GAGTGTTTTTCGCGTCGGAGTCGTAGAGGATCGCGGTTGTTTCGGCGTTCGCGTTAGGATTTTTTTTA
TTTCGCGTTTCGGGAGATTTATTTGTTTAGTTAGGGGCGAGCGCGTCGGGTTGGTTCGGGGGARAGTT
TCGTTTATTTTTTATTGCGGGTTTTCGGGGTCGTTATTTAATTGGT TTTAGTTTTAGGTTAAGAGGTC
GCGTTTTAGGGAAGGGTATGCGTTCGTCGGCGACGT TTAAGT TTCGAGTTTCGAGT TTCGAGTATCGG
CGTTCGGGAGTTCGTTGGGGTTCGTTTTAGT TTTTCGTCGCGTCGTCGTCGTCGCGCGTTTTTAGGTT
TCGTTTTTATCGTTTAGTTTTTTATTTTTTTTAAGTTATTTTTTGT TTATTGCGGCGTTTTTTTATTT
GTTTTAGTCGTCGTCGTTCGCGTTTTTTTCGGGT TTTTTCGCGTCGCGAT TTTAGT TTTAGTTTTAGT
TTTAATTTTAGTTTTAGTCGTTTTCGTTTTTTTGTCGCGCGT TCGTTTTTAGCGCGTTTCGTTTTTTT
TTATTTGTTCGGGTTTCGAGTTTTATTTTGTAGGAGTCGGTGGTTAGGAGGATGTTGAATTCGGTTTT
TGTCGTAGGATTTATTTCGGGTCGGAGGATAGGGGTCGCGCGTCGCGAGT TTTTTGGCGCGGTTGCGA
GGAAGGAGAAAAATGAGTTTTATCGCGT TTCGTTGTTTAAGT TATTGTTCGGTCGGCGGAGGAGGGGG
AGAGGGGGAAACGGAGAGAGGGGAGGGGTTAGAGGAGGGCGGGTTCGGGAGTCGTGACGCGGCGCGGG
TGACGGTTGCGGCGGTTCGCGTGTTCGTAGTTTGGGAGT TTTGGCGGATTTTTTATT TCGGTTTTTTC
GTTTTTATTTCGTTATTTTTCGGGGGTCGAGAAAGGGCGGGGCGCGGTAGCGCGTTGCGTAGTGCGCG
GAGGCGGGGCGGGGAGGAGGACGTGATGTACGCGTTTTTTTTTTTAGACGT TAGT TTTGGGAAGTTGG
AGGTAGCGGGGTAGTTTCGGCGCGTGATTCGGGCGTTTAT TTAAGT TCGAGTTTTCGGTACGGGCGCG
GGAGGGCGGGGTTTGGAGGGGGCGTTTTTAGT TTTGTTAGTGT TACGAGGAGTCGGT TCGTTCGTTTC
GTTTGGGATTTTTCGTTTTATTTAGT TTTGGTCGGTTTTTTGGGTTTTTTTGAAGT TACGT TATTCGG
TTAGGGGGCGAGGAGTTTTTTATTGTTTATTTTTTCGTTTATTACGCGTAGT TATTTATTTTTGTTTT
CGGTTTGGATTAAGGATTTAGT TTTTCGTTTTTATTTTTTTTGTTTTTTTTGATTTTTTTGATTTTGT
TTTTAAGATTTTAGGAGTTGCGGTGAGGAGTGAGGTTGAGGGGTTTTTTTTATTTGATGTAGCGATTT
CGTTTTTTTTCGGCGGTTTTGTTTATGGTTGAGTTTTTTGATTTTTTGAGAGATGGTTTGATTTTTTT
CGAGTAAAGAGTTTGCGTTGAAAAGCGGGGGTGGAATTTAGTTTT TATAGATAATGAGGGGATAAGAT
7T AATTGAATCG Y AGTATTGTCG ) GGAAGGAAAAGGTAACG ®) GGTTAAGTTTTTGATAGGGTG
CGATATTGATTTTTATTATCGTTATAGTTTTTAAATTTTGGGAAACGAGT TGGTAATTTTAAAATAAA
GAAGTGTAATGACGTTTGATGATTTTATTTAAATATAGATTATTTTAAGAAAGATTTGCGTAGTTTTT
ATGCGTGGTTGCGTTTTTGTATAAAATTAAGATTTTTTTTGTTCGTATGT TTAATAGTTTAAAAATAA
ATTGAGGTTTTTATCGGATAAAAG

Figura 27. Secuencia de la regiéon promotora de GHRL después de la conversién
por bisulfito. Los cebadores utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa y /a
plrosecuenciacion se muestran en azuj, este ultimo sefalado con un asterisco entre paréntesis
(en este caso, coincide con uno de los cebadores utilizados en la reaccion en cadena de /a
polimerasa). Los sitios CoG se muestran en negrita, excepto /os 4 sitios (oG analizados que
se muestran en azul e identificados con un numero en superindice. Los sitios CpG3 y (oG4
presentan alteraciones de la metilacion en diversas neoplasias.
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Sitios CpG analizados en el promotor de FAS

GTTAAGGTTTTTGTATTTAGGTAGGATTTTTGCGTTTTGAGTTTTATTTTTTTTTAAGATTTTTTTAA
TTTTTTAGGTTGAATTATAGTAGAAGTTTTTAGAAAGGGTAGGAGGTCGGTTTTCGAGGTTTTTATTT
GAAGTGAGTATGTTAGTTATTGTAGGAACGTTTCGGGATAGGAATGTTTATTTGTGTAACGAATTTTG
ATTTTTTTTTTATTTTGATTTTTTTTTTTTTTTATTCGCGCGTAGGTTAAGT TGTTGAATTAATGGAG
TrTTTTTTAAT ) Tee M 6eee ) TTTTTTAGCG ) AGGTTTTTTTTTTATTTTTTTGATTATCGGGG
TTTTTCGTGAGTTCGTTTTTGATTTCGCGTAAGAGTGATATATAGGTGTTTAAAGACGT TTTTGGGGA
GTGAGGGAAGCGGTTTACGAGTGATTTGGTTGGAGT TTTAGGGGCGGGTATTGGTACGGAATATATTT
TGAGGTTAGTTTTGGTTGTTTAGGCGGAGT TGTTTTTTTTTTCGCGGGTTGGTGGATTCGTTTAGTAC
GGAGTTGGGGAAGTTTTTTTAT TTCGGAGGATTGTTTAATAATTATGTTGGGTATTTGGATTTTTTTA
TTTTTGGTGAGTTTTTTTTTGT TCGGGTGGAGGTTTATTTCGT TTTAGT T TCGGGGATAGGTAAAGTG
GGGCGGGCGCGGGACGCGTGCGGGATTGCGGCGGTAGCGGCGTACGCGGGTATTTGGGAGCGGCGGGT
TGTTGCGGGAGGCGTTGGAGATTGGTTTTCGGGGGTTGTTAGGATTTTTTTTTAGGT TCGGGTGTTTA
GAACGTTGGAGGATTTGTTTTTT ") TTGGGTTTTGATGCG ) AAGTGTTGATTTCG ®) TTGGGTAGGC
¢ ceeTAaGTTTCG ) 6CG ¥ TTTTTCG? GAGATTATTGCGTTTTACGTTGAGGTGGGCGTGGGGTG
CGGATAGGAATTGAAGCGGAAGTTTGGGAAGTTTTAGGGTCGT TGGAGGGGGATTTCGGTTGGAGAGA
GGAGCGGAATTTTTGGATAAGTTTTGATAAGTTAAGTTAAAGGTTCGTTTCGGCGCGGGTGGGTGAGT
GCGCGTCGTTTCGCGGGGGCGGGGAGAGAGTTTGTAGTTTTTAGAATAGATATTGT TTATTTTTTGGT
AGTTTTTAGACGTAGGAAATAAGTTAGTATCGAAGTAGTGGTTAAGTCGGAGGGTTCGGAAGAACGGT
ATTTTTTTTTTTTCGAAAAAGTTATATGGGGGTTGAATGAGT TTTTGGAGGTTTGTTTATCGTTTTTT
ATTGTTATATAGAAAAAGAAATTGTTTTGTTTTTTTTTCGGGAATTTTTTTTTTAAGATTGTAAGTCG
TTGTTTGAGTGGTTTTATTTTGTTTTGTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTAGTT
TGTATTTTTATGGTGATTTTTGTTTGGTTTTTTGT TGGGGTTGGTGGTATTCGTTTTTATCGTATAGA
ATTCGGCGTTTATTATTGGTTAAGAAATTTGAGTAGTTTGT TTTGAAAAGT TTTTCGTTTAGAAATGT
TAGTTTGTAGATGGTTAATTAAAGAGACGTGGATTTAGGAGGTTTATTTGAGTATCGGAGTTTTTGAG
AGTTTATGGATTTTTATTTTATTGGGTTTTAATAAAGTGTTAGGTATAGCGAGAGAAGTGTTTATARA
TGTGATTTTCGCGGATTTTTACGAGAGT TATGTAGTGGGGAAGATAATTATATTTTTATT TTATAGAT
GGCGAAATGAGGTTTAGAGAGTTTTAGTAATTTAGTTAAGATTATATAGT TAGTAAATGGGAGATATG
GGATTGAATTTAGATTTAATTTTAAAATTTAGGTTGTTCGTTGATTGTATTTGATATTTAGATTATAT
TAAGAGGTTGAGATGTTTGGGTTTATTTTATGATTAGAAAAAAAAATTTTGTTTTTTTTAGAAATAGT
GTGTATTATTTGGGATTTTTTAGAAATTTTTTTGGAGAAAATTAATGATTTAAGATTGAGAAAATATT
TATATAATTTTAGGTTATATTTTTTTTTTTTTTGTTATTAATTATTGTATTATTGTAATGTTGGTTGT
TTTGAAAATTTTATAGT TTTTGGATAGTAGTATTAGTAAAGTGTAAGAAAATTGTTAAAGTTTGGAGT
TATGTTTGTTGAATTTTTGTATTAATAGTATTTTTATTAGAGGTTGCGTGTTTAAAGTTCGAAGAAAA
TTTTGTTTTTTTGAAAGAATATATATATATACGTATATGTAAATATTTATATATTTATGTATATATAT
ATATTATAATATTTATAAGTTAGGTATAATTTATATTTGTATATGATATATGGT TTAGGAAATTAAGG
TTTATTAAATAAAATTTATAAATGTAGATGAGTTAAATATAAAGATTAGATATAATTTTATTATTTAA
GTAATTATTGTTTACGTTTTGTAGTTTATTTTTTATTTTTTTTTTTTAATATGATTTTTTTAAATTTA
GTTATATAGAAATTGGTTTTGCGTTTACGATATGTTTAATATTAGGTTTTTATTTTTAAAGAAGTTTT
AATATTTTTGTGTTATTTTATGTGTTTATAGAAAATGTTTGTTTTTATGTTTTTACGGTTATGTTTTT
TTAGTAGTAGTAATAAATAAAATAGATGTAAAGTGTTAATTATTTGGAATATAGAAGTAAATTTTAAT
TTTATTAATGGGTTGGATATAGATGGGTGGGGAGT TGTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGT TTT
TTGATTTTGGTGATAATTATAGTTAATAAGTATTTTTATTTTTAATTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTAATTTTTTTGGTGTTAGTTTTTTTTTTTTTAT TTTTGAGTGTTTTTATTTCGATATTT
ATAATAAAAAAGTTTGAAATTTTAAAAAGTTGATAAATTTTTAAAGGAGATAGAAAAAGAGTTAAATT
TATTTTATAAATTAATTTGAGAAATAGTTGTGGGTTGTATTTTTTTTTTTTATTGTGTATGATTTTGT
TATTGGTTAAGAAATTTGAGTAGTTTGTTTTGGAAAGT TTTTCGTTTAGAAATGTTAGTTTGTTAATT
GAAGGGATGTGGATTTATGAGGTTTATTTGAATTTCGAAGT TTTTAAGAGT TTATGGATTTTTATTTT
ATTGGGTTTTAATAGGTTTTGTTTTGTATTATTTAGGAT

Figura 28. Secuencia de la region promotora de FAS después de la conversion por
bisulfito. Los cebadores utilizados para la PCR y la pirosecuenciacion se muestran en azul,
estos ultimos senalados con un asterisco entre paréntesis. Los sitios CpG se muestran en
negrita, excepto los 9 sitios CpG analizados que se muestran en azul e identificados con un
numero en superindice. Los sitios CoG1 a CpG3 se encuentran en la region FAS-R1 y los sitios
(G4 a CpGI en la region FAS-R2. Fl sitio CpG4 presenta alteraciones de la metilacion en

adiversas neoplasias.
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