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Resumen

La obesidad es un problema de salud a nivel mundial y esta asociada a un alto
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular. Anormalidades en las
concentraciones de adipocinas, la Resistencia a la insulina (RI) y la disfuncion
endotelial son tres condiciones patoldgicas que pueden co-existir en la poblacién
infantil y adolescente, sin embargo, su relacion no es del todo clara.
Recientemente, se ha sugerido que las alteraciones epigenéticas se asocian con
obesidad y desdrdenes metabdlicos. El estudio de la epigenética abre una nueva
vision para el entendimiento de la etiologia del desarrollo de obesidad. El primer
objetivo de este estudio fue investigar la posible relacion entre RI, disfuncion
endotelial y alteraciones en las concentraciones de adipocinas (leptina y
adiponectina) en nifios y adolescentes mexicanos obesos. Ademas, evaluamos
si existe correlacién entre la frecuencia de metilacion de los promotores de los
genes de leptina (LEP) y adiponectina (ADIPOQ) con las variables
antropomeétricas, perfil bioquimico y RI. 227 nifios y adolescentes se clasificaron
de acuerdo con su percentil indice de masa corporal (IMC) (eutréficos: n=104;
obesos: n=123) y al modelo de homeostasis metabdlica (HOMA) (Ob-RI: n=65).
Las concentraciones circulantes de la molécula soluble de adhesion intercelular
(sICAM-1), leptina, adiponectina e insulina se determinaron por ELISA. La
frecuencia de metilacion de los promotores de LEP y ADIPOQ se evalué por PCR
metilacion especifica (MS-PCR) en el DNA obtenido de las muestras de sangre
periférica. ElI grupo Ob-RI presenté concentraciones mayores de sICAM-1 en
comparacion con el grupo obesos sin Rl (Ob no RI). Los nifios y adolescentes
obesos presentaron concentraciones mayores de leptina respecto a los
eutréficos. Las concentraciones mas bajas de adiponectina se observaron en el
grupo Ob-RI. En los modelos de regresion lineal multiple, el sSICAM-1, los TGs
(triglicéridos), glucosa y HOMA se asociaron fuertemente con la circunferencia
de cintura (CC) (R?=0.457, P=0.008). De igual manera, después de ajustar por
edad Zscore del IMC, lipidos y adipocinas, el HOMA permanecié asociado con
el sSICAM-1 (R?=0.372, P=0.008). El Zscore del IMC presentd una asociacion leve
con leptina (R?=0.176, P=0.002) y la CC fue un predictor independiente de las
concentraciones de adiponectina (R?=0.136, P=0.007). Los adolescentes
obesos con RI presentaron hipometilacion (74.2%) del gen LEP comparados con
los eutroficos (94.4%). En los modelos de regresion lineal, el incremento del IMC
y la hipometilacion de LEP contribuyen al 34.2% de los cambios circulantes de
leptina. No se encontr6 diferencia en la metilacion de ADIPOQ. Nuestros
hallazgos demostraron que los adolescentes obesos, particularmente los que
presentan RI, mostraron anormalidad de adipocinas y disfuncién endotelial.
Nuestras observaciones en la frecuencia de metilacion sustentan la hipétesis de
gue las modificaciones epigenéticas podrian contribuir al desarrollo de obesidad
y los desérdenes metabdlicos relacionados.



Summary

Obesity is a healthy problem in the world and is associated with a high risk of
cardiovascular disease. Abnormality of adipokines, insulin resistance (IR), and
endothelial dysfunction are three pathological conditions that can co-exist in
children and adolescents, however their relationship is not yet clarified. Recently,
epigenetic alterations have been suggested to be associated with obesity and
related metabolic disorders. The epigenetic study opens the new view to
understand the etiology in the development of obesity. The first aim of this study
was to investigate the possible relationship among IR, endothelial dysfunction,
and alteration of adipokines (leptin and adiponectin) in Mexican obese children
and adolescents. Secondly, we also evaluated the correlation of methylation
frequency of LEP and ADIPOQ promoters with anthropometric variables,
biochemical profile, and IR in obese adolescents. Two hundred and twenty-seven
children and adolescents were classified according to the percentile of body mass
index (BMI) (eutrophic: n=104; obese: n=123) and homeostasis model of the
assessment-insulin resistance index (HOMA) (obese with IR: n=65; Ob_IR). The
circulating concentrations of soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-
1), leptin, adiponectin, and insulin were determined by ELISA. The methylation
frequency of LEP (leptin) and ADIPOQ (adiponectin) promoters was determined
by methylation-specific PCR (MS-PCR) in DNA obtained from peripheral blood
samples. The obese adolescents with IR presented increased higher circulating
concentrations in sSICAM-1 in comparison with the obese subjects without IR (Ob
no IR). Obese children and adolescents showed higher concentrations of leptin
than eutrophics. The lowest concentrations of adiponectin were observed in the
obese with IR. In multivariate linear regression models, sICAM-1 along with
triglycerides, cholesterol, waist circumference (WC) and glucose and HOMA was
strongly associated with WC (R?=0.457, P=0.008). Similarly, after adjustment for
age, BMI-SDS, lipids, and adipokines, HOMA remained associated with SICAM-
1 (R?=0.372, P=0.008). BMI-SDS was mildly associated with leptin (R?=0.176,
P=0.002) and the WC was mild and independent determinant of adiponectin
(R?=0.136, P=0.007). Moreover, the obese adolescents with IR exhibited
hypomethylation (74.2%) of LEP compared with the eutrophics subjects (94.4%).
In  multivariate linear regression models, the increment of BMI and
hypomethylation of LEP contributed 34.2% of changes in circulating leptin. No
difference was observed in methylation frequency of ADIPOQ promoters. Our
findings demonstrated that the obese adolescents, particularly the obese
subjects with IR exhibited increased abnormality of adipokines and endothelial
dysfunction. Our observations in methylation frequency sustain the hypothesis
that epigenetic modifications might underpin the development of obesity and
related metabolic disorders.



. Introduccion

1. Obesidad

1.1. Definicién y clasificacion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se
define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal que puede
ser perjudicial para la salud (OMS, 2015). La obesidad es el resultado del
balance energético positivo, es decir, la ingesta alimenticia supera al gasto
energético (Pan American Health Organization, 2003) y se ha asociado con un
mayor riesgo para el desarrollo de enfermedades no transmisibles como son
apnea del suefio, higado graso no alcohdlico y artritis, asi como aquellas que
actualmente ocupan los primeros lugares de causa de muerte en México como
diabetes tipo Il (DM2), enfermedades -cardiovasculares (ECV) y céancer
(Kopelman, 2000).

La obesidad es una patologia de origen multifactorial, en donde se ven
involucrados factores ambientales y genéticos. Los componentes ambientales
involucrados en el desarrollo de obesidad son muy variados e involucran el tipo
de dieta y la actividad fisica (Papas y cols., 2007). Se ha hecho especial énfasis
en el papel que estos tienen en el aumento del consumo alimenticio y en la

disminucion del gasto energético que culminan con la aparicién de obesidad.

Otro de los factores mas destacados para el desarrollo de obesidad es la
inactividad fisica, que se ha considerado una estrategia primaria en la prevencion
de por lo menos 35 padecimientos crénicos como: la obesidad, el sindrome
metabdlico, el higado graso no alcohdlico, la resistencia a la insulina (RI), etc.
(Booth y cols. 2012). El llevar a cabo una actividad fisica o ejercicio puede reducir
la inflamacion asociada a una mayor adiposidad corporal. La practica de
actividad fisica reduce el riesgo de padecer ciertas enfermedades y la
mortalidad.



Existen diversos méetodos para medir el porcentaje de grasa corporal (que, en
condiciones normales, debe ser <20% del peso corporal), entre los cuales
podemos mencionar: la densitometria, la impedancia eléctrica y la resonancia
magnética. Sin embargo, en la clinica se emplean otros como: el indice de masa
corporal (IMC), la circunferencia de cintura (CC), y la plicometria. Existen
diversos criterios para el diagndstico de obesidad, el mas usado es el célculo del
IMC el cual muestra la asociacion existente entre el peso (kg) y la talla (m?). En
la tabla 1 se muestra la clasificacion para sobrepeso y obesidad de acuerdo con
la OMS.

Tabla 1. Clasificacion para el diagndstico de sobrepeso y obesidad en poblacion

de acuerdo con la OMS.

IMC (kg/m2) CLASIFICACION
18.5-24.9 Peso normal
225-29.9 Sobrepeso
30-34.9 Obesidad grado |
35-39.9 Obesidad grado Il
240 Obesidad grado Il

El uso del IMC para la clasificacion de la obesidad presenta ciertas ventajas
sobre otras técnicas de diagndstico, entre ellas podemos mencionar que existe
una buena correlaciéon poblacional (0.7-0.8) con la grasa corporal y se ha
demostrado que existe una correlacion directa con el riesgo de mortalidad,
independientemente del género. Esta correlacion se ha usado para establecer
los puntos de corte, sin embargo, se ha observado que el riesgo varia
dependiendo de la poblaciéon, por ejemplo, en los asiaticos, se ha propuesto un
punto de corte para sobrepeso de 25 kg/m? ya que un gran niimero de personas
de esta etnia desarrollan alteraciones metabolicas como Diabetes mellitus tipo
(DM2) y enfermedades cardiovasculares a valores de IMC menores respecto a

los occidentales (Moreno, 2012).



A pesar de que este indice es la medida mas empleada para el diagnéstico de
sobrepeso y obesidad, presenta varias limitaciones para el correcto
establecimiento de los puntos de corte, entre ellos que no es un buen indicador
de la composicion corporal, ya que no distingue de manera especifica la
contribucion de la masa magra y de la masa grasa en el peso, ademas, no mide
los cambios que se producen en la grasa corporal con los cambios de edad,
entrenamiento fisico y entre grupos étnicos con distinta proporcion corporal en
cuanto a longitud de extremidades y estatura en posicion sentada (Moreno,
2012).

El IMC no puede ser empleado en nifios y adolescentes. Para esta poblacion, no
existe un consenso para determinar de manera uniforme un punto de corte que
sea aceptado a nivel mundial. Existen varias propuestas para establecer los
puntos de corte para el diagndstico de obesidad en poblacion infantil, entre ellos,
un estudio realizado donde participaron 3320 nifios con edades comprendidas
entre los 5-18 afos, se clasifico a los participantes como obesos si su porcentaje
de grasa corporal era del 25% en el género masculino y del 30% en el género
femenino (Williams y cols., 1992), por otro lado, un estudio realizado en la India,
catalogd con sobrepeso a los sujetos entre el percentil 285 y <95y con obesidad

aguellos con percentil 295 (Ghosh, 2014).

A nivel mundial, las tablas de percentiles son la de mayor uso para el diagndstico
de sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes dado que consideran la edad,
la talla y el género, en donde, un percentil por debajo de 5 se clasifica como
desnutriciébn, mayor o igual a 5 hasta 84.9 como peso normal, mayor o igual a 85
pero menor a 95 como sobrepeso y mayor o igual a 95 como obesidad. Elrango
de edad que consideran es de 2-20 afos. Estas tablas fueron propuestas por el
CDC (Centers for Disease Control and Prevention, National Center for Health
Statistics).

A continuacion, se muestran las tablas propuestas por la CDC (2 y 3) para el
diagnéstico de sobrepeso y obesidad en el género masculino y femenino

respectivamente. Disponibles en: http://www.cdc.gov.



Tabla 2. Percentiles de estatura y peso en nifios y adolescentes para edades
comprendidas entre 2 y 20 afos.
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Se indica con flechas rojas los puntos de corte para el diagnéstico de obesidad, en naranja para
sobrepeso, verde en peso normal y morado para bajo peso. Para poder obtener el percentil de
los pacientes, es necesario contar con el peso, el género y la edad.



Tabla 3. Percentiles de estatura y peso en nifias y adolescentes para edades
comprendidas entre 2 y 20 afos.
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Se indica con flechas rojas los puntos de corte para el diagnéstico de obesidad, en naranja para
sobrepeso, verde en peso normal y morado para bajo peso. Para poder obtener el percentil de
los pacientes, es necesario contar con el peso, el género y la edad.



Para el diagnostico de sobrepeso y obesidad, es necesario contar con el peso
del paciente y la edad, asi, un paciente de 13 afios de género masculino que
pese 50 kg estara dentro de la categoria de peso normal.

El exceso de TA puede distribuirse por todo el cuerpo o puede concentrarse en
determinadas regiones, cuando se acumula preferentemente en la cavidad

abdominal, se le llama obesidad abdominal o central.

La OMS fue la primera en dar una definicion sobre obesidad abdominal,
basandose en el cociente cintura/cadera; asi, se estableci6é la presencia de
obesidad abdominal cuando el cociente era = 1 en el género masculino y = 0,9
en el femenino (OMS, 1988). El Panel de Expertos en Deteccion, Evaluacion y
Tratamiento de la Hipercolesterolemia (NCEP-ATP-IlIl), propusieron una
segunda definicidon que se basa sélo en la CC, donde, una CC > 102 cm en el
varon y > 88 cm en la mujer indican obesidad abdominal (NCEP, 1991).

En abril del 2005, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas
en inglés) introduce dos cambios importantes, por un lado, disminuye los puntos
de corte para el diagnéstico de obesidad abdominal y propone distintos puntos
de corte en funcién de la etnia de los sujetos (Alberti, Zimmet, y Shaw, 2005).
Estos cambios se justificaron mediante dos hechos: por una parte, distintos
estudios demostraron que el punto de corte para la CC que mejor se
correlacionaba con la Rl era mas bajo que lo que estaba establecido segun la
definicion del NCEP-ATP-IIl (H=102 cm y M=88 cm), y que la asociaciéon de los
factores de riesgo vascular con la CC determinaba unos puntos de corte
diferentes segun la poblacion estudiada. En la tabla 4 se muestran los puntos de

corte establecidos.



Tabla 4. Limites establecidos para la CC de acuerdo con la IDF.

Grupo étnico /Nacionalidad CC (cm)
Hombres Mujeres
Europeos > 94 280
Chinos =90 >80
Asiaticos del Sur =90 >80
Japonés =90 >80
Estados Unidos >102 >88
Sudamérica =90 >80
Centroameérica =90 >80

CC: circunferencia de cintura.

Para la poblacién mexicana, los limites que se emplean son los mismos que los

de la poblacion asiética del sur.

1.2. Prevalencia de obesidad

La incidencia y prevalencia de la obesidad a nivel mundial se ha incrementado
de manera alarmante. En el periodo comprendido entre 1990 al 2013, el nimero
de infantes con sobrepeso y obesidad se incrementd de 32 a 42 millones, incluso
en Africa se observo esta tendencia y los nifios con sobrepeso y obesos pasaron
de 4 a 9 millones en el mismo periodo de tiempo (OMS, 2015).

De acuerdo con lo reportado por la ENSANUT 2016, la poblacion adulta presento
una prevalencia de sobrepeso y obesidad del 72.5%. En los adolescentes de 12-
19 afios de edad, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue de
36.3%, es decir, 1.4 puntos porcentuales superior a la prevalencia encontrada
en 2012 (34.9%). En la figura 1 se muestran las prevalencias de sobrepeso y
obesidad para adolescentes de 12-19 afios de edad reportadas en los afios 2012
y 2016 (ENSANUT, 2016).
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Figura 1. Prevalencias de sobrepeso y obesidad en adolescentes de 12-19 afios de edad en
ambos géneros. Los nimeros que estan fuera de las barras indican la suma de las prevalencias
de sobrepeso y obesidad por género. Disponible en:
https://lwww.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/209093/ENSANUT.pdf

A pesar de la tendencia, no es posible concluir que hubo aumento en la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en este periodo de tiempo. La
prevalencia de sobrepeso fue de 22.4% y de obesidad de 13.9%. La prevalencia
de sobrepeso (26.4%) en adolescentes del género femenino en 2016 es 2.7
puntos porcentuales superior a la observada en 2012 (23.7%). Esta diferencia
es estadisticamente significativa (p>0.05), con lo cual se puede afirmar que hubo
un incremento en la prevalencia de sobrepeso. La prevalencia de obesidad
(12.8%) en 2016 es similar a la observada en 2012 (12.1%). Respecto al género
masculino, las prevalencias de sobrepeso (18.5%) y obesidad (15.0%) en 2016
son muy similares a las observadas en 2012 (sobrepeso 19.6%; obesidad
14.5%). En el 2016, el sobrepeso en el género femenino fue mayor (26.4%) al
observado en el género masculino (18.5%) en cuanto a la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad, ésta fue de 39.2% y 33.5%
respectivamente. En 2012, estas cifras fueron 35.8%(femenino) y 34.1%
(masculino).

Como se puede observar, la incidencia de sobrepeso y obesidad es mayor en el

género femenino que en el masculino.



Se ha establecido que existe una relacion entre la obesidad infantil y el desarrollo
de obesidad en la vida adulta. Un nifio que es obeso tiene el doble de riesgo de
desarrollar obesidad en la vida adulta respecto a uno con peso normal, ademas,
se ha estimado que, si se padece obesidad durante la edad escolar, del 42 al
63% desarrollaran obesidad durante la vida adulta (Anderson, 2016; OMS, 2003;
Serdula y cols., 1993).

En el afio 1999, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 5-11 afios
de edad usando los criterios propuestos por la IOTF (The International Task
Force) fue de 19.5% (Hernandez y cols., 2003), en lo que respecta a los nifios
menores de 5 afios, la IOTF estim6 que, a nivel mundial, en el afio 2004, 22
millones presentaban sobrepeso u obesidad (Lobstein y cols., 2004). La
prevalencia de obesidad infantil en México es una de las mas altas a nivel,
mundial. En la figura 2 se presentan las prevalencias de sobrepeso y obesidad
obtenidos durante la ENSANUT 2012 y la 2016 (ENSANUT, 2016).
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Figura 2. Prevalencias de sobrepeso y obesidad nifios de 5-11 afios de edad en ambos géneros.
Los numeros que estan fuera de las barras indican la suma de las prevalencias de sobrepeso y
obesidad por género. Disponible en:
https://lwww.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/209093/ENSANUT.pdf



De acuerdo con la ENSANUT, la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad en la poblacion en edad escolar en 2016 fue 33.2% y en 2012 fue
34.4%, es decir, 1.2 puntos porcentuales mayor, sin embargo, a pesar de esta
tendencia de disminucion, los intervalos de confianza de la prevalencia de 2016
son relativamente amplios, por lo que no es posible concluir que la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad disminuyd. La prevalencia de sobrepeso
fue de 17.9% y de obesidad de 15.3% en 2016, 1.9 puntos porcentuales menor
que la observada en la ENSANUT 2012 (19.8%) mientras que la de obesidad fue
0.7 puntos porcentuales mayor (14.6%) pero no hubo cambios significativos. Las
prevalencias de sobrepeso (20.6%) y obesidad (12.2%) en el género femenino
en 2016 son muy similares a las observadas en 2012 (sobrepeso 20.2%;
obesidad 11.8%). En cuanto al género masculino, las prevalencias de sobrepeso
(15.4%) en 2016 son 4.1 puntos porcentuales menores que las observadas en
2012 (19.5%), esta diferencia es estadisticamente significativa (p<0.05), con lo
cual, podemos afirmar que la prevalencia de sobrepeso en nifios de 5-11 afios
aumentd. En cambio, las prevalencias de obesidad (18.6%) son muy similares a
las observadas en 2012 (17.4%). En 2016, se observo una prevalencia mayor
de obesidad en el género masculino en comparacion con el género femenino,

siendo del 18.3% y del 12.2% respectivamente.

Ademas del riesgo de ser un adulto obeso, la obesidad en la nifiez tiene
consecuencias negativas de manera inmediata sobre la salud, entre ellas la
dislipidemia, la hipertension, la intolernacia a la glucosa, asi como también
desérdenes hepaticos (higado graso no alcohdlico) y enddocrinos (Sindrome de
ovario poliquistico). El elevado costo de la presencia de obesidad durante la
nifiez es considerable, lo que se reflejara en problemas de salud cuando se

conviertan en adultos (Hernandez-Cordero y cols., 2017).

1.3. Laobesidad y sus complicaciones

La obesidad es una condiciébn pro-inflamatoria en la cual los adipocitos
hipertroficos y las células residentes del TAB contribuyen al aumento de los
niveles circulantes de citocinas pro-inflamatorias. La obesidad esta asociada a

un estado de inflamacién sistémica de bajo grado llamado ‘“inflamacion
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metabdlica”, la cual es considerada el detonante de la Rl en humanos y roedores
(Gregor y Hotamisligil, 2011; Ouchi y cols., 2011; Hotamisligil, 2006; Shoelson y
cols., 2006). Entre las principales manifestaciones del estado pro-inflamatorio
podemos mencionar a la RI, la disfuncion endotelial (DE) y la alteracion en la
sintesis y secrecion de adipocinas por parte del TA, las cuales, pueden dar origen
a enfermedades tales como sindrome metabdlico, ECV, cancer, dislipidemia etc.
(Segula, 2014). La importancia del estudio de la obesidad en la infancia radica
en la asociacion encontrada con factores de riesgo cardiometabdlicos como
hipertension, dislipidemia e hiperinsulinemia que se ven reflejados en la vida
adulta en la aparicion de ECV. Ademas, padecer obesidad durante la infancia es
un factor de riesgo asociado con la mortalidad por ECV en la vida adulta

independientemente de la presencia de obesidad (Kelishadi y cols., 2015).

Se ha reportado que individuos con obesidad son mas susceptibles de presentar
factores de riesgo cardio-metabdlicos. La gran mayoria de los estudios
reportados se centran en adultos. El Bogalusa Heart Study mostré que la
presencia de obesidad central, la cual fue determinada por la CC en individuos
con edades comprendidas entre 5-17 afios de edad est4d asociada con
concentraciones anormales de triglicéridos (TGs), lipoproteinas de baja densidad
(LDL del inglés, Low Density Lipoproteins), lipoproteinas de alta densidad (HDL,
del inglés High Density Lipoproteins) e insulina (Freedman y cols., 2007), la
obesidad abdominal estd mas estrechamente relacionada a factores de riesgo
cardiovascular que la obesidad generalizada. Las dislipidemias son un grupo de
alteraciones que se manifiestan en el perfil de lipidos y se ha asociado con

obesidad abdominal.

1.3.1. Dislipidemias

Se ha observado de manera general, que los pacientes obesos presentan
anormalidades en el perfil de lipidos, donde los TGs, lipoproteinas de muy bajas
densidad (VLDL, del inglés Very Low Density Lipoproteins) apolipoproteina B
(Apo B) y el colesterol se encuentran elevados, mientras que el HDL se
encuentra disminuido. De manera general, los niveles de las LDL, se encuentran

en el rango normal, pero se presenta un incremento en las particulas pequefas
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de LDL, las cuales, se considera son mas pro aterogénicas que las LDL debido
a que tienen una afinidad menor al receptor de LDL, lo cual resulta en el aumento
del tiempo de permanencia en circulacion, ademas, logran atravesar la pared
arterial mas facilmente que las particulas LDL y pueden unirse a los
proteoglicanos intra-arteriales quedando atrapadas vy, finalmente, estas
moléculas son muy susceptibles de oxidacion y se aumenta la captura por medio
de los macrofagos. Los niveles post prandiales de TGs también estan
aumentados y los quilomicrones remanentes también son pro aterogénicos.
Aproximadamente, el 60-70% de los pacientes obesos presentan anormalidades
en el perfil de lipidos y los pacientes con sobrepeso entre un 50-60%. El aumento
del riesgo para desarrollar ECV en pacientes obesos se debe parcialmente a la
dislipidemia, asi como a la Rl (Bays y cols., 2013; Poirier y cols., 2006). Al igual
que para el diagnostico de obesidad, los criterios para establecer la presencia
de dislipidemia en poblacién infantil y adolescente son diferentes a los
empleados en adultos, en la tabla 5 se muestran los valores propuestos por el

NCEP-ATP-III para el diagnéstico de dislipidemias en nifios y adolescentes.

Tabla 5. Criterios establecidos para el diagnéstico de dislipidemias en nifios y
adolescentes de acuerdo con NCEP-ATP-III.

Diagnostico de dislipidemias

Categoria Aceptable Limite Alto
Colesterol <170 170-199 2200
LDL <110 110-129 2130
TGs

0-9 afos <75 75-99 =100
10-19 afios <90 90-129 =130
Categoria Aceptable Limite Bajo
HDL >45 40-45 <40

LDL lipoproteinas de baja densidad; HDL lipoproteinas de alta densidad, TGs triglicéridos. Los
puntos de corte se establecieron a partir de los percentiles 75 y 95 respectivamente. Los puntos
de corte para HDL representan aproximadamente el percentil 10. Modificado de: Expert Panel
on Integrated guidelines for Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children and
Adolescents (National Heart, 2011).

Ademas de las dislipidemias, existen otras comorbilidades de la obesidad, entre

ellas, la RI.
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1.3.2. Resistencia a lainsulina

La RI es una de las principales complicaciones de la obesidad, la cual se define
clinicamente como la incapacidad de una cantidad conocida de insulina exdgena
0 enddgena para aumentar la captacion y utilizacion de glucosa en un individuo
sano (Makkiy cols., 2013).

El término “RI” hace referencia a la resistencia que ejerce la insulina para llevar
a cabo sus funciones fisiolégicas sobre la captacion, metabolismo o
almacenamiento de glucosa. En el musculo esquelético, la RI se manifiesta por
una disminucién en la captacion de glucosa dando por resultado alteraciones en
la via de sefalizacion de ésta y defectos intracelulares post-receptor entre los
que podemos mencionar, disminucion del transporte de glucosa, fosforilacion y

oxidacion, asi como en la sintesis de glucogeno (Abdul-Ghani y Defronzo, 2010).

El mecanismo por el cual la obesidad causa Rl en musculo esquelético esta
relacionado con la acumulacion de grasa en los miocitos. Diversos estudios en
biopsia de musculo han demostrado que existe un aumento de TGs en el
musculo esquelético de sujetos sin tolerancia a la glucosa comparados con
sujetos delgados y se demostrd una relacion inversa entre la sensibilidad a la
insulina muscular y el contenido intramuscular de estos (Pan y cols., 1997;
Phillips y cols., 1996). En estudios posteriores analizaron la contribucion de
grasa muscular dentro de la fibra muscular (intramiocelar) o fuera de ella
extracelular (extramiocelar) y encontraron que la grasa intramiocelar contribuye
s6lo con el 1% de la grasa total presente en el musculo, sin embargo,
correlaciona de manera importante con la Rl de manera independiente de la
cantidad corporal de grasa, mientras que la grasa extramiocelar no presenta

correlacién con la Rl (Krssak y cols., 1999; Perseghin y cols., 1999).

La relacién existente entre TAy Rl se ha observado en diferentes grupos étnicos
y en diferentes rangos de peso corporal. Diversos estudios han demostrado que
el riesgo de desarrollar Rl y posteriormente diabetes se asocia con el contenido
de grasa corporal, usando como marcador de adiposidad el IMC. Sin embargo,

la disposicion de los depdsitos de TA en el cuerpo presentan un papel importante
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en la aparicion de estas patologias, se ha descrito que la obesidad central esta
asociada de manera mas fuerte a la RI, la diabetes y la ECV que los depdsitos
de grasa periféricos, por ejemplo en gluteos o subcutaneo (Kissebah y Krakover,
1994).

El mecanismo mediante el cual se genera la Rl se ha estudiado ampliamente y
se ha observado que la RI se presenta con mayor frecuencia en los sujetos que
presentan obesidad abdominal respecto a aquellos que tienen obesidad
periférica. La explicacion que se ha dado acerca de este fendmeno es que el
tejido adiposo abdominal (TAA) expresa un mayor numero de genes que
codifican para proteinas responsables de la produccion de energia, por ejemplo,
la produccion de adiponectina es mayor en los adipocitos del TAA que en el tejido
adiposo subcutaneo (TAS), ademas, el TAA es mas lipolitico que el TAS y es
menos sensible al efecto antilipolitico de la insulina (Krssak y cols., 1999). Para
entender un poco acerca de la importancia de la RIl, se dara una breve resefia

de la insulina, asi como su mecanismo de accion.

1.3.2.1. Generalidades de la insulina

La insulina es una hormona descrita por primera vez en 1921 por Banting y Best
(Rosenfeld, 2002), esta formada por dos cadenas polipeptidicas, la A cuenta con
21 aminoécidos y la B con 30, ambas cadenas estan unidas entre si por puentes
disulfuro, ademés, la cadena A posee enlaces disulfuro de manera
intracatenaria. La sintesis de insulina se lleva a cabo en las células B
pancreaticas en forma de pre-proinsulina, poco tiempo después de la sintesis
esta molécula es liberada al reticulo endoplasmico donde por medio de enzimas
proteoliticas se convierte en proinsulina. La proinsulina posee una cadena C que
es la que une las cadenas A y B, es transportada hacia el aparato de Golgi en
microvesiculas. Finalmente, la conversion de proinsulina a insulina esta mediada
por la accion de las enzimas convertasa 2 y 3 y por la carboxipeptidasa.
Posteriormente, los granulos maduros son translocados con ayuda de los
microtubulos y los microfilamentos (Joshiy cols., 2007). En la figura 3 se muestra

de manera detallada la sintesis de insulina
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Figura 3. Sintesis de insulina. a) Sintesis de insulina en células  pancreaticas a partir de pre-
proinsulina. b) Se muestran de manera detallada los aminoacidos que comprenden los productos
de la acciébn de las convertasas 2 y 3, insulina y Péptido C. Modificada de:
https://www.google.com.mx/search?qg=insulin+synthesisy = tbm=ischy source=lnmsy sa=Xy
ved=0ahUKEwiln7LU4YrZAhUJDKwKHetRBNgQ _AUICigBy biw=1280y bih=918y
dpr=1#imgrc=4RzoMR-PMtQIdM

La insulina es secretada por las células 3 en respuesta a varios estimulos, entre
ellos la glucosa, la arginina, las sulfonilureas y algunos agentes farmacologicos
y enddcrinos (Joshi y cols., 2007) y posee diversos efectos metabdlicos que son

mediados por una amplia gama de acciones tejido especifico que involucran
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cambios en la fosforilacion de las proteinas, en su funcion, asi como cambios en
la expresion génica. La importancia bioldgica de las acciones de la insulina se
evidencia por el hecho de que las vias de sefalizacidén de la insulina que inician
estos eventos estan altamente conservadas en las especies a través de la

evolucion, desde C. elegans hasta el humano (Paradis y Ruvkun, 1998).

La insulina presenta un papel critico dentro de la regulacion de la biologia de los
adipocitos, siendo éstos uno de los tipos celulares que presentan mayor
respuesta a las acciones de la insulina. La insulina promueve el almacenamiento
de TGs en el adipocito a través de diversos mecanismos entre los que se
incluyen, la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos; en los adipocitos
maduros estimula el transporte de glucosa y la sintesis de TGs (lipogenésis),
inhibe la lipdlisis, aumenta la captacion de acidos grasos derivados de las
lipoproteinas circulantes producidos por la activacion de la lipasa en el TA
(Paradis y Ruvkun, 1998).

El transporte de la glucosa es un paso importante en el metabolismo celular ya
que controla la tasa de utilizacion de ésta. En musculo esquelético y TA se
expresan tres isoformas del transportador de glucosa: GLUT 1, GLUT3 y GLUT4,
mientras que en pancreas, células renales e intestino es el GLUT2 el que
participa en el transporte de glucosa (Leturque y cols., 2005). La insulina
aumenta la tasa de captacién de glucosa principalmente por la translocacién de
la isoforma GLUT4 hacia la membrana celular. La insulina incrementa la
glucdlisis mediante el aumento del transporte de glucosa y de la actividad de las

enzimas hexocinasa y 6-fosfofructocinasa (Dimitriadis y cols., 2011).

La insulina participa de manera activa en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas. A continuacion, se mencionan las principales acciones
bioldgicas de la insulina. Metabolismo de carbohidratos: aumenta la tasa de
transporte de glucosa a través de la membrana celular en musculo y TA;
incrementa la glucodlisis mediante la activacion de la hexocinasa y la 6-
fosofofructoquinasa; aumenta la sintesis de glucogeno en higado, TA y musculo,
por mencionar algunos; en el higado inhibe la glucogendlisis y la

gluconeogénesis. La accion hipoglucemiante de la insulina es el resultado de la
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supresion de la produccién de glucosa a nivel hepatico e incremento de la
captacion de glucosa en el musculo y el TA. EI metabolismo lipidico disminuye
la lipdlisis en TA, reduciendo las concentraciones plasmaticas de lipidos;
aumenta la sintesis de AGL y TGs; favorece la formacion de VLDL en higado;
disminuye la oxidacion de acidos grasos en higado y muasculo y aumenta la
sintesis de colesterol hepético. Respecto al metabolismo de proteinas, aumenta
el transporte de aminoacidos hacia los tejidos, la sintesis de proteinas en
musculo, TA, higado y otros tejidos y disminuye la degradacion proteica en el
musculo y la formacion de urea. Por las acciones que lleva a cabo la insulina, es
catalogada como una hormona anabolica (Dimitriadis y cols., 2011). Durante la
obesidad, ademas de la alteracién en la concentracion y accion de la insulina se
manifiesta un desequilibrio en la concentracién sérica de otras moléculas
implicadas en el proceso de regulacién del peso corporal y homeostasis

energética y metabdlica.

Gran parte de estas moléculas son sintetizadas por el TA, que anteriormente era
considerado Unicamente un reservorio de energia, y actualmente se sabe que
es el 6rgano endocrino mas grande y que es capaz de liberar proteinas
mediadoras y de sefializaciébn que fungen como puente de comunicacion entre

éste y otros tejidos (Lehr y cols., 2012).

1.4. Tejido adiposo clasificacion y generalidades

De acuerdo con sus diferencias morfolégicas, de distribucion corporal, de
expresion de genes y de funcién, el TA se puede dividir en TA marrén o pardo
(TAM), tejido adiposo beige (TABe) y TA blanco (TAB). El TAM era considerado
un tejido caracteristico de los animales hibernantes, actualmente se sabe que
esta presente en roedores y en pequeiios mamiferos, incrementandose en
aguellos adaptados al frio y en neonatos. En la mayoria de los mamiferos, es
responsable del calor que da origen a la fiebre, ademas, en el estado de

hibernacion y durante la exposicion al frio induce la termogénesis.
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Chartoumpekis y cols. (2011) demostraron, mediante un estudio realizado en
ratones de la cepa C57BL/6J que la exposicion al frio, asi como la estimulacién
B- adrenérgica causa un incremento en los niveles de mRNA de FGF21 (del
inglés, Fibroblast Growth Factor-21, Factor de crecimiento de fibroblastos 21),
una proteina pleiotropica involucrada en el metabolismo de lipidos y la
homeostasis energética, pero no se observé un incremento significativo de ésta
en plasma. Posteriormente, se demostré que en humanos actia como facilitador
de la termogénesis inducida por frio, reportan, ademas, un incremento de 10-15
veces mas del consumo de glucosa en esta condiciobn que a temperatura
ambiente (Hanssen y cols., 2015), se ha observado que otros compuestos como
la irisina (originada en musculo esquelético) también presenta efecto sobre el

TAM modulando la actividad simpatica (Cereijo y cols., 2015).

Por otro lado, el TAM es rico en Proteina Desacoplante-1, (UCP-1, por sus siglas
en inglés Uncouplig Protein-1) (Cannon y Nedergaard, 2004; Ricquier y cols.,
1982) o termogenina, la cual es una proteina mitocondrial intramembranal que
se encuentra de manera exclusiva en los adipocitos marrones. Cuando la
noradrenalina se libera en respuesta al frio, se une a receptores -adrenérgicos
en la superficie de adipocitos marrones y se desencadena la activacion de la
enzima adenilato ciclasa, la produccién de cAMP (AMP ciclico) y la activacion
simultdnea de la cinasa dependiente de cAMP (PKA), dando origen a la
fosforilacién y activacion de la lipasa sensible a hormonas. Los acidos grasos
liberados por accion de esta lipasa se unen a la termogenina iniciando un
desacoplamiento del gradiente de H+ y la liberacion de la energia del gradiente

en forma de calor. (Palou y cols. 1998).

Respecto a la morfologia, los adipocitos del TAM tienen en promedio, un
diametro mas pequefo que los del TAB, tienen vesiculas lipidicas de diferentes
tamafos, presentan abundante citoplasma, un nucleo esférico y excéntrico y un
gran nimero de mitocondrias (Bernlohry cols., 2011; Saely y cols. 2011). El color
del TAM se deriva de la extensa vascularizacion y de la presencia de las
mitocondrias densamente empaquetadas. EI TAM posee una mayor
vascularizacion que el TAB, lo que se traduce en una respuesta mas rapida a la

estimulacién de sistema nervioso simpatico provocando la produccion de calory
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la sintesis de UCP-1 (Caruso y cols., 2010), ademas, los vasos sanguineos
participan en la liberacion de combustible para almacenamiento y oxigenacion y
en la disipacion del calor generada por las mitocondrias a otras partes del cuerpo
(Kiess y cols., 2008). En los seres humanos, es dificil encontrar TAM post-
natalmente, sin embargo, empleando tomografia por emision de positrones se
han observado depdsitos de TAM activos en las regiones paraventral,
supraclavicular, cervical y axilar en poblacion adulta (Caruso y cols., 2010).

Tanto en roedores como en humanos, los depdsitos de TAM y TAB se
encuentran localizados en diferentes regiones anatomicas. Sin embargo, hace
aproximadamente 30 afios se reportd la presencia de algunas células
multiloculares (caracteristicas del TAM), que presentan grandes cantidades de
UCP-1 en el TAB de ratones, ratas y gatos. Ademas, estas células cobraron
relevancia al comprobarse que pueden ser estimuladas por el frio y de igual
forma en roedores tratados con agonistas de los receptores $-adrenérgicos que
elevan las concentraciones intracelulares de cAMP (Adenosin monofosfato
ciclico), como CL316 y CL243 (Wu y cols., 2013). A este tejido adiposo se le ha

denominado tejido adiposo beige.

Estos adipocitos se presentan en el TAB derivados de precursores celulares
diferentes a los del TAM y son mas cercanos al linaje celular del TAB. Por otro
lado, se ha reportado la expresion de genes diferentes entre el TAM y TABe que
nos permite diferenciar ambos tipos celulares. Estos genes estan involucrados
en distintas funciones: actian como factores de transcripcion (Zicl y Thx15),
proteinas asociadas al metabolismo (Slc27a 1) o a vias inflamatorias (CD 40 y
CD 137) (Giralt y Villarroya, 2013).

Sin embargo, las células del TAM y del TABe poseen ciertas caracteristicas y
por lo tanto, deberian ser consideradas diferentes tipos celulares, en primer
lugar, las células del TABe, al menos en los depésitos de TAS en el raton, no
derivan de los mismos precursores embrionicos que dan lugar a los adipocitos
del TAM; segundo, un numero importante de loci estan asociados con el
desarrollo inducido de adipocitos del TABe pero no de adipocitos del TAM;

tercero, el TABe y TAM expresan algunos genes diferentes; cuarto, existe una
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notable diferencia en ambos tipos celulares, ya que los adipocitos del TAM
expresan altos niveles de UCP-1 y otros genes termogénicos en condiciones
basales, mientras que en los adipocitos del TABe se expresan solo bajo
condiciones de estimulacion tales como el tratamiento con agonistas [-
adrenérgicos o PPAR-Y. El TABe se esta estudiando como un posible blanco

terapéutico para la pérdida de peso (Harms y Seale, 2013).

Los adipocitos presentan la habilidad de reprogramar su fenotipo de manera
reversible en funcién de las necesidades corporales, asi, la exposicion de
manera croénica al frio favorece la transdiferenciacién de adipocitos marrones a
blancos o si es necesario aumentar el almacenamiento de energia se presenta
la transdiferenciaciéon de adipocitos marrones a blancos (Giralt y Villarroya,
2013). Incluso, durante la gestacion, algunos adipocitos blancos (los autores
proponen que sean llamados “rosas”) presentes en los depdsitos subcutaneos
de ratones hembra prefladas se diferencian de manera progresiva hacia la

produccion y secrecion de leche (Giordano y cols., 2016).

En lo referente al TAB, es el principal reservorio de energia en forma de acidos
grasos libres (AGL), se ha reportado que, en poblacion adulta en condiciones de
peso normal, constituye como maximo el 20% del peso corporal (Park y cols.,
2014). Mdltiples evidencias demuestran que secreta mas de 600 proteinas (Lehr
y cols., 2012) entre ellas hormonas y moléculas de sefializacion, llamadas en
general adipocinas, las cuales, pueden ejercer sus funciones bioldgicas de
manera autocrina, paracrina o sistémica y tienen influencia sobre diversas vias
como la homeostasis de la glucosa y la inmunidad. Las adipocinas provenientes
del TAB pueden presentar propiedades anti-inflamatorias o pro-inflamatorias
(Waki y Tontonoz, 2007).

El TAB de los sujetos delgados secreta preponderantemente adipocinas anti-
inflamatorias como la adiponectina, apelina, factor de crecimiento transformante
B (TGF-B, del inglés Transforming Growth Factor- @), interleucinas (IL) IL-4, IL-
10, IL-13 y antagonista del receptor IL-1 (IL-1 Ra), entre otras. En los sujetos
obesos, el TAB libera principalmente citocinas pro-inflamatorias como leptina, IL-

6, Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a del inglés, Tumor Necrosis Factor-a),
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visfatina, resistina, angiotensina Il e inhibidor del activador del plasminégeno 1
(PAI-1, del inglés Plasminogen Activador Inhibidor-1) (Ouchi y cols., 2011). En
los sujetos delgados, las adipocinas anti-inflamatorias intervienen en funciones
fisioloégicas, pero en enfermedades metabdlicas las que actian son las
adipocinas pro-inflamatorias dando origen a la Rl ya sea afectando de manera
directa la via de sefalizacion de la insulina o mediante la estimulacion de vias
de sefializacion pro-inflamatorias (Tilg y Moschen, 2008). La inflamacion
asociada a obesidad ocurre en estadios que se caracterizan por una
remodelacion del TAB, manifestandose un incremento en el numero de
adipocitos (hiperplasia) y un incremento del tamafio de estos (hipertrofia),
infiltracion de macréfagos vy fibrosis. La hipertrofia es causada por dos factores:
a) aumento de grasa en forma de adipocitos diferenciados y b) aumento de la
expresion de mediadores pro-inflamatorios. Por otro lado, los adipocitos
hipertréficos modifican el balance de citocinas creando en el tejido un ambiente
responsable de la modificacion del TAB en donde un grupo de macréfagos tipo
2 (M2), favorecen la expresion de mediadores pro-inflamatorios. En el TAB de
sujetos obesos, existen estructuras conocidas como “estructuras en forma de
corona” las cuales se conforman por adipocitos necroticos y fragmentos
celulares adipocitarios, con lo cual, la infiltracion de macréfagos M2 se aumenta,
se ha descrito que algunas citocinas, asi como sus receptores y moléculas de
adhesion estan involucradas en este proceso (Caruso y cols., 2010). EI TAB se
encuentra distribuido en diferentes sitios anatomicos. Se encuentra mayormente
en la region intra abdominal (intestinos y areas peri renales) y subcutdnea
(nalgas, muslos y abdomen). (Gesta y cols., 2007). El exceso de tejido adiposo
da origen a la obesidad y conlleva el riesgo de desarrollar enfermedades

cronicas que disminuyen considerablemente la calidad de vida de los pacientes.

1.4.1. Anormalidades en las concentraciones de adipocinas

Desde el descubrimiento de la leptina en 1994, el TA ha sido objeto de un amplio
trabajo de investigacion, a través del cual se conoce la capacidad de los
adipocitos de sintetizar y secretar sustancias biologicamente activas llamadas
“adipocinas”. Dentro de este grupo de adipocinas se encuentran una vasta gama

de citocinas, hormonas y enzimas que desempefian un papel importante en una
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extensa variedad de funciones bioldgicas, por ejemplo, la regulacion del apetito,
la homeostasis energética, la homeostasis vascular, la presion sanguinea y los
procesos inmunes e inflamatorios, asi como en el metabolismo de grasas y
carbohidratos. Estos cambios pueden predisponer al desarrollo de RI,
hipertension e inflamacion (Korek y Krauss, 2015). Se sabe que las adipocinas
actuan a nivel local y sistémico y que expresan una gran variedad de receptores
que les permiten responder a sefales de otros sistemas hormonales y también
del sistema nervioso central (SNC). Con la capacidad de responder a sefiales
aferentes y eferentes el TA forma parte de una gran via de comunicacion entre
un gran nimero de oOrganos. Este sistema global de respuesta resulta en la
diversidad fisiol6gica de las adipocinas (Khan y Joseph, 2014). En las personas
obesas, la secrecion de adipocinas presenta anormalidades, resultado del
exceso de TA. Entre las mas estudiadas en el contexto de obesidad han sido la
leptina y la adiponectina, las cuales desarrollan un papel importante en la
regulacion del peso corporal y en la saciedad, y son marcadores confiables de
adiposidad en humanos (Zhang y cols., 2017; Guenther y cols., 2014; Jéquier,
2002). Matsubara y cols. (2002) demostraron que en mujeres con peso normal
no diabéticas la adiponectina se encuentra alta y la leptina baja y que esta
relacion se invierte cuando se evalla en condiciones de obesidad y diabetes.

1.4.1.1. Leptina

La palabra leptina viene del griego leptos que significa “delgado”, esta hormona
es producto del gen Ob, el cual esté localizado en el cromosoma 7 y esta formado
por tres exones y dos intrones (Wasim, 2015). Esta hormona es secretada
principalmente por el TAB y en menor grado en el hipotadlamo, el epitelio géstrico,
la placenta y en las gbnadas; en los humanos se encuentra aumentada durante
la obesidad y correlaciona de manera directa con la adiposidad, disminuyendo
cuando se presenta pérdida de peso (Makki y cols., 2013). La leptina ha cobrado
relevancia debido a que presenta efectos pleiotropicos entre los que se incluyen
la sensacion de saciedad, el gasto energético y la funcién neuroendocrina
(Friedman, 2000). Esta adipocina podria tener un papel preponderante en el
desarrollo de ECV (Gonzéalez y cols., 2013). Existe evidencia que la involucra en

la patogénesis de enfermedades inflamatorias y autoinmunes ya que es capaz
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de activar al sistema inmune y por ende sus mediadores inflamatorios (Cojocaru
y cols., 2013). En pacientes con enfermedad renal terminal la concentracion
sérica de leptina se encuentra elevada (Merabet y cols., 1997) y se reportd una
correlacion positiva con Rl (Osegbe y cols., 2016; Wang y cols., 2013). La leptina
actia sobre dos tipos neuronales presentes en el ndcleo arcuato a nivel
hipotaldmico. Estos circuitos neuronales se activan a través de la union de la
leptina a sus receptores LepRb (del inglés, Leptin receptor b). Una vez que la
leptina se une a su receptor (LepRb), inhibe la accion de NPY (Neuropéptido Y)
y AgRP (Péptido Relacionado con el Gen Agouti); se activa a la POMC
(Propiomelanocortina) y CART (Transcripto Regulado por Anfetaminas y
Cocaina); estos cuatro factores tienen efecto sobre a-MSH (Hormona
Estimulante de Melanocitos) y orexina en el hipotdlamo lateral y sobre CRH
(Hormona Liberadora de Corticotropina) en el nacleo paraventricular. La perfecta
homeostasis entre estos sistemas produce: disminucién en los niveles de
glucosa, insulina y lipidos; aumento de hormonas tiroideas y reproductivas;
produce sensacion de saciedad y estimula la termogénesis (Almanza-Pérez y
cols., 2008). En la figura 4 se muestra el mecanismo de accion de la leptina y

sus efectos en peso normal y sobrepeso.
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Figura 4. Mecanismo de accién de la leptina en individuos con: a) Peso normal; B) Sobrepeso
u obesidad. R-LEP: Receptor de leptina; AGRP: Péptido Relacionado al Gen Agouti; NPY:
Neuropéptido Y; CART: Transcripto Regulado por Anfetaminas y Cocaina; POMC:
Propiomelanocortina; Y-R: Receptores de NPY y AGRP; a-MSH: Hormona Estimulante de
Melanocitos-a; MC4R: Receptor 4 de Melanocortina.

1.4.1.2. Adiponectina

La adiponectina fue descrita casi de manera simultanea por 4 grupos de
investigacion (Breitfeld y cols., 2012). Es producto del gen AdipoQ que se
localiza en el cromosoma 3927, el cual esta conformado por tres exones
(Disponible en: http://www.ensembl.org.index.html; ENSG00000181092). La
adiponectina, también conocida como GBP-28, Acrp-30, aPm1 o AdipoQ, circula
en concentraciones altas en humanos y en ratones; representa cerca del 0.01%
del total de las proteinas plasmaticas. El rango de concentracion de la
adiponectina en humanos es de 2-30 pg/mL y es generalmente mayor en las
mujeres que en los hombres. La adiponectina es secretada por el TAB, sin
embargo, se ha demostrado su presencia en fluido cerebroespinal de roedores
y humanos (Dridi y Taouis, 2009), ademas, es la Unica adipocina que se regula
de manera negativa respecto a la obesidad, se han observado bajos niveles de
esta hormona en obesidad y RI. Esta adipocina posee diversas funciones que
son llevadas a cabo mediante la union a sus receptores AdipoR1 (del inglés,
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Adiponectin Receptor 1) y AdipoR2 (del inglés, Adiponectin Receptor 2) (Lehry
cols., 2012), entre ellas podemos mencionar. aumento en la captacion de
glucosa en musculo, en la actividad de la sintasa de Oxido nitrico endotelial
(eNOS del inglés, endotelial-Nitric Oxide Synthase), en la B-oxidacién, en la
proliferacion de macréfagos M2; disminucién de: lipogénesis, produccion de
especies reactivas de oxigeno y mejoria en la Rl (Ruan y Dong, 2016; Dridi y
Taouis, 2009). La adiponectina ejerce un papel regulatorio sobre la sensibilidad
alainsulina, asi como una influencia directa sobre la secrecion de ésta (Nagaraju
y cols., 2016). En la figura 5 se muestra el mecanismo de accion y los efectos de

la adiponectina en peso normal y sobrepeso u obesidad.

a)| Peso normal b)Sobrepeso/obesidad
Respuesta Respuesta
inflamatoria inflamatoria
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Célutas tm.c Captacién de Céiulas 1&0)06.&600::. lcmaciénde
CIPUMOSAS grasos glucosa espumosas
4 Produccién 1(::- 06 B-oxidacién ac. Produccién A Gluconeogénesis lB—on’d.cién.c
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i \ ‘, I
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Figura 5. Mecanismo de accion de la adiponectina en a) Peso normal; B) Sobrepeso u obesidad.
AdipoR1: Receptor 1 de adiponectina; AdipoR2: Receptor 2 de adiponectina; NF-kB: via de
sefializacion pro-inflamatoria.

1.4.1.3. Otras adipocinas

La familia de adipocinas esta creciendo debido al descubrimiento de nuevos
péptidos. Entre las nuevas moléculas que comienzan a cobrar importancia estan
la proteina de unién al retinol (RPB-4 del inglés, Retinol Protein Binding-4), el
factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21 del inglés, Fibroblast Growth
Factor 21) y la dipeptil peptidasa 4 (DPP-4 del inglés, dipeptidyl peptidase-4) por
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Su participacion en la patogénesis de desordenes metabdlicos asociados a la

obesidad, asi para su tratamiento (Korek y Krauss, 2015).

Las adipocinas pueden a su vez dividirse en pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias. Entre las adipocinas pro-inflamatorias mas estudiadas podemos
mencionar a la interleucina 6 (IL-6), la cual se expresa de manera importante el
TAB y correlaciona de manera positiva con la obesidad. La administracion
periférica de IL-6 interrumpe la via de sefializacion de la insulina debido a un
aumento en la expresion de SOCS3 (Supresor de la sefalizacion de citosinas)
en los hepatocitos, lo cual sugiere que la obesidad induce la expresion de IL-6
mediante el estado de RI. Por otro lado, los ratones deficientes de IL-6 presentan
obesidad e inflamacion hepatica que se revierte mediante la administracion de

esta citocina y mejora la sensibilidad a la insulina (Kwon y Pessin, 2013).

El TNF-a fue descrito originalmente como una endotoxina capaz de mediar la
necrosis tumoral y el cancer. Es expresado principalmente por monocitos y
macrofagos. Su concentracion sérica se encuentra aumentada en los humanos
durante la obesidad con lo cual se sugiere que presenta un papel importante en
la RI. El tratamiento de lineas celulares y roedores con esta adipocina induce la
RI. En pacientes obesos a los cuales se les ha administrado agentes
bloqueadores de TNF-a por un periodo de tiempo corto, se ha observado
disminucion de la inflamacion, pero no mejoria en la sensibilidad a la insulina, en
contraste, el tratamiento durante un tiempo prolongado en pacientes obesos con
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, mejora la sensibilidad a

la insulina (Stanley y cols., 2011).

La proteina RPB-4 se expresa en higado, adipocitos y se encuentra aumentada
de manera significativa en roedores y en humanos obesos y diabéticos. Su
expresion correlaciona de manera inversa con los receptores GLUT-4 en los
adipocitos y la administracion de esta adipocina recombinante en ratones
normales, es capaz de inducir Rl (Yang y cols., 2005). Ademas, estimula a las
células endoteliales para favorecer la produccion de moléculas pro-inflamatorias
como la Molécula de adhesion vascular (VCAM-1, del inglés Vascular Cell
Adhesion Molecule) e IL-6 lo que resultan en DE (Farjo y cols., 2012).
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La Resistina es una proteina que se ha establecido como un factor inductor de
la inflamacion pulmonar y de la RI, los monocitos y los macréfagos son su mayor
fuente productora en los humanos, sin embargo, en los murinos la expresion se
limita a los adipocitos (Benomar y cols., 2013). En ratones Lep/Ob deficientes de
resistina muestran una mejoria en la sensibilidad a la insulina y en la tolerancia
a la glucosa. Ciertas moléculas pro-inflamatorias como IL-18, IL-6, TNF-ay LPS
(Lipopolisacéarido) inducen la expresion de resistina en macréfagos humanos y
esta a su vez, es capaz de estimular las células mononucleares periféricas para
producir IL-6 y TNF-a (Qi y cols., 2006).

La mayoria de las adipocinas presentan una actividad pro-inflamatoria a
excepcion de unas cuantas, como la adiponectina, la Vaspina, la Omentina y la
Apelina. De manera general, las proteinas pro-inflamatorias se encuentran
aumentadas mientras que las anti-inflamatorias disminuidas en roedores y
humanos obesos y esta condicion se asocia con la RI (Kwon y Pessin, 2013).

La vaspina se expresa en altas concentraciones en adipocitos de rata y mejora
la sensibilidad a la insulina debido a que disminuye la expresién de resistina,
leptina y TNF-a, al suprimir la expresion de TNF-a se disminuye la produccion
de especies reactivas de oxigeno y la adhesién de monocitos (Hida y cols.,

2005), sin embargo, en humanos aun no queda claro su papel.

La Omentina-1, es secretada por el TA omental y se expresa mayormente por la
fraccion celular vascular del estroma omental. Los niveles circulantes de
omentina-1 estdn inversamente correlacionados con obesidad y pueden ser
suprimidos por la insulina y la glucosa. En los humanos aumenta la captacion de
glucosa mediada por insulina; en los adipocitos de tejido subcutaneo y visceral,
atenda la activacion de TNF-a y Proteina C reactiva (CRP del inglés, C-Reactive

Protein) en células endoteliales (Kwon y Pessin, 2013).

La apelina es una proteina que puede ser expresada por diferentes tipos
celulares como pulmén, glandula mamaria y testiculos, se ha identificado como
un ligando enddgeno de un receptor huérfano acoplado a proteina G conocido
como APJ. La apelina tiene diversas funciones fisiolégicas para regular la

homeostasis y la frecuencia cardiaca (FC); secretada por los adipocitos y se
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encuentra elevada en humanos y roedores que presentan obesidad. En ratones
deficientes de esta adipocina y que han sido alimentados con una dieta alta en
grasa se ha observado RI, lo cual sugiere que esta proteina mejora la
homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina, asi mismo, se ha
descrito que esta involucrada en la respuesta inflamatoria en los sujetos obesos.
La concentracion de apelina correlaciona de manera positiva con TNF-a y el
tratamiento con éste induce la expresién de apelina en TA (Kwon y Pessin,
2013).

Concentraciones elevadas de leptina y disminuidas de adiponectina, reportadas
en pacientes con sobrepeso y obesos, se han relacionado con la presencia de
alteraciones tales como la hipertension y el riesgo de desarrollar ECV, patologia
en la cual tiene un papel preponderante la DE, la cual, es una de sus primeras

manifestaciones.

1.4.2. Endotelio y disfuncién endotelial (DE)

El endotelio es una capa de células que recubre la superficie luminal de los vasos
sanguineos, a principios de los 80's el enfoque de los investigadores hacia el
endotelio cambioé de manera radical, ya que era considerado Unicamente como
el “papel celofan” del arbol vascular, sin otras funciones especificas fuera de
controlar la permeabilidad de agua y electrolitos (Rajendral y cols., 2013) a partir
de esa década, se lograron grandes avances que permitieron el entendimiento
de las funciones tan complejas que desarrolla este 6rgano enddcrino. Las células
del endotelio vascular presentan funciones Unicas y distintas, entre las que
podemos mencionar; la filtracion de fluidos, como en el glomérulo renal;
mantenimiento del tono de los vasos sanguineos; homeostasis, reclutamiento de

neutroéfilos y transporte de hormonas (Durand y Gutterman, 2013).

Las principales funciones del endotelio son: control de los procesos de trombosis
y fibrindlisis, interacciéon de leucocitos y plaquetas con la pared vascular,
regulacion del tono vascular y de la angiogénesis (Verhamme y Hoylaerts, 2006)
y son llevadas a cabo mediante dos vias, una es a través de receptores de

membrana afines a diversas moléculas entre las cuales podemos mencionar a
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las proteinas, a las particulas transportadoras de lipidos, metabolitos y hormonas
y también con ayuda de proteinas especificas de unién y receptores que
controlan la interaccion intercelular y las interacciones células-matriz celular
(Cines y cols., 1998).

En 1980, se describié la existencia de un factor derivado del endotelio que
presenta actividad vaso relajante, posteriormente se identificé como Oxido nitrico
(NO, del inglés Nitric Oxide). Esta sustancia se sintetiza a partir de la conversion
metabdlica de L-arginina en L-citrulina, reaccion catalizada por la enzima NOS
(del inglés, Nitric Oxide Sintasa). Existen tres isoformas de esta enzima, la eNOS
(Endothelial Oxide Nitric Sintasa), NNOS (Neuronal Oxide Nitric Sintasa) y la
INOS (Inducible Oxide Nitric Sintasa) (Cruz y cols., 2012).

La eNOS y la nNOS poseen mecanismos de activacion constitutivos, la INOS se
expresa en procesos celulares anormales como la insuficiencia cardiaca. La
eNOS, que se encuentra principalmente en las células endoteliales en
compartimientos llamados caveolas, participa de manera importante en el

mantenimiento del tono vascular (Dias y cols., 2011).

Otras sustancias vasodilatadoras producidas por el endotelio y que participan de
manera importante en el buen funcionamiento de éste, son las prostaglandinas
(PG), las cuales, son lipidos autacoides derivados del &cido araquiddnico
mediante la accién de la isoenzima ciclooxigenasa (COX) y su sintesis es
inhibida por farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), incluyendo el
bloqueo especifico de COX-2. Se han descrito 4 prostaglandinas bioactivas
generadas in vivo: E2 (PGEZ2), la prostaglandina mas abundante y con un gran
namero de funciones, lleva a cabo efectos pro-inflamatorios o anti-inflamatorios
dependiendo del subtipo de receptor, poblacién celular y el contexto de la
activacion, actla sobre el musculo liso vascular; prostaglandina D2 (PGD2),
producida principalmente por las células cebadas encargadas de iniciar la
respuesta aguda alérgica, ademas, puede estar involucrada en procesos
patolégicos como el asma; prostaglandina F2a (PGF2a), producida por el
endometrio durante el ciclo menstrual, cambios en la produccion de esta

molécula se han asociado a un flujo menstrual anormal y prostaciclina (PGI2),
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esta molécula es sintetizada por el endotelio vascular e inhibe la proliferacion,
diferenciacion y migracion de células musculares lisas vasculares, inhibe la
agregacion plaquetaria, presenta un efecto cardioprotector durante el dafio por
reperfusion e isquemia y es un mediador relevante durante la inflamacion aguda
y en la trasmision del dolor inflamatorio (Ricciotti y FitzGerald., 2011; Mubarak,
2010).

La DE se define como un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias
bioactivas derivadas del endotelio que predispone a la inflamacion,
vasoconstriccion y al incremento de la permeabilidad vascular y por ende
favorece el desarrollo de arterosclerosis, agregacion plaquetaria y trombosis
(Badimon y Martinez, 2006), debido a lo anterior, la DE es considerada una etapa
temprana del proceso aterogénico (McSorley y cols., 2004). Existen varias
técnicas para evaluar la DE a nivel pre clinico, entre las mas empleadas se
encuentra la cuantificacion de algunos marcadores séricos, los cuales son
moléculas de adhesidn que se expresan en la superficie de células endoteliales
dafiadas, estas moléculas se liberan a la circulacién y sus niveles aumentados
se asocian a riesgo vascular y arterosclerosis (Jezovnik, 2011), entre estas
moléculas se encuentra el sICAM-1 (del inglés Soluble Intercellular Adhesion

Molecule-1).

1.4.2.1. Molécula soluble de adhesion intercelular-1 (sSICAM-1)

La obesidad y la Rl estan asociadas a niveles elevados de molécula sICAM-1, la
cual pertenece a la super familia de las inmunoglobulinas y es regulada por
citocinas pro-inflamatorias. Esta molécula esta presente en las placas
ateroscleroticas (Sweeney, 2010); se expresa de manera constitutiva en la
superficie celular de diversas lineas celulares (Whiteman y cols., 2003). Se ha
reportado su presencia en diversos fluidos corporales como: cerebroespinal
(Tsukada y cols.,1993), sinovial (Mason, Kapahi, y Haskard, 1993) de lavado
bronco alveolar (Shijubo y cols.,1994) asi como en orina (Teppo y cols., 2001) y
suero (Rothlein y cols., 1991).
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La liberacion de sICAM-1 esta mediada por algunas citocinas y factores, existen
moléculas inductoras de la expresion de sICAM-1 como TNF-q, IL-6, IL-1, alcohol
y &cidos grasos insaturados y otras fungen como inhibidoras como la IL-10,
antioxidantes, insulina (Witkowska y Borawska, 2004) adiponectina (Zhu y cols.,
2008; Goldstein y Scalia, 2004; Kubota y cols., 2002).

Ito y cols. (2002) reportaron que mujeres con obesidad, que se sometieron a una
dieta equilibrada y a actividad fisica durante tres meses, ademas de la pérdida
de peso se presentd una disminucion en la concentracion sérica de sICAM-1.
En un estudio realizado por Sweeney (2010) se encontr6é que la Rl se asocia de
manera positiva a la concentracion de sICAM-1, ademas, ajustando por edad y
género, se observo que los niveles de TGs correlacionaron de manera positiva

con el sSICAM-1 y de manera negativa con el HDL.

Hoy en dia es comun el uso de moléculas tales como el sICAM-1 como
biomarcadores para establecer DE y enfermedades derivadas de ésta.
Recientemente, Dzikowska-Diduch y cols. (2017) reportaron que los sujetos con
niveles elevados de sICAM-1 tienen un mayor riesgo de padecer trombosis

venosa.

1.5. Interrelacion de RI, adipocinas y disfuncion endotelial

Se ha observado que aun en la niflez, la obesidad genera un ambiente
inflamatorio, tanto en TA, como en la circulacion (Sabin y cols., 2006; Sbarbati y
cols., 2006; Winer y cols., 2006). La obesidad asociada a inflamacién es una
condicibn que se presenta tanto en Rl como en el riesgo cardiovascular
(Gustafson, 2010). Aunque la obesidad desempefia un papel importante en la
fisiopatologia de la Rl y del riesgo cardiovascular, la Rl es un factor de riesgo
independiente para el establecimiento de las ECV (Quinones y cols., 2004) y las
adipocinas como la leptina y la adiponectina también presentan efectos sobre el
endotelio vascular y por ende, sobre el desarrollo de DE. La obesidad y la Rl a
la insulina pueden contribuir de manera importante al desarrollo de ECV. La
obesidad favorece la DE a través del efecto directo de las adipocinas,

principalmente el TNF-q, el cual es secretado por el TA debido al reclutamiento
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de macréfagos M1 generando de manera indirecta inflamacion y DE. Por otro
lado, la RI asociada a una disminucion de adiponectina y un aumento de IL-6,
TNF-a, RPB-4 y AGL, genera estrés oxidativo y por ende DE. La acumulacion
de TA, la Rl y la dislipidemia pueden originar el proceso aterosclerético. En la
figura 4 se muestra como la obesidad, la Rl y las adipocinas participan en el

proceso de DE (Van Gaal y cols., 2006).
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Figura 6. Participacién de la obesidad, Rl y adipocinas durante el proceso de disfuncion
endotelial. MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein; TNF-a Tumoral Necrosis Factor-a; IL-6:
Interleukin 6; IL-10: Interleukin 10; NEFA: Non- Esterified Fatty Acids; CRP: C - reactive protein;
PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor-1; VLDL: Very Low-Density Lipoproteins; LDL-ox:
Oxidated-Low Density Lipoproteins; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule; ROS: Reactive
Oxygen Species. Tomado de: Van Gaal y cols. 2006.

1.5.1. Resistencia a lainsulinay disfuncién endotelial

Se sugiere que la RI es un factor de riesgo que predispone a la arterosclerosis
temprana y al desarrollo de ECV, principalmente a través de su asociacién con
otros factores de riesgo como hipertension, dislipidemia, hipercoagulabilidad, y

DE. Asi, la hiperinsulinemia originada por la RI al parecer promueve algunos
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marcadores relacionados con la ECV, sin embargo, su papel en nifios y
adolescentes no es del todo claro (Steinberger y cols., 2009). Se sabe que la
insulina ejerce efectos sobre el endotelio vascular y favorece el flujo sanguineo
en TA y musculo debido al aumento en la vasodilatacion y el reclutamiento

capilar.

El correcto funcionamiento endotelial se debe al balance en la secrecion de
mediadores vasodilatadores como el NO, las PGI2 y vasoconstrictores como
Angiotensina (Ang I, del inglés Angiotensin-Il) y la Endotelina 1 (ET-1 del inglés
Endothelin-1) (Davignon y Ganz, 2004). La insulina es capaz de actuar a través
de diferentes vias metabdlicas que tienen influencia sobre ambos tipos de
mediadores. La activacion de la via P13-K/Akt favorece la fosforilacion de eNOS
y la subsecuente conversién de L-arginina en L-citrulina 'y NO, el cual, es el mas
importante y potente vasodilatador enddgeno, el cual desempefia un rol protector
sobre el endotelio ya que disminuye la expresion de moléculas de adhesion
celular como el sSICAM-1, atenuando la agregacion plaquetaria, la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y la inhibicion de la proliferacion de células
espumosas (Hartge y cols., 2007). Una disminucién en biodisponibilidad de NO
favorece el incremento de marcadores pro-inflamatorios y protrombéticos y de
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen species), los
cuales son factores asociados a la DE y estan mediados a través de la activacion
de la via MAPK/ERK. La exposicion de células endoteliales a concentraciones
elevadas de acidos grasos no esterificados repercute sobre la funcién endotelial
mediada por insulina, ya que se reduce la produccién de NO vy, por lo tanto, se
presenta una disminucién del flujo sanguineo en los tejidos (Huang y cols.,
2007).

Alteraciones en la concentracion de adipocinas, Rl y DE son tres condiciones

patolégicas que pueden coexistir y cuya relacién causa-efecto no esta del todo

clara en la infancia.
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1.5.2. Leptinay disfuncion endotelial

Existe controversia sobre el papel que juega la leptina en la ECV (Hida y cols.,
2005). Mediante el uso de modelos murinos de obesidad e hiperleptinemia, se
demostré que los efectos de la leptina sobre la vasodilatacion son concentracion
dependiente. Cuando la leptina se encuentra dentro de los parametros normales
(<15 ng/mL) estimula la vasodilatacion a través de la liberacion NO, pero en
condiciones de hiperleptinemia se observa el efecto opuesto. Con ayuda de
estudios llevados a cabo in vivo e in vitro en el contexto de obesidad, se demostro
que la leptina previene la vasodilatacién inducida por acetilcolina, la cual esta
mediada por NO. Estudios realizados en ratones Knock out para leptina han
generado hallazgos controversiales respecto a si la leptina tiene un efecto

protector o dafiino para el endotelio vascular (Knudson y cols., 2005).

Al parecer, los efectos de la adiponectina y la leptina sobre la salud y el
funcionamiento del endotelio vascular presentan acciones dicotémicas
dependiendo del estado metabdlico en general o de la patogénesis vascular de
forma local. Los efectos de estas adipocinas pueden ser beneficiosas o
perjudiciales (Stern y cols., 2016).

1.5.3. Adiponectinay disfuncién endotelial

En modelos de roedores y en cultivos celulares de pacientes con ECV se ha
evidenciado una disminucion en la concentracion sérica de adiponectina (Baker
y cols., 2006). La adiponectina estimula la angiogénesis in vivo e in vitro a través
de la activacion de las vias de AMPK y AKT y de esta manera promueve la
sintesis de NO en la célula endotelial (Ouchiy cols., 2004), ademas, también es

capaz de activar la eNOS (Achari y Jain, 2017).

Komuray cols. (2013) realizaron un estudio en ratones deficientes (KO, del inglés
Knock out) del gen de adiponectina y evaluaron la respuesta vascular
inflamatoria inducida por LPS 4 horas después de la administracion; los niveles
de mMRNA de VCAM e ICAM se midieron en la capa intima de la aorta también

en ratones silvestres (WT, del inglés Wild type) y encontraron que la adiponectina
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se expresa en las células endoteliales de la aorta y que la deficiencia de ésta,
causa un incremento significativo de las moléculas de adhesion vascular (VCAM
e ICAM) si se administra LPS, el cual, induce el reclutamiento de monocitos al
endotelio de manera paralela a la elevacion de moléculas de adhesion. En este
estudio se observa que la adiponectina presenta un efecto protector sobre la

vasculatura durante la iniciacion del proceso aterosclerético.

Por otro lado, se ha descrito la existencia de una correlacion inversa en la
concentracion sérica de adiponectina y la presencia N (epsilon)-(carboximethyl)
lisine, molécula perteneciente al grupo de Productos de glicacion terminales
(AGE’s del inglés, advanced glycation end products), los cuales son capaces de
inducir complicaciones vasculares y se les ha ligado a la diabetes y a un aumento
de la aterogenicidad y la inflamacion (Del Turco y cols., 2011). Se ha reportado
que la adiponectina protege contra la DE producida por las LDLox, efecto debido
probablemente al mantenimiento intracelular de los niveles de GSH (glutation)

(Plant y cols., 2008), el cual posee la accidon anti oxidante.

2. Obesidad: importancia de la genéticay la epigenética en su desarrollo

2.1. Genéticay obesidad

La genética tiene un papel importante en el desarrollo de obesidad. Para su
estudio a nivel genético, la obesidad se clasifica en obesidad monogénica,
debida a la presencia de un solo gen disfuncional, es severa y poco frecuente, y
la obesidad poligénica, la cual es causada por alteraciones en varios genes y
nos permite estudiar las relaciones entre hormonas y proteinas, es la forma mas

frecuente de la enfermedad.

Hasta el afio 2012, se contaba con la identificacion de 7 genes causantes de
obesidad monogénica (LEP, LEPR, POMC, MC4R, PC1, NPY y SIM1) y 6 genes
que producen obesidad poligénica (ADRB1, ADRB2, ADRB3, UCP1, UCP 2,
UCP 3) (Shawky y Sadik, 2012). Algunas formas de obesidad monogénica estan
asociadas a mutaciones en el gen del receptor de Propiomelanocortina (MC4R

del inglés, Melanocortin 4 Receptor), pero esto solo se ha observado en un
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porcentaje bajo de pacientes con obesidad morbida (3-5%) y no todos los
individuos con una mutacion en este gen presentan obesidad (Munsch y
Beglinger, 2005), lo cual sugiere que el desarrollo de obesidad depende de un
gran numero de genes involucrados en procesos que afectan el almacenamiento

de grasa, el gasto energético, la ingesta caldrica etc.

Por otro lado, se ha reportado que las mutaciones: R105W, N103K y L72S en el
gen LEP, se asocian con un fenotipo de obesidad mérbida de origen monogénico
en diferentes poblaciones alrededor del mundo. Recientemente, se ha descrito
que la mutacién denominada H118L se encuentra presente en pacientes chinos

con obesidad, no asi en los controles (Zhao y cols., 2014).

En lo que respecta a la obesidad poligénica, se ha establecido la participacion
del receptor adrenérgico -1 (ADRBL1), el cual, esté involucrado en la actividad
de la enzima adenilato ciclasa. La presencia de la variante génica Gly389Arg
ADRB1, genera un aumento en la actividad de la adenilato ciclasa en
comparacion con la forma 389Arg (Wild type) del gen. El mecanismo de accion
de ADRB1 no esta del todo claro, sin embargo, se tiene conocimiento de su
participacion en la lipdlisis, el almacenamiento de grasas y en general del

balance energético in vivo (Dionne y cols., 2002).
Otro topico importante en el estudio del desarrollo de obesidad, son los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs del inglés, Single Nucleotide

Polymorphism).

En la tabla 6 se muestra una compilacion de genes involucrados en el desarrollo

de obesidad a través de polimorfismos (Walley y cols., 2006).
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Tabla 6. Genes involucrados de manera directa en el desarrollo de obesidad

Gen Nombre proteina/molécula Localizacion
cromosomica

ADIPOQ Adiponectina 3927
ADRB2 Receptor B-2 adrenérgico 5031-q32
ADRB3 Receptor -3 adrenérgico 8p12-pl1.2
DRD2 Receptor de dopamina 11923.2
GNB3 Prot. De union al nucle6tido guanina 12p13.31
HTR2C Serotonina Xq24
IL6 Interleucina 6 7p21
ACE Enzima convertidora de angiotensina 17924.1

Uno de los genes mas estudiados en este rubro, es el FTO (del inglés, Fat Mass
and Obesity-Associated), el cual, brinda evidencia de la importancia en la
asociacion de algunos polimorfismos existentes de este gen y el desarrollo de
obesidad. En un estudio llevado a cabo en Reino Unido en poblacién infantil y
adolescente, se encontré que los participantes que tenian el genotipo AA del
SNP rs9939609 en este gen, presentaban un riesgo mayor de desarrollar
obesidad al mostrar una respuesta menor a la sensacion de saciedad (Wardle y
cols., 2008), por otro lado, Jacobsson y cols. (2008) reportaron que este SNP

s6lo se asocia con el aumento de peso e IMC en nifias, no asi en nifios.

Como se puede observar, el desarrollo de la obesidad presenta una significativa
variabilidad genética y ello dificulta enormemente su estudio, debido a que es

una enfermedad poligénica e influenciada por el ambiente.
Recientemente, se ha descrito la importancia de la epigenética en el desarrollo

de la obesidad y nos ayuda a entender la fisiopatologia de la obesidad desde

otro punto de vista.
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2.2. Epigenética

2.2.1. Definicion, clasificacion e importancia

La epigenética es el estudio de cambios somaticamente heredables en la
expresion génica no relacionados a cambios en la secuencia del DNA (del inglés,
Desoxirribonucleic Acid). Es un campo de investigacion que se esta ampliando
rapidamente debido al rol determinante que juega en el desarrollo de mdltiples
enfermedades (Kristensen y cols., 2013). Los cambios epigenéticos son
causados por reguladores de la expresién génica que pueden ser transferidos
de manera transgeneracional o a través de la division celular, son procesos
dinamicos inmersos en una compleja interaccion entre el organismo y el medio
ambiente (Moosavi y Ardekani, 2016) que se ven reflejados en la diferenciacion
celular, morfogénesis, variabilidad y adaptabilidad de un organismo los cuales
pueden ser modificados por factores genéticos y ambientales (Haluskova, 2010)
como: la malnutricion, la obesidad, la actividad fisica, el estrés y las toxinas. Los
cambios epigenéticos temporales a lo largo del genoma pueden influenciar los

pardmetros metabdlicos y pueden ser o no heredables.

Estas modificaciones afectan la expresion génica de forma especifica,
dependiendo del tipo celular. De manera general, las modificaciones
epigenéticas se han clasificado en tres grandes grupos: 1) la modificacion
postraduccional de las histonas que puede ser por metilacion, acetilacion,
ubiquitinacién, sumoilacion etc. 2) cambios en la expresion de los acidos
ribonucleicos (RNA, del inglés Ribonucleic Acid) pequefios no codificantes y 3)
modificacion de nucledtidos mediante reacciones de metilacion o
hidroximetilacion. Los RNA pequefios no codificantes, como los microRNAs
(miRNAS), regulan la expresion génica ya que pueden favorecer la degradacion
del mRNA (RNA mensajero) o modular la traduccion proteica. Las
modificaciones a nivel de las histonas y los nucleétidos regulan la transcripcion
a través de la conformacion de la cromatina, asi como el acceso de los factores
de transcripcion al DNA (Barrés y Zierath, 2016). En la figura 7, se resumen

brevemente los mecanismos epigenéticos.
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Figura 7. Mecanismos epigenéticos involucrados en la expresion génica. mRNA: RNA
mensajero; CHaz: grupo metilo. Modificada de Barrés y Zierath, 2016.

2.2.2. Influencia de los factores ambientales sobre la epigenética

La epigenética esta modulada por diversos factores, entre ellos, la exposicion a
agentes téxicos como el arsénico (Marsit, 2015), el grupo étnico, la ingesta de
alcohol, el tabaquismo, la actividad fisica, la edad, la nutricibn (Bishop y
Ferguson, 2015) asi como las condiciones prenatales a las que se expone el feto
por el estilo de vida de la madre (Perera'y Herbstman, 2011). Entre los factores
mas estudiados se encuentra la alimentacion, debido al consumo de ciertos
grupos quimicos capaces de modificar el epigenoma. Diversos grupos de
investigacién han resaltado la importancia de estos alimentos en el tratamiento

de ciertos tipos de cancer.
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2.2.2.1.Alimentos donantes de grupos metilo

Los lipétropos, son un grupo de nutrientes entre los cuales se encuentran: la
metionina, la colina, el folato y la vitamina B12 que poseen la caracteristica de
ser donadores de grupos metilo y pueden modificar el perfil de metilacion del
DNA. En un estudio llevado a cabo en lineas celulares T47D y MCF-7 (cancer
de mama) y se les administr6 como tratamiento lipotropos, se reportdé que el
crecimiento celular se inhibié en un 44% y 34% respectivamente y disminuyo
casi un 25% la expresion de Bcl2 (del inglés, B cell ymphoma 2), la cual es una
proteina anti apoptética, los resultados anteriores sugieren que el tratamiento
con lipétropos puede inducir la muerte celular en el caso de cancer de mama
(Park y cols., 2008).

2.2.2.2.Ambiente Intrauterino

Cuando el estado epigenético del DNA y sus asociaciones al fenotipo pueden
heredarse, se le conoce como herencia epigenética transgeneracional. Este
proceso puede explicarse debido a que las modificaciones epigenéticas
generadas no se borran por completo durante la gametogénesis y la
embriogénesis, resultado la generacion de una memoria del estado epigenético
qgue puede persistir y ser heredado a la siguiente generacion. La presencia de
un ambiente adverso durante la gestacion o la lactancia podria influenciar en el
desarrollo de obesidad, lo cual sugiere que la alimentacion materna o la nutricién
perinatal podrian afectar la programacion de desarrollo en los fetos y neonatos
(Campion y cols., 2009).

Se ha estudiado la importancia de la metilacion en genes que estan asociados a
la obesidad (leptina y adiponectina). Bouchard y cols. (2010) reportaron que, en
mujeres embarazadas, la intolerancia a la glucosa correlaciona de manera
positiva con el nivel de metilaciéon del gen de leptina (en el lado materno y la
correlacion es inversa en el lado fetal, al evaluarse durante el tercer trimestre.
Referente al gen de adiponectina, un estudio realizado en mujeres embarazadas
demostré que la hiperadiponectinemia en cordon umbilical se asocia con un alto

peso al nacer (Bouchard y cols., 2012).
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2.2.2.3.Ejercicio

La practica constante de ejercicio fisico ofrece beneficios especialmente en la
salud, particularmente en nifios y adolescentes. Recientemente, se ha postulado
que el ejercicio podria modificar positivamente el epigenoma de los humanos, de
manera especifica el patron de metilacion. Se ha observado que el ejercicio y la
alimentacion actian de manera sinérgica favoreciendo la liberacion de miRNAs
de los exosomas (Archer, 2015). Diversos estudios han comprobado los
beneficios de practicar ejercicio de manera regular sobre la sensibilidad a la
insulina (Balkau y cols., 2008), sin embargo, este mecanismo no esta del todo
elucidado. Existen evidencias que sugieren que la sensibilidad a la insulina
podria verse mejorada debido a un aumento en la expresion de PGC1 (Receptor-
gamma activado por PPAR-y) inducida por ejercicio. Se ha postulado ademas
que el ejercicio atenta las modificaciones epigenéticas inducidas por dietas
altamente energéticas y una actividad fisica baja, lo cual nos conduce a una
disminucion o desaparicion del riesgo de desarrollar DM2 (Santos y cols., 2014).
Se ha documentado la participacion de la metilacion en la aparicion de multiples
enfermedades como son cancer, enfermedades autoinmunes, trastornos
neuroldgicos (Portela y Esteller, 2010) y desordenes metabdlicos (Barrés y
Zierath, 2011).

2.3. Modificacion de las histonas en obesidad

El acceso al DNA en las células eucariotas esta determinado por su acomodo en
un complejo DNA-proteina conocido como cromatina. La estructura de la
cromatina es regulada mediante modificaciones dinamicas de las proteinas
constituyentes, principalmente las histonas. La unidad fundamental de la
cromatina en el nucleosoma esta formada por 146 pb de DNA envuelta en un
octadmero de histonas, con dos copias de cada histona, dando por resultado, 4
histonas diferentes H2A, H2B, H3 y H4. La porcion N-terminal de las histonas es
susceptible a diversas modificaciones post-transcripcionales entre las que se
incluyen, metilacion, acetilacién, fosforilacibn y ubiquitinacion. Mdltiples

evidencias han demostrado que existe un claro vinculo entre el patron de
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modificacion de las histonas y la tasa de transcripcion de los genes localizados
en un locus de manera particular. De esta manera, la activacion de la
transcripcion génica correlaciona con la hiperacetilacion de las histonas H3 y H4,
mientras que la hipoacetilacion correlaciona con la cromatina inactiva (Martin y
Zhang; 2005Fischle y cols., 2003). La metilacion de histonas en los residuos de
lisina y arginina presentan un papel importante en algunos procesos biolégicos,
entre los que podemos mencionar a la regulacién transcripcional, la formacién
de heterocromatina y la impronta gendmica (Bedford y Richard, 2005; Martin y
Zhang, 2005).

La metilacion de la histona H3K4 afecta la activacion transcripcional. Se ha
reportado que algunas proteinas nucleares incluyendo factores de transcripcion
y enzimas modificadoras de la cromatina como: MLL3/4 (histona-lisina N-metil
transferasa), Proteina de interaccion con el dominio de transactivacion PAX
(PTIP, del inglés Pax transactivation domain-interacting protein), Wnt/catenina
(via de sefializacion implicada en desarrollo embridnico y céncer) estan
asociadas con un estado de metilacion alterado en los promotores de genes
adipogénicos como PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor), C/EBP
(CCAAT-enhancer-binding proteins) entre otros (Bedford y Richard, 2005; Martin
y Zhang, 2005; Fischle y cols., 2003).

2.4. miRNAs y obesidad

Los miRNAs maduros son RNA pequefios (21 nt aprox.), monocatenarios que
regulan de manera negativa la expresion del gen blanco. El primer miRNA
descrito fue el de C. elegans en 1993 (Wightman y cols., 1993). Los miRNAs
tienen un papel importante en el desarrollo y avance de algunas enfermedades
como el cancer y la obesidad (Deiuliis, 2016). Se ha documentado la
participacion de los miRNAs en procesos que tienen asociacion con el desarrollo
de obesidad, tal es el caso del miR-143, que aumenta la diferenciacion
adipocitaria a través de la activacion de su gen blanco, el ERK5 en preadipocitos
humanos (Esau y cols., 2004). Uno de los miRNAs mas estudiados es el miR-
21, que se encuentra elevado en el glioblastoma (tumor cerebral) y se propuso
que podria actuar como un agente antiapoptoético (Chan y cols., 2005). En el
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contexto de la obesidad, al evaluar la expresion de miR-21 en células
mesenquimales derivadas del TA (hASCs, del inglés Human Adipose-derived
Stem Cells), se observé que ésta cambiaba de manera transitoria durante la
diferenciacion adipocitaria y, ademas, es capaz de bloquear la accion inhibitoria
de adipogénesis que posee el TGF-B mediante la disminucion de la expresion
del receptor 2 del TGF-B (TGFBR2, del inglés TGF-8 Receptor type 2) (Kim y
cols., 2009). Se ha estudiado la participacion de los miRNAs en el desarrollo de
RI, y se ha establecido que actian a diferentes niveles; sobre la regeneracion
pancreatica (miR-15%, miR-15b, miR-16 y miR-195); en la regulacién de la
expresion de insulina (miR-30d, miR-375, miR-124232); de la secrecién de insulina
(miR-375, miR-9, miR-12432); de la secrecion de insulina por glucosa (miR-369-
5p, miR-1302, miR-272, miR-410, miR-2002, miR-337, miR-532, etc.); en la
diferenciacion adipocitaria (miR-143, miR-27b, miR130, miR519d) y la
sensibilidad a la insulina (miR-103, miR-107, miR-29, miR-320, mmu-miR-183-
96-182) (Williams y Mitchell, 2012). Como se puede observar, el papel de los

mMiRNAs en el desarrollo de la obesidad presenta una relevancia significativa.

2.5. Metilacion del DNA

Una de las modificaciones epigenéticas mas estudiadas es la metilacion del
DNA, la cual en los mamiferos ocurre de manera exclusiva en los dinucledétidos
CpG, es decir, una citosina unida a una guanina por un grupo fosfato (Portela y
Esteller, 2010). La metilacion en la posicién 5 de los residuos de citosina es una
modificacién reversible y covalente del DNA que resulta en la produccion de 5-
metil citosina y se ha calculado que aproximadamente el 3% de las citosinas en
humanos estan metiladas. La enzima encargada de cumplir con la funcién de
metilacion es la D N-metil transferasa (DNMT, del inglés D N-Methyl
Transferase). Estos grupos metilos modifican las caracteristicas biofisicas del
DNA (Gibney y Nolan, 2010). En la figura 8 se muestra el proceso mediante el

cual se lleva a cabo la metilacién del DNA.
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Figura 8. Metilacion del DNA. El grupo metilo es donado a la posicién 5 de la citosina por el SAM,
la reaccion es catalizada por la DNMT. El producto es 5-metil citosina y SAH. SAM: S-Adenosil
metionina; SAH: S-Adenosil homocisteina; DNMT; D N-Methyl Transferasa.

Los dinucleétidos CpG estan agrupados en regiones conocidas como islas CpG,
gue se definen como regiones de mas de 200 pb (pares de bases), de las cuales,
por lo menos el 50% deben ser CpG.

Aproximadamente el 60% de los promotores de los genes en humanos estan
asociados aislas CpG que generalmente estan no metilados, sin embargo, cerca
del 6% se metilan de manera tejido especifico durante el desarrollo temprano y
la diferenciacion de tejidos (Portela y Esteller, 2010). Como se mencion6
anteriormente, la metilacion es un mecanismo de regulacion de la expresion
génica. Se han descrito varios mecanismos mediante los cuales la metilacién
regula la expresion génica: el DNA metilado promueve el reclutamiento de
proteinas del dominio de unién a metil-CpG (MBD) y con ello se remodelan los
complejos de cromatina (Esteller, 2007), por otro lado, algunos miembros de la
familia MBD son capaces de unirse a sus sitios blanco en el DNA (Kuroday cols.,
2009). Las islas CpG no metiladas, generan una estructura de la cromatina que
favorece la expresion génica a graves del reclutamiento de Cfpl, el cual se
asocia con Setdl (histona metil transferasa) creando dominios ricos en la marca
H3K4 en las histonas (Thomson y cols., 2010). Sin embargo, la inhibicién de la
transcripcion no es la dnica funcién de la metilacion de DNA, pero si la mas
importante en mamiferos. En la figura 9 se describen las diferentes acciones de

la metilacion del DNA.
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Figura 9. Principales funciones de la metilacion del DNA. En a y b) Represién de la transcripcion
en islas CpG y en regiones conocidas como orillas de islas CpG. c¢) Transcripcion aberrante
debida a la desmetilacién de regiones comunmente metiladas. d) La metilaciéon de DNA brinda
estabilidad gendémica. Modificado de Portella y Esteller, 2010.

En el campo de estudio de la obesidad y genes involucrados en la homeostasis
energética, la metilacion del DNA es objeto de un exhaustivo trabajo de

investigacion.

2.5.1. Metilacién en obesidad

Es en el area de oncologia donde se ha explotado méas el estudio de la
epigenética, sin embargo, en la homeostasis metabdlica también se han dado
grandes avances, sobre todo en la metilacion del DNA. La metilacion del DNA
desempefia un papel importante en la regulacién de la expresion de algunos
genes involucrados en la homeostasis de la glucosa. El promotor del gen de la
insulina se encuentra desmetilado en las células B pancreéticas durante la
produccion de insulina, asi como en las células madre embrionicas de raton que
se diferenciaran a células productoras de insulina, el promotor del gen del
transportador de glucosa GLUT 4 esta altamente desmetilado durante la
diferenciacion adipocitaria, asi como, la metilacion en sitios CpG especificos,

puede inhibir la unién de los factores de transcripcion (Barres y Zierath, 2011).
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En lo referente a poblacion infantil y adolescente con obesidad con y sin RI,
Garcia-Cardona y cols. (2014) reportan diferencias de metilacion de manera
especifica en los sitios CpG -31 y -51 del promotor del gen de leptina en los
sujetos que presentaron resistencia a la insulina, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones séricas de leptina en los
diferentes grupos de estudio. De manera general, ambos sitios presentaron la
misma tendencia de metilacion, existiendo un mayor nimero de pacientes
metilados en el grupo control (peso normal) en los grupos de obesidad y
obesidad morbida, se observo una disminucion de la frecuencia de metilacion,
ademas, en los pacientes con RI también se observo esta tendencia en ambos
sitios. En lo que respecta a la adiponectina se evaluaron de igual manera dos
sitios CpG, el -74 y el -283, para el sitio -283 la frecuencia de metilacién
disminuy6 de manera considerable en los sujetos con sobrepeso, sin embargo,
aumentd en los grupos de obesidad y obesidad mérbida. Al comparar entre los
que presentaron Rl y los que no, se observo que aquellos con RI mostraron una
menor metilacion en este sitio. En todos los casos, los grupos fueron diferentes
estadisticamente respecto al control. En lo referente al sitio -74, al comparar la
frecuencia de metilacion con base en el IMC, no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo control y los que presentaron
sobrepeso, sin embargo, los grupos de obesidad y obesidad morbida si reportan
diferencia. Cuando se compar6 basandose en el IMC y la RI, no se observo
diferencia entre los obesos y obesos mérbidos con y sin RI.

Por otro lado, en un estudio realizado en Canad4, en el que se incluyé a mujeres
embarazadas, se exploro la influencia de la tolerancia a la glucosa materna sobre
el perfil de metilacion del gen de adiponectina en el feto y en la madre y su
asociacion con Rl y expresién materna de la proteina.

El andlisis de metilacion abarcé 17 sitios CpG, ubicados en 3 diferentes islas
CpG: la A3 esta localizada a 20 Kb del primer exén y evaluaron 9 sitios CpG, la
(C1) se encuentra en la regién promotora proximal, aproximadamente 4 Kb rio
arriba del primer exén y contaba con 4 sitios CpG, finalmente, laisla E2, que esta
localizada entre el primer y el segundo exon (intron 1) fue la que mostré mayores
niveles de metilacion, analizando 4 sitios obteniéndose las medias de metilacion
por pares. La isla E2 fue la que presentdé mayor porcentaje de metilacion y se

decidié evaluarla como E2 medial y E2 media 2 con niveles de metilacion del
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85% y del 65% respectivamente, en ambos lados de la placenta (fetal y materno).
La metilacion de la isla E2 medida del lado fetal, presentd una correlacion
negativa y estadisticamente significativa con las concentraciones de
adiponectina En la figura 10, se muestra el resultado de la correlacion de
Spearman para la metilacion del gen de adiponectina del lado fetal y la

concentracion sérica de adiponectina (Bouchard y cols., 2012).
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Figura 10. Correlacion de Spearman entre el lado fetal de la placenta de la isla E2: A) media 1 y
B) media 2 y los niveles séricos de adiponectina de la madre. Los valores se ajustaron para el
IMC materno del primer trimestre del embarazo y para los valores de HOMA-IR del segundo
trimestre. Los resultados permanecieron sin cambios después de eliminar un dato fuera de rango.
Tomado de: Bouchard y cols., 2012.

Sayed y cols. (2018) evaluaron la metilacidén del gen de leptina en una poblacion
de sujetos obesos menores a 18 afios de edad. Se conformaron los siguientes
grupos: control, obesos y obesos con dieta, ejercicio y acido félico. Al final del
tiempo estipulado (3 meses), se observé que la metilacion del gen de leptina era
mayor en el grupo control (71.28 + 7.86%), seguido por el grupo de obesos con
dieta, ejercicio y acido folico (55.41 + 11.26%) y por ultimo el grupo de obesos
(34.6 + 16.7%). Ademas, mediante un analisis de correlacion de Spearman se
establecio que existe una correlacion positiva y significativa (r: 0.516; p= 0.001)

con la concentracién de acido folico y negativa con: el percentil de peso
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(r=-0.524; p<0.001), el colesterol (r=-0.442; p<0.001), los triglicéridos (r=-0.269;
p =0.05) y el LDL (r=-0.425; p =0.002).
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Il. Justificacion

A nivel mundial, México ocupa los primeros lugares en obesidad, la cual se ha
asociado a numerosas patologias, entre ellas la DM2, el cancer y las ECV,
patologias que ocupan los primeros lugares de causa de muerte en nuestro pais
y sus tratamientos empleados generan altos costos al sector salud. Una de las
principales alteraciones asociadas a la obesidad, es la RI, que, a su vez, se
relaciona con la ECV, siendo la DE una de sus manifestaciones tempranas, pero
determinantes. Se sabe de la influencia de diversas moléculas sobre la
homeostasis vascular, entre ellas, la insulina, la leptina y la adiponectina. La
expresion de estas moléculas esta regulada por diversos factores, siendo uno
de los menos explorados, la regulacién epigenética, que esta tomando una
importancia considerable al comprobarse que cambios a nivel epigenético se
asocian de manera importante con diversas patologias, entre ellas, el cancer. Es
por ello, que es de suma importancia identificar marcas epigenéticas que

pudieran ser usadas como marcadores de riesgo o prondstico.
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lll. Hipodtesis

En el estado de RI, las concentraciones séricas de SICAM-1 y leptina se
encuentran elevadas y las de adiponectina disminuidas en pacientes
adolescentes mexicanos obesos; esto se asocia con modificaciones en el perfil

de metilacion de los genes que codifican para adiponectina y leptina.

I\VV. Objetivo general

Analizar las adipocinas y el perfil de metilacion de los genes que codifican para

leptina y adiponectina en adolescentes mexicanos obesos con y sin RI.

V. Objetivos especificos

1. Comparar el perfil metabdlico (glucosa y perfil de lipidos), insulina, sSICAM-
1 y adipocinas (leptina y adiponectina) en los adolescentes eutroéficos y
obesos con y sin RI.

2. Establecer si existe una asociacion entre RI, sSICAM-1 y adipocinas.

3. Determinar el estado de metilacion de los genes que codifican para leptina
y adiponectina en sangre periférica en la poblacion de estudio.

4. Analizar si existe asociacion entre el perfil de metilacion de los genes que

codifican para las adipocinas y su concentracion sérica.
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VI. Materiales y métodos

6.1Poblacién de estudio

El reclutamiento de pacientes se llevd a cabo con la colaboracion del
Departamento de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital Infantil de México
“Federico Gomez”, en total fueron 227 nifios y adolescentes, ambos géneros,
con edades comprendidas entre 10-16 afios. Durante la consulta médica se
registraron las siguientes variables antropométricas: género, edad, talla, peso,
CC (Circunferencia de cintura), FC (Frecuencia cardiaca), PAS (Presion arterial

sistélica) y PAD (Presion arterial diastélica).

Se tomo una muestra de sangre periférica y posteriormente, se realizaron las
pruebas de laboratorio, entre ellas la glucosa y la insulina para poder formar los
grupos de estudio. Para el diagndstico de obesidad se emplearon las tablas de
percentiles de la CDC y para la Rl se us6 el indice HOMA= (glucosa (mmol/L) *
insulina (UI/mL) /22.5 tomando como valor de referencia = 3.4 (van der Aay cols.,
2014) para considerar la presencia de Rl. En funcién de estos criterios, se
hicieron los grupos de estudio: eutréficos (n= 104), obesos sin RI (Ob no RI; n=
58), obesos con RI (Ob-RI; n= 65). Posteriormente, para llevar a cabo los
ensayos de metilacion de DNA se tom6 una muestra de sangre de manera
aleatoria de cada uno de los grupos; la n total fue de 107: eutroficos (n= 36),
obesos no RI (n=40), obesos RI (n= 31).

6.2Tomay almacenamiento de la muestra
Se citd a los pacientes en ayuno de 12 horas. De la vena cubital izquierda se
extrajeron 5 mL de sangre en un tubo sin anticoagulante y otro con anti

coagulante (EDTA).

La sangre del tubo sin anticoagulante se centrifugd a 4°C durante 15 min a 3500

rom. El suero obtenido se dispensé en varios tubos eppendorf de 1.5 mL y se
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congelé a -70°C para posterior analisis y determinacion (Glucosa, insulina,
sICAM-1, leptina, adiponectina, colesterol, TGs y HDL). La sangre con EDTA, se
separo en diferentes tubos y se congel6 a -30 °C llevar a cabo la extraccién de

DNA y posteriormente los ensayos de metilacion.

6.3 Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion:
M Ambos géneros, edad 10-16 afios.
i Aceptar participar en el estudio.
i Carta de consentimiento informado de los padres y carta de
asentimiento por parte de los participantes.
i No estar bajo medicacion.
Exclusion:
X Presencia de alguna enfermedad causante de obesidad como
hipotiroidismo o alguna endocrinopatia.
X Retraso mental, autismo, enfermedades psiquiatricas.
Eliminacién
> Que no se cuente con la muestra suficiente

> Muestra de mala calidad
6.4 Cuantificacién del perfil bioquimico
Las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, TGs, y HDL se midieron en
el Laboratorio Central del Hospital Infantii de México mediante ensayos
enzimatico-colorimétricos automatizados usando el equipo Dimension-RXL

(Dade, Behring, Germany).

6.5 Cuantificacion de sICAM-1, insulina, leptina y adiponectina

Las concentraciones de sICAM-1, insulina, leptina y adiponectina se
determinaron por la técnica de ELISA (del inglés, Enzyme-linked immunosorbent

assay), se usaron kit de la marca comercial Millipore (Millipore, USA). En todos
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los ensayos se emplearon dos controles, que se determinaron al momento de
realizar el ensayo, las lecturas debian encontrarse en el rango establecido por el
proveedor.

6.5.1 sICAM-1

La cuantificacion de sICAM-1 se realiz6 con el kit ECM335 de la marca Millipore,
el cual, permite la evaluacion de esta molécula en sobrenadantes de cultivos
celulares, suero, plasma y otros fluidos biolégicos. El fundamento de la técnica
es el siguiente: la placa de ELISA esta recubierta con un anticuerpo monoclonal
que se une a sICAM-1, después, se afiade un anticuerpo monoclonal secundario
conjugado con HRP que se une a las moléculas de sICAM-1 capturadas por el
primer anticuerpo. El anticuerpo secundario que no se unié a sICAM-1, se elimina
mediante lavados y se afiade el sustrato de HRP, se incuba por lo menos 15 min.
La intensidad de la coloracion en las celdas de la placa es directamente
proporcional a la concentracion de sICAM-1 presente en las muestras. La
reaccion se da por terminada al agregar la solucion de paro (Acido fosférico 1M),
la placa se lee a una absorbancia de 450 nm. La curva de estandar se prepara
a partir de 5 diluciones del estandar y con base en esta, se determina la

concentraciéon de la muestra.

6.5.2 Insulina

La determinacion de insulina se realiz6 con un kit de la marca Millipore, con
namero de catalogo EZHI-14K, el cual es empleado para la cuantificacion no
radioactiva de insulina humana en suero, plasma y otros fluidos biol6gicos. Este
kit no presenta reaccion cruzada con proinsulina humana, el mayor intermediario
existente en suero. El ensayo se basa en la técnica de ELISA conocida como
sandwich, que se basa en: la captura de moléculas de insulina humana de las
muestras que se colocan en los pocillos de la placa, previamente recubierta con
un anticuerpo monoclonal de raton anti-insulina humana y la union de un
segundo anticuerpo monoclonal biotinilado que se une al complejo formado por
el primer anticuerpo y la insulina. Mediante lavados se elimina la insulina que no

se unio al primer anticuerpo y el anticuerpo biotinilado excedente. Se afiade
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peroxidasa de rabano, la cual se une a los anticuerpos biotinilados, se lava para
eliminar los conjugados enzimaticos libres y se cuantifican los complejos
inmovilizados en presencia de 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina. Las muestras se
leen a 450 nm. Dado que el aumento de la absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de insulina capturada en la muestra problema, la
dltima se deriva de una curva con estandares de referencia de concentraciones

conocidas de insulina humana.

6.5.3 Leptina

La determinacion de la concentracion de leptina en las muestras se realizé con
el kit EZHL-80SK de Millipore, que se puede emplear en suero, plasma y otros
fluidos biolégicos. Este kit se basa en la técnica de sandwich de ELISA, donde
un anticuerpo policlonal de conejo anti leptina esta inmaovil unido a los pozos de
la placa, se afiade la muestra y la leptina presente se une a este anticuerpo, se
lava para eliminar las moléculas no unidas, posteriormente, se afiade un
anticuerpo monoclonal biotinilado que se une a la leptina capturada por el primer
anticuerpo, se incuba y se lava, se adiciona la estreptavidina-peroxidasa de
rabano con el sustrato 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina. La actividad enzimatica se
mide espectrofotométricamente a 450-590 nm después de la acidificacion de los
productos formados. El incremento en la absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de leptina capturada en la muestra, la concentracion
se obtiene a partir de la interpolacién de una curva generada con estandares de

concentraciones conocidas de leptina humana.

6.5.4 Adiponectina

La adiponectina se evalu6 con el kit EZHADP-61K (Millipore), que es usado para
la cuantificacidon no radiactiva de adiponectina humana en muestras de suero,
plasma, extractos de adipocitos o0 medios de cultivos celulares. Este kit es
especifico para adiponectina humana, no presenta reaccion cruzada con

adiponectina de raton.
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La placa esta recubierta con un anticuerpo monoclonal anti adiponectina
humana, al que se une la adiponectina de las muestras, posteriormente, este
complejo se une a un segundo anticuerpo monoclonal biotinilado, se lava la
muestra para eliminar los contaminantes y se adiciona estreptavidina-peroxidasa
de rabano con el sustrato 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina, se lava para eliminar los
conjugados de enzima libres y se mide la actividad enziméatica de manera
espectrofotométrica a 450-590 nm. El incremento en la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de adiponectina presente en la
muestra, la concentracion se obtiene por interpolacién de una curva generada a

partir de estandares de concentracién conocida de adiponectina humana.

6.6 MS-PCR y disefio de los oligonucleétidos

Para el estudio de la metilacién, existen diversas técnicas que brindan diferentes
tipos de informacion. Dentro del analisis de metilacion, las técnicas mas
empleadas son aquellas que se basan en la transformacién de la muestra con
sales de bisulfito para después, proceder a su analisis. Y la MS-PCR (del inglés
Methylation Specific PCR), es una técnica cualitativa, se lleva a cabo en un
termociclador de punto final y los resultados se observan en un gel de agarosa
(electroforesis). Entre las ventajas que presenta esta técnica, esta su alta
sensibilidad; amplifica un alelo metilado, en una poblacién de méas de 1000 alelos
no metilados. Para llevar a cabo esta técnica, se deben disefiar dos juegos de
oligonucledtidos, uno para DNA metilado (M) y otro para DNA no metilado (U),
es decir, un juego amplificara sélo los alelos metilados y el otro amplificara los
alelos no metilados, dejando de lado la metilacion parcial o en mosaico que

puedan presentar algunos alelos.
El disefio de los oligonucleétidos es una parte esencial en esta técnica para

obtener resultados confiables, es importante resaltar que el juego de

oligonucledtidos debe ser disefiado para los mismos sitios CpG.
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6.6.1 Consideraciones para el disefio de

Oligonucledtidos para MS-PCR

En el disefio de los oligonucleétidos para MS-PCR se debe tener una serie de
consideraciones entre las que destacan las siguientes: el area de interés no debe
poseer SNPs ni DNA repetitivo, la temperatura de alineamiento de los
oligonucledtidos para DNA sentido y antisentido debe ser similar. La
especificidad se logra mediante la inclusion de algunos sitios CpG en la
secuencia del oligonucleotido, preferentemente, cerca o en el extremo 3". Los
oligonucledtidos pueden ser disefiados de manera manual o empleando el
programa MethPrimer (http://www.urogene.org/methprimer) o mediante MS-
PCR Primers (http://www.mspprimer.org). La secuencia de los genes de interés
puede obtenerse en cualquier base de datos de genes como UCSC Genome
Browser (http://www.genome.ucsc.edu) o Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org), los cuales nos brindan informacion acerca de las

posiciones de los SNPs y del DNA repetitivo.

6.6.2 Disefio de los oligonucle6tidos del gen de leptina

La leptina es una proteina codificada por el gen LEP, el cual se encuentra
localizado cromosémicamente en la region 7g32.1, consta de 3 exones y dos
intrones. Este gen codifica para una proteina de 167 aminoacidos con un peso
molecular aproximado de 16 kDa (Disponible en: Ensembl Database,
http://www.ensembl.org/index.htim; ENSG00000174697). Se ha sugerido que el
CEBPa, un factor de transcripcion implicado en el desarrollo y la regulacion
metabdlica de los adipocitos podria estar implicado en la expresion de este gen
(Paracchini y cols., 2005).

De acuerdo con Ensembl (Navegador genémico), existe una region reguladora
localizada en la posicién 128241311-128241401 (Figura 11) relativo al sistema
de coordenadas, es una region regulada por el factor de transcripcion CCCTC
(CTCF); el cual es una proteina de dedos de zinc altamente conservada. Este es
un factor de transcripcion que puede fungir como activador transcripcional, como

represor o bien, como aislante bloqueando la comunicacion entre “enhancers” y
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promotores. CTCF también puede reclutar otros factores de transcripcion
mientras se une a los limites del dominio de cromatina. La regién analizada para

el gen de leptina se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Regién reguladora de la expresion del gen de leptina. Se puede observar en color

verde la region CTCF, dentro de la cual se encuentra la que se analizé en el presente estudio.
CTCF: region regulada por el factor de unién CCCTC.

La isla CpG que se analizO, se encuentra dentro de esta region reguladora y
ademas, el amplicon posee algunas de las posiciones de sitios CpG reportadas

con anterioridad (Garcia-Cardona y cols., 2014).

La figura 12 muestra la region que se examino en el presente proyecto, dentro
de las posiciones 128451156-128241319 relativo al sistema de coordenadas. Se
tomd una secuencia de 683 nt, se analizé con Methprimer para encontrar las
islas CpG y se disefiaron los oligonucledtidos a utilizar. La imagen muestra la

region que se amplifico, los oligonucleotidos para DNA no metilado (subrayados
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en azul) y los oligonucleotidos para DNA metilado (en morado), las flechas rojas

indican cuales son las citosinas susceptibles de metilacién (CpG).

Disefio de los oligonucledétidos del gen de leptina
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Figura 12. Ubicacién de los oligonucleétidos y CpG’s estudiados del gen de leptina. Las flechas

muestran las C’s susceptibles de metilacion, la linea morada indica la secuencia de los juegos

de oligonucledtidos para DNA My la azul para oligonucle6tidos U.

En los oligonucleotidos usados para la amplificacion de la region de interés del

gen de leptina, el amplicon obtenido fue de 163 pb. En la tabla 7 se muestran las

secuencias de los oligonucledtidos empleados.
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Tabla 7. Secuencia de los oligonucledtidos (M y U) empleados para la

amplificacion de la isla CpG analizada del gen de leptina.

Oligonucledétidos M Secuencia
Forward GTACGTCGTTATTTTGAGGGGC
Reverse CCGAAACCTTACCTTACAACCG
Oligonucleétidos U
Forward GGTATGTTGTTATTTTGAGGGGTG
Reverse CCAAAACCTTACCTTACAACCACT

G: Guanina; T: Timina; A: Adenina y C: Citosina. Oligonucle6tidos M: amplifican DNA metilado;
oligonucledtidos U: amplifican DNA no metilado.

6.6.3 Disefio de los oligonucledtidos del gen de adiponectina

La adiponectina es producto del gen ADIPOQ, que se encuentra localizado en el
cromosoma 3g27; consta de tres exones, de los cuales, 2 son codificantes, y dos
intrones. Tiene un tamafio de 15.8 Kb y codifica para una proteina de 244
aminoacidos con un peso molecular aproximado de 26 kDa (Ensembl Database,
http://mwww.ensembl.org/index.htim; ENSG00000181092).

La regién promotora del gen de adiponectina incluye secuencias de la region
5'UTR (Regién no codificante del inglés, Untranslated region) y una importante
secuencia motif (secuencia de nucleétidos con relevancia biolégica) en el intrén
1. Posee por lo menos dos sitios de unién a factores de transcripcion, la proteina
reguladora de union a elementos esteroles (SREBP) y una region CEBP, en la
region que abarca de -676 a 41, que parece ser suficiente para la actividad basal

transcripcional del promotor (Breitfeld y cols., 2012).

De acuerdo con la fuente anterior, una parte de la region reguladora del gen de

adiponectina se encuentra en el intron 1, lo cual concuerda con lo reportado por
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Bouchard y cols. (2012). Considerando los resultados obtenidos por este grupo

de investigacion, se decidié analizar una region cercana a lo descrito (Figura 13).
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Figura 13. Regidn de estudio del gen de adiponectina. Los nimeros en los diamantes reportan
los coeficientes de correlacién de Spearman entre los sitios CpG. En la parte superior, las letras
A, C, Dy E representan a las islas CpG analizadas. El circulo rojo indica la posicién de la region

analizada en el presente estudio. Tomado de Bouchard y cols. 2012.

La region que se amplificé corresponde al Intron 1 (186844880-186845180) la
numeracion usada es la relativa al sistema internacional de coordenadas. Se
analizd una regién de 2807 nt, se introdujo a Methprimer y arrojé una nueva
ventana donde se indica la isla CpG, asi como los posibles juegos de
oligonucledtidos que se pueden emplear. En la figura 14, se muestra la region
que se amplificd, en azul se indica donde se alinean los oligonucleétidos para
DNA no metilado y en morado para DNA metilado, las flechas rojas nos muestran

las citosinas susceptibles de metilacién (sitio CpG).
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Figura 14. Ubicacién de los oligonucle6tidos y CpG’s estudiados del gen de adiponectina. Las
flechas muestran las C’s susceptibles de metilacion, la linea morada indica la secuencia de los

juegos de oligonucleétidos para DNA My la azul para oligonucleétidos U.

Las secuencias de los juegos de oligonucledétidos empleados para llevar a cabo

el andlisis de metilacion de DNA en el gen de adiponectina se muestran en la

tabla 8. El amplicén obtenido fue de 300 pb.
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Tabla 8. Secuencia de los oligonucledtidos (M y U) empleados para la
amplificacion de la isla CpG analizada del gen de adiponectina.

Oligonucleétidos M Secuencia

Forward GTGGATCGGTGGTTTTAGATATACG
Reverse CACCTCCACCTATACACGCG
Oligonucleétidos U

Forward TGGGATCGGTGGTTTTAGATATACG
Reverse ACACCTCCACCTATACACACACA

G: Guanina; T: Timina; A: Adenina y C: Citosina. Oligonucle6tidos M: amplifican DNA metilado;
oligonucledtidos U: amplifican DNA no metilado.

6.7 Extraccion, purificacion y cuantificacion del DNA gendémico

Para la extraccion de DNA se emple0 el kit FlexiGene de Qiagen. En un tubo
Eppendorf de 2 mL se colocaron 1250 uL de Buffer FG1 (agente lisante) que
actia degenerando las membranas celulares de nucleo y mitocondria, los
eritrocitos y leucocitos y dejando libre el DNA gendmico de los leucocitos+ 500
uL de sangre, se homogenizé y centrifugé (10,000 rpm)/ minuto, posteriormente
se descarto el sobrenadante y el pellet, se seco y se afiadieron 250 pL de buffer
FG2 (contiene sales caotropicas)+ la proteasa (2.5 pL), inmediatamente se
incubd a 60 °C durante 5 minutos, para remover los contaminantes, por ejemplo,
las proteinas. Transcurrido el tiempo de incubacion (con el objetivo de precipitar
el DNA), se adicionaron 250 pL de isopropanol (de preferencia frio), se
homogeniz6 por inversion y se centrifugé (10,000 rpm/minuto), se descartd el
sobrenadante; se dejé secar el pellet, se agregan 250 uL de etanol al 70%, se
homogenizo y centrifugd (10,000 rpm/minuto), se secd sobre papel absorbente

y se reconstituy6 en agua grado PCR.
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6.8 Cuantificacion del DNA y electroforesis

Una vez realizada la extraccion de DNA, se procedio a efectuar la cuantificacion
en un NanoDrop 1000, mediante el uso de técnicas de espectrofotometria. Se
consider6 que una muestra de DNA estaba libre de contaminantes si presentaba
un cociente 1.7-1.9 para la relacion de absorbancias 260/280 y superior a 1 para
las absorbancias 260/230. Ademas, se observo la integridad del DNA mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1% (5g agarosa en 50 mL de buffer TBE
1X), los geles se prepararon con bromuro de etidio a una concentracion de 0.05
g/mL, se utilizd6 como buffer de corrida TBE 1X, a la par, se carga un marcador
de peso molecular de 1kb (Marca Axygen). Los geles se observaron en un foto
documentador con luz UV (Gel-Imager, Life Technologies). Una vez que se
cuantifico la concentracién y se evalud la integridad del DNA extraido, se
almacend a -30 °C hasta su posterior transformacion con bisulfito y PCR. En la
figura 15 se muestra un gel representativo de las electroforesis de las muestras

de DNA extraido de sangre total.
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Figura 15. Gel representativo de electroforesis de extraccién del DNA. Como indica la flecha, la
presencia de una banda intensa y sin barrido revela que la concentracién de DNA es alta y que
no presenta degradacion. M marcador de peso molecular de 1kb. 1-9 muestras que se cargaron
en el gel para su andlisis.

6.9 Transformacién del DNA con bisulfito de sodio

Para el analisis de metilacion por MS-PCR (Methylation Specific-PCR) es
necesario someter a las muestras de DNA a un proceso con sales de bisulfito de
sodio, en donde, las citosinas metiladas permanecen como citosinas y las no
metiladas se transforman en uracilo, mediante una reaccion de desaminacion
hidrolitica y posteriormente una desulfonacién. En la figura 16 se detalla la
reaccion llevada a cabo durante la reaccion de transformacion de DNA con

bisulfito de sodio.
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Figura 16. Reaccion de transformacién del DNA con bisulfito de sodio. a) citosina; b) 5-metil

citosina (reaccion no se lleva a cabo).

Para la transformacion de DNA con bisulfito de sodio se empled el kit EpiTect
Fast Bisulfite Conversion (Qiagen). Para la correcta evaluacion del patrén de
metilacion es necesario asegurar una conversion completa de las citosinas
presentes en la muestra, para evitar negativos de metilaciéon. La transformacion
se lleva a cabo por la incubacion del DNA a altas concentraciones de sales de
bisulfito de sodio y de temperatura y a un pH bajo. En la tabla 9 se muestran los
reactivos y sus volimenes para las reacciones de transformacion de DNA con

bisulfito de sodio.

Tabla 9. Preparacién del mix de reaccién de la MS-PCR

Reactivo Volumen
Mix de bisulfito 85 uL
Buffer protector de DNA 35 pL
DNA Variable (2 ug)
Agua cbp 140 pL
Volumen total 140 pL

Volumenes de reactivos para llevar a cabo las reacciones para transformar DNA con bisulfito de

sodio. Chp: Cuanto baste para.




Las condiciones empleadas en el termociclador a las que se realizaron las
reacciones de transformacién de DNA con bisulfito de sodio se muestran en la
tabla 10.

Tabla 10. Condiciones en el termociclador para el proceso de transformacion del
DNA con bisulfito de sodio.

Proceso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion 5 95
Incubacion 20 60
Desnaturalizacion 5 95
Incubacion 20 60
Mantenimiento o0 20

Las reacciones de transformacion con bisulfito se llevaron a cabo en un
termociclador punto final MyCycler™ Thermal Cycler 170-9701 de la marca Bio-
Rad. Debido a que el DNA se somete a condiciones asperas, se genera un alto
grado de fragmentacién y subsecuente pérdida, razon por la que se emplean
aproximadamente 2 pg. El proceso de purificacion es realizado en columnas de

silica que permite la elucién del DNA transformado en 10 L de buffer.

Al finalizar el proceso de purificacion de DNA transformado con bisulfito, se
procede a la cuantificacion y homologacion en una concentracion final (50 ng/uL)
en todas las muestras. Cabe mencionar que el coeficiente de absorbancias
260/280 aument6 por encima de 2.1, debido a la gran cantidad de uracilos
presentes en la muestra, al cuantificarse, debe ser leida como RNA. En la tabla
11 se muestran valores representativos de la concentracion obtenida después

de la transformacion con bisulfito.
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Tabla 11. Cuantificacion espectrofotométrica de muestras representativas de la
transformacion de DNA con bisulfito.

Absorbancias (nm) Pureza Concentracién
Grupo Muestra 260 280 260/280 ng/pL
Ob 1 0.065 0.023 2.827 65.3
0.061 0.021 2.966 61.1
Ob 2 0.064 0.023 2.803 64.2
0.058 0.019 2.969 57.6
Ob_RI 3 0.072 0.027 2.682 71.6
0.067 0.025 2.684 67.1
Ob_RI 4 0.105 0.038 2.742 105
0.101 0.037 2.716 101.3
Eut 5 0.108 0.041 2.615 108
0.101 0.039 2.616 100.7
Eut 6 0.07 0.025 2.818 69.6
0.067 0.025 2.7 66.7

Se consideraron 2 muestras de cada grupo y se cuantificaron por duplicado.

Las MS-PCR se realizaron de manera inmediata a la transformacion, ya que se
observé que una vez trasformado con bisulfito de sodio tiende a degradarse aun

almacenado a temperaturas de -70 ° C.

6.10 PCR metilacion especifica (MS-PCR)

La MS- PCR, es un método que permite evaluar de manera rapida el estatus de
metilacion de un grupo de sitios CpG presentes en una region determinada. Las
reacciones de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se llevaron a cabo

empleando las diluciones a 50 ng/pL de las muestras obtenidas.
El kit empleado para realizar las PCR fue el EpiTect MSP de Qiagen. Este kit

consta de los reactivos necesarios y de la mejor calidad para realizar este tipo

de experimentos, ya que la enzima HotStar Taq d-Tect polimerasa es una forma
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recombinante de 94 KDa de la Tag DNA polymerase de Qiagen, la modificacion
previene la elongacién de bases no complementarias en el extremo 3'del
oligonucledtido. Esto permite la discriminacion por una sola base no
complementaria durante el alineamiento y la extension del amplicon. Al
encontrarse la enzima inactiva a temperatura ambiente se previene la formacion
de productos inespecificos y de dimeros de oligonucle6tidos a bajas
temperaturas. La figura 17 explica de manera detallada la accioén de la HotStar

Tag d-Tect polimerasa.

Methylated DNA Unmethylated DNA
A B
Tag DNA Polymerase ITETI T 0T NEAEE
(C| D
Pelymerass dTed O I

Figura 17. Mecanismo de Hot Start Polimerasa de kit Epi Tect MSP de Qiagen. Aumento de la
discriminacion de Hot Start Polimerasa de kit Epi Tect MSP de Qiagen. Durante la fase de
alineamiento, los oligonucledétidos para metilacion especifica también pueden unirse a DNA no
metilado transformado con bisulfito (B). La Tag DNA polimerasa puede de manera eficiente
elongar con estos oligonucleétidos a pesar de la discordancia de apareamiento entre los
nucleétidos (A y B). Debido a su capacidad de discriminacién entre regiones no complementarias,
la HotStartTag-dTect polimerasa puede detectar una disparidad en el extremo 3" del
oligonucleétido MSP y previene la elongacion. (D) Asi, la HotStartTag-dTect polimerasa en
reacciones de MSP incrementa la confiablidad previniendo los falsos positivos en las reacciones
de amplificacién, facilitando el disefio del oligonucleétido. Modificado de: EpiTect® MSP
Handbook—Qiagen

El buffer esta basado en la férmula original del buffer de PCR de Qiagen, esta
nueva formulacion permite una alta especificidad del oligonucleotido durante el
proceso de alineamiento en cada ciclo de la PCR. Debido a su combinacion
perfectamente balanceada de KCIl y (NH4)2SOa4 el buffer provee condiciones
rigurosas para el alineamiento especifico de los oligonucleétidos en un amplio

rango de temperaturas de alineamiento.
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Una vez que se disefiaron los oligonucleotidos y se transformaron las muestras
de DNA con bisulfito de sodio, se procedi6 a realizar las PCR’s. Las reacciones
de MS-PCR se prepararon en una campana de flujo laminar, se emplearon tubos
Eppendorf de 200 pL, estériles. La preparacion de los mix de reaccion se realizé
de la misma manera, solo empleando oligonucleétidos diferentes. La tabla 12
nos muestra las concentraciones finales de reactivo para cada PCR,
independientemente del gen y del juego de oligonucleétidos a emplear; M o U.

Tabla 12. Concentraciones y volumenes de trabajo empleados para realizar las
reacciones de MS-PCR.

Stock Trabajo 1X (uL)
Mix de reaccion 2X 1X 10
Oligonucleétido F 10 pmol/pl 20 pmol 2
Oligonucleétido R 10 pmol/pl 20 pmol 2
H20 cbp 2
DNA 200ng 4
Vol. RX'n 20

Los volimenes y las concentraciones finales fueron las mismas para los dos juegos de
oligonucledétidos (M y U) de cada gen (leptina y adiponectina).
Cbp: Cuanto baste para: F: Forward; R: Reverse.

Las reacciones de MS-PCR de los genes de leptina y adiponectina se realizaron
en un termociclador punto final MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad).

La amplificacion especifica de cada gen de interés presenta determinadas
condiciones de reaccién se resumiran las condiciones empleadas para cada gen

analizado.

6.10.1 MS-PCR del gen de leptina
Es importante destacar que es necesario emplear dos juegos de oligonucleotidos
para cada gen, uno para DNA metilado y otro para DNA no metilado. En las

tablas 13 y 14 se muestran las condiciones empleadas para los oligonucleétidos
de leptina M y U respectivamente.
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Tabla 13. Condiciones de ciclado y temperaturas empleadas para amplificar la
isla CpG de leptina con los oligonucleétidos M.

Leptina: PCR juego de oligonucleétidos M

Paso Temperatura [Tiempo

Activacion de la enzima 95° C 10 min

Incubacion 94° C 30 seg

Alineamiento 57° C 30 seg x 40 ciclos
Elongacion 72° C 30 seg

Elongacién 72° C 10 min

incubacion 4°C o0

Tabla 14. Condiciones de ciclado y temperaturas empleadas para amplificar la
isla CpG de leptina con los oligonucledétidos U.

Leptina: PCR juego de oligonucleétidos U

Paso Temperatura [Tiempo

Activacion de la enzima 95° C 10 min

Incubacién 94° C 30 seg

Alineamiento 55.1°C 30 seg x 40 ciclos
Elongacion 72° C 30 seg

Elongacién 72° C 10 min

incubacion 4°C o0

70



6.10.2 MS-PCR del gen de adiponectina

A continuacion, se muestran las condiciones para las reacciones de PCR usando

los oligonucleodtidos de adiponectina M (Tabla 15) y U (Tabla 16).

Tabla 15. Condiciones de ciclado y temperaturas y temperaturas empleadas
para amplificar la isla CpG de adiponectina con los oligonucleétidos M.

Adiponectina: PCR juego de oligonucleétidos M

Paso Temperatura | Tiempo

Activacion de la enzima 95° C 10 min

Incubacién 94° C 30 seg

Alineamiento 56.7° C 30 seg x 40 ciclos
Elongacion 72° C 30 seg

Elongacién 72°C 10 min

Incubacion 4° C o0

Adiponectina: PCR juego de oligonucleétidos U

Activacion de la enzima 95° C 10 min

Incubacién 94° C 30 seg

Alineamiento 55.8°C 30 seg X 40 ciclos
Elongacién 72°C 30 seg

Elongacién 72°C 10 min

incubacion 4°C o0

Tabla 16. Condiciones de ciclado y temperaturas empleadas para amplificar la
isla CpG de adiponectina con los oligonucleotidos U.
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6.11 Analisis estadistico

Para llevar a cabo el andlisis estadistico, se empled el paquete IBM SPSS
Statistical versidon 18. Los datos que se presentan en las tablas y en graficas se
expresan en medias + ES. Para las diferencias entre los diferentes grupos se
uso6 Anova de una via con post hoc de Bonferroni, se realizaron correlaciones de
Pearson, pruebas de chi-cuadrada (metilacion) y analisis de regresion lineal

multiple.
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VIl. Resultados

Perfil metabdlico, insulina, sSICAM-1y adipocinas (leptina y adiponectina)

La poblacion fue de 227 pacientes, de ambos géneros con edades entre los 10
y 16 afios. Se registraron sus medidas antropométricas y se tomo una muestra
de sangre para separar suero y cuantificar el perfil bioquimico. Los grupos se
conformaron de acuerdo con su percentil de IMC (>95) y al HOMA (>3.4). Se
formaron 2 grupos: Eutroficos y Obesos, a su vez, éste ultimo se subdividio en
obesos con RI (Ob-RI) y sin RI (Ob no RI). Con el fin de establecer si existen
diferencias en las variables antropométricas y bioquimicas evaluadas, se realiz6
inicialmente una t de student para comparar los grupos: eutréficos y obesos. Se
uso la prueba estadistica de Anova de una via para comparar los subgrupos de
obesos (con y sin RI) y los eutréficos. Las pruebas de t de student y Anova de
una via son pruebas estadisticas empleadas para establecer si existe diferencia

significativa entre las medias de las variables de los diferentes grupos de estudio.

Al comparar las caracteristicas generales de la poblacion de estudio, los grupos
de eutrdéficos y obesos presentaron similitudes en los valores obtenidos para la
edad y el desarrollo puberal, por lo tanto, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Los adolescentes obesos presentaron valores
mayores para: CC, FC, PAS y PAD respecto al grupo de eutrdéficos. De acuerdo
con su valor de HOMA, los adolescentes obesos se dividieron en: Ob no Rl y
Ob-RI. El 52.8% de los participantes obesos presentaron RI, los sujetos Ob-RI
tuvieron valores mayores de FC y los Ob no Rl mayores de PAD respecto a los
eutroficos. Entre subgrupos de obesos, no se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa en ninguna de las variables descritas. En la tabla
17 se encuentran resumidas las caracteristicas generales de la poblacion

estudiada.
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Tabla 17. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Eutroficos Obesos Ob no RI Ob-RI
n=227 104 123 58 65
n (H/M) 57147 69/54 32/26 37128
Edad (afos) 128+ 15 126+1.6 125+15 12.7+1.7
Peso (kg) 43.4+8.1 69.9 + 16.1** 66.4 + 14.8** 73.1 £16.7**
Talla (m) 151.6+9.1 155.6+9.4 153.7+9.4 157.2+9.0
Percentil (IMC) | 50.5+24.4 96.8 + 3.0** 96.6 + 2.7** 97 + 3.2**
CC (cm) 71.7+6.9 96.8 £12.0** 93.7 £ 10.7** 97.8 £ 12.9**
FC (lat/min) 724 +6.1 76.0+ 7.6 ** 75.6 + 6.4* 76.4 + 8.6**
PAS (mm Hg) 103.2+9.8 108.7 = 10.0** | 108.3 + 10.4** 109.1 + 9.7**
PAD (mm Hg) 67.2+6.4 70.6 + 7.7** 71.1 +7.5** 70.2 +7.8*

H: Hombres; M: Mujeres; IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia de cintura;
FC: Frecuencia cardiaca; lat: latidos; PAS: Presion arterial sistélica; PAD: Presion arterial
diastélica. *p=<0.05, **p<0.01 vs. eutrdficos.

La tabla 18 muestra el perfil bioquimico de la poblacion de estudio. Los obesos

presentan valores mayores (p<0.05) de glucosa, insulina, HOMA, colesterol, TGs

y HDL comparados con el grupo de eutréficos. Los valores de insulina fueron

estadisticamente mayores y los de HDL menores en los Ob no RI respecto al

grupo de eutroficos. El grupo Ob-RI presenta valores mayores (p<0.001) en

todas las variables en relacion con los eutréficos. Entre Ob no Rl y Ob-RI se

observaron diferencias significativas en todas las variables, a excepcion del HDL,

siendo mayores los valores en los Ob-RI.
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Tabla 18. Perfil bioquimico de la poblacion de estudio.

Eutroficos Obesos Ob no RI Ob-RI
n=227 104 123 58 65
n (H/M) 57147 69/54 32/26 37128
Glucosa (mg/dL) | 80.0 £11.0 | 86.3 £ 19.4** 80.8+10.4 91.2 + 23.6**##
Insulina (Ul/mL) | 7.1+ 3.8 215+ 15.2*%* 11.15+ 3.6* | 30.74 + 15.6**##
HOMA 1.39+0.75 4.69 + 3.71** 2.23+0.73 6.88 + 3.93**##
Col. (mg/dL) 146.0+27.4 | 165.1 £ 57.8** | 149. 6 £ 33.4 | 179.3 £ 70.8**##
TGs (mg/dL) 96.6 £41.7 | 145.6 + 84.5* | 117.4+£61.8 | 171.6 + 94.3**##
HDL (mg/dL) 47.4+14.8 | 40.1 + 10.6** 40.5 + 8.8* 39.7 + 12.0**

H: Hombres; M: Mujeres, TGs: triglicéridos; Col: Colesterol; HDL: High Density Lipoproteins.
*p<0.05, **p<0.01 vs. eutréficos; #p<0.05, #p<0.01 vs. Obesos no RI.

Cuantificacion sérica de sICAM-1, leptina y adiponectina

Se ha reportado que, en los adultos que presentan obesidad, ciertas moléculas
como el sICAM-1 y la leptina se encuentran aumentadas y la adiponectina
disminuida, estas condiciones, predisponen al desarrollo de enfermedades
metabdlicas y/o cardiovasculares, entre otras.

En poblacién infantil vy

adolescente, también se ha observado este fenémeno.

Para evaluar si existe diferencia en los niveles de sSICAM-1, leptina y
adiponectina de acuerdo con el IMC y al HOMA, los datos se analizaron mediante

la prueba estadistica Anova de una via post hoc de Bonferroni.

Respecto al sICAM-1, se encontré6 una diferencia altamente significativa
(p<0.001) entre los diferentes grupos (Figura 18), siendo mayor la concentracion
en el grupo Ob-RI y menor en los eutroficos. Estos resultados concuerdan con
lo esperado, ya que se ha establecido que la obesidad aunada a la RI favorece
la disfuncion endotelial, y el sICAM-1, es un marcador temprano de esta

alteracion.
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Figura 18. Concentracién sérica de sICAM-1. Los datos se expresan como la media + ES. En el
grafico se muestra el valor de p, en caso de ser significativo.

La concentracidn de leptina aumento significativamente (p<0.001) en los sujetos
qgue presentan obesidad en relacién con los eutréficos, independientemente de
la presencia de RI. Los grupos Ob no Rl y Ob-RI, no mostraron diferencia
estadistica. Los resultados obtenidos se muestran la figura 19.
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Figura 19. Concentracion sérica de leptina. Los datos se expresan como la media £ ES. En el
gréfico se muestra el valor de p, en caso de ser significativo.

En las concentraciones de adiponectina, los obesos y Ob-RI, mostraron una
disminucién significativa de esta adipocina (p<0.001) respecto a los eutroficos.

Entre Ob no Rl y Ob-RI no hubo diferencia. Los resultados se muestran en la

figura 20.
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Figura 20. Concentraciéon sérica de adiponectina. Los datos se expresan como la media * ES.
En el grafico se muestra el valor de p, en caso de ser significativo.

Asociacién entre HOMA, sICAM-1 vy adipocinas con variables

antropométricas y bioquimicas.

Para valorar las posibles asociaciones entre las variables evaluadas, los datos
se analizaron con el coeficiente de correlacion de Pearson, el cual es una prueba
que nos permite evaluar si existe relacion lineal entre dos variables aleatorias

cuantitativas. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

El HOMA correlaciona de manera positiva y significativa con las siguientes
variables: peso, talla, CC, FC, IMC; asi como su percentil y Zscore, TGs,
colesterol, glucosa e insulina y de manera negativa, con el HDL. En la tabla 19,
se resumen las correlaciones de Pearson. El sSICAM-1 presenta una correlaciéon
positiva con casi todas las variables, excepto con PAS, PAD y HDL que no
mostraron ningun tipo de correlacion. La leptina mostro una correlacion positiva

y significativa con el peso, con el IMC; su percentil y Zscore, la CC, la PAS, los
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TGs y la insulina. Interesantemente, la adiponectina presenta una correlacion

negativa con las mismas variables que se asocian de manera positiva con la

leptina.

Tabla 19. Correlaciones de Pearson para sICAM-1, leptina y adiponectina vs.
variables antropométricas y bioquimicas.

HOMA sICAM-1 Leptina Adiponectina
lorder

Edad -0.07 -0.014 -0.021 0
Peso 0.527** 0.520** 0.281** -0.251**
Talla 0.197* 0.189** 0.032 -0.121
IMC 0.570** 0.564** 0.352** -0.259**
Percentil del IMC 0.423** 0.466** 0.380** -0.239**
Zscore del IMC 0.498** 0.527** 0.385** -0.243**
CC 0.498** 0.534** 0.288** -0.002**
FC 0.137* 0.169* 0.064 -0.014
PAS 0.096 0.077 0.192** -0.144*
PAD 0.078 0.042 0.103 -0.117
TGs 0.508** 0.365** 0.170* -0.147*
Colesterol 0.436** 0.223** 0.051 -0.11
HDL -0.136** -0.092 -0.047 0.058
Glucosa 0.491** 0.262** -0.014 -0.096
Insulina 0.931* 0.459** 0.261** -0.192**

IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia de cintura; FC: Frecuencia cardiaca; PAS:
Presion arterial sistélica; PAD: Presion arterial diastélica; TGs: Triglicéridos. *p<0.05, **p<0.01.
En negritas se muestran las asociaciones significativas.

SICAM-1 vs. HOMA
Las concentraciones séricas de sICAM-1 correlacionan de manera positiva y

significativa con el HOMA (r= 0.483; p <0.001). De acuerdo con los resultados,

al incrementar el valor de HOMA, las concentraciones de sICAM-1; también
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aumentan. Estos datos van de acuerdo con lo esperado, ya que el SICAM-1 es
un marcador temprano de DE y de inflamacién vascular. La correlacion para

SICAM-1 y HOMA, se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Correlacién de Pearson para SICAM-1 vs. HOMA.
r: linealidad; p: significancia.

Leptina vs. HOMA

La leptina se encuentra incrementada en los pacientes que presentan sobrepeso
y obesidad, de igual forma, en el estado de Rl (HOMA >3.4). En la poblacion de
estudio, esta hormona presentd una correlacién positiva y significativa con el
HOMA (r= 0.212; p= 0.001). La correlacién de Pearson para leptina vs. HOMA

se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Correlacién de Pearson para leptina vs. HOMA.
r: linealidad; p: significancia.

Adiponectina vs. HOMA

La adiponectina es una hormona que se disminuye en condiciones de obesidad
y RI. Esta adipocina mostré una correlacién negativa y significativa (r= -0.184;
p= 0.005) con el HOMA. En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos al

realizar la prueba estadistica de correlacion de Pearson.
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Figura 23. Correlacién de Pearson para adiponectina vs. HOMA.
r: linealidad; p: significancia.

Diversos estudios han evidenciado la correlacidon existente entre los niveles
séricos de adipocinas (leptina y adiponectina) con marcadores de riesgo

cardiovascular en poblacion adulta.

En el presente estudio, se analiz si existe correlacién entre las concentraciones
de sICAM-1 vy leptina. La correlacion encontrada fue positiva y estadisticamente
significativa (r= 0.245; p <0.001), lo cual indica que, a mayores concentraciones
de leptina, habrd un aumento en las concentraciones de sICAM-1. En la figura

24 se muestra la correlacion de Pearson para sICAM-1 y leptina.
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Figura 24. Correlacién de Pearson para sICAM-1 vs. leptina.
r: linealidad; p: significancia.

De igual forma, se analiz6 si los niveles de sICAM-1 y adiponectina presentan
correlacion. La correlacién que se presenta entre estas dos variables es negativa
y estadisticamente significativa (r= -0.162, p= 0.014). En la figura 25 se pueden
apreciar los resultados obtenidos, Por ultimo, no se encontr6 correlacion entre

leptina y adiponectina (No se muestran los datos).
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Figura 25. Correlacién de Pearson para sICAM-1 vs. adiponectina.
r: linealidad; p: significancia.

Modelos de regresion lineal multiple considerando: HOMA, sICAM-1 y

adipocinas como variables dependientes.

El modelo de regresién lineal multiple es una herramienta estadistica que permite
explorar la posible relacién existente entre varias variables independientes

(predictoras o explicativas) y una dependiente (criterio, explicada, respuesta).

De esta manera, con el objetivo de observar la interrelacion entre HOMA, sICAM-
1, leptina y adiponectina con los parametros antropométricos y el perfil de lipidos,
se realizaron modelos mdltiples en la poblacién de estudio. Para el analisis de
cada una de las variables, se estimaron 5 (1-5) modelos que a continuacion se

describen.
El HOMA es una de las variables que se asocia de manera importante a

alteraciones en las concentraciones de adipocinas y moléculas pro-inflamatorias

y anti-inflamatorias durante la obesidad.
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Para el analisis de regresion multiple, considerando HOMA como variable
dependiente, se observé que, las variables que se ajustaron al modelo fueron:
Zscore del IMC, la CC, TGs, el colesterol, la edad, la escala de Tanner
(Valoracion de la maduracion sexual), la leptina, la adiponectina y el sSICAM-1,
presentando significancia estadistica: la CC, TGs, el colesterol y SICAM-1. Este
modelo es capaz de explicar hasta el 45.7% de las variabilidades de los valores
de HOMA en la poblacion de estudio.

En la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para el modelo 5, que fue el

Unico que presentd asociaciones altamente significativas.

Tabla 20. Modelo de regresion lineal multiple; variable dependiente: HOMA.

Variable dependiente: HOMA

Modelo | Variables R? B Valor de p
independientes

5 Zscore del IMC 0.457 -0.025 0.84
CC 0.295 0.024
TGs 0.259 <0.001
Colesterol 0.232 0.001
Edad -0.15 0.086
Tanner 0.066 0.436
Leptina -0.012 0.853
Adiponectina 0.03 0.648
sICAM-1 0.185 0.008

IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia de cintura; TGs: Triglicéridos; SICAM-1:
Molécula de adhesion intercelular. En negritas se muestran las variables que presentaron
significancia.

La siguiente variable analizada fue el sICAM-1 (tabla 21). El modelo 1 considero
al HOMA como la Unica variable independiente que puede tener influencia sobre
la concentracion de sICAM-1; se observo que esta asociacion es significativa.

Esta variable es capaz de explicar por si sola, el 23.3% de los cambios

presentados en la concentracién de sICAM-1 en la poblacién de estudio.
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Para el modelo 2, se agregé como variable predictora el Zscore del IMC; ésta
presentd significancia y la interaccion observada se reforzo, el 34.2% de la
concentracion de sICAM-1 se explica por estas dos variables.

Se agrego la CC (modelo 3) y no presento significancia estadistica, sin embargo,
los niveles de sICAM-1 son explicados en un 36.7% por este modelo.

En el modelo 4, se afadieron los TGs y el colesterol, ambas variables no
presentaron significancia; se observdo que el HOMA y el Zscore del IMC
continlan siendo los predictores mas importantes para la concentracion de
SICAM-1.

Para el modelo 5, se sumd un mayor nimero de variables: edad, estadios de
Tanner y niveles de leptina y adiponectina; se encontré6 que este grupo de
variables explican hasta el 37.2% de la variabilidad de los niveles de sICAM-1
en la poblacién de estudio, el HOMA continué como la variable con mayor

influencia sobre esta molécula.
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Tabla 21. Modelo de regresion lineal multiple; variable dependiente: SICAM-1.

Variable dependiente: sICAM-1

Modelo | Variables R? B Valor de p
independientes

1 HOMA 0.233 0.483 <0.001

2 HOMA 0.342 0.293 <0.001
Zscore del IMC 0.381 <0.001

3 HOMA 0.367 0.246 <0.001
Zscore del IMC 0.332 0.004
CC 0.127 0.273

4 HOMA 0.365 0.220 0.005
Zscore del IMC 0.253 0.042
CC 0.180 0.144
TGs 0.091 0.249
Colesterol -0.013 0.861

5 HOMA 0.372 0.214 0.008
Zscore del IMC 0.244 0.075
CC 0.162 0.248
TGs 0.075 0.352
Colesterol -0.010 0.895
Edad -0.059 0.522
Tanner 0.076 0.387
Leptina 0.044 0.501
Adiponectina -0.064 0.323

HOMA: Modelo de homeostasis metabdlica; IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia
de cintura; TGs: Triglicéridos. En negritas se muestran las variables que presentaron
significancia.
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Para evaluar la influencia de las variables anteriormente empleadas sobre las
concentraciones séricas de leptina se realizaron varios modelos de regresion

lineal multiple (Tabla 22).

En el modelo 1, se consideré Unicamente el HOMA y de acuerdo con los
resultados obtenidos, resultd ser un predictor de fuerza moderada para las
concentraciones de leptina, explicando solamente el 4.5% de la variabilidad
encontrada.

Al modelo 2, se afiadio el Zscore del IMC, el cual, es la Unica variable que
presenta influencia sobre lo niveles de sICAM-1, el HOMA perdi6 su
significancia, asi, este modelo explica el 15.8% de las concentraciones de

leptina.

Para el modelo 3, se agreg6 la CC, que como se recordara, es un marcador de
obesidad abdominal. Esta ultima variable no presenta significancia estadistica y
el Zscore el IMC contina como la Unica que presenta significancia, de esta
manera, el modelo explica el 15.6% de las variaciones de esta hormona.

En el modelo 4, se sumaron los TGs y el colesterol; este modelo explica el 16.3%
de la variabilidad de leptina, siendo el Zscore del IMC la Unica variable con

significancia estadistica.

Modelo 5, el ajuste realizado para los parametros antropométricos (edad y
Tanner), y adipocinas (leptina y adiponectina), encontramos que, el Zscore del
IMC fue la determinante méas importante para la concentracion de leptina,
explicando el 17.6% de su variabilidad.

De acuerdo con los diferentes modelos empleados para ver la influencia de
diversas variables sobre la concentracion de leptina, podemos concluir que la

mas importante es el Zscore del IMC.
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Tabla 22. Modelo de regresion lineal multiple; variable dependiente: leptina.

Variable dependiente: Leptina

Modelo | Variables independientes R? B Valor de p

1 HOMA 0.045 | 0.212 | 0.001

2 HOMA 0.158 | 0.019 |0.787
Zscore del IMC 0.387 | <0.001

3 HOMA 0.156 | 0.005 |0.944
Zscore del IMC 0.503 |<0.001
CcC -0.136 | 0.31

4 HOMA 0.163 | 0.031 |0.729
Zscore del IMC 0.519 |<0.001
CcC -0.171 | 0.227
TGs 0.076 | 0.403
Colesterol -0.117 | 0.173

5 HOMA 0.176 | -0.001 | 0.990
Zscore del IMC 0.480 | 0.002
CcC -0.121 | 0.450
Triglicéridos 0.071 |0.440
Colesterol -0.119 | 0.169
Edad -0.128 | 0.226
Tanner 0.110 | 0.277
Adiponectina 0.058 | 0.501

HOMA: Modelo de homeostasis metabdlica; IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia
de cintura; TGs: Triglicéridos. En negritas se muestran las variables que presentaron
significancia.

La adiponectina es considerada una hormona anti-inflamatoria, anti aterogénica
y por ende cardioprotectora. Sus niveles estan disminuidos en personas que

presentan obesidad. Mediante este modelo, se pretendié establecer cuales
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variables presentaron un mayor grado de influencia sobre las concentraciones
séricas de esta adipocina, de igual forma que con las variables dependientes
anteriores, se evaluaron varios modelos (Tabla 23).

De igual manera que para las otras variables, inicialmente (modelo 1) se
considera Unicamente al HOMA como variable independiente y aunque la
interaccion resulta significativa (p=0.005), este modelo explica solamente el

3.4% de los cambios de la adiponectina en la poblacién de estudio.

Posteriormente, se afadié el Zscore del IMC (Modelo 2) incrementando la
explicacion de las concentraciones del 3.4% al 7%, interesantemente, el Zscore
del IMC la unica variable que presenté significancia. Se adiciono la variable CC
(Modelo 3) siendo la Unica variable que mostrd significancia estadistica, y de
acuerdo con los resultados obtenidos, este modelo explica el 14.3% de las

variaciones en las concentraciones de adiponectina encontradas.

Se evaluo la influencia de los TGs y el colesterol (Modelo 4) y de igual manera
qgue el modelo anterior, la CC fue significativa, este modelo explica el 12.5% de
los cambios encontrados en las concentraciones de adiponectina.

En el modelo 5, se hicieron ajustes para edad, Tanner, leptina; y la CC continto
como la Unica variable con significancia estadistica. Este modelo explica el
13.6% de la variabilidad de las concentraciones de adiponectina.

La obesidad abdominal, que se diagnostica mediante la medicién de la CC, fue
la variable que presentdé mayor influencia sobres los niveles de adiponectina. Se
observa que la correlacion es negativa, es decir, a mayor CC menores niveles

de adiponectina.
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Tabla 23. Modelo de regresion lineal multiple; variable dependiente:
adiponectina

Variable dependiente: Adiponectina

Modelo | Variables independientes | R? B Valor de p

1 HOMA-IR 0.034 | -0.184 | 0.005

2 HOMA-IR 0.07 |0.076 |0.787
Zscore del IMC -0.219 | 0.004

3 HOMA-IR 0.143 | -0.053 | 0.503
Zscore del IMC 0.135 | 0.309
CcC -0.46 | 0.001

4 HOMA-IR 0.125 | 0.035 | 0.7
Zscore del IMC 0.121 | 0.404
CcC -0.423 | 0.004
TGs -0.091 | 0.323
Colesterol -0.031 | 0.721

5 HOMA-IR 0.136 | 0.053 | 0.579
Zscore del IMC 0.150 | 0.351
CcC -0.437 | 0.007
TGs -0.100 | 0.288
Colesterol -0.021 | 0.812
Edad -0.011 | 0.919
Tanner 0.075 | 0471
Leptina -0.088 | 0.323

Modelo de homeostasis metabdlica; IMC: indice de masa corporal; CC: Circunferencia de cintura;

TGs: Triglicéridos. En negritas se muestran las variables que presentaron significancia.
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Determinacion del estado de metilacion de los genes que codifican para

leptina y adiponectina en la poblacion de estudio.

Para llevar a cabo las MS-PCR de las muestras de los pacientes, previamente
se corroboré la funcionalidad de los oligonucleétidos de la siguiente manera, se
corrieron PCR’s con los controles de DNA gendmico (metilado y no metilado).
Se realizaron PCR’s de ambos genes para el juego de oligonucleétidos M con
control de DNA metilado, control de DNA no metilado y DNA sin transformar, de
igual manera con los oligonucleétidos U, se procesaron, ademas, muestras de
DNA obtenido de donadores voluntarios. Se us6 un marcador de peso molecular
de 100 pb (Marca Axygen). Las condiciones empleadas para cada gen y juego

de oligonucleétidos se mencionaron con anterioridad.

Los resultados correspondientes a la prueba realizada con los oligonucleétidos

My U del gen de adiponectina se muestran en la figura 26 y 27 respectivamente.

Gen: ADIPOQ
Oligonucleodtidos: M
Producto: 300 pb

M
100 pb M cu NT B

3000 pb E

N—
S00pb
-—

300ph  W— ——

200 pb -

100pdb W

Figura 26. Gel representativo de la prueba de MS-PCR del gen de adiponectina usando
oligonucleotidos Metilados (M). M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CM: Control metilado;
CU: Control no metilado; NT: DNA no transformado con bisulfito de sodio; B: Blanco.
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Gen: ADIPOQ
Oligonucledtidos: U
Producto: 300 pb
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Figura 27. Gel representativo de la prueba de MS-PCR del gen de adiponectina usando
oligonucleétidos no metilados (U). M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CM: Control
metilado; CU: Control no metilado; NT: DNA no transformado con bisulfito de sodio; B: Blanco.

El objetivo de esta prueba fue descartar que los oligonucleétidos amplificaran de
manera cruzada, asi como que lo hicieran con DNA sin transformar con bisulfito.
Como se observa, el juego de oligonucleétidos M s6lo amplificé con el control M
y el juego de oligonucleétidos U sélo amplificé con el control no metilado. En

ningun caso, el DNA sin transformar o el blanco amplificaron.

Respecto a las muestras, en cada gel se puede observar que se cargaron las
reacciones para DNA metilado y no metilado del gen correspondiente y
dependiendo del juego de oligonucle6tidos empleado. Se puede apreciar el
marcador de peso molecular de 100 pb (Marca Axygen), el control metilado (M)
o el control no metilado (U) y el blanco. A continuacién, se muestran geles
representativos de las MS-PCR realizadas para el gen de leptina
(oligonucledtidos M y U) y adiponectina (oligonucleotidos M y U) en las figuras

28-31 respectivamente.
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Gen: LEP
Oligonucledtidos: M
Producto: 162 pb

Figura 28. Gel representativo de la MS-PCR del gen de leptina empleando oligonucleétidos M.
M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CM: Control metilado; B: Blanco. Los ndameros
corresponden a los folios de cada paciente de las muestras analizadas.

Gen: LEP
Oligonucledtidos: U
Producta: 163 pb

00pb W '

. BN B B e

Figura 29. Gel representativo de la MS-PCR del gen de leptina empleando oligonucle6tidos U.
M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CU: Control no metilado; B: Blanco. Los nimeros
corresponden a los folios de cada paciente de las muestras analizadas.
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Gen: ADIPOQ
Oligonucledtidos: M
Producto: 300 pb

M
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Figura 30. Gel representativo de la MS-PCR del gen de adiponectina empleando
oligonucleétidos M. M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CM: Control metilado; B: Blanco.
Los numeros corresponden a los folios de cada paciente de las muestras analizadas.

Gen: ADIPOQ
Oligonucledtidos: U
Producto: 300 pb
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Figura 31. Gel representativo de la MS-PCR del gen de adiponectina empleando
oligonucleotidos U. M: Marcador de peso molecular de 100 pb; CU: Control no metilado; B:
Blanco. Los numeros corresponden a los folios de cada paciente de las muestras analizadas.
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La ausencia de banda nos indica que el juego de oligonucleétidos M empleados
para leptina o adiponectina no amplificd, lo que se significa que la isla CpG

analizada esta no metilada.

Respecto a los oligonucledtidos U de ambos genes, la ausencia de banda, indica
que el DNA esta metilado. En caso de haber banda tanto en la PCR de
oligonucledtidos M y U, nos dice que existen alelos metilados y no metilados en

la muestra que se analizo.

Como se observa en las diferentes figuras, las bandas del amplicén de las
muestras, poseen una intensidad diferente. Es decir, una banda de mayor
intensidad significa un mayor namero de alelos metilados o no metilados
dependiendo de los oligonucleétidos empleados para preparar el mix. En los
casos donde amplificaron los dos juegos de oligonucle6tidos (M y U), se
consideré que el gen amplific6 para M, con base en esto, se obtuvieron las

frecuencias de metilacion de las islas CpG estudiadas en cada gen.
Para evaluar si existen diferencias de metilacién entre los diferentes grupos, se
uso la prueba estadistica de Chi-cuadrada, la cual, compara las frecuencias de

metilacion observadas en cada categoria.

En la figura 32 se representan las frecuencias de metilacion del gen de leptina

para los diferentes grupos.

96



p=0%20

100

=0.078

B D [0}
o o o
1 1 1

Metilacion del gen de leptina (%)
S
1

Eutréfico Obesos Ob no RI Ob_RI
n=36 n=71 n=40 n=31

Figura 32. Frecuencias de metilacion del gen de leptina en los grupos de estudio. El analisis
estadistico se realizé con Chi-cuadrada.

Solo el grupo Ob-RI (74.2%; n=23) presenta una disminucién significativa
(p=0.020) en la frecuencia de metilacion respecto a los eutréficos (94.4%; n= 34).
Referente al grupo de adolescentes Ob no RI vs. Ob-RI se observa que, aunque
no hay diferencia estadistica (p=0.078), se presenta una tendencia a la
disminucién en la metilacién del gen de leptina en los Ob-RI, que podria ser

explicada por la presencia de RI.

Los resultados obtenidos de frecuencia de metilacion del gen de adiponectina se

muestran en la figura 33.
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Figura 33. Frecuencias de metilacion del gen de adiponectina en los grupos de estudio. El
andlisis estadistico se realiz6 con Chi-cuadrada.

Como se puede apreciar en la figura 33, la metilacién del gen de adiponectina
no presento diferencia entre los diferentes grupos de estudio, las frecuencias de

metilacion fueron similares.

Asociacion entre el perfil de metilacién de los genes gue codifican para las

adipocinas y su concentracion sérica.

Se realiz6 un modelo de regresion lineal multiple, con el fin de observar la
asociacion de wuna variable de respuesta con diferentes variables
independientes, se emplearon modelos (1-4) de estudio con el fin de evaluar si
la metilacion de los genes de leptina y adiponectina presentan influencia sobre
los niveles séricos de las adipocinas. El analisis se muestra en las tablas 24 y 25

respectivamente.
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En el andlisis donde la leptina se consider6 como variable dependiente o de
respuesta, en el primer modelo, se evalu6 Unicamente la metilacion del gen de
leptina como variable independiente; no se observd una asociacion significativa.
Se afadio el IMC (Modelo 2); logrando significancia ambas variables: metilacion
del gen de leptina (p=0.010) e IMC (p <0.001), siendo éste el de mayor influencia
sobre los niveles séricos de leptina. La interaccion de ambas variables explica el
28.1 % de la variabilidad de concentracion de esta adipocina. Al considerar el
HOMA (Modelo 3); esta variable no presenta significancia estadistica y se
conserva la tendencia observada en el modelo anterior. En el modelo 4, se
agrego la concentracion de TGs; variable que no presenté significancia, al igual
que el modelo 2, se conservo la misma predisposicion al incremento de leptina
sérica, donde los parametros que presentan influencia son metilacion de leptina
e IMC. El estadistico  nos brinda informacién sobre el tipo de asociacion entre
las variables (positiva 0 negativa), en este caso en particular, indica que una
disminucién en la metilacién del gen de leptina y un aumento de IMC favorecen
el incremento de los niveles de leptina, este fendmeno se observo en los modelos
2-4.
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Tabla 24. Influencia de metilacion de gen de leptina sobre leptina sérica.

Variable dependiente: leptina sérica

Modelo | Variables R? B Valor de p
independientes

1 Metilacion leptina 0.004 -0.061 0.533

2 Metilacion leptina 0.281 -0.231 0.010
IMC 0.553 <0.001

3 Metilacion leptina 0.282 -0.23 0.010
IMC 0.531 <0.001
HOMA 0.040 0.693

4 Metilacion leptina 0.283 -0.24 0.009
IMC 0.529 <0.001
HOMA 0.023 0.829
TGs 0.045 0.634

IMC: indice de masa corporal; HOMA: Modelo de homeostasis metabdlica; TGs: Triglicéridos.
Valor de significancia p<0.05. En negritas se muestran las variables que presentaron
significancia.

Se realiz6 este mismo analisis para evaluar la influencia de la metilacion del gen
de adiponectina sobre su concentracion sérica y se consideraron las variables

independientes empleadas para la leptina.
En el modelo 1, se evalué solamente la metilacion del gen de adiponectina; no

presenta significancia, por lo tanto, tampoco relevancia biolégica sobre la

concentracion sérica de adiponectina.

100



En el modelo 2, se consider6 ademas el IMC; el cual, presentd significancia
estadistica (p=0.016), el valor de 3 es negativo, lo cual indica que la relacion es
inversa, al disminuir el IMC aumenta la adiponectina, sin embargo, soélo explica
el 6% de los cambios de esta adipocina.

En los modelos 3y 4, se sumaron el HOMA y los TGs respectivamente y ninguna
presento significancia, incluso, la significancia del IMC sobre la concentracion de
adiponectina se perdié en estos modelos. La tabla 25 resume los resultados

obtenidos.

Tabla 25. Influencia de metilacién de gen de adiponectina sobre adiponectina
sérica.

Variable dependiente: adiponectina sérica

Modelo | Variables independientes R? B Valor de p

1 Metilacién adiponectina 0.005 | 0.068 0.491

2 Metilacion adiponectina 0.060 |0.106 0.279
IMC -0.239 0.016

3 Metilacion adiponectina 0.83 0.105 0.282
IMC -0.144 0.210
HOMA -0.179 0.116

4 Metilacion adiponectina 0.109 |0.108 0.264
IMC -0.116 0.314
HOMA -0.110 0.358
TG -0.182 0.095

IMC: indice de masa corporal; HOMA: Modelo de homeostasis metabdlica; TGs: Triglicéridos.
Valor de significancia p<0.05. En negritas se muestran las variables que presentaron
significancia.
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VIII. Discusion

La obesidad es considerada actualmente un problema de salud a nivel mundial,
debido a que se le ha asociado con un numero considerable de enfermedades
gue se encuentran entre las primeras causas de muerte alrededor del mundo.
Estudios realizados en diversas poblaciones étnicas y diferentes grupos de edad,
han evidenciado la correlacidn existente entre la obesidad, la Rl y la dislipidemia.
El presente estudio confirma que la obesidad en adolescentes mexicanos esta
asociada a dislipidemia, RI, hiperleptinemia y disminucion sérica de
adiponectina. Esto representa un riesgo aumentado de desarrollar disfuncion
endotelial, que puede detectarse mediante la cuantificacion de diversos
parametros séricos, entre ellos el SICAM-1. Interesantemente, el HOMA-IR y el
sICAM-1 son predictores el uno del otro, el Zscore del IMC es una determinante
independiente de la concentracion de leptina. De igual manera, la CC lo es para
las concentraciones séricas de adiponectina. Los resultados de este trabajo son
consistentes con lo reportado por D"Adamo y cols. (2015) en donde sefialan que
los nifios y adolescentes obesos presentan un perfil de lipidos alterado
comparados con aquellos que presentan un peso normal. Debido a que la
patofisiologia que subyace el desarrollo de dislipidemia es de origen
multifactorial, ésta no se ha podido elucidar de manera clara. Existe la hip6tesis
de que la RI presenta un papel protagénico en la relaciéon obesidad-dislipidemia
(Ahrens y cols., 2014; Burns y cols., 2009).

En un estudio llevado a cabo por De Giorgis y cols. (2014) en una cohorte de
jovenes obesos que presentaban RI, la relacion TGs/HDL se asocidé de manera
significativa con esta alteracion, ademas, se confirmo que esta relacion de lipidos
presenta asociacion con signos tempranos de dafio vascular en sujetos

prepuberales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que niveles altos de TGs
y colesterol son predictores para el desarrollo de HOMA. Se ha postulado que la
RI es una alteracion fisiol6gica que se suma a diversos factores de riesgo para

el desarrollo de ECV, pero los mecanismos mediante los cuales genera esta
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patologia no se han elucidado del todo. Durante la década pasada, se habia
considerado que la RI era consecuencia de la obesidad visceral y que no
participaba en el desarrollo de complicaciones cardiovasculares. Actualmente,
se ha postulado que la RI es un epifendmeno asociado a la obesidad y al

sindrome metabdlico (Kim, 2012).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que una disminucion en la
sensibilidad de la insulina en el endotelio conduce a la disfuncién vascular,
favorece la expresion de moléculas de adhesion vascular, y da origen a lesiones
ateroscleroticas en ratones (Li y cols., 2013; Hasegawa y cols., 2012; Rask-
Madsen y cols., 2011; Du y cols., 2006). La RI se ha atribuido a la inflamacion
derivada de los adipocitos en el TA con lo cual, se ha postulado la existencia de
un “paradigma adipocéntrico” (Kim, 2012). Este concepto es apoyado por la
suposicion de que la supresién de la inflamacion en el endotelio vascular
previene la Rl en otros érganos y es capaz de prolongar la esperanza de vida
(Hasegawa y cols., 2012). Kubota y cols. (2011) realizaron un estudio en ratones
obesos que demostrd que la alteracion genética del sustrato receptor de insulina
2 (ISR-2) en las células endoteliales reduce de manera considerable la captacion
de glucosa en el musculo esquelético. Estos hallazgos fortalecen la teoria del
papel central que presenta el endotelio en la Rl inducida por la obesidad. La DE
es considerada un marcador temprano para el desarrollo de ECV. Existen
diversos métodos para evaluar la disfuncién endotelial, uno de los mas
empleados, porque no es invasivo, y brinda informacion relevante es la
cuantificacion de moléculas solubles de adhesién, que son usadas como un
marcador de activacion endotelial. Tzoulaki y cols. (2005) estudiaron a una
poblacion durante 12 afios, reclutaron casi 1600 participantes con edades
oscilantes entre los 55-74 afios, se cuantificaron las concentraciones séricas de
varios marcadores de disfuncién endotelial, entre ellos el sSICAM-1 y encontraron
gue resultd ser un predictor de la progresion de arterosclerosis que se midié a

través de cambios en el indice tobillo/brazo.

Las concentraciones de sICAM-1 se han asociado con el riesgo de infarto al
miocardio en poblacién adulta en el género masculino, esto de acuerdo con los

reportado por el Physician’s Health Study (Ridker y cols.,1998; Hwang y
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cols.,1997). Glowinska y cols. (2005), reportaron que los hombres que
presentaron una angiografia coronaria positiva tenian concentraciones elevadas
de sICAM-1 que aquellos cuya angiografia coronaria fue negativa, esto,
independientemente de la presencia de otros factores de riesgo para ECV.
Incluso, Lee y cols. (2008) reportaron que en poblacion infantl las
concentraciones de ICAM-1, E-Selectina e IL-6en nifios obesos fueron mayores
respecto a aquellos que no presentaron obesidad, sin embargo, en adolescentes
con sindrome metabdlico esta relacion desaparece cuando se ajusta para
obesidad abdominal. Por otro lado, Garanty-Bogacka y cols. (2005) encontraron
que, en los sujetos obesos con hipertensién, la concentracion de ICAM-1 es
mayor respecto a los normotensos. Los resultados obtenidos en el presente
estudio son consistentes con lo reportado por otros autores (Byun y cols., 2014;
Gtowinska-Olszewska y cols., 2013; Huang y cols., 2011) y confirman la
presencia de la activacion endotelial en adolescentes obesos, lo cual, puede ser
un factor de riesgo para desarrollar ECV.

En el presente estudio, al emplear una correlacion lineal maltiple y ajustando
para: edad, estadio puberal (Tanner), IMC, perfil de lipidos y adipocinas; el
HOMA y sICAM-1 permanecen como fuertes predictores de concentracién uno
del otro. Estos datos muestran una clara interaccion entre Rl y la DE temprana,
lo cual, puede dar origen a nuevas alternativas terapéuticas con el fin de prevenir
o revertir la RI sistémica y, por ende, disminuir el riesgo de desarrollar DE y
posteriormente ECV en los pacientes obesos.

Ademas de la RI, existen diversas adipocinas asociadas a la obesidad, entre
ellas se encuentran la leptina y la adiponectina, que presentan un papel
importante en las alteraciones metabdlicas y cardiovasculares. Los datos
obtenidos durante este estudio son consistentes con otros reportados
previamente en nifos y adolescentes: el aumento en las concentraciones de
adipocinas pro-inflamatorias como la leptina y la reduccion de la adiponectina, la
cual es un mediador anti-inflamatorio derivado del TA (Ley y cols., 2008; Wang
y cols., 2008; Valle y cols., 2005).
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En este estudio, las concentraciones de sICAM-1 correlacionan de manera
positiva con la leptina. Korda y cols. (2008) realizaron un estudio en células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y en endotelio adrtico de
ratas tratadas con diferentes tipos de dieta. Los animales sometidos a una dieta
hipercalorica se dividieron en 3 subgrupos y se dio a un grupo agua simple, a
otro, agua + L-arginina y por ultimo L-arginina + sepiapterina. Al sacrificar a los
animales, se tomo tejido aortico y se tratd con diferentes concentraciones de
leptina de la misma manera que los cultivos de HUVEC. De acuerdo con sus
resultados, la leptina incrementa la expresion de eNOS, pero la disponibilidad de
NO se encuentra reducida mientras que las concentraciones de Oy ONOO-
estan incrementados durante la obesidad. El desbalance entre la expresion de
eNOS vy el nivel intracelular de L-arginina y/o tetrahidrobiopterina intracelular se
ha postulado como un posible mecanismo de accion de la leptina para favorecer
la DE. Por otro lado, se ha observado que la hiperleptinemia regula
negativamente la expresion de los receptores de leptina, asi como la densidad

de los receptores de leptina en tejido renal de ratas y perros (Bettowski, 2012).

Un gran numero de evidencias sugieren la importancia de evaluar la obesidad
abdominal con el fin de valorar los riesgos de salud en nifios y adolescentes
(Maffeis y cols., 2008). La CC es un marcador de obesidad central, esta asociado
con el TA visceral, la RI, biomarcadores de inflamacion y adiponectina en nifios
y adolescentes (Huang y cols., 2011; Lee y cols., 2008; Ogawa Yy cols., 2005;
Huang y cols., 2003).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la CC es la Unica
variable determinante para las concentraciones de adiponectina. Esto confirma
que el TA es la principal contribuyente a las bajas concentraciones de
adiponectina. Ademas, el Zscore del IMC es una determinante moderada e

independiente para el desarrollo de hiperleptinemia.

Una herramienta que se ha explotado de manera importante es la evaluacion de
la metilacion del DNA, ya que se ha descrito que alteraciones en los patrones de
metilacion de determinados genes se asocia con el desarrollo de enfermedades

como el cancer, enfermedades neuroldgicas y obesidad. El analisis de metilacion
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del DNA podria ser empleado como un instrumento de diagndstico y/o de

pronostico durante el curso de algunas enfermedades.

La técnica empleada para evaluar el perfil de metilacion de los genes de interés
fue la de MS-PCR, la cual, brinda un andlisis rapido del estatus de metilacion de
las islas CpG. Es una técnica que provee ciertas ventajas sobre otras, por
ejemplo, es altamente sensible, por lo tanto, es capaz de detectar un niumero
bajo de alelos metilados y permite el analisis de DNA en muestras pequefias. La
simultdnea amplificacion de productos metilados y no metilados en una muestra
brinda informacion acerca de la densidad de metilacion de los alelos. Una de las
ventajas del MS-PCR vs. la secuenciacion es que la primera lleva menos tiempo,
ya que se evitan los pasos que implica la clonacion, lo cual, agiliza el proceso,
con esta técnica disminuimos el uso de reactivos empleados en la

secuenciacion, que son caros y existe la exposicidon a radioactividad.

Al analizar los resultados del perfil de metilacion de los genes de leptina y
adiponectina, sélo se encontraron diferencias importantes en la metilacién del
gen de leptina. Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con lo
reportado por Garcia-Cardona y cols. (2014), Sayed y cols. (2018) y Houde y
cols. (2014), en donde, los pacientes con obesidad presentan una disminucion
de la metilacion en el gen de leptina respecto a los sujetos no obesos y, ademas,
concentraciones elevadas de esta adipocina. Por otro lado, se ha demostrado
una correlacion inversa entre expresion de leptina y la metilacion del gen LEP
evaluada en TAB (Marchi y cols., 2011; Stdger y cols., 2006).

Houde y cols. (2015) evaluaron la metilacion de los genes de leptina y
adiponectina en TA (subcutaneo y visceral) y en sangre, encontrandose
asociacion de la metilacion de estos genes con complicaciones relacionadas a
la obesidad, incluyendo dislipidemia, hiperglicemia e hipertension. La
concentracion sérica de LDL correlacion6 de manera positiva con la metilacion
del gen de leptina en el TA abdominal (TAA) y con adiponectina en TA
subcutaneo (TAS) y TAA. Asi mismo provee evidencia de que los niveles de
metilacion del gen de leptina medidos en sangre correlacionan de manera

negativa con el IMC. Estos hallazgos concuerdan con lo obtenido en este trabajo.
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Con respecto a la metilacion de adiponectina, este grupo encontré una
correlaciéon positiva con el IMC cuando se midié en TA subcutédneo, no asi en
sangre periférica. Esta asociacion tampoco se encontrg en el presente estudio.

Multiples grupos de investigacion han evidenciado la asociacién de la metilacion
del DNA con la obesidad. Plagemman y cols. (2009) reportaron un aumento en
la metilacion en el gen de POMC y, ademas, el Neuropéptido Y presento un nivel
bajo de metilacion en el tejido hipotalamico de ratas neonatas a las cuales se les
indujo una sobrenutricion mediante la disminucion del tamafio de la camada para
cada madre. El grupo sobrealimentado present6 ademdas importantes
alteraciones metabdlicas presentes en la obesidad. En un estudio realizado por
Aghay cols. (2015) en poblacion adulta, se tomo a los participantes una biopsia
de TA y una de sangre periférica. Al analizar la metilacion de los genes
estudiados (AOC3, LIPE, SOD3, AQP7yCETP), que estan asociados al
desarrollo de adiposidad, reportaron que sélo existe correlacion con la metilacién
del DNA extraido de TA con la adiposidad, fenbmeno que no se observé con

DNA obtenido de sangre periférica.

Existen mas evidencias que demuestran la importancia de evaluar los estatus de
metilacion de manera tejido especifico, aunque también pacientes que estan
sanos pueden presentar metilacion de algunos genes que proponen sean
empleados, sobre todo, como marcadores tumorales (Guan y cols., 2013).
Adalsteisson y cols. (2012) reportan que un factor poco favorable para llevar a
cabo analisis de metilacibn en sangre total es la heterogeneidad de tipos
celulares concentrados en este fluido. Este grupo evalué el perfil de metilacion
de 4 genes en sangre, y observaron que existen diferencias estadisticamente
significativas al comparar la metilacion de células mononucleares vs.
Polimorfonucleares. La especificidad tisular y la poca informacion que brindan
los tejidos no especificos como los leucocitos de sangre periférica sobre los
patrones de metilacién es un area de mucho debate, sin embargo, el uso de DNA
extraido de leucocitos o de corddén umbilical es una practica comun en estudios
epidemioldgicos debido a que estas son las Unicas fuentes de DNA disponibles
(Relton y cols., 2012).
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Zmetakova y cols. (2013) usaron diferentes muestras bioldgicas: tumores,
plasma y células de sangre periférica de pacientes con cancer de seno y de
controles sanos para medir la metilacion de 11 genes y observaron que la
frecuencia de metilacion del DNA en las mujeres con cancer fue mayor en los
genes comunmente no metilados, algunos son supresores de tumores como
RASSF1A (71.9%), ADAM23 (38%) Y CXCL12 (34.4%), incrementandose a
86%, 53% y 64% respectivamente. En los pacientes se encontraron mayores
niveles de metilacion en genes supresores de tumores como CXCL12, ESR1 y
TIMP3 respecto a los controles, pero los valores no excedian el 15% de
diferencia. No se encontré correlacion entre la metilacion encontrada en tumores
y la metilacién en sangre de las pacientes. Respecto al analisis de la metilacion
en muestras de plasma, se encontraron valores cercanos entre pacientes y

controles.

Ademas, Huang y cols. (2016) reportaron que la metilacién evaluada en TA y
sangre era similar en sujetos obesos, no asi en aquellos con IMC bajos, en donde
se observa menos correlacion. De los 20,073 genes analizados, s6lo 1961
mostraron una correlacion entre TA y sangre. Entre los hallazgos mas
importantes sefialan lo siguiente: la metilacion de los genes FASN (del inglés,
Fatty Acid Synthase) y HIF3A (del inglés, Hypoxia-Inducible Factor-3) en TA
presentaron una asociacion importante con el IMC, pero esta no se observa en
sangre, Por ultimo, en lo que respecta al gen C21orf81 (silenciador génico) la
metilacion en TA o en sangre, no fue significativa. La discordancia encontrada
en la metilacion de los genes en tejido especifico y sangre se enriquecen en los
procesos bioldgicos relacionados a la respuesta inmune, a la activacion o
diferenciacion de linfocitos y leucocitos, asi como a la coagulacién sanguinea.
La metilacion del DNA puede proveernos una ventana hacia los componentes
de los tejidos, se sabe que distintos inmunofenotipos presentan regiones
diferencialmente metiladas. Esto apoya la oportunidad de analizar en sangre
para definir el perfil de células inmunes en cualquier situacién normal o de
enfermedad usando como marcador la metilaciéon del DNA, incluso mas que la
citometria de flujo. Es importante mencionar que la comparacion del perfil de
metilacion en diferentes tejidos seria capaz revelar la existencia de

heterogeneidad de los tejidos, lo cual podria brindarnos un nuevo mecanismo
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para detectar la susceptibilidad a desarrollar una enfermedad. Esto garantiza un
estudio mas completo, que incluye la evaluacion de la metilacion de DNA
después de la fenotipificacion especifica, anatdmica, histologia y temporal. Los
autores concluyen que la metilacion en tejidos periféricos o en sangre, no refleja
el perfil de metilacion del tejido diana. Debido a estos resultados, es necesario
evaluar la utilidad de medir la metilacion en sangre para establecer un

diagnostico certero en el desarrollo de multiples enfermedades.

Por otro lado, Dusntan y cols. (2017) midieron la metilacion de LEP, ICAM-1,
CRH y LINE-1 en la saliva de adolescentes obesos con edades comprendidas
de 10 a 15 afos y reportaron una asociacion positiva Unicamente entre la
metilacion del gen de leptina y el IMC. Al estratificar de acuerdo con el género y
al grado de obesidad se encontraron que la asociacion descrita es mayor en los
participantes del género masculino que presentaron obesidad. Con base en sus
resultados, proponen que la medicién de la metilacion del gen de leptina en saliva
es una herramienta Util para realizar estudios de metilacibn y obesidad
particularmente en nifios y adolescentes que presentan cierto temor a la
venopuncion. Las ventajas que presenta hacer uso de este tipo de muestra son
entre otras: es una técnica no invasiva; de bajo costo y de acuerdo con los
resultados, biol6égicamente consistente. Este tipo de muestra podria enfocarse
en el estudio de los cambios epigenéticos durante el asentamiento y desarrollo

de la obesidad.

Se ha establecido que la metilacion del DNA desempeifia un papel importante en
el control de la expresion génica, por ejemplo, durante el desarrollo para
asegurar la inactivacion del cromosoma X o la impronta genémica. Ademas, se
ha observado que alteraciones en los patrones de metilacion se asocian con
algunas enfermedades, entre los que se encuentran varios tipos de cancer; un
aumento en la metilacién de islas CpG no metiladas se ha vinculado con el

silenciamiento de los genes supresores de tumores (Zhu y cols., 2016).

Zochbauer-Mdller y cols. (2001) Evaluaron la disminucion de la expresion del
gen FHIT (del inglés, Fragile Histidine Triad), un gen supresor de tumores y su

nivel de metilacion. Analizaron la metilacién de este gen en 107 pacientes con
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cancer primario de pulmén, 39 de tejido sano de pulmén, 39 de carcinomas
primarios de seno, y en 49 y 22 lineas celulares cancerosas de pulmon y seno
107 respectivamente. La metilacion de FHIT correlacion6 de manera positiva con
una disminucién en la expresion de mRNA en cancer de seno y de pulmon. Los
autores dicen que la metilacion de DNA de FHIT podria ser usado como un

marcador de estos tipos de cancer.

Existen diversos estudios que han reportado la asociacion de la metilacion de
DNA con la expresion de mRNA y con la expresion de la proteina. Li y cols.,
(2016) encontraron que la hipermetilacion del gen FOSL2 (del inglés, FOS-like
antigen 2) medido en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presenta también
una baja en los niveles de expresion del MRNA y de la proteina circulante. Shilpa
y cols. (2014) evaluaron la metilacion del gen MGMT (O-6methylguanine-DNA
methyltransferase) en carcinoma epitelial de ovario, de acuerdo con sus
resultados, se sugiere que la metilacion de este gen no correlaciona de manera
absoluta con su expresion. Zmetakova y cols. (2013), evaluaron el perfil de
metilacion de 11 genes, de los cuales, s6lo, APC y CXCL12 mostraron una
disminucién en la media del perfil de metilacion y un aumento en la expresion de

la proteina correspondiente.

Incluso, cuando el andlisis de metilacion se hace tejido especifico, los resultados
no suelen ser consistentes. En un estudio realizado en Alemania en poblacion
adulta, la metilacion del gen de adiponectina medida en TAS no mostré
asociacion con la expresion de la proteina, ni con parametros antropométricos,
sin embargo, la metilacion de los genes LPL y PPAR-A realizada en este estudio
mostraron una fuerte asociacién entre la expresion y la distribucién de grasa

corporal (Drogan y cols., 2015).

Las marcas epigenéticas, pueden ser modificadas mediante factores
ambientales, la importancia del estilo de vida que incluye la actividad fisica,
adicciones y el tipo de alimentacion es objeto de estudio intensivo con el fin de
entender la importancia de estos parametros sobre la epigenética, y, por ende,
de su participacion en la aparicion y desarrollo de una enfermedad. Milagro y
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cols. (2009) realizaron un estudio en ratas a las cuales se alimentd con una dieta
de cafeteria durante 11 semanas; mostraron ganancia de peso superior al grupo
control, Rl y mayor cantidad de TA retroperitoneal, ademas, los niveles séricos
de leptina estaban elevados, asi como el mMRNA del gen de leptina en el TA
retroperitoneal. Los niveles de metilacion en el gen de leptina en los roedores
alimentados con dieta de cafeteria mostraron una correlacion inversa y
significativa, lo cual sugiere que la hipometilacién del promotor de leptina en la
mayoria de las ratas obesas podria ser inducida por la diferenciacién adipocitaria
como lo han observado otros autores en células 3T3-L1 y en adipocitos

humanos.

A pesar de que el ambiente puede influir de manera importante en el perfil
epigenético, existe evidencia de que algunas regiones en el genoma pueden, de
manera autonoma, determinar el estado de metilacion. Diversos estudios
enfocados en la variacion de la metilacion en el DNA en humanos se ha
demostrado que las variaciones genéticas presentan influencia sobre la
metilacion del DNA en diferentes tipos celulares, pero los mecanismos por los
cuales ocurren estas variaciones aun no estan del todo claros (Gutierrez-Arcelus
y cols., 2013).
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IX. Conclusiones

Los resultados de este trabajo de investigacion permiten concluir que:

1. Los adolescentes Ob-RI presentan incrementos en los niveles de insulina,

leptina, colesterol y TGs comparados con los Ob no RI.

2. La concentracion de SICAM-1 es mayor en el grupo de adolescentes Ob-
RI; la Rl se asocia de manera positiva con leptina y sSICAM-1 y negativa

con adiponectina.

3. El perfil de metilacion del gen de adiponectina no presenta diferencia entre
grupos. La metilacion del gen de leptina present6 diferencias en los

sujetos obesos con RI vs. los eutrdficos.

4. La leptina presentd asociacion entre una disminucién del perfil de
metilacion y un aumento en la concentracion sérica de la proteina. El perfil
de metilaciéon de los sujetos Ob-RI fue menor que en los eutrdéficos;

mientras que la concentracion sérica de leptina fue mayor.
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X. Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos para el gen de leptina, se puede
plantear el uso de una estrategia experimental cuantitativa que permita conocer
con certeza que sitios CpG estan implicados de manera directa y significativa
sobre el IMC y las concentraciones de adipocinas.

Al no ser concluyentes los resultados obtenidos para la metilacion del gen de
adiponectina, se recomienda analizar otra isla CpG.

Es necesario evaluar en otras islas CpG del gen de adiponectina, o bien, tratar
de establecer si la regulacion de la expresion del gen esta mediada por otro

mecanismo epigenético.

Debido a la alta representatividad de la metilacion del gen de leptina en sangre,

seria interesante evaluar si existe también hidroximetilacion.
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