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La obesidad es un problema de salud de primer orden que se encuentra en aumento, con
una etiologia multifactorial y asociada a un gran ndmero de comorbilidades. Su
tratamiento requiere un enfoque multimodal, ya que ninguno de los existentes, por si solo,
mantiene buenos resultados a largo plazo. Entre ellos, la cirugia bariatrica es la medida
que estd ofreciendo mejores resultados, por su caracter restrictivo y/o malabsortivo,

aunque, en gran medida, desconocemos que implicaciones tiene a nivel molecular.

El presente estudio tuvo como objetivo analizar, en un modelo animal con ratas, los
posibles cambios en la expresidn de determinados genes relacionados con el metabolismo
energético y la inflamacion después de cirugia bariatrica. Ademas, se analizo si estos
cambios podian ser secundarios a alteraciones en el estado epigenético del ADN

generados por la propia cirugia y su relacion con la variacion ponderal objetivada.

Se disefi6 un proyecto con 42 ratas, 36 de la cuales obesas, divididas en 6 grupos y
sometidas a diferentes intervenciones: control, dieta hipercalérica, dieta restrictiva
hipocaldrica, cirugia sham, gastrectomia vertical y bypass gastrico.

Tras las intervenciones se obtuvieron muestras de 5 tejidos (grasa subcutanea, grasa
visceral, muasculo, higado y sangre) y se analizo la expresion de genes implicados en el
control ponderal, el metabolismo intermediario y la respuesta inflamatoria (grelina,
leptina, GLP-1, FASN, PPAR-y, FTO, IRS1, TNFa y MCP1). En aquellos en los que se
objetivd algun tipo de cambio de expresion se estudid posteriormente su estado

epigenético.

En el analisis de los resultados se excluyd el grupo Bypass por mala evolucién clinica en
5 de las 7 ratas. En el resto, al realizar comparaciones entre grupos, se objetivaron
cambios de expresion significativos en los genes de la leptina, TNFa, FASN y MCP1 en

grasa visceral, musculo e higado.

Sin embargo, unicamente los cambios de FASN y MCP1 en higado se asociaron a

variaciones en el estado epigenético.
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Sobrepeso y obesidad

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se definen

como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud.

La forma més comun de valorar si una persona presenta un nivel adecuado de peso o no,
es calcular el indice de Masa Corporal (IMC). Este valor se calcula dividiendo el peso de

una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?), de forma que se ajusta
el peso a la estatura del individuo.

Su escala, tal como podemos ver en la Figura 1, es la siguiente:

Bajo peso < 18.5
Normal: 18.5 — 24.99
Sobrepeso: 25 — 30
Obesidad: > 30

Ll

W1 a1 T A1 @1 100 3 1M 1% 14 1 180
Pesa [klagramas]

Figura 1: Distribucion del IMC


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Body_mass_index_chart-es.svg
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A su vez, los apartados bajo peso y obesidad, se subdividen en diferentes subapartados.

En “Bajo peso” podemos encontrar Delgadez leve (IMC 17,0 hasta 18,4), Delgadez
moderada (IMC 16,0 hasta 16,9) y Delgadez severa (IMC inferior a 16,0)

En el apartado “Obesidad” dividiremos a los sujetos en Obesidad clase I o leve (IMC 30,0
hasta 34,9), Obesidad clase 1l o media (IMC 35,0 hasta 39.9), Obesidad clase Ill o
morbida (IMC 40,0 hasta 49,9) y Obesidad clase IV o extrema (IMC 50,0 o superior).

Sin embargo, hay que considerar el IMC a titulo indicativo, porque es posible que no se
corresponda con el mismo nivel de obesidad en diferentes individuos. Este hecho es
debido a que el IMC no tiene en cuenta el origen del peso del individuo (musculo, agua,
grasa...). Asi, personas con musculatura muy desarrollada o con patologias que
condicionen retencion de liquidos, presentaran IMCs elevados sin que ello sea debido a
la existencia de sobrepeso u obesidad. En un marco clinico, se deberian tomar en cuenta
la raza, la etnia, la masa muscular, edad, sexo y otros factores que pudiesen afectar a la

interpretacion de este indicador.

Por este motivo, mas alla de las medidas brutas de peso o IMC que nos sirven para hacer
una aproximacion rapida del estado del sujeto, existen otros indicadores relacionados con
la obesidad que, por un lado, nos permiten detallar con mayor exactitud cudl es la causa
y la distribucion del sobrepeso (Figura 2) y, por otro lado, nos permiten valorar si ésta se

asocia a mayor o menor riesgo de comorbilidades.

Obesidad Central: Obesidad Periférica:

Predomina
Es mas
mujeres menopausicas

Figura 2: Distribucion de la obesidad
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Unos de estos indicadores, también utilizados de forma muy habitual, son el perimetro de
la cintura y el indice cintura-cadera. La circunferencia de cintura absoluta (>102 cm en
hombres y >88 cm en mujeres) o el indice cintura-cadera (>0,9 para hombres y >0,85
para mujeres)! son usados como medidas de obesidad central, factor que se asocia con un

mayor riesgo de enfermedad cardiovascular que la obesidad periférica.®

Finalmente, la alternativa mas precisa pero menos accesible para determinar la obesidad,
es medir el porcentaje de grasa corporal. Generalmente se acepta que un hombre con un
porcentaje superior al 25 % y una mujer con porcentaje superior del 30 % de grasa

corporal son obesos.

Sin embargo, su medicién suele ser mas compleja y por tanto no tan utilizada de forma
habitual.

El método més simple para ello, que nos indica de forma indirecta la grasa corporal
existente, es el método de los pliegues cutaneos. En éste se mide el grosor de un doble
pliegue de piel y tejido adiposo subcutdneo comprimido para determinar la grasa
subcutanea. Este método tiene el inconveniente de que, el espesor de tejido subcutaneo,
varia ampliamente segun la zona elegida. Por ello, para hacer una medicion correcta, se
requiere que se realice en al menos 3 puntos diferentes del mismo individuo de los 9
recomendados en el protocolo de la Conferencia de Consenso de Airlie en 1985. Dichas
zonas son: pectoral, tricipital, subescapular, bicipital, medioaxilar, suprailiaco,

abdominal, muslo y pantorrilla medios.

Otro método para medir la grasa corporal es la Impedancia Bioeléctrica. Esta técnica se
basa en las diferentes propiedades eléctricas de los tejidos corporales. Mientras que
tejidos como el hueso, el musculo o los vasos sanguineos tienen una buena conductividad
de la electricidad, la grasa carece de esta capacidad. Por tanto, analizando el
comportamiento de una corriente eléctrica al atravesar los diferentes tejidos se puede

acabar infiriendo la cantidad de grasa que hay en ellos.

En estudios de laboratorio también se utiliza el peso bajo el agua, que también nos permite

hacer este analisis, pero su practica en la clinica no es viable.

Finalmente, también existen otros métodos basado en el radiodiagndstico, como la
tomografia computarizada, la resonancia magnética y la absorciometria de rayos X de

energia dual,* pero su uso en préctica clinica tampoco es habitual.
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La obesidad: Una enfermedad relevante

La obesidad representa un gran problema de salud, no solamente en las sociedades
desarrolladas, como sucedia antiguamente, sino también en paises subdesarrollados.
Progresivamente, su prevalencia estd aumentando en los paises de ingresos bajos y
medios, en particular en los entornos urbanos, ubicaciones donde se concentra gran parte
de la poblacién mundial. Por ahora, solamente en algunas regiones de Africa subsahariana
y Asia esta condicion no se cumple. Por tanto, globalmente, esto implica que en la
actualidad el sobrepeso y la obesidad estan relacionados con un mayor numero de

defunciones que la insuficiencia ponderal.

Segun los datos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2017,° en Espafia la obesidad
sigue en aumento respecto a afios anteriores. Asi, en 2017, ya afectaba al 17,4% de la
poblacion adulta y, si consideramos obesidad y sobrepeso, este porcentaje aumenta a mas
de la mitad del total de la poblacion (54,5%). La frecuencia de obesidad es mayor en
hombres que en mujeres (18,2% vs 16,7%) excepto en mayores de 65 afios, franja en que
esa proporcion se invierte. Este patron se mantiene si nos centramos en el sobrepeso
(44,3% hombres vs 30% mujeres) pero a diferencia de la obesidad, se mantiene en todos

los grupos de edad.

A nivel internacional, segun datos de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE), mas de la mitad (52%) de la poblacion adulta en la Unién Europa
tiene sobrepeso u obesidad. Las tasas varian dependiendo de los paises, desde una tasa
baja, en torno al 8% en Rumania y Suiza, a mas del 25% en Hungria y Reino Unido
(26,1%). (Figura 3)

Otros datos significativos los encontramos en las cifras que ofrece la OMS.

Desde 1975, la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo. En 2016, mas de 1900
millones de adultos (de 18 o mas afios) tenian sobrepeso y, dentro de este grupo, mas de
650 millones eran obesos. EI mismo afio, el 39% de las personas adultas de 18 o mas afios

tenian sobrepeso y el 13% eran obesas.®
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Poblacion Obesa
Como % de la poblacion de 15 afos o mas. Aflo 2007 o dltimo disponible.
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Fuente: Elaboracion propia en base a datos de OECD Factbook 2010

Figura 3: Poblacion adulta con sobre peso u obesidad en la UE

Estamos pues ante una enfermedad con una prevalencia muy elevada, superior a la
mayoria de las afecciones de primer orden en los sistemas sanitarios, y que tiene un claro
agravante. A pesar de que, tal como comentaremos mas adelante, las causas de la obesidad
son multiples y no se conocen todas con exactitud, se trata claramente de una enfermedad

evitable a diferencia de la mayoria de los problemas sanitarios.

¢Y por que es evitable? Porque la causa principal del sobrepeso y la obesidad es un
desequilibrio energético entre las calorias consumidas con la ingesta de alimentos y las

gastadas con el mantenimiento del metabolismo basal y la actividad fisica diaria.

A lo largo de las ultimas décadas la facilidad al acceso a los alimentos, el aumento del
sedentarismo, secundario a nuevas formas de trabajo y los nuevos modos de
desplazamiento, una creciente urbanizacién y los malos habitos alimentarios han

facilitado un aumento en la proporcién de poblacion obesa, asi como en el grado de ésta.

La importancia de la obesidad también radica, méas alla de por su elevada prevalencia y
su tendencia ascendente, en el hecho de que ésta se suele relacionar con la aparicion de

otras comorbilidades.

Debido a esta relacion con otras enfermedades, actualmente el sobrepeso y la obesidad

son el sexto factor principal de riesgo de defuncion en el mundo. Cada afio fallecen
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alrededor de 3,4 millones de personas adultas como consecuencia del sobrepeso o la
obesidad. Ademas, el 44% de la carga de diabetes, el 23% de la carga de cardiopatias
isquémicas’ y entre el 7% y el 41% de la carga de algunos canceres son atribuibles al

sobrepeso y la obesidad,? asi como la aparicion de sindrome metabolico (Figura 4).

SINDROME METABOLICO

Edad
Factores causales: RM pleg

. ) sedentarisma
Obesidad abdominal
tabaco

; / drogas
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e
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intol alucosa ; \
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Fuente: www.epidemilogiamolecluar.com

Figura 4: Sindrome metabdlico

Consecuentemente, todo ello implica que la obesidad se relaciona con un importante

impacto a nivel fisico y psicoldgico de los individuos afectos.

Por tanto, supone, por su prevalenciay por sus implicaciones sanitarias y economicas, un
importante reto para la sociedad, siendo objetivo de continuas investigaciones para

averiguar sus condicionantes y sus posibles tratamientos.
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Una enfermedad multifactorial

Tal como ya se ha introducido anteriormente, la obesidad es el resultado de una
acumulacion excesiva de la grasa corporal debida a un balance positivo en la ecuacion

ingesta/gasto energético.

Sin embargo, por qué se da esta situacion tiene maltiples posibles causas.

Genética vs factores ambientales

De entrada, segun la etiologia principal de la obesidad, ésta se puede clasificar en los

siguientes subtipos:
1. Obesidad exdgena: La obesidad debida a factores externos o ambientales.
2. Obesidad enddgena: La que tiene por causa alteraciones metabolicas.

Generalmente, los factores que pueden causar obesidad pueden ser atribuidos un 30 % a
factores genéticos, un 40 % a factores no heredables y un 30 % a factores meramente
sociales. Por tanto, la relacion entre factores genéticos y ambientales es del 30 % y 70 %
respectivamente. Estos porcentajes son aproximativos y bastante variables en la literatura
médica de forma que es dificil de asegurar que impacto tiene cada uno de los factores en

un individuo especifico.

En relacion a los factores genéticos, se calcula que existen mas de 500 genes relacionados
con el desarrollo de la obesidad, aunque solo unos pocos la originan de forma
monogénica. La mayoria actdan de forma poligénica, interactuando a su vez con los
factores ambientales. De hecho, es conocido el polimorfismo en varios genes que

controlan el apetito y el metabolismo y que predisponen a la obesidad.®

Sin embargo, hay que entender que, la importancia de la herencia de padres a hijos no es
Unicamente genética. Es decir, el riesgo de sufrir obesidad es, en parte, debido a
tendencias metabolicas de acumulacion de grasa, pero también se debe a que los habitos
culturales, alimentarios y sedentarios, contribuyen a repetir los patrones de obesidad de
padres a hijos. Con todo ello, se considera que en caso de tener padres obesos el riesgo

de sufrir obesidad para un nifio es 10 veces superior a lo normal.
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Consecuentemente, es facil de comprender que Unicamente un 2-3 % de los casos de
obesidad se debe a enfermedades endocrinas como el hipotiroidismo, sindrome de
Cushing, hipogonadismo, lesiones hipotaldmicas o deficiencia de la hormona de

crecimiento.

A modo de ejemplo, en los afios justo después de la Segunda Guerra Mundial hasta 1960,
en Estados Unidos, el peso promedio por persona se incrementd, pero la obesidad no
presentd un crecimiento notable. Sin embargo, en las dos / tres décadas posteriores y hasta
dia de hoy, el crecimiento en la tasa de obesidad se ha acelerado marcadamente,

convirtiéndose en un problema de salud pablica.

Por tanto, mientras que el conocimiento de las causas genéticas es central para
comprender la obesidad, éstas, por si solas, no pueden explicar la tendencia que presentan

algunas sociedades hacia el sobrepeso y la obesidad.

Se postula pues que varios factores medioambientales y culturales estarian implicados en
su desarrollo. Algunos ya conocidos, como algunas medicaciones o el abandono del
habito tabaquico y, otros, en fase de estudio como ciertas condiciones intrauterinas, el

tipo de microbiota, la temperatura ambiental o la cantidad de horas de suefio.

Denominador de la ecuacion: Gasto energético

El gasto energético de un individuo se puede subdividir en 3 componentes diferentes:

a) El metabolismo basal, que representa el gasto energético en reposo y que seria el
que viene determinado de forma genética. Este representa alrededor del 60% del
gasto total.

b) El consumo secundario a los procesos de digestion y el metabolismo de los
alimentos, que corresponde aproximadamente al 10% del gasto total.

c) Elgrado de actividad fisica. Representa, de media, un 30% del consumo total y es
el unico factor claramente modificable de los tres. Este componente esta
claramente relacionado con la aparicion de sobrepeso u obesidad en la sociedad

actual.

De los tres factores, el primero y el segundo no son modificables de forma voluntaria.
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En relacion al tercer factor, por norma general, la poblacion obesa suele ser menos activa

y, por tanto, este componente del consumo energético total suele ser mas bajo.

Sin embargo, cabe destacar que esta relacion no necesariamente se cumple a la inversa.
El cambio de peso no afecta a los niveles de actividad ya que, pacientes que han
conseguido disminuir de forma importante sus niveles de sobrepeso, no han presentado

de forma generalizada un aumento en su actividad diaria.*

¢Pero qué entendemos por actividad fisica? Para comprender los cambios que se estan
dando en la poblacién actual, hay que diferenciar la actividad fisica involuntaria de la

actividad fisica voluntaria o programable.

La actividad fisica involuntaria es aquella que realizamos de forma inconsciente por el
simple hecho de realizar actividades del dia a dia. Son un ejemplo los cambios de postura
y la actividad asociada al movimiento como caminar, hablar o cumplir con las

necesidades fisicas y fisiologicas diarias.

Por otro lado, la actividad fisica voluntaria seria aquella relacionada con el ejercicio
fisico, bien debido a actividades deportivas como a actividades relacionadas con
actividades cotidianas (subir escaleras, realizar la compra, trabajos que requieren esfuerzo

fisico...).

Si de nuevo nos fijamos en los datos de la Encuesta Nacional de Salud del 2017,° en
nuestra sociedad, y por extension en todas aquellas con caracteristicas econémicas,
demograficas y culturales similares, la vida laboral es principalmente sedentaria. Este

patron se observa ya desde el afio 2011.

Desafortunadamente, practicamente el 40% de la poblacion complementa esta poca
actividad en la vida laboral con una vida sedentaria en su tiempo libre. El aumento del
tiempo dedicado a actividades como ver la television, utilizar ordenadores, jugar a
videojuegos, leer... explica esta situacion. Concretamente, se calcula que el 35,3% de la
poblacion espafiola entre 15y 69 afios no alcanza los niveles de actividad fisica saludable
recomendado por la OMS. Sin embargo, gracias al aumento de la informacién que
dispone la poblacion y, a campafias de concienciacion, estos porcentajes tienen en los

ultimos afios una tendencia descendente.
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Numerador de la ecuacion: Ingesta alimentaria

En los afios 50, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) y la OMS, realizaron las primeras tablas de Recomendaciones
Nutricionales a nivel mundial. Estas recomendaciones se crearon con el objetivo de evitar

carencias nutricionales en la poblacién y sirvieron de referencia hasta la década de los 90.

Posteriormente, en 1994, la Food and Nutrition Board inici6 la revision de las
recomendaciones existentes, generando las Ingestas Dietéticas de Referencia (IDR),
basadas en conocimientos cientificos mas actualizados. Con estas nuevas guias, no
solamente se pretendia evitar carencias, sino también incorporar nuevos valores para
prevenir enfermedades mas frecuentes, y graves, que las propias enfermedades por

deficiencia, como podria ser la obesidad, DM2, DLP...

De estas tablas podemos extraer la cantidad recomendada de cada tipo de nutriente que
se debe ingerir enrelacién a la edad y el sexo del individuo, lo que se conoce como Ingesta
Adecuada. También nos informan de la cantidad diaria de agua y de energia necesaria
que, a modo de ejemplo, para un hombre adulto serian aproximadamente unas 2900
Kcal/dia y para una mujer adulta 2200 Kcal/dia.'? En resumen, se indica que una Ingesta
Adecuada asociada a una actividad fisica diaria es imprescindible para mantener un peso

saludable.

Con el objetivo de promover esta Ingesta Adecuada entre la poblacion de un pais en
concreto, se elaboran Guias Alimentarias que son Gtiles a nivel nacional.®® Son
documentos sencillos de promocion de la salud nutricional, que deben ser de facil
cumplimiento, lenguaje adecuado, enfoque positivo, confeccionados por organismos
oficiales o entidades cientificas, e incorporan consejos sobre estilos de vida saludable.*
El desarrollo de estas guias es una parte importante en la generacion de politicas
nutricionales y en la difusién de informacién consistente sobre alimentacion y estilo de
vida saludable. Con ellas, la poblacion y los profesionales sanitarios deben conseguir un

mayor estado de salud.’®

Gracias al esfuerzo realizado en este sentido, se puede conseguir que la poblacion siga
unas normas dietéticas adecuadas. A modo de ejemplo, tal como se puede objetivar en el

Informe del consumo de alimentacion en Esparfia del afio 2017, el mayor consumo de
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alimentos per cépita en dicho afio fue de hortalizas y verduras, seguido de fruta y, en
tercera posicion, carne, relegando los productos procesado, bolleria, aperitivos... a las

ultimas posiciones de la lista.

Sin embargo, a pesar de ello, la disminucion del coste relativo de los alimentos béasicos
fomenta la ingesta excesiva de nutrientes gracias a la facilidad de acceso que tiene la

poblacion.

Asi, tal como se ha explicado, la combinacion de un consumo excesivo de nutrientes y el
estilo de vida sedentaria, son la principal causa de la rapida aceleracion de la obesidad y,
de forma mas acentuada, en la sociedad occidental.

Regulacion del metabolismo energético

A nivel fisiopatoldgico el sobrepeso y la obesidad han sido ampliamente estudiados. Su
comprensién todavia no es completa, ademéas de resultar altamente compleja, ya que

existen multitud de hormonas y enzimas relacionadas con el metabolismo energético.

Ademas, estas hormonas y enzimas no actan habitualmente de forma lineal, influyendo
una en otra, sino que en muchas ocasiones una sola enzima puede desencadenar varios

procesos diferentes.

Esto implica que, por un lado, se conoce solo parcialmente los mecanismos que influyen
en procesos como el mantenimiento de la temperatura corporal, el metabolismo basal, la
sensacion de saciedad o de hambre... Y, por otro lado, todavia no somos capaces de hacer

modificaciones a demanda en estos sistemas.

Actualmente, por ejemplo, no tenemos la capacidad de aumentar o disminuir el
metabolismo basal, para producir mas 0 menos consumo energético o disminuir la

sensacion de hambre que tiene un individuo en un momento concreto.

En todo caso vamos a repasar lo que si conocemos y que va a tener un posterior interés

en este proyecto.
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Leptina

También conocida como proteina OB, es producida en su mayoria por los adipocitos del
tejido subcutaneo (80%), aunque también se expresa en el hipotdlamo, el ovario y la
placenta. La regulacion de la secrecion es a largo plazo, mediada por la variacion del nivel

de masa corporal y efectos estimulantes de la insulina.

Su funcion principalmente estaria relacionada con sefalizar las reservas de grasa
almacenadas en el organismo, actuando por tanto como un lipostato,!’” y mediar en el

control del apetito a largo plazo.

El aumento de la proporcién de masa de tejido adiposo, mas alla de un punto de equilibrio,
produce un aumento de la sintesis y secrecion de leptina. Estos mayores niveles de leptina
estimulan varios efectos compensadores en el hipotalamo. Concretamente parece generar
una inhibicion a nivel del ndcleo arcuato. Esta accion tiene, como consecuencia, una
disminucion del apetito por estimulacion de péptidos anorexigénicos y la supresion de la
produccion de péptidos orexigénicos, un aumento del gasto energético, mediante un
incremento de la tasa de metabolismo basal y la temperatura corporal, asi como la
modificacién del punto de equilibrio hormonal para reducir la lipogénesis y aumentar la
lipdlisis en el tejido adiposo.

Del mismo modo, en casos de ayuno, anorexia o desnutricion, los niveles de leptina son
bajos, demostrando que su secrecion estd claramente influenciada por el estado
nutricional.’®® De hecho, se ha sugerido que la pérdida ponderal presente en

determinadas enfermedades se debe a un aumento patolégico de los niveles de leptina.

Si profundizamos en el mecanismo de accién, el circuito comienza, precisamente, en el
nucleo arcuato del hipotalamo, que tiene salidas al hipotalamo lateral (HL) y ventromedial
(HVM), los centros de control de la alimentacién y la saciedad en el cerebro

respectivamente.?

El nicleo arcuato contiene dos grupos distintos de neuronas.?! EIl primer grupo coexpresa
neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado agouti (AgRP), y recibe sefiales
estimulatorias del hipotalamo lateral y sefiales inhibitorias del hipotdlamo ventromedial.
El segundo grupo coexpresa proopiomelanocortina (POMC) y transcritos regulados por
cocaina y anfetamina (CART), y recibe sefiales estimulatorias del hipotdlamo

ventromedial y sefiales inhibitorias del hipotalamo lateral. (Figura 5)
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Figura 5: Accion de la leptina

Consecuentemente, las neuronas NPY/AgRP estimulan la alimentacion e inhiben la
saciedad, mientras que las neuronas POMC/CART, estimula la saciedad e inhiben la

alimentacioén.

Ambos grupos de neuronas del nicleo arcuato son reguladas, en parte, por la leptina. La
leptina inhibe el grupo NPY/AgRP, mientras que estimula el grupo POMC/CART. Por lo
tanto, una deficiencia en la sefializacion por leptina, via deficiencia de leptina o resistencia
a la leptina, conduce a una sobrealimentacion y puede explicar algunas formas de

obesidad genética y adquirida

Como se ha comentado anteriormente, otro efecto con el que esté relacionado la leptina,
es el control del metabolismo basal. Esta relacion vendria determinada por la capacidad
de la leptina para aumentar, de forma directa e indirecta, los niveles de hormona
liberadora de tirotropina (TRH) y, por tanto, la sintesis de hormonas tiroideas. La accion
directa estd mediada por la accion directa de la leptina en el hipotalamo lateral.? La
accion indirecta es secundaria a la capacidad de la leptina de inhibir la produccion de

glucocorticoides en las glandulas suprarrenales.?®
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Dado que el cortisol, entre otros, reduce la produccion a nivel de células del nucleo
paraventricular de los niveles de TRH, la leptina aumentaria de forma indirecta sus
niveles, incrementando la sintesis de hormonas tiroideas. Estas, como ya es conocido,
estan relacionadas con el aumento del metabolismo basal, de la termogénesis y de la

actividad simpatica.

Mas alla de la relacién con el control de la ingesta y del metabolismo, la leptina también
se ha relacionado con el estado proinflamatorio crénico que presentan los obesos,?*

probablemente por la similitud estructural que tiene con una citocina.

El mecanismo de accion de este proceso no se conoce con claridad, pero la leptina es
capaz de controlar la produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-o e
Interleucina 1 (IL-1), asi como promover la diferenciacién de los leucocitos T helper 1
(Thl). Debido a este efecto, puede modular, entre otras, la aparicion y la progresion de
enfermedades autoinmunitarias.?® También se ha descrito su relacion con la sintesis de
endotelina-1, 6xido nitrico sintasa (NO), MCP-1, la proliferacién y migracion de las

células endoteliales y la agregacion plaquetaria.?

Por otro lado, la leptina parece aumentar la sensibilidad insulinica mediante la activacion
de proteinas cinasas del AMP. Esta activacion condicionaria una disminucién del
malonil-CoA intracelular, un aumento de la oxidacién de &cidos grasos y un descenso de
la lipogénesis.?” Es ldgico, por tanto, deducir que su disminucion contribuiria a la
resistencia insulinica. Sin embargo, no queda del todo claro cuél es su papel en los
pacientes obesos ya que, éstos, presentan niveles elevados de leptina y a la vez suelen

presentar diferentes grados de resistencia insulinica.?®

Ante todo lo descrito, se ha postulado que la administracion exdgena de leptina, en forma
de farmaco, podria producir varios efectos beneficiosos con relacion al control ponderal
y metabolico en los pacientes obesos. Desgraciadamente se ha demostrado que el estado
de hiperleptinemia y la resistencia natural a la leptina de estos pacientes disminuye en
gran medida la eficacia de este tipo de tratamiento. Ademas, independientemente de esta
resistencia natural, los pacientes tratados con leptina exdgena han acabado desarrollando
en la mayoria de los casos anticuerpos contra el farmaco?® que, obviamente, también ha

contribuido a disminuir su efecto.
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Grelina

Por otro lado, tenemos la grelina. Se trata de una hormona sintetizada a nivel de las células

endocrinas del tracto digestivo.

Para que esta hormona sea activa, debe unirse a un acido graso saturado denominado
acido octanoico. Este proceso se realiza por la enzima grelina O-acetiltransferasa, que se
encuentra mayoritariamente en las células parietales gastricas. La grelina octanoilada

interviene en la regulacion del apetito y la homeostasis nutricional .*

Se trata del ligando natural del receptor de secretagogos de la hormona del crecimiento
(GHS-R) a nivel hipotalamico, hecho que a su vez aumentara la produccion de hormona
del crecimiento (GH), a nivel de la hip6fisis.®! La union de la grelina al GHS-R, modula
el apetito a corto plazo, induciendo la sensacion de hambre y generando una sefial que
indica necesidad de nutrientes. Por tanto, los niveles circulantes varian de forma
destacable, seguin si hay alimento en el estomago o no, aumentando antes de las comidas

y disminuyendo tras la ingesta. Su efecto es basicamente orexigénico.*

Sin embargo, experimentos sobre animales han demostrado que, la accion de la grelina
sobre el hipotdlamo, va mas alla de una simple regulacion de la ingesta. Aumenta la
acumulacion de lipidos en el tejido adiposo y en el higado y disminuye la termogénesis,

induciendo un balance energético positivo y favoreciendo la acumulacion de grasa.!

Ademas, cumple otras funciones mas all& del tejido cerebral. Estimula la secrecion de
prolactina y hormona adrenocorticotropa por parte de la glandula pituitaria, disminuye la
secrecion de insulina por parte de las células beta del pancreas y estimula la
gluconeogénesis en el higado, disminuye la presion arterial, aumenta la funcion cardiaca,
estimula la secrecion de acido gastrico y la motilidad gastrica y, finalmente, regula el
metabolismo dsea estimulando la diferenciacion de osteoblastos y aumentando la

densidad mineral 6sea.%3!

Adicionalmente, la ghrelina se produce también a nivel de las células cerebrales.
Concretamente en grupos celulares ubicados en el hipotdlamo, entre las zonas dorsal,
ventral paraventricular y del niicleo arcuato,? aunque su relevancia funcional esta todavia

por acabar de determinar.
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Adiponectina

La adiponectina o Apcr30 es una hormona sintetizada exclusivamente por el tejido
adiposo, cuya secrecion llega mayoritariamente a la circulacion sistémica y participa en

el metabolismo de la glucosa y los &cidos grasos.®

Su accién aumenta la sensibilidad a la insulina en diversos tejidos como higado, musculo

esquelético y tejido adiposo.

Esta hormona presenta niveles circulantes inversamente proporcionales al indice de masa
corporal (IMC) y el porcentaje de grasa corporal. Por ello, las concentraciones se
encuentran reducidas en la obesidad, diabetes mellitus de tipo 2 y la enfermedad arterial

coronaria.®

Para ejercer su accion, existen 2 receptores conocidos de la adiponectina, llamados
AdipoR1 y AdipoR2, que se expresan en tejidos sensibles a la insulina. EIl primero se
encuentra, principalmente, en el musculo esquelético y, el segundo, en el higado, aunque

también se pueden encontrar en otros tejidos, como el pancreas o tejido adiposo.®*

La unidn de la adiponectina a sus receptores aumenta la actividad de AMPK y el receptor
alfa activado por proliferador de peroxisoma (PPAR-a), favoreciendo la oxidacion de

acidos grasos y la entrada de glucosa en los tejidos.®

Su sintesis esta regulada por diferentes factores que se describen en la Tabla 1.

Factores que afectan a la concentracion plasmatica
de adiponectina en humanos

Factor Concentracion de adiponectina

Obesidad l

Sexo 1 (varones), T (mujeres)

Edad

Etnia T (caucasicos) / L(indoasiaticos)

Ritmo circadiano L (noche)

Pérdida de peso por
Dieta T
Bypass gastrico

Tamario de los adipocitos

Resistencia a la insulina

Diabetes tipo 2

Enfermedad coronaria arterial

Diabetes gestacional

Tratamiento con TZD

TNF-a, 1L-6

Catecolaminas

Glucocorticoides

TZD: tiazolidinedionas; TNF-o: factor de necrosis tumoral o IL-6: interleucina 6.

e

Tabla 1: Factores que regulan la sintesis de adiponectina
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Glucagon Like Peptide 1

También contamos con el Glucagon Like Peptide 1 o GLP-1, cuya fuente principal de
sintesis en el organismo son las células L del intestino, y que depende de la ingesta y de

la presencia de nutrientes en su luz.*

Presenta varias funciones, todas ellas relacionadas con el control de la ingesta y la
homeostasis de la glucosa: aumenta la secrecion de insulina por parte del pancreas y
suprime la secrecién de glucagon, incrementa la masa de las células beta y la expresion
del gen de la insulina, inhibe la secrecién de acido gastrico y el vaciamiento gastrico y

aumenta la sensacion de saciedad.3%37

Por ello, se han desarrollado analogos de GLP-1 que tienen utilidad clinica en el

tratamiento de la DM tipo 2.3

Visfatina
Dentro del mismo grupo que la leptinay la adiponectina (adipocinas) tenemos la visfatina.

Se trata de una citoquina que se expresa mayoritariamente en el tejido graso visceral, no
asi en el tejido adiposo subcutaneo, y se relaciona también con la regulacién del

metabolismo y la homeostasis energética.

Se postula que sus niveles circulantes se correlacionan con la obesidad y el desarrollo de
DM tipo 2,383940 aunque hay estudios contradictorios en este sentido.*'4?

A nivel funcional, se sugiere una funcién endocrina para la visfatina parecida a la funcion
de la insulina, es decir, que produciria un aumento de la captacion de glucosa y de
acumulo de triglicéridos, ademas de estimular genes adipogénicos y lipogénicos como el
PPAR-y, C/EBP y FASN.%

Sin embargo, también en este caso existen estudios contradictorios que no permiten

asegurar con detalle su funcion.*?
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Proteina asociada al tejido graso y la obesidad

También disponemos de la proteina Fat mass and Obesity-associated protein o FTO,

relacionada con el control de la ingesta y el consumo energético.**

Tal es su relacion que, se ha objetivado, que segun el polimorfismo de dicho gen puede
aumentar el riesgo de sufrir obesidad en 1.67 veces respecto al resto de la poblacion.*®
Este riesgo no se distribuye de forma homogénea con la edad, sino que resulta mas

evidente en edades tempranas comprendidas entre los 7 y 20 afios.*°

La actividad de FTO parece mediada por la desmetilacion oxidativa del ADN,* y su
codificacion se produce en todos los tejidos, siendo mas importante a nivel del cerebro e

hipotalamo.*®

Una vez se produce esta proteina, se ha objetivado en varios estudios que existe una
relacion directa entre su presencia en los tejidos, principalmente la existencia de mMRNA
en tejido graso subcutaneo, y el indice de Masa Corporal (IMC)**505! y una relacion

inversa con la lipolisis del tejido graso.>?

Sin embargo, el mecanismo concreto por el que la proteina FTO acaba influyendo en la
obesidad y, por tanto, en el control de la ingesta y del consumo metabélico, no es conocido

con detalle.

Insulina

Otra hormona relacionada con el metabolismo energeético es la insulina, ampliamente

estudiada y conocida.

Se trata de una hormona producida y secretada por las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas, que componen su porcion endocrina. Estos islotes son
estructuras numerosas, de tamafio variable, que se encuentran distribuidas por todo el
pancreas, especialmente en la cola, y representan apenas el 2% del volumen total de este
organo. Dentro de los islotes, destacan las células a y B pancreaticas encargadas de la
sintesis y secrecién de glucagén e insulina respectivamente, siendo estas 2 hormonas las

principales reguladoras de la homeostasis y el metabolismo de la glucosa.>®
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Su produccion se realiza en diversas etapas, pasando del precursor inicial, la preproinsulin

a proinsulina y, finalmente, a la insulina propiamente dicha.>*

Posteriormente, su secrecion depende de la accion de varios estimulos, entre ellos, la
ingesta de proteinas, carbohidratos y su paso a la sangre a partir de los alimentos
digeridos. Muchos carbohidratos producen glucosa, aumentando sus niveles en el plasma
sanguineo y, estimulando de inmediato la liberacion de insulina a la circulacion portal.>®
Por tanto, las mayores concentraciones de insulina se encuentran en los intervalos
postprandiales. Por otro lado, también se ha demostrado que, la hormona de crecimiento,

es capaz de aumentar la secrecion de insulina humana.®

A nivel funcional, la insulina destaca por ser una hormona muy polivalente.
Principalmente se conoce por su funcién anabolica, permitiendo que haya en las células
glucosa suficiente para los procesos de sintesis pertinentes y estimulando la sintesis de

proteinas y triglicéridos.

Para ello, promueve diferentes efectos a corto plazo en el metabolismo:>*

Estimulo de la captacion de glucosa, mediante el favorecimiento de la traslocacion

de los glucotransportadores GLUT-4 a la membrana plasmatica en musculo y

tejido adiposo

- Estimulo de la sintesis de glucogeno (gluconeogénesis) e inhibicion de su
degradacién (glucogendlisis) en higado y muasculo

- Estimulo del metabolismo oxidativo de la glucosa (glucélisis)

- Inhibicidn de la gluconeogénesis hepatica

- Estimulo de la captacion y almacenamiento de grasas por el tejido adiposo

- Favorece la sintesis de triacilgliceroles (triglicéridos). Para ello, estimula la

produccion de acetil-CoA y estimula la sintesis de &cidos grasos a partir de la

acetil-CoA.

- Inhibicidn de la lipolisis en tejido adiposo
Los principales efectos a medio y largo plazo de la insulina son:>*

- Efectos sobre la captacion/retencion de iones y el metabolismo hidroelectrolitico,
principalmente aumentando la retencion de sodio a nivel renal y la recaptacion
celular de potasio y aminoacidos

- Estimulo a la sintesis e inhibicion de la degradacion de proteinas
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- Efectos sobre la expresion génica (trascripcion)
- Efectos sobre el recambio del mMRNA

- Estimulo del crecimiento, proliferacion y diferenciacion celulares

Ademas de estos efectos sobre el metabolismo, la insulina act(ia sobre el control de la

ingesta y de la acumulacion de materia grasa.

Dicho control se realiza mediante receptores ubicados en el cerebro, principalmente en el
bulbo olfactorio, el hipocampo, la corteza cerebral y, el niicleo arcuato del hipotalamo.>®
Por ejemplo, la inhibicion a nivel experimental de los receptores a nivel hipotalamico,
produce un répido estado de hiperfagia asociada a un incremento de la expresion de
Neuropéptido Y y AgRP.>" En cambio, este mismo proceso realizado sobre los receptores

a nivel de las neuronas POMC, no supuso ninguna alteracion.®

Sin embargo, a pesar de la existencia de estos circuitos, la desaparicion de estos receptores

especificos no implica cambios relevantes.*®

En general, los procesos se inician con la union de la insulina con su receptor. Este es una
proteina tetramérica con dos subunidades alfa extracelulares y dos subunidades beta, que
tienen una pequefia porcion extracelular, una porcién transmembranal y, una porcion

intracelular (o intracitoplasmica).®

Los tejidos con mayor abundancia de receptores de insulina son el parénquima hepatico

y el tejido adiposo.

Cuando la insulina se une a las subunidades alfa, la actividad inhibitoria de éstas sobre
las subunidades beta se pierde.®® En ese momento, las subunidades beta ejercen su accion
catalitica de tirosin-cinasas, las dos subunidades se transfosforilan (la una fosforila a la

otra y viceversa) en 6-7 residuos de tirosina.

Sin esta actividad tirosin-cinasa del receptor de insulina, no se da ninguno de los efectos

bioldgicos de la insulina.

Sustrato del Receptor de la Insulina 1

Anteriormente se pens6 que la mayor parte de la accion insulinica estaba mediada por
cambios en la concentracién intracelular de nucle6tidos (AMPc, GMPc) o flujos idnicos.
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Pero actualmente se sabe que la mayoria de sus efectos estdn mediados por la
fosforilacion de sus sustratos endogenos (IRS, Insulin Receptor Substrates). Se han
identificado cuatro IRS, pero los méas estudiados han sido el IRS-1y el IRS-2, que son
ubicuos, mientras que IRS-3 estd restringido al tejido adiposo y IRS-4 a rifion y

encéfalo.5!

El IRS-1 es una proteina rica en regiones de union a tirosinas fosforiladas o regiones PTB
(PhosphoTyrosine Binding), que le permiten unirse al receptor y ser fosforilado por él en

sus residuos de tirosina.51:62

Una vez el IRS-1 es fosforilado, liga a dos moléculas de gran importancia en la respuesta

bioldgica a la insulina: PI3K y Grb-2.516263

Si bien no se ha podido esclarecer del todo la importancia relativa y las funciones de IRS-
1 e IRS-2, estudios realizados con knock-out genéticos de ambos genes han mostrado
que, en términos generales, los animales sin IRS-1 tienen baja talla, peso y desarrollo;

mientras que los animales sin IRS-2 son diabéticos e insulinorresistentes.%46%

Asi, al parecer IRS-1 media primordialmente los efectos "troficos”, de la insuling;

mientras que IRS-2 esta mas involucrado con los efectos "metabdlicos"” de la hormona.

Glucagon

El glucagdn es un polipéptido de 29 aminoécidos que, tal como se ha comentado con

anterioridad, esta producido por las células a de los islotes de Langerhans del pancreas.

Al igual que en el caso de la insulina, su sintesis es el producto del procesamiento de un
precursor, el preproglucagon. Parte de esta molécula compone el péptido sefial y, el resto,
otro precursor llamado proglucagon. El proglucagon, a su vez, contiene ademas de
glucagon las secuencias del Péptido Similar al Glucagén (GLP, Glucagon-Like Peptide)

tipo 1y tipo 2, la oxintomodulina y la glicentina.>

Su secrecion, al igual que la de insulina, se encuentra estrechamente regulada por los
niveles de glucosa en plasma. De esta manera, una disminucién en los niveles de glucemia
estimula la actividad del canal de potasio (K+) dependiente de ATP (KATP), modificando
el potencial de membrana celular y permitiendo la apertura de canales de sodio (Na+) y
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calcio (Ca++). El aumento en la concentracion intracelular de estos dos iones despolariza
la membrana, incrementando la conductancia al Ca++, el cual favorece la exocitosis de
los granulos de glucagén. En el caso contrario, al aumentar la glucemia, se produce un
incremento en la concentracion intracelular de ATP, lo cual condiciona el cierre de los
canales de KATP, produciéndose el cese del potencial de accién inducido por Na+y Ca++

y, por consiguiente, disminuye la secrecion de glucagén.5”8

Otro elemento que reduce su secrecion es la estimulacion de las células o por parte de la
insulina ya que, tal como veremos, estas dos moléculas son practicamente antagénicas a

nivel funcional .

Ademas de la glucosa y la insulina, existen otros factores capaces de regular la secrecién
de glucagén, entre ellos: GLP-1, GLP-2, acidos grasos, el sistema nervioso autbnomo y

los aminoacidos circulantes.’®"t

En relacidn a sus efectos, éstos son mediados por la unién a su receptor, el cual pertenece
a la familia de receptores acoplados a proteina G y consta de 7 dominios transmembrana,
siendo expresado principalmente en el higado y en el rifidn y, en menor proporcion, a
nivel del corazon, adipocitos, pancreas endocrino, cerebro, retina y tracto gastrointestinal.
Ademas, cabe destacar que, en el pancreas endocrino, el receptor de glucagon se expresa
fundamentalmente en la célula B pancreética, lo cual sugiere que existe una fuerte

interaccion paracrina bidireccional entre la célula a y la célula p pancreatica.’"

A nivel hepético, el glucagon aumenta la liberacién de glucosa mediante la inhibicion de
la sintesis de glucdgeno y la estimulaciéon de la glucogendlisis y la gluconeogénesis.
Ademas, favorece la captacion de algunos aminoacidos como, por ejemplo, la alanina, la

glicina y la prolina, que sirven de sustrato para la gluconeogénesis.®”"*

En el adipocito, la lipasa es la responsable de la degradacion de triglicéridos a acidos
grasos no esterificados y glicerol. En este caso, el glucagon, aunque no modifica los
niveles de esta enzima, si aumenta la liberacion de glicerol por parte del adipocito,

pudiendo éste servir también como sustrato de la gluconeogénesis.®”"*

Finalmente, el glucagon también inhibe la lipogénesis al reducir las concentraciones de
malonil-CoA por un mecanismo dual: por un lado, inhibe la glucdlisis, y por otro, inhibe
la acetil-CoA carboxilasa. Al disminuir los niveles de malonil-CoA se favorece la cetosis

mediante la activacion de la enzima carnitina-palmitoil-transferasa, que permite la
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entrada de acidos grasos en las mitocondrias. En el interior de éstas, los acidos grasos
seran oxidados a cuerpos ceténicos, que pueden ser usados como sustrato energético del

sistema nervioso central en circunstancias como el ayuno prolongado. "™

Acido Graso Sintasa

Otra enzima que también tiene su papel en el control del metabolismo es la enzima acido
graso sintasa 0 FASN (por sus iniciales en inglés). En humanos, esta codificada por el
gen FASN® y se encuentra principalmente en el tejido graso y el higado, aunque también

la podemos encontrar en la prostata, pulmones y cerebro.

Se trata de un complejo multienzimético que participa en la biosintesis de acidos grasos
(lipogénesis) de cadena larga, principalmente el acido palmitico, a partir de una serie de
reacciones descarboxilativas de acetil-CoA y malonil-CoA en presencia de NADPH.®
Posteriormente, estos acidos grasos son almacenados en forma de triacilglicerol en el

tejido graso, siendo utilizado como reserva energética.’’

Su expresion se ve reducida, practicamente en su totalidad, en relacién con el ayuno,
mientras que, con la ingesta, especialmente de carbohidratos, su expresion incrementa de
forma substancial. Esta variacion en la produccion relacionada con la ingesta parece ser
mediada en gran medida por la insulina, cuya presencia estimula la expresion de FASN,

y el glucagon, que promueve el efecto contrario.””™

Receptores activados por proliferadores de peroxisomas

En relacidn a la sintesis de &cidos grasos, también contamos con los receptores activados

por proliferadores de peroxisomas (PPARS).

Se trata de una familia de factores de transcripcion nucleares que pertenecen a la
superfamilia de receptores esteroideos e incluye diferentes subtipos: PPARa, PPARP/S,
PPARy1y PPARy2.7980

Se localizan en la mayoria de los tejidos. En particular, el PPARa se expresa,
principalmente, en tejidos donde es muy importante el catabolismo de &cidos grasos y de
glucosa para la produccién de energia, como el tejido hepéatico, masculo estriado y
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cardiaco, asi como en otros tejidos del sistema cardiovascular, pero también su presencia

es importante en rifion, tejido adiposo, intestino delgado y cerebro.881.82

Su funcién, como factores de transcripcion, es regular la expresion genética.

Intervienen en importantes procesos, tales como la diferenciacion celular, el desarrollo de
organos y tejidos, el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas y en la

tumorigénesis.”&

Los ligandos naturales de los PPARs, es decir, aquellos que activan su funcién, son los
acidos grasos poliinsaturados y algunos eicosanoides. Sin embargo, también los activan

compuestos como los fibratos y las tiazolidinedionas.®

Regulacion del estado inflamatorio

El proceso inflamatorio

La inflamacion y su proceso de iniciacion y regulacion representan una respuesta
fisiologica de los tejidos que ha sido ampliamente estudiada y donde influyen una gran

cantidad de células y mediadores diferentes.

Partiendo de la base, la inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de
fendmenos moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones

fisicas, quimicas o bioldgicas.

Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio son, en primer lugar, la
focalizacién de la respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra el agente
agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgencia y, por
tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo posterior
de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las células
inmunes de los tejidos cercanos. Para todo ello, las alteraciones vasculares van a permitir

la llegada desde la sangre de moléculas inmunes.®®

Clinicamente, el proceso inflamatorio local se identifica mediante cuatro signos clasicos
que son el calor, el rubor, el tumor y el dolor. Las dos primeras debidas al acimulo

sanguineo en el foco inflamatorio, el tumor secundario al edema y acumulo de células
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inmunes, mientras que el dolor es producido por mediadores que actlan sobre

terminaciones nerviosas.
De forma resumida se puede dividir el proceso inflamatorio en cinco etapas.®

1.- Liberacion de mediadores: Moléculas mayoritariamente sintetizadas y

liberadas por los mastocitos bajo ciertos estimulos

2.- Efecto de los mediadores: Los mediadores producen alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes

al foco inflamatorio.

3.- Llegada de moléculas y celulas inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su

mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4.- Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos

inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso.

5.- Reparacion. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la
reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la

propia respuesta inflamatoria.

Por tanto, el proceso se inicia con la liberacion de ciertos mediadores y, aunque todos los
tejidos al lesionarse van a liberar mediadores de la inflamacion, la fuente principal de los
mismos es el mastocito. La liberacion de los mediadores puede ser debida a la lesion
directa sobre la célula o a su activacion por el complemento (C3a y Cbha) o
inmunoglobulinas como la IgE. Cuando éstos se activan liberan granulos del citoplasma
que contienen los mediadores ya preformados y sintetizan otros de novo que actuaran

sobre los vasos sanguineos adyacentes.?

Estos mediadores, que se encontraban preformados en los granulos, son principalmente
histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico del eosinofilo (ECF), factor

quimiotactico del neutr6filo (NCF) y heparina.®

Por otro lado, los que se generan de novo, son principalmente la PGE2, la prostaglandina
mas importante en el proceso inflamatorio, el LTB4, que es un factor quimiotactico para

eosinofilos, neutrdfilos, mastocitos y macrofagos, y el PAF o factor activador de las
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plaquetas, que produce su agregacion y la liberacion de otros mediadores relacionados

con el proceso de coagulacion.®

Desde el punto de vista cronoldgico, los mediadores de la inflamacion van a producir

basicamente dos efectos.

En una primera fase inicial, alteraciones vasculares que facilitan el trasvase de moléculas
desde la sangre al foco inflamatorio, asi como la produccién de edema. En una segunda
fase, mas tardia, las propias alteraciones vasculares, asi como la liberacion en el foco de
factores quimiotacticos, determinan la llegada de células inmunes procedentes de la

sangre y de los tejidos circundantes.?486

- Fase inicial

En esta primera fase ocurre la aparicion de inmunoglobulinas, factores del complemento,

quininas, proteinas de la fase aguda y factores de coagulacion.

Las inmunoglobulinas se unen al agente agresor. La IgM y la 1gG activan el complemento
por la via clasica mientras que la 1gG, ademas, se une a receptores de los fagocitos

potenciando la fagocitosis.®

Por otro lado, el complemento, ademas de activarse por la via clasica tal como se ha
comentado anteriormente, puede activarse por una via alternativa mediada por los

productos liberados por gérmenes.

A partir de este punto, independientemente de la via de activacién, cuando alcanza la via
comun produce la lisis del elemento agresor, sea un germen o una célula extrafia. Ademas,
C3a y Cbha actuan sobre receptores de membrana de los basofilos y los mastocitos,
induciendo mas liberacion de mediadores inflamatorios. C5a también tiene la propiedad

de ser un potente quimiotactico mientras que C3b potencia la fagocitosis.®’

De las proteinas de la fase aguda destacar la proteina C reactiva que tiene la capacidad de

fijar determinados gérmenes y activar el complemento por la via clasica.®
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- Fase tardia

En esta segunda fase, tal como hemos comentado, se produce la llegada de células

inmunes.

Los neutrdfilos son de las primeras células en llegar al foco inflamatorio. Producen la
eliminacion del germen mediante fagocitosis o liberando factores que producen la muerte

extracelular.8®

Los monocitos y macrofagos llegan de forma mas tardia. Tienen funciones parecidas a
las de los neutrdfilos pero actan, ademas, como células presentadoras del antigeno a las

células especificas T y B, iniciando la respuesta especifica, y liberan I1L-1.84

Seguidamente encontraremos a los linfocitos T y B que, potenciados por macréfagos y
monocitos, inician la respuesta especifica. Los de tipo B sintetizan IgE que puede
potenciar el proceso inflamatorio. Los tipos T producen linfoquinas que también

promoveran el mantenimiento del proceso inflamatorio.®’
Los basdfilos, junto con los mastocitos, contribuyen a la liberacion de mediadores.

Los eosindfilos, ademas de tener actividad citotoxica, principalmente en infecciones

parasitarias, tienen una funcion reguladora en el proceso inflamatorio.

Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el fendmeno inflamatorio se encuentra

estrechamente regulado, evitando asi una respuesta exagerada o perjudicial.

Parte de los mediadores que producen activacion, al variar su concentracion o actuar sobre
distintos receptores, van a producir inhibicién, consiguiendo, de esta forma, un equilibrio

0 modulacion de la respuesta inflamatoria.848687

Algunos de los factores mas relevantes en este proceso son la histamina, la prostaglandina

E, los agonistas autondmicos, la heparina y los propios eosinofilos.

Una vez las causas de la agresion han desaparecido se inicia el proceso de reparacion,

mediado principalmente por la llegada de fibroblastos.
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Relacion estado inflamatorio — obesidad

Es sabido que la obesidad se relaciona con un estado proinflamatorio y una tendencia a

la resistencia insulinica, no presentes en el individuo delgado.®

El exceso progresivo de tejido graso puede producir secundariamente alteraciones de la
regulacion, metabolizacion y secrecion de diferentes hormonas,®® ya que el tejido adiposo
es un tejido endocrino complejo y metabolicamente muy activo, que desempefia un papel
fundamental sobre las cascadas inflamatorias, procoagulantes, antifibrinoliticas y
vasoactivas, lo que sugiere una influencia directa sobre el proceso inflamatorio® y un

virtual estado de inflamacién croénica.

A nivel fisiopatoldgico, cuando el balance energético es positivo, se produce un
almacenamiento de energia en el adipocito. Este proceso se inicia en el tejido graso
subcutaneo que aumenta principalmente a partir de hiperplasia, es decir, a partir de la
proliferacion y diferenciacion de pre-adipocitos. Cuando este tejido es incapaz de
almacenar todo el excedente se incrementan los depositos a nivel de la grasa visceral,

principalmente por hipertrofia, es decir, aumentando el tamafio de los adipocitos.*

Estos cambios producen alteraciones a nivel intracelular, principalmente a nivel del
reticulo endoplasmatico rugoso y de las mitocondrias. Las consecuencias celulares de
estas alteraciones incluyen la resistencia molecular y la hiperproduccion de acidos grasos
libres, adipocitocinas y mediadores inflamatorios, promoviendo una disfuncion sistémica,

que determinan las consecuencias clinicas y las complicaciones de la obesidad. %

Al mismo tiempo, este aumento en el nimero y tamafio de los adipocitos requiere de una
mayor cantidad de oxigeno, produciéndose un estado de cierta hipoxia. Esta hipoxia
afecta algunas de las funciones bioldgicas normales, tales como: la angiogénesis, la

apoptosis, la inflamacion y ocurre un cambio en el metabolismo celular.®®

Todo ello parece inducido por HIF-1 que, en estas circunstancias, se acumula en el nacleo
y es responsable de la activacion de los genes de eritropoyetina, factor de crecimiento del
endotelio vascular, enzimas glucoliticas y transportadores de glucosa, que controlan el

ajuste metabolico durante la generacion de energia en el ambiente hipoxico.®?
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Los trastornos metabolicos mas importantes asociados a la obesidad incluyen, la
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hipertension, dislipidemia, DM tipo 2 y un alto

riesgo de enfermedades cardiovasculares.*

Entre los trastornos metabdlicos, la resistencia a la insulina es un estado caracterizado por
disminucion de la accion de la insulina y esta asociada con alteraciones en la homeostasis

de la glucosa y lipidos.

Existe un modelo para su valoracién, el modelo homeostatico para evaluar la resistencia
a lainsulina 0 HOMA-IR. Utiliza valores de glucosa e insulina en ayunas para su calculo.
Concretamente valora si existe una resistencia periférica a la accion de la insulina y
evalla, indirectamente, la funcion de las células beta del pancreas. En condiciones
normales, existe un equilibrio entre la produccion hepética de glucosa y la secrecién de
insulina por las células beta del pancreas. Cuando se presenta resistencia a la insulina, se
considera que existe una disminucion de la funcién bioldgica de esta hormona, que obliga
a generar un incremento en sus concentraciones plasmaticas con el fin de mantener la
homeostasis. Ademas, se le considera un factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares como la HTA y la cardiopatia isquémica, para el desarrollo de DM2, y

sirve como predictor del Sindrome Metabdlico.

Estudios realizados en adipocitos han demostrado que, en zonas de hipoxia relativa, ésta
inhibe el proceso de sefializacion de la insulina a traves del HIF y que, ademas, provoca
cambios en la expresion de algunas adipocinas y citocinas inflamatorias.®* Se ha
observado que en estas zonas de tejido adiposo, en el paciente obeso, aumenta la secrecion
de adipocitocinas proinflamatorias como: factor inhibidor de la migracion de macréfagos
(MIF), matriz de metaloproteinasas (MMP2 y MMP9), IL-6, PAI-1, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y leptina.%®

Paralelamente, la escasez de O2 provoca la muerte celular de los adipocitos mas

periféricos, que se traduce en un aumento de la reaccion inflamatoria.*

Asimismo, aunqgue el adipocito es el elemento clave de los cambios y remodelado del
tejido adiposo, los macrofagos presentes en el tejido adiposo desempefian también un
papel fundamental. Se ha descrito el fendbmeno de "cambio fenotipico”, definido como
una transformacion en el estado de polarizacion de los macréfagos, es decir, la

transformacion de un estado antiinflamatorio M2 (la forma predominante durante el
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balance negativo de energia), a una forma M1 mas proinflamatoria.®® Se presenta, por
tanto, una infiltraciobn masiva de macrofagos M1 en el tejido adiposo, secundaria al
incremento de la secrecion de la proteina quimioatrayente de monocitos o MCP-1, que

juega un papel crucial en la respuesta inflamatoria en la obesidad.

MCP-1 pertenece a la familia de quimiocinas. Se trata de citocinas con actividad
quimioatrayente cuya funcion, ejercida mediante la unién a receptores transmembrana
acoplados a proteinas G, esta relacionada fundamentalmente con el transito de células del
sistema inmune. Es sintetizada y secretada por distintos tipos celulares, como células de
musculo liso vascular, endotelio, monocitos 0 macréfagos entre otros. Esta implicada en
el reclutamiento o migracion de leucocitos, mas concretamente de monocitos, a los focos
donde estd teniendo lugar la respuesta inflamatoria. Ademas, es el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, uno de los mayores

inductores de la expresion de esta adipocina.®

Todos estos eventos ocurridos en el adipocito: la hipoxia en el tejido adiposo, la muerte
celular de los adipocitos periféricos, la infiltracion de células inmunes, la transformacién
de los macrofagos M2 a macrofagos M1, la infiltracion de estos altimos en el tejido
adiposo, la angiogénesis y la sobreproduccion de matriz extracelular, producen una
disregulacion de la homeostasis, debido al aumento de la secrecion de adipocitocinas
proinflamatorias, principalmente IL-6, IL-10 y TNF-a.

Por otro lado, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una proteina del grupo de las
citocinas liberadas por las células del sistema inmunitario que interviene en la inflamacion
y la apoptosis. Su estimulacion esta relacionada con otros mediadores celulares como IL-
1 y endotoxinas bacterianas. EI TNF-a ejerce distintas funciones en diferentes érganos,
como la activacion de la produccion de otros mediadores como, por ejemplo, las
interleucinas 1 a la 6. Ademas, suprime el apetito, por lo que también es conocida como
caquexina. En el higado estimula la reaccién inflamatoria aguda, activando la sintesis de
proteina C reactiva y otros mediadores celulares y, en otros dérganos, aumenta la
resistencia a la insulina. También promueve el reclutamiento de células inflamatorias,
inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de linfocitos T y B.
Aumenta la activacion y adhesion plaquetarias y, probablemente, la oclusion vascular sea

la causa de la necrosis tumoral. Aunque localmente los efectos del TNF-a son
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beneficiosos, cuando actla por todo el organismo tales efectos son perjudiciales,

provocando sindromes como el shock séptico y la coagulacion intravascular diseminada.

Otros elementos implicados en las reacciones inflamatorias que ya hemos ido nombrando
son las interleucinas. Estas son un conjunto de citocinas sintetizadas principalmente por
los leucocitos, aunque en algunos casos también pueden intervenir células endoteliales,

del estroma del timo o de la médula 6sea.

Su principal funcion es regular los eventos relacionados con estas poblaciones de células
del sistema inmunitario, como su activacion, diferenciacién o proliferacion, la secrecion
de anticuerpos, la quimiotaxis y la regulacién de otras citocinas y factores. Hasta la fecha
se han identificado no menos de 33 clases diferentes de interleucinas con funciones

especificas segun el tipo.

Por ultimo, también se objetiva en el individuo obeso un descenso de adipocitocinas
antiinflamatorias, tales como, la adiponectina (que suprime la sintesis de varias citocinas
proinflamatorias, como TNF-a) y el interferdbn gamma. Esta disregulacion se debe a la
inhibicion que ejerce la adiponectina sobre la activacion del NF-kf, principal regulador

de la transcripcion de citocinas.®’

Por tanto, resumiendo, tanto los cambios celulares producidos por la
hipertrofia/hiperplasia de los adipocitos como el estado de hipoxia en el que se encuentran
parecen ser los causantes principales del estado proinflamatorio y el sindrome metabélico

gue acompanian habitualmente a la obesidad.

Genética y epigenética en la obesidad

Genética

Tal como hemos comentado anteriormente, un porcentaje nada despreciable de los
pacientes con obesidad tiene algin factor genético relacionado. En muchos casos, este
factor genético es debido a mutaciones o cambios en la secuencia del ADN. En otras
ocasiones no se trata de alteraciones, entendiendo como tal mutaciones o defectos en la

secuencia, sino que, dependiendo del nimero de copias de un gen concreto, tendremos
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mas 0 menos riesgo de sufrir obesidad. Asi sucede, por ejemplo, con el gen que transcribe

la amilasa salivar.®®

Estas alteraciones causantes de enfermedades que asocian la obesidad como uno de sus
rasgos, son alteraciones a nivel de la secuencia del genoma. La secuencia gendémica esta
siendo ampliamente estudiada y ha presentado importantes avances en relacion a su

interpretacion.

Sin embargo, para profundizar en este aspecto, debemos de nuevo dividir la etiologia de

la obesidad en tres grupos diferentes:

- Laobesidad comun o multifactorial
- La obesidad monogénica no sindrémica

- La obesidad sindromica

1.- La obesidad comun o multifactorial

Se trata del grupo mas frecuente y del que ya hemos hablado anteriormente en el apartado
especifico sobre obesidad. En este caso, la etiologia de la obesidad es compartida entre
los factores enddgenos, relacionados en ultimo término con factores genéticos, y los
exogenos, que incluye los habitos de vida como dietas inadecuadas, sedentarismo... En
muchos casos, dado que estos habitos son compartidos por la mayoria de los miembros
de una familia, se tiende a pensar en la causa genética, cuando lo que comparten son los

malos habitos sociales, laborales y/o circunstancias familiares.

Dada la convergencia de muchos factores en este grupo como etiologia de la obesidad,
resulta dificil precisar que impacto tiene la genética. Por ello, no existe un consenso en la
literatura y podemos encontrar porcentajes atribuibles a ésta muy variables, que van desde

el 30 al 50%,%° dejando el resto para los factores externos mencionados.

En esta poblacion, los genes que intervienen no presentan propiamente mutaciones o
errores, sino que tienen variaciones relativamente benignas y comunes, usualmente un
polimorfismo de nucledtido unico. Por tanto, ninguno de estos genes por si solo es causa
de obesidad. Es la suma o combinacidn de estas variantes lo que da la propension genética
que, interactuando con los factores ambientales mencionados, determina el fenotipo. En

eso consiste la herencia multifactorial. Esto ha sido corroborado con estudios de gemelos
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uni y bivitelinos y otros estudios que comparan la contribucion genética y los factores

ambientales,100.101

Por otro lado, el nimero de genes que se han identificado y relacionado con el control de

los habitos alimentarios y la regulacion del peso corporal es muy extenso.

A modo de ejemplo, Ignatieva et al publicaron un listado de 578 genes implicados.’
Muchos de ellos relacionados con la sintesis de hormonas y enzimas que, posteriormente,
estaran relacionados con procesos metabodlicos, pero ninguno de ellos tenia poder

predictivo significativo de forma individual en sus diferentes variantes.

2.- La obesidad monogénica no sindrémica

Se trata de pacientes con obesidad severa secundaria a la herencia de determinados genes

de forma mendeliana.

Se han identificado, de momento, 11 genes (Tabla 2) relacionados con enzimas y
hormonas que interaccionan con el sistema del nucleo arcuato hipotaldmico ya descrito

previamente.

‘ GEN ‘ NOMBRE
LEP Leptina
LEPR Receptor de Leptina
CRHR1 Receptor 1 de hormona liberadora de corticotropina
CRHR2 Receptor 2 de hormona liberadora de corticotropina
GPR24 Hormona concentradora de melanina
PCSK1 Prohormona convertasa 1
POMC Propiomelanocortina
MC3R Receptor 3 de melanocortina
MC4R Receptor 4 de melanocortina
NTRK2 Receptor del factor neurotréfico cerebral Trkb
SIM1 Single minded homolog 1

Tabla 2: Genes relacionados con enzimas y hormonas que interaccionan con el sistema del nucleo arcuato
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Su mutacion establece la presencia de obesidad extrema, hereditaria, no sindrémica. Son
genes principalmente involucrados en el sistema hipotalamico de regulacion del

apetito. 102

3.- La obesidad sindrémica

El término se refiere a aquellos casos en los que la obesidad moderada o extrema es una
caracteristica mas dentro del conjunto que conforma un sindrome. La causa es siempre
genética, puede ser monogeénica o poligénica, y puede ser una alteracion cromosémica u

otras formas méas complejas de herencia.

Dentro de los sindromes que tienen como rasgo la obesidad, han sido identificadas
algunas enfermedades como, por ejemplo, el sindrome de Prader-Willi, el sindrome de

Bardet-Biedl o el sindrome de Cohen.1®

El primero es el sindrome mas frecuente en la obesidad, con una frecuencia de 1 en 10000
a 1 en 30000 nacimientos. La causa de este sindrome es la pérdida o inactivacion (por
mecanismos epigenéticos) de una pequefia region del cromosoma 15 de origen paterno.
El recién nacido presenta inicialmente hipotonia severa, dificultad para alimentarse,
genitales poco desarrollados y ojos almendrados. Posteriormente, entre los 6 meses y los
3 afos la hipotonia comienza a mejorar, el nifio empieza a comer de forma intensa y se
desarrolla una conducta adictiva por la comida, ya que las personas con este sindrome no
presentan sensacion de saciedad. El fenotipo de estos pacientes incluye talla corta,
obesidad morbida, manos y pies pequefios, genitales pequefios, conducta obsesiva,
rechazo a la actividad fisica y retraso mental de grado leve a moderado.'® Estudios
recientes han investigado la relacion de esta ausencia de saciedad con la leptina (que es
la hormona que normalmente contribuye a moderar la ingesta provocando la sensacion
de saciedad), encontrandose que, contrariamente a lo que se esperaria, la leptina esta
elevada, sugiriendo mas bien una posible resistencia a la leptina, que aun no esta

demostrada.l®

El Sd. de Bardet-Biedl se presenta con distrofia de la retina y otras patologias oculares
que conllevan ceguera a partir de los 20 afios en la mayoria de los pacientes afectados.

También presenta polidactilia y trastornos anatomicos a nivel renal. Se conocen 8 loci
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independientes relacionados con este sindrome, siendo la mayoria de herencia autosémica

recesiva.'%®

Por Gltimo, el Sd. de Cohen cursa con obesidad y retraso mental, microcefalia, una facies
caracteristica, con ojos levemente inclinados hacia abajo, incisivos superiores
prominentes, paladar angosto, orejas grandes y problemas visuales varios. La causa es la
presencia de mutaciones en ambos alelos del gen COHL1, situado en el cromosoma 8p,

siendo de herencia autosémica recesiva.®®

En general, en estos sindromes, la obesidad se da por aumento de la ingesta caldrica
debido a una falta de sensacion de saciedad, que se relaciona con la alteracion de alguno

de los maltiples factores que acttian en el hipotalamo regulando la ingesta. 1%

Epigenética

Sin embargo, la expresion genética y por tanto el fenotipo de un individuo no depende
Unicamente de su secuencia genética. Hay otro gran campo que se esta explorando: la

epigenetica.

- Definicion y mecanismos de accion

El término epigenética fue utilizado por primera vez en los afios cincuenta, con la
finalidad de describir los mecanismos por los cuales, los organismos pluricelulares, eran
capaces de desarrollar distintos tejidos a partir de la misma informacion genética. Se
acufié por primera vez gracias a Conrad Waddington, derivado de la combinacion entre

“genética” y “epigénesis’.

El uso actual del término consiste en indicar cambios heredables en la estructura y
organizacion del ADN que no involucran cambios en la secuencia y que modulan la

expresion genica.

Asi, mientras la secuencia en si se mantiene estable en todas las células del cuerpo de un

individuo, el epigenoma es diferente entre los distintos subtipos celulares.*%

En los mamiferos el ADN esta empaquetado como cromatina en el ndcleo y reorganizada

en 2 zonas estructurales diferentes que se denominan heterocromatina y eucromatina. La
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heterocromatina esta integrada por la mayor parte del material nuclear, incluyendo a los
telomeros y las regiones con un gran numero de secuencias repetitivas con un bajo
contenido génico. Por otro lado, la eucromatina es la parte transcripcionalmente activa y

contiene la mayoria de los genes.

Las unidades basicas de la cromatina son los nucleosomas. Se trata de 147 pares de bases
a los que envuelven un octamero de histonas y constituyen el nucleo del nucleosoma.
Estas histonas son las que pueden sufrir modificaciones de distinta indole: metilacion de
los residuos de lisina (clave para la activacion o represion transcripcional) y arginina,
acetilacion en residuos de lisina, ubiquitinacion y sumoilacion de lisinas y fosforilacion

de serinas y treoninas.'®’ (Figura 6)

Figure 1. Epigenetic modifications.
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Figura 6: ADN y epigenética

Las modificaciones del ADN vy de las histonas repercuten directamente en el grado de
condensacion de la cromatina, favoreciendo o no, el anclaje de la maquinaria

transcripcional y su posterior repercusion sobre el fenotipo.
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Hasta la fecha, se han identificado unos veinte mecanismos epigenéticos, los cuales son
muy importantes en la regulacién de la transcripcion y por ello, también en la expresion

génica.

Estos mecanismos incluyen la metilacion del ADN, las modificaciones postraduccionales
de las histonas, cambios que afectan al plegamiento de la cromatina (eucromatina vs
heterocromatina) o a la estabilidad de los cromosomas y, en general, aquellos procesos
que afectan a los patrones de expresion génica sin alterar o estar mediados por la
secuencia del ADN (ARNs no codificantes, transposones y chaperonas entre otros), los
complejos de remodelado de cromatina basados en ATP y los complejos proteicos

Polycomb y Trithorax.1%®

Uno de los mas relevantes y estudiados hasta la actualidad es la metilacion del ADN. Se
trata de la union covalente de un grupo metilo en posicion 5° a una citosina,
convirtiendose en una 5-metilcitosina por medio de una ADN metiltransferasa (DNMT)
y seguida de guanina (dinucleétido CpG), lo que da lugar a dos residuos de citosina
metilados dispuestos de forma diagonal y opuestos a las hebras complementarias de
ADN. (Figura 7)
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Figura 1. Metilacion de la citosina en su posicion 5'. DNMT:
ADN metil transferasas.

Figura 7: Metilacion de la citosina

Existen distintas DNMT que pueden participar en este proceso, bien mediante las DNMTs
de novo, que son las que van a incorporar el patrén inicial de grupos metilo sobre una
secuencia de ADN sin metilar, o mediante las DNMTs de mantenimiento, que van a
copiar el patron de metilacion de una cadena de ADN existente tras la replicacién celular.

Algunos de estos dinucledtidos CpGs se encuentran en mayor concentracion en regiones
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Ilamadas islas CpG, con frecuencia en las zonas promotoras y desmetiladas. Existen otros
dinucleotidos con la misma estructura, pero que no se encuentran en esas islas, que suelen

encontrarse metilados.'%’

Aproximadamente, entre el 60 y el 90% de todas las secuencias CpG dispersas en el
genoma estan metiladas, mientras que las correspondientes a las islas CpG localizadas en
la mayoria de los genes de mantenimiento celular no lo estan. En general, las islas CpG
se localizan entre la region central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcion,

observandose represion en la expresion del gen cuando se encuentran hipermetiladas.'®’

Actualmente, no se conoce la funcion precisa de la metilacién en citosinas sobre la
expresion génica, a la vez que se sabe que tiene un papel crucial en su control, en la
diferenciacion celular y el desarrollo embrionario. Algunas investigaciones han sugerido
que el grupo metilo tiene la capacidad de interceptar a los factores de transcripcion y

evitar con ello que se unan al ADN.7

Por regla general los genes metilados (sobre todo en la regién promotora) suelen ser
menos accesibles, lo que conlleva una menor expresion genica. Asi mismo, la metilacion
en regiones intragénicas puede modular la expresion al actuar como promotores
alternativos. Pero este punto no estd claro actualmente ya que hay varios estudios

contradictorios. 1’

Esto explica como unas células especificas de un tejido concreto expresan unos tipos de

genes de forma mas o menos constante en las diferentes generaciones celulares.'%

- Estimulos sobre el epigenoma y obesidad

Actualmente el estudio del epigenoma de la obesidad se centra, principalmente, en el
analisis a gran escala de los patrones de metilacion del ADN, particularmente debido a la
estabilidad en el ADN extraido en comparacion con otras marcas epigenéticas, tales como
modificaciones de histonas. Ademas, debido a su plasticidad biolégica, es un biomarcador

atractivo con gran potencial de utilidad clinica.

Una de las herramientas que estd ayudando a poder conocer las caracteristicas
epigenéticas de los individuos obesos son los estudios de tipo EWAS (Estudios de

Asociacion del Epigenoma Completo), similares a los GWAS (Genome wide association
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study), que se caracterizan por analizar miles o millones de CpGs en un determinado

numero de individuos.

Estos andlisis permiten identificar sitios genéticos diferencialmente metilados (DMP)
segun la condicién experimental. Por ello, en los Gltimos afios, estd aumentando este tipo
de trabajos realizados en grandes estudios poblacionales, en los que se han identificado

genes diferencialmente metilados en personas obesas y no obesas. 1!

De esta manera, mediante uno de los primeros grandes EWAS, Dick et al hallaron en
2014 cinco zonas CpG diferencialmente metiladas en tres loci genéticos asociados con
IMC. Con estos hallazgos se pudo establecer una relacion entre la metilacién del intron
del gen HIF3A, relacionado con la respuesta adaptativa a la hipoxia, y el incremento del

indice de Masa Corporal de los sujetos. **

Este resultado ha sido replicado en varios estudios en sangre!*?13 vy uno en el tejido
adiposo.!** Ademas, se encontraron resultados similares en la cohorte ALSPAC de

Bristol, en el Reino Unido.**®

Otro estudio EWAS de interés es el estudio GOLDN, en el que se identificaron 8 regiones

diferencialmente metiladas asociadas a IMC y a perimetro de la cintura.*

En el mismo sentido, un estudio de Marchi et al''’ demuestra como existe una relacion
inversa entre la metilacion del promotor del gen de la leptina y su posterior expresion a
nivel del tejido adiposo e higado. En el mismo estudio se evidencié que la posterior
desmetilacién se seguia de una nueva expresion de leptina y, por tanto, que los cambios
epigenéticos son dinamicos y reversibles, tal como se ha descrito previamente.
Posteriormente, se extrapolo el estudio a pacientes operados de cirugia bariatrica. Dichos
pacientes presentaron cambios en los niveles de leptina en su organismo relacionados con
la pérdida ponderal, no hallandose, sin embargo, relacion con la presencia o no de

metilaciones en dichas zonas promotoras del gen de la leptina.

Otro EWAS de IMC que se realiz6 en individuos europeos fue publicado recientemente
por Mendelson y Cols.*'® Ciento treinta y cinco CpGs fueron identificados inicialmente
como DMP asociados al IMC. Ochenta y tres DMP replicados en al menos una de las tres
cohortes de replicacion adicionales, ARIC (n=2,096), GOLDN (n=992), y la cohorte de
Investigacion prospectiva de la Vasculatura en Uppsala Seniors (PIVUS) (n=967).
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La mayoria de las DMPs descritas en estos estudios que estan asociadas al IMC
pertenecen a genes relacionados con el metabolismo lipidico, y acttan disregulando el

mismo, asi como el metabolismo basal y la regulacion del apetito.

Sin embargo, a comienzos de la ultima década, los estudios epigenéticos de obesidad
principalmente se han centrado en el estudio de genes candidatos en lugar de medidas

totales del epigenoma, como la metilacion del ADN global.!®

Este tipo de estudios en genes concretos puede ser Util en enfermedades como las
neoplasias, en las cuales, la hipometilacion relacionada con un gen especifico es lo
suficientemente fuerte como para impulsar la variacion global. Sin embargo, el estudio
de genes candidatos en enfermedades complejas y multifactoriales, no ha sido
particularmente fructifera, con resultados débiles e inconsistentes. Apenas se han
conseguido validar resultados de algunos genes involucrados en el metabolismo por

estudios globales de metilacion de todo el genoma.?°

Por otro lado, a favor de la relacion entre cambios epigenéticos y obesidad, se ha
observado que los hijos de mujeres expuestas a determinados factores externos durante el
embarazo tienen mas riesgo de presentar obesidad, tanto en el nacimiento como en edades
més tardias. Probablemente estos hechos se deban a cambios epigenéticos que son
heredables.’?1?2  Dichas variaciones epigenéticas podrian responder a cambios

relacionados con la disponibilidad de nutrientes, ejercicio fisico y edad, entre otros.

Sin embargo, todavia la evidencia cientifica de como la epigenética influencia en el
desarrollo de enfermedades cronicas como la obesidad o la diabetes es baja. Es por este

motivo que hay un gran interés cientifico en este amplio campo de investigacion. 111123

Tratamientos y sus resultados

Hoy en dia es un hecho que el enfoque que hay que realizar para tratar la obesidad debe
ser multimodal. Es decir, no existe un unico tratamiento que pueda ofrecer, por si solo,
resultados satisfactorios a largo plazo. Para ello debemos servirnos de las ventajas que
nos ofrecen cada uno de ellos y aplicarlos adecuadamente en el momento necesario, bien

de forma individual o bien asociados entre ellos.
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Sin embargo, si que es cierto que la efectividad de los tratamientos es diferente.

Seguidamente vamos a revisar los resultados de los tres principales tratamientos de los

que disponemos: dieta, tratamiento farmacoldgico y tratamiento quirdrgico.

La dieta como tratamiento de la obesidad 2412126

Tal como se ha comentado con anterioridad, la obesidad es una enfermedad heterogenea
y multifactorial. Sin embargo, ya hemos incidido en la importancia que tiene el concepto

del balance entre la energia ingerida y el gasto calérico para su desarrollo.

Por este motivo, la dieta, que es el factor que nos va a determinar la energia ingerida, es
de vital importancia en el tratamiento de cualquier paciente con sobrepeso u obesidad,

sea cual sea su etiologia.

Hay que diferenciar las pautas con las que se pretende corregir el sobrepeso y la obesidad
en el adulto, de las que se emplean en el nifio o adolescente, dado que las medidas

restrictivas podrian afectar negativamente al crecimiento y a la conducta de estos Gltimos.

Dadas las caracteristicas del individuo obeso y considerando, siempre dentro de lo

posible, sus caracteristicas sociales, culturales y genéticas, el tratamiento se orientara a:

1.- Reducir el ingreso energético y/o incrementar el gasto energético. Este aspecto se

consigue mediante:
- Consumo de dietas hipocaloricas
- Disminucién del apetito
- Incremento de las sefiales de saciedad
- Aumento del efecto termogénico de los alimentos
2.- Reduccion de la absorcion de macronutrientes y/o energia. Esto se logra:
- Incrementando la velocidad del transito intestinal
- Disminuyendo la digestion y absorcion de lipidos

- Reduciendo la absorcion y digestion de los hidratos de carbono
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- Disminuyendo la absorcion y digestion de las proteinas
3.- Produciendo efectos metabolicos
- Modificando la respuesta glucémica e insulinémica de la dieta
- Normalizando la insulinemia del paciente
- Disminuyendo la lipogénesis en el tejido adiposo
- Incrementando la actividad metabdlica general.
4.- Aunque la informacion cientifica es limitada, el tratamiento ademas se orientard a:

- Normalizar o mejorar la calidad de la microflora intestinal y su relacion con el

hospedador

- La busqueda de beneficios epigenéticos y en la interaccion dieta-genoma.

En relacion a algunos aspectos cualitativos de las dietas hay que recordar algunos
conceptos:

- Energia

La reduccion del aporte energético es clave en el tratamiento, sobre todo cuando el
aumento del gasto energético a traves de, por ejemplo, la actividad fisica, esta limitado

por las condiciones clinicas o sociales de los individuos.

Por ello, una forma de clasificar los tipos de dietas es segun el grado de restriccion

energética.

Actualmente se considera como mas adecuadas las restricciones del orden de un 25% del
ingreso energético diario o de 500 y 1000 kcal menos/dia. Sin embargo, la dieta debera

contener todo tipo de ingredientes que aseguren una nutricion correcta.

La restriccion caldrica, ademas de iniciar un balance negativo energético, implica una
reduccion de la tasa metabdlica y, por tanto, de dafios al azar en diferentes moléculas

bioldgicas.
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Este aspecto incide en la relacion que existe entre la obesidad, con la produccién de
radicales libres, con la inflamacion, que ya se ha comentado previamente. Es conocido,
tal como se ha puesto en evidencia en muchos modelos experimentales, que la restriccion
caldrica induce una menor produccion mitocondrial de radicales libres y, por ende, de

dafo oxidativo en el ADN nuclear y mitocondrial y a otras moléculas.

La reduccién caldrica, por otra parte, se ha sefialado como un agente estresante suave,
gue incrementa ligera, pero de forma continua, los niveles de corticoides, permitiendo al
individuo una mejor adaptacion a factores deletéreos, a través de elevar la actividad de

genes que protegen a las células de la accion de agentes dafiinos.

Se ha propuesto que la restriccion calorica, a través de la desacetilacion de histonas,
silenciaria regiones del genoma mediante cambios epigenéticos, haciéndolas inaccesibles
para factores de transcripcion y, por tanto, convirtiéndolas transcripcionalmente en

inactivas.

Por otro lado, el ayuno disminuye los niveles de mARN de insulina, aspecto de indudable

importancia en la hiperinsulinemia que presentan los pacientes obesos.

Los beneficios de la reduccion de energia se explican, ademas, porque una sobrecarga de
nutrientes produce una hiperestimulacion del complejo mTOR y de S6K-1, altamente
implicados en la sintesis proteica y en la lipogénesis, pero cuya hiperexpresion conduce

a inhibicion de IRS-1 por hiperfosforilaciéon, promoviendo resistencia a la insulina.

- Numero y reparto de comidas
Debe respetarse el horario y nimero de comidas para evitar fendmenos de tipo rebote.

El ayuno prolongado que se promueve al saltarse una o varias comidas aumenta la eficacia

de mecanismos de reserva de energia y de almacenamiento de grasa.

Ademas, la reduccion del nimero de comidas hace muy dificultoso cubrir objetivos

nutricionales.

De hecho, el reparto de la energia y nutrientes en un mayor nimero de comidas mejora la
respuesta insulinémica a la dieta y reduce, por tanto, el estatus hiperinsulinémico y la

resistencia a la insulina del obeso.
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- Bebidas

La ingesta de agua o de bebidas analcohdlicas de contenido energético nulo o muy
reducido en cantidades elevadas sera obligada y abundante, ya que ayuda a mejorar la

hidratacion corporal, y facilita la eliminacién de residuos.

Ademas, el consumo de bebidas antes de las comidas tiene un efecto levemente saciante
y, disminuir su disponibilidad durante la comida, tendria un valor coadyuvante potencial,

ya que tiende a comerse menos cuando no se dispone de liquido.

- Bebidas estimulantes.

El café, el té y el cacao son bebidas que contienen bases xanticas, sustancias de accion
estimulante central que incrementan el nivel de catecolaminas y la liberacion de acidos

grasos.

En algunos casos las dietas muy restrictivas conducen a una situacion “aletargante” que

debe ser evitada si se pretende mantener el gasto energético lo mas elevado posible.

No obstante, la ingesta continua y en concentraciones elevadas de estas bebidas crearia

dependencia y tolerancia, por lo que su consumo debe ser, ante todo, moderado.

Ademas, se han observado efectos antioxidantes de indudable importancia en el consumo
de café y té. En cambio, el consumo de cacao se realiza habitualmente de forma azucarada
y con leche, lo que eleva considerablemente la densidad energética de este alimento y

desaconseja su ingesta de forma rutinaria.

- Hidratos de Carbono

En contra de muchas de las dietas que actualmente son difundidas y seguidas, debe
asegurarse una ingesta adecuada y suficiente de hidratos de carbono al dia (no menos de
100 g).

Ademas, los alimentos ricos en hidratos de carbono complejos contienen agua y fibra,

suelen ser mas voluminosos y contribuyen a ejercer efectos de saciedad.
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Por otro lado, tienen un mayor efecto termogénico (elevacion del metabolismo basal

en un 10-15%) que las grasas, lo que ayuda a incrementar el gasto de energia.

Si nos fijamos en los diferentes tipos de alimentos que contienen hidratos de carbono,
atendiendo al indice glucémico, se cree que son mejores las legumbres, verduras y la

mayoria de las frutas que otros alimentos como el pan y las patatas.

En cambio, se debe evitar el consumo de fructosa por sus efectos deletéreos en el
metabolismo lipoproteico, en la resistencia a la insulina y porque promueven una menor

liberacién de leptina en el tejido adiposo.

Incidiendo en el aspecto inicial, nuestro organismo, para un correcto funcionamiento,

necesita alrededor del 50% de la energia procedente de hidratos de carbono.

Estos macronutrientes se almacenan limitadamente en forma de gluc6geno hepatico (100-
120g) y muscular (200-500g). Seguidamente, la posible conversion metabdlica de
hidratos de carbono en grasa es relativamente ineficiente (75%), estimandose que la

transformacion de hidratos de carbono en lipidos no excede los 12g/dia.

Por ultimo, debemos destacar que la glucosa participa en el control de la expresion génica
de la insulina a través de diferentes factores de transcripcion. Por ello, defectos en estos

factores de transcripcion se han asociado a DM2 o hiperglucemia cronica.

A modo de ejemplo, se ha objetivado que el factor Pdx-1 en condiciones de hipo o
normoglucemia se asocia con desacetilasas de histonas, reduciendo la expresion de
insulina, mientras que la hiperglucemia se asocia con hiperacetilacion e hipermetilacion

de diferentes histonas.

- Fibra dietética.

Debido a la importante restriccion calorica y de hidratos de carbono que se somete a los
individuos obesos que inician una dieta, es dificil alcanzar las cantidades recomendadas
para la poblacién no obesa de 20-30 gramos/dia. Por ello parece razonable suplementar

la dieta con fibras saciantes y moduladoras de la insulinemia.

Sin embargo, habra que tener en cuenta las posibles interacciones nutriente-fibra, ademas

de las posibles interacciones medicamentos-fibra que puedan producirse.
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Si bien se aconseja elevar el contenido de fibras saciantes, también es cierto que la
deficiencia del consumo de fibras hidrofilas implicaria una reduccion del volumen fecal
y tendencia a estrefiimiento, situacién ya de por si comdn en la obesidad y en la restriccion
del consumo de alimentos. Por ello debe ingerirse diariamente una mezcla adecuada de
fibra, tanto soluble como insoluble, dado que la ingesta de un sélo tipo de fibra al dia no

es recomendable.

- Lipidos.

Las grasas deben representar un aporte del 30-35% kcal/dia totales. Esto es conveniente
dada la alta eficacia de transformacién de la grasa dietética en grasa corporal (97%), a los
leves efectos termogénicos (3-5%) y saciantes de las mismas, y a la alta palatabilidad que

tienen.

Por tanto, hay que priorizar dietas bajas en lipidos y, especialmente, si son grasas

saturadas, que no deberian representar méas del 10% de la dieta.

Teniendo esto en cuenta, hay que limitar el consumo de alimentos como carne y leche

entera, intentando en todo momento priorizar las grasas de origen vegetal.
La limitacion del consumo de grasa saturada se debe a diferentes aspectos.

Las grasas saturadas incrementan la palatabilidad de los alimentos, reducen la sefial de
leptina, promueven resistencia a la insulina, inducen un menor efecto termogénico que
las grasas insaturadas por lo que contribuyen en la creacion y estabilidad de los depésitos

grasos.

Sin embargo, las grasas insaturadas presentan ciertos beneficios debido a la relacion que
tienen algunos acidos grasos poliinsaturados con factores de transcripcion como PPAR,
SREBP, ChREBP, NF-kB, etc.

En el caso de PPAR-a, ya hemos descrito que su activacion estimula la oxidacién de los
acidos grasos para su uso como sustrato energético en tejidos como higado, corazon,

riflones o tejido adiposo marron.

Por otro lado, otros acidos grasos poliinsaturados como el omega-6 y el omega-3,

promueven la activacion de PPARy, que induce la transcripcion de LPL y de
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transportadores de acidos grasos, activa la diferenciacion de los adipocitos, aumenta la
expresion de adiponectina e inhibe la formacidn de citoquinas proinflamatorias, ayudando
a disminuir el estado proinflamatorio que ya hemos descrito que presentan los individuos

obesos.

Otro aspecto interesante es que, en la obesidad, se producen niveles elevados de colesterol

ligado a LDL que se incrementan, a su vez, por el consumo de grasas saturadas.

Finalmente, también debe reducirse, todo lo posible, el aporte de acidos grasos trans (<1%
de la energia), dada la conocida relacion de estos acidos grasos con el incremento de la
resistencia a la insulina y el empeoramiento de perfil lipoproteico (elevan LDL y

posiblemente VLDL y reducen los niveles de HDL).

- Proteinas

De forma general, las proteinas deberian representar alrededor del 20% del aporte calérico

total de la dieta.

Para ello, se deben consumir alimentos con un alto valor proteicos como pescados,
mariscos, carnes magras, huevos o leche, vigilando de no excedernos con ello con la

ingesta de grasas.

Esto nos va a producir un elevado efecto termogénico, evita un catabolismo excesivo de

la masa magra y aporta una sensacion adecuada de saciedad.

Ademas, los aminoéacidos regulan la expresion génica modulando la transcripcion y la

traduccion de determinados genes.

Algunos, por ejemplo, modifican la traduccion de la proteina ribosémica S6. Esto
promueve, mediante la via de la cinasa mTOR, efectos anabolizantes de amino&cidos,

insulina y otros factores.

Por tanto, modulan la sintesis proteica, crecimiento de células beta y el mantenimiento

del musculo esquelético, entre otros.

Sin embargo, también es conocido que, una ingesta excesiva de triptofano acompafado
de una reduccién de hidratos de carbono produce una elevacion de los niveles de
serotonina, incrementando el apetito y la avidez por hidratos de carbono.
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- Alcohol

El alcohol, debido a su elevado contenido caldrico, debe reducirse lo méximo posible en

las dietas.
Concretamente, las bebidas de alta graduacion deberian eliminarse por completo.

También es conocido el efecto negativo que tiene el consumo excesivo de alcohol sobre

el metabolismo de los triglicéridos y el incremento de la tension arterial.

Sin embargo, es frecuente oir a nivel social que reducidas cantidades de alcohol es
beneficioso para el organismo. Esto es debido a que bebidas con baja graduacién
alcohdlica contienen polifenoles y otras sustancias antioxidantes, que elevan el efecto

termogénico y mejoran el perfil lipoproteico.

- Minerales

Es importante valorar la conveniencia de suplementar la dieta con minerales, dada la

dificultad de cubrir las recomendaciones diarias al reducir el aporte de alimentos.

Hay que tener en cuenta que muchos minerales modulan la expresion génica y estan

implicados en mecanismos de 6xido reduccién.

- Vitaminas

Igual que en el caso anterior, es importante valorar la conveniencia de suplementar la

dieta con vitaminas.

Sin embargo, se debe evitar el consumo aislado e indiscriminado de ellas, dada la
utilizacion secuencial y coordinada de algunas de ellas en la utilizacion energética de los
macronutrientes, mediante la modulacion de la expresion geénica a traves de union a
receptores especificos o a factores de transcripcién, que pueden cambiar la susceptibilidad

a hormonas esteroideas.

Seguidamente, una vez hemos descrito y conocemos las caracteristicas generales de los
diferentes nutrientes, hay que fijar cuatro objetivos para llevar a cabo una correcta dieta.
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Estos son el peso final deseable, el ritmo de adelgazamiento, hacer un planteamiento

terapéutico y mantener el peso perdido.

El Peso final deseable es el peso mas adecuado para garantizar la maxima expectativa de
vida y de salud. También es aquel en el que el sujeto, por razones personales, se encuentra

fisiolégicamente mejor y lo considera como mas deseable.

Se establecera relacionando el peso en Kg con la talla en metros y teniendo en cuenta las
peculiaridades del paciente. Por tanto, estamos hablando del calculo del IMC que ya se
ha descrito en apartados anteriores. Hay que recordar que la mayor expectativa de vida se
consigue con un IMC entre 20 y 25 kg/m2.

Pero a la hora de fijar este objetivo es importante hacerlo de una forma realista, teniendo
en cuenta que es preferible fijar objetivos menos ambiciosos pero consiguiendo

resultados, que fijar objetivos éptimos pero con alto riesgo de fracaso o abandono.
Otro de los aspectos importantes es el Ritmo de adelgazamiento.

Para ello hay que conocer el tipo de obesidad que se trata, y tener en cuenta que las
pérdidas que acontecen durante las primeras semanas orientaran sobre la capacidad del

paciente a reducir su peso o la idoneidad del tratamiento.

Unas pérdidas adecuadas serian, durante el primer mes, de unos 6 kg (1,5 kg/semana) y
de 2-4 kg/mes en los meses siguientes, ya que durante las primeras semanas se pierden
cantidades importantes de agua y glucogeno y menos de grasa. Posteriormente las
pérdidas son preferentemente en forma de grasa. El ritmo de pérdida debera estar
normalmente comprendido entre 0,5 kg/semana y 1 kg/semana.

Estas pérdidas se consiguen mediante restricciones entre 500 kcal/dia y 1000 kcal/dia

respecto a la ingesta o, mejor, respecto del gasto energético.

No son convenientes pautas que originen pérdidas superiores a 1 kg/semana, ya que se
pierden ademas de grasa, importantes cantidades de tejido magro, con la consiguiente

caida de la tasa metabdlica basal que dificultaria la eficacia del tratamiento.

Ademas, se origina un efecto rebote mayor, con ganancia de peso mas rapida, cuando se

aplican restricciones muy bruscas que cuando son paulatinas.
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Tampoco se recomiendan disminuciones de peso menores de 0,5 kg/semana, pues el

tratamiento se alargaria excesivamente y se corre el riesgo de desmotivar al paciente.

No obstante, en algunos pacientes con obesidades moderadas, puede estudiarse la
conveniencia de empezar por restricciones menos severas, ya que en algunos casos se
pueden obtener disminuciones de peso acertadas, o bien se aplican restricciones mayores

en caso de no conseguir perder peso de la forma esperada.
Seguidamente hay que realizar un Planteamiento terapéutico.

Ya hemos comentado que el tratamiento de la obesidad es multifactorial y por ello, a la
dieta, que sera parte fundamental, habra que valorar asociarle otros métodos

coadyuvantes, como el ejercicio fisico o tratamientos médico-quirargicos.

A partir de aqui, habré que fijar la Pauta dietética para lo que se tendran en cuenta los

siguientes aspectos:

a. Fijar la tasa energética diaria
b. Aspectos cualitativos y cuantitativos de la dieta a utilizar
C. Plan alimentario

- Fijacion de la tasa energética diaria
Se deducira a partir de realizar una encuesta dietética y del sobrepeso encontrado.

En el caso de obesidades leves se acudird, en principio, a Regimenes cualitativos,
mientras que para obesidades moderadas y graves se aplicaran Restricciones caloricas
moderadas o severas. Antes se utilizaban dietas excesivamente restrictivas, pero, se
prefieren las restricciones ya comentadas de 500 a 1000 kcal respecto al gasto energético
0, en su defecto, respecto a la ingesta habitual.

Se valorara la aplicacion de reducciones caldricas mas importantes, pudiendo fijar, en
casos favorables, una tasa de 21 kcal/kg de peso tedrico (deseable)/dia en el caso de
obesidades moderadas, y restricciones mas severas, de 15-17 kcal/kg de peso tedrico y
dia, para obesidades graves u obesidades moderadas en individuos con antecedentes de

obesidad.
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En algunas situaciones, se podria estudiar la conveniencia de reforzar el tratamiento con
la aplicacion de un dia de ayuno modificado o la utilizacion de formulas completas o

similares.

Ademas, normalmente estas dietas incluyen un listado de alimentos altamente

restringidos, limitados o permitidos, que se incluirdn en las diferentes dietas a utilizar.

- Aspectos cualitativos y cuantitativos

Muchas de las dietas de adelgazamiento se basan en la restriccion severa o0 moderada (20-
25% de la energia), pero las pérdidas de peso y el control de este, una vez disminuido,
estan influenciados no sélo por la energia consumida, sino también por la composicion y

el reparto de la dieta a lo largo del dia.

Aunque existen multitud de dietas restrictivas, comentaremos algunos aspectos

nutricionales de caracter general.

Los tratamientos dietéticos restrictivos podemos clasificarlos dentro de dos grandes

grupos: Ayuno y Dietas hipocaldricas.

1.- Ayuno: Las dietas restrictivas de tipo ayuno se prescribiran sélo en casos particulares

de obesidades graves o extremas, consisten en regimenes de menos de 500 kcal.

2.- Regimenes hipocaldricos: Son las dietas comentadas en las que se limitan, en un
principio, algunos alimentos con un contenido caldrico entre 500-1000 kcal menos de lo

habitual o, en su caso, del gasto energético.

2.1.- Regimenes restrictivos cualitativos. Son dietas semilibres, donde no se cuantifica el
alimento a consumir, ni se determina el balance calérico del individuo. El peso se
controlara frecuentemente, no siendo necesario realizar restricciones hipocaldricas si se
consigue el objetivo de perder peso. La dieta consistira en consejos dietéticos orientativos,

donde se instara a la reduccién de un determinado alimento o bebida.

2.2.- Regimenes hipocaloricos hiperprotéicos. Son muy utiles en el inicio del tratamiento.
No se deberian seguir durante mas de una semana, ya que son hiperuricémicos, y no son
equilibrados desde el punto de vista nutricional. En dietas hiperprotéicas con poco aporte
de hidratos de carbono, puede producirse hipoglucemia, elevacion de los cuerpos
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cetdnicos y, lo que es paraddjico, incremento de la degradacion de la masa magra. Son

bien admitidos, presentan un elevado efecto termogénico e inducen saciedad.

2.3.- Regimenes hipocaléricos hiperhidrocarbonados. Presentan una contribucion
caldrica por parte de los hidratos de carbono muy elevada (75-80% de las kcal totales).
Sacian rapidamente, pero la sensacion de hambre aparece también pronto después de las
comidas. Su contenido en fibra es elevado, por lo que evitan y resuelven el estrefiimiento.
Proporcionan energia con rapidez y aportan algunas vitaminas en cantidades importantes.

Debe vigilarse el aporte de acidos grasos esenciales.

2.4.- Regimenes hipocal6ricos hipohidrocarbonados. Estos regimenes son muy
populares, pues consiguen pérdidas ponderales interesantes y son anorexigenos. Sin
embargo, son desaconsejables debido a su bajo contenido en hidratos de carbono, fibra 'y
algunas vitaminas. Son cetogénicos y acidoticos, hiperuricémicos e hiperlipemiantes,
acelerando la pérdida elevada de agua intracelular y de electrolitos. También son

desaconsejables por el efecto rebote que generan cuando se abandonan.

2.5.- Regimenes balanceados o equilibrados. En la actualidad existe una general
aceptacion entre los profesionales de la salud que son los mas aconsejables, dado el
equilibrio entre los macronutrientes que aportan y porque ayudan a reeducar
nutricionalmente al paciente, aunque las pérdidas de peso sean menores a las producidas

en otros regimenes de adelgazamiento.

Se trata de dietas tipo mediterrdneo pero con una restriccion moderada de energia (entre
500 y 1000 kcal/dia menos). Es obligatorio el consumo de agua y bebidas analcohdlicas
tipo “light” en cantidades que superen los dos litros diarios. Las proteinas aportaran entre
el 15-30% de las kcal totales, los hidratos de carbono del 40-55% Yy las grasas del 30-
35%. El aporte de fibra sera variado y de 20-30 gramos/dia, ingiriéndose minerales y
vitaminas en cantidades que cubran las recomendaciones. Las comidas se distribuiran en

4 0 mas tomas.

Una de las caracteristicas primordiales de las dietas mediterraneas es su sostenibilidad,

pudiendo consumirse sin riesgos para la salud de ningdn tipo durante toda la vida.

La dieta mediterrdnea es variada, rica en nutrientes y sin exceso de energia y en su
estructura se encuentran componentes de probado beneficio para la prevencion de

enfermedades degenerativas y en particular de la obesidad y del sindrome metabdlico.
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Por tanto, existe evidencia de que los regimenes balanceados o equilibrados, basados en

la dieta mediterranea, pueden ser muy adecuados.

Segun Garaulet et al. la disminucion de la ingesta de grasas en general, y de grasas
saturadas en particular, el aumento de la ingesta de cereales, en detrimento del consumo
de carnes grasas, el consumo de pescado y un aumento de la ingesta de verduras y frutas,

son las caracteristicas tipicas de una dieta equilibrada y mas atn de la Mediterranea.'?’

- Plan alimentario

No sélo es importante la cantidad de energia diaria que ingerimos, sino también el modo

y la distribucion en que lo hacemos a lo largo del dia.
Ello se debe a que la respuesta del organismo a los nutrientes no es homogénea.

Por ejemplo, la respuesta insulinémica a un mismo alimento es mas elevada por la mafiana

que a otras horas del dia y, por tanto, la repercusion es diferente.

Por otro lado, para evitar en cierta manera el efecto lipogenético que produce la insulina,
se ha recomendado evitar la ingesta de alimentos con alto poder glucémico al mismo

tiempo que alimentos ricos en grasas saturadas.

Igualmente, es importante la informacidn y concienciacion del paciente en relacion a los
riesgos de la obesidad, orientarlo bien sobre los objetivos del tratamiento y plantear la

adaptacion del mena familiar a la dieta, de forma que sea mas facil su seguimiento.

- Mantenimiento del peso perdido

Entre el 80 y el 90% los pacientes que pierden cantidades significativas de peso en el
tratamiento de la obesidad vuelven a ganarlo al cabo de un tiempo. Con la finalidad de

encontrar una explicacion a este hecho se han sugerido varias hipotesis.

La primera de ellas sefiala que, cuando el paciente obeso pierde una cantidad significativa
de peso, se disminuye también su tasa metabdlica, lo que conlleva la necesidad de menos
requerimientos energéticos diarios. Esta nueva situacion determina que, manteniendo una
misma dieta que ha funcionado correctamente con anterioridad, le sea mas dificil seguir

perdiendo peso o incluso que puedan ganar.
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Otra posibilidad que se plantea es que en el ayuno parcial o total promovido por la dieta,
se eleva la eficacia termodinamica del organismo, de tal forma que, puede mantenerse un
peso nuevo, algo menor, con ingestas energéticas significativamente inferiores respecto

a las que se seguian originalmente.

En esta nueva situacion se produce, en el tejido adiposo marrén, una disminucion de la
génesis y actividad de la termogenina, dando lugar a sujetos muy eficientes

termodindmicamente.

Estos resultados sefialan que, debido a la eficacia termodinamica, incluso después de afios
con una ingesta energética ligeramente superior a la del tratamiento hipocal6rico puede

ocurrir ganancia ponderal.

Otra opcidn relaciona la disminucion del tamafio del tejido adiposo y la consecuente
reduccion en la produccion de leptina, con la tendencia a ganar peso de nuevo para

resarcir los dep@sitos.

Por tanto, dado que existe una adaptacion del organismo a las nuevas circunstancias
dietéticas mediante cambios a nivel metabdlico, se requiere ir adaptando la dieta segun la

evolucion observada del paciente.

El tratamiento farmacologico

Ante la problematica de la obesidad, que tal como hemos apuntado con anterioridad se ha
ido incrementando a lo largo de las ultimas décadas, ha habido un interés creciente por

encontrar tratamientos farmacoldgicos para su tratamiento y prevencion.

Utilizaremos farmacos en el paciente con IMC > 30 kg/m? o > 27 kg/m? asociado a
comorbilidades mayores, cuando tras 3-6 meses en un programa estructurado no pierda >
5% del peso inicial.}?® Si una vez iniciado, éste es bien tolerado y la pérdida ponderal
supera el 5% del peso inicial, el tratamiento debe continuarse de forma crénica mientras

persista la indicacion.?

Inicialmente, los medicamentos desarrollados para disminuir el peso incluyeron
catarticos, laxantes y eméticos, aunque posteriormente, las dianas terapéuticas se

ampliaron significativamente.
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Sin embargo, gran parte de los farmacos inicialmente utilizados como hormonas tiroideas,
el dinitrofenol, anfetaminas, simpaticomiméticos (Benzedrina), inhibidores triciclicos de
los receptores de noradrenalina (Mazindol), agentes serotoninérgicos (Fenfluramine), asi
como varios laxantes y diuréticos, fueron descartados debido a las efectos secundarios

que presentaban. %

Seguidamente, la combinacion entre diferentes productos como (fentermina +
fenfluramina o efedrina + cafeina) también fueron abandonados debido a consecuencias

adversas.3?

Posteriores intentos focalizdndose en mecanismos de control de la ingesta, como los
relacionados con NPY, agonistas de los receptores de melanocortina o vias ligadas a la

leptina/ghrelina, tampoco fueron satisfactorios.

A modo de ejemplo tenemos la Sibutramina o el Rimonabant, un antagonista de los
receptores cannabinoides, que fueron retirados debido a un aumento en el nimero de

suicidios y del aumento del riesgo cardiovascular respectivamente, 132133
Otros farmacos, en cambio, han tenido mejor fortuna.

Desde 1999 hasta 2014 cinco farmacos han sido desarrollados y aprobados para su uso

como tratamiento de la obesidad®** con resultados clinicamente satisfactorios. %13

Cabe destacar que, tomando como referencia la Food and Drug Administration (FDA)
como agente regulador, para que un farmaco se considere clinicamente relevante debe
demostrar, mediante estudios clinicos, que consigue una reduccion del peso corporal al

ano de al menos el 5% del total.

Por ejemplo, el Orlistat, es un inhibidor potente, especifico y de larga accion de lipasas
gastrointestinales. ActGa en el lumen del estémago y del intestino delgado mediante la
formacién de enlace covalente con el sitio activo de serina de lipasas géastrica y
pancredtica. La enzima inactivada no hidroliza la grasa de la dieta, disminuyendo su
absorcidn. Su efecto es moderado, consiguiendo al afio, en aproximadamente un tercio de
los pacientes tratados, una reduccion superior al 5% del peso corporal.**” Ademas, a este
efecto moderado, hay que sumarle una serie de efectos secundarios relacionados con esta
malabsorcion de las grasas, como dolor abdominal, aumento del niumero de deposiciones

y esteatorrea.
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Otro de los farmacos en uso es la Liraglutida, un agonista del GLP-1, usado como
antidiabético pero, a la vez, como agente supresor del apetito. En ensayos clinicos ha
demostrado una reduccion del peso de entre el 5,4 y el 5,9%, con una proporcion de
pacientes logrando una reduccion superior al 5% del peso corporal al afio del 50 al 73%. ¢
Igual que con el Orlistat, se pueden producir alteraciones a nivel gastrointestinal y se han

descrito episodios de hipoglicemia.'®

También disponemos de la Lorcaserina, un farmaco que reduce el consumo de alimentos
y promueve la saciedad por activacién selectiva de los receptores 5-HTac sobre las
neuronas anorexigenicas POMC localizadas en el hipotalamo. En términos de eficacia, se
estima que produce pérdidas de peso entre el 3.0 y el 3.6% después de 1 afio de
tratamiento, con alrededor del 25% de los pacientes perdiendo >5% de peso corporal.

Ademas, se ha asociado a efectos beneficiosos ante el sindrome metabolico.°

Los otros dos farmacos fueron inicialmente desarrollados con la finalidad de tratar

patologias neuroldgicas.

Estamos hablando del Bupropion, un antidepresivo, y el Topiramato, un farmaco
antiepiléptico, que administrados en conjuncidon con la Naltrexona, un antagonista de los
receptores opioides, o la Fentermina, un estimulante central e isomero de la meta-

anfetamina, demostraron tener un efecto positivo sobre el control del peso.4°

Concretamente, la combinacion de Fentermina y Topiramato se ha demostrado Util en la
reduccion del apetito. Para ello, la Fentermina incrementa los niveles de norepinefrina y,
en menor medida, de dopamina, mientras que, el Topiramato, parece ser el responsable
de aumentar el consumo energético.'** Su efecto parece ser algo mas potente que los
previamente mencionados, consiguiendo una reduccién del peso corporal de,
aproximadamente, el 9% al cabo de 1 afio de tratamiento, con una proporcion de pacientes
perdiendo mas del 5% que oscila entre el 40 y el 70%. Sin embargo, también tiene efectos
secundarios indeseables como sequedad bucal, parestesias, estrefiimiento o insomnio,

ademas de estar contraindicado en mujeres embarazadas.*?

Por dltimo, la opcién de combinar Bupropion y Naltrexona produce un efecto mas
moderado, consiguiendo una disminucion de peso aproximada entre el 3,2 y el 5,2%,
logrando que, entre un 44 y un 67% de los pacientes, disminuyan mas del 5% del peso

corporal. Para ello, el Bupropion, mediante la estimulacion de neuronas POMC, liberaria
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hormona estimuladora de alfa-melanocitos, lo que resultaria en una reduccion del peso
por disminucién de la ingesta y aumento del consumo energético. Sin embargo,
concomitantemente, las neuronas POMC liberarian betaendorfinas, que activarian un
feedback negativo sobre las mismas neuronas POMC, ejerciendo un control sobre la via
metabdlica y, por tanto, disminuyendo su eficacia. La Naltrexona seria la encargada de
bloquear este feedback negativo y mejorar el efecto del tratamiento.'*® Obviamente, este

tratamiento también presenta efectos secundarios como nauseas, vomitos y cefalea.'**

Por tanto, podemos observar que actualmente no disponemos de una gran variedad de
tratamientos farmacoldgicos para combatir la obesidad y, ademas, su efecto, en el mejor
de los casos, podria considerarse moderado, no siendo capaz ninguno de ellos de producir
reducciones ponderales realmente significativas. Todo ello asociado a unos posibles

efectos secundarios que pueden disminuir la adherencia al tratamiento de los pacientes.
Pero esta situacion conlleva dos consecuencias diferentes.

Por un lado, se mantiene el esfuerzo e interés en desarrollar farmacos mas eficaces y con
menos efectos adversos y, por otro, nos obliga, tal como hemos comentado en ocasiones
anteriores, a combinar un posible tratamiento médico con otras medidas como la dieta, el

ejercicio fisico y, en aquellos casos que se cumplan los criterios adecuados, con cirugia.

Algunos de los farmacos en desarrollo buscan limitar la absorcion de energia, como el
Cetilistat, un inhibidor de la lipasa que comparte target con el Orlistat, o la Dapagliflozina
y el Empagliflozin, farmacos antidiabéticos que se estan valorando para su uso contra la

obesidad.*®

Cirugia bariatrica, el tratamiento actual realmente eficaz

Hasta el momento, hemos podido constatar que el tratamiento de la obesidad por medio
de la dieta, el ejercicio y los tratamientos farmacoldgicos tiene resultados clinicos

positivos pero, en muchos casos, limitados y dificilmente consolidables en el tiempo.

En el caso de ladieta y el ejercicio, por la dificultad de conseguir una adecuada adherencia
al tratamiento por parte de los pacientes, ya que los resultados obtenidos no son

inmediatos y requieren de una perseverancia considerable. Ademas, en ocasiones, debido
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a limitaciones clinicas o socioeconomicas, es complejo que puedan seguir las pautas

prescritas de una forma correcta.

Por otro lado, también hemos visto que el tratamiento farmacolégico tiene una eficacia
clinica limitada y que, en ocasiones, va asociado a efecto adversos que pueden disminuir

la calidad de vida de nuestros pacientes.

En este punto es en el que entra en juego el tratamiento quirdrgico que, tal como veremos

seguidamente, es relevante en el tratamiento y control de la obesidad.

Debemos tener como referencia la idea de que un tratamiento quirdrgico, para que sea
considerado satisfactorio, el paciente debe perder alrededor del 75% del sobrepeso que
sufria respecto a su peso ideal. Por tanto, de entrada, estamos hablando de objetivos

mucho mayores que en los tratamientos dietéticos o farmacoldgicos.

De hecho, si comparamos, los tratamientos no quirdrgicos suelen tener peores resultados

que aquellos que incluyen cirugia bariatrica.

A pesar de que existen varias opciones quirurgicas con resultados diferentes entre ellas,
si tomamos el grupo cirugia como referencia, los resultados de estas intervenciones
parecen ser mejores en cuanto a pérdida de exceso de peso, disminucion de la
circunferencia de la cintura, tasa de remision de DM2, tasa de remision de sindrome
metabdlico, mejoria en la calidad de vida y reduccion en el uso de medicamentos.
También la reduccion de concentracion de triglicéridos y el aumento de la concentracién
de HDL resultan mayores. Sin embargo, las diferencias no parecen resultar significativas
en cuanto a disminucién de la tension arterial (TA), concentracion de colesterol total o de
colesterol LDL.147148

En todo caso, antes de indicar cualquiera de ellos debemos excluir enfermedades que
conlleven obesidad como uno de sus sintomas, algunas ya comentadas previamente. De

ser asi nuestro objetivo virara hacia el tratamiento de ésta.

Descartado este punto, debe realizarse un estudio en profundidad de cudl es la situacion
del paciente en cuanto a habitos dietéticos y actividad diaria. A partir de aqui, el paciente
debe iniciar un protocolo que incluya un tratamiento dietético adecuado junto con unos
hébitos de vida que promuevan el ejercicio fisico. De nuevo, el tratamiento multimodal

ya comentado.
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Esto es relevante, ya que si el paciente no adapta su ingesta de energia y su actividad
fisica, es muy dificil que se puedan mantener los buenos resultados que apareceran tras
la cirugia. Es muy probable que tras una mejoria inicial notable acabe habiendo un fracaso

terapéutico con un aumento significativo de peso.'#°

Una vez realizado este proceso, la cirugia bariatrica esta indicada, segun el ultimo
consenso de la Sociedad Espariola para el Estudio de la Obesidad, cuando el IMC > 40
kg/m2 o en formas menos graves de obesidad (IMC 35-40 kg/m2) con comorbilidades
graves asociadas, en sujetos entre 18 y 60 afios (individualizando adolescentes y edad

avanzada).?®

Recientemente también se ha afiadido el concepto de cirugia metabdlica, entendiendo
aquella que se realiza en pacientes con obesidad menos severa pero que tiene, como
objetivo principal, el control y reduccion de riesgo de comorbilidades, como la
enfermedad cardiovascular o la DM2. En estos casos se acepta incluir a pacientes con
IMC >30kg/m2.%0

También hay contraindicaciones a estos procedimientos. Estos incluyen sufrir patologia
psiquiatrica o no ser capaz de comprender el procedimiento al que va a ser sometido el
paciente, enfermedad neoplésica activa o endocrinopatias no tratadas de forma adecuada,
riesgo trombdtico elevado, tratamientos crénicos con esteroides o enfermedades

cardiacas, hepaticas o respiratorias severas.*

Finalmente, cabe destacar que existen multiples intervenciones de cirugia bariatrica, cada
una de ellas con peculiaridades que hacen que sean mas o menos indicadas para cada tipo

de paciente.

Basicamente se dividen segun si su efecto es restrictivo, es decir, limitan la ingesta de una
forma fisica, o malabsortivo, reduciendo el tramo intestinal que el alimento ingerido y las

enzimas encargadas de digerirlo comparten, disminuyendo asi gran parte de su absorcion.

Inicialmente se experimentd con técnicas malabsortivas basadas en el bypass yeyuno-

ileal, abandonadas por las graves secuelas hepaticas y nutricionales.

Mas tarde, Scopinaro, en 1979 propuso una técnica de derivacion biliopancreética basada
en la creacion de tres tramos de intestino delgado: en el primero circula el bolo alimentario

sin unirse a los jugos biliopancreaticos (unos 200 cm), en el segundo circulan Gnicamente
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las secreciones biliopancredticas y, en el tercero (tramo comun, de unos 50 cm), se une el
alimento a las secreciones biliopancreéaticas, donde se produce la digestion de las grasas.
A esto se afiade una gastrectomia subtotal, dejando un remanente gastrico de unos 200
ml. Se suele asociar colecistectomia, ya que se producen con frecuencia litiasis biliares

en el seguimiento. (Figura 8)

(American Society for Bariatric Surgery)

Figura 8: Derivacion biliopancredtica de Scopinaro

De los trabajos de De Meester (1987) y Hinder (1992) surge otra técnica malabsortiva
descrita por Marceau:**! la derivacion biliopancreética con cruce duodenal. (Figura 9)

Consiste en la realizacion de una gastrectomia longitudinal siguiendo la curvatura menor
con preservacion del piloro, creando un canal alimentario de unos 150 cm, un canal

biliopancreatico y un canal comun de unos 75-100cm.
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(American Society for Bariatric Surgery)

Figura 9: Derivacion biliopancredtica con cruce duodenal

Por otro lado, basandose en las resecciones gastricas clasicas, Mason y Printen (1971)
describieron la primera técnica puramente restrictiva, que tras varias modificaciones, el
propio Mason en 1980 detalla de forma definitiva: la gastroplastia vertical anillada®®?
(Figura 10).

(American Society for Bariatric Surgery)
Figura 10: Gastroplastia vertical anillada
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En 1992, y con el inicio de la laparoscopia, se propone una nueva técnica restrictiva: la
banda gastrica.’®® Consiste en la creacion de un pequefio reservorio gastrico con un
“neopiloro” estrecho, limitado por una banda de material plastico, cuya presion se puede

regular desde un dispositivo colocado en el subcutaneo. (Figura 11)

,@

(www.intraobes.es)

Figura 11: Banda gdstrica

Otra tecnica propuesta por Larrad en 1989 consistio en una variante de la técnica de
Scopinaro, creando un canal biliopancreatico mas corto (50cm) y uno alimentario mas
largo (unos 300cm), siendo el tramo comun de 50cm. Esta modificacidn redujo el riesgo
de malnutricion proteica, aunque los resultados ponderales fueron mas discretos que con

la técnica original de Scopinaro.t®*

La blsqueda de una técnica que combinase ambos mecanismos (restrictivo y
malabsortivo) derivd en las propuestas iniciales de Mason e Ito, que sufrieron

modificaciones hasta llegar al bypass gastrico actual (Figura 12).

Se realiza un pequefio reservorio gastrico al que se anastomosa un asa intestinal (tramo

alimentario) de unos 100-200cm con un tramo comun de unos 300 cm.
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Figura 12: Bypass gdstrico

En paralelo, Capella en 1991'% y Fobi en 1989 propusieron la colocacion de un anillo

en la boca de salida para aumentar el efecto restrictivo a largo plazo.

Con el avance de la tecnologia y el desarrollo de las técnicas quirdrgicas, la realizacion
del bypass gastrico por via laparoscopica se popularizado en 1994 por Wittgrove,'®’ con
varios tipos de anastomosis (manual, mecanica circular y mecéanica lineal) y pequefias
variaciones (variacion en la longitud de asas alimentaria y biliopancreatica, con o sin
banda).

Otra alternativa basada en la misma técnica, el bypass géastrico distal en el que el canal
comun se reduce a 75-100cm, ha sido poco utilizada debido a que provoca una gran
restriccién asociada a una importante malabsorcién, siendo una de las técnicas mas

peligrosas para el desarrollo de malnutricién proteico-calérica.

Finalmente, una de las innovaciones mas recientes, propuesta por Gagner en 20028 ha

sido la realizacién de técnicas malabsortivas 0 mixtas en dos tiempos quirdrgicos.

En un primer tiempo se realiza la parte gastrica, es decir, una gastrectomia vertical (Figura
13) y en un segundo tiempo (pasados unos 12 meses) se realiza el componente

malabsortivo, que puede ser un bypass gastrico o un cruce duodenal.



Cambios genéticos y epigenéticos en un modelo animal post cirugia bariatrica

New
stomach
pouch
(Gastric sleeve)

Stomach
removed

Figura 13: Gastrectomia vertical

El objetivo principal de este planteamiento es reducir la mortalidad postoperatoria
asociada a los procedimientos complejos, especialmente en los pacientes superobesos y

de alto riesgo (que podia llegar al 6%).

Sin embargo, la gastrectomia vertical por si sola ha adquirido cada vez més protagonismo

en los Gltimos afios y muchos equipos la utilizan en la actualidad como técnica Unica.

Ante tanta variedad de intervenciones posibles, el tipo de intervencion quirdrgica se
debera decidir teniendo en cuenta las caracteristicas del paciente. Principalmente, lo que
deberemos valorar seré el patrén alimentario, el IMC, las comorbilidades del paciente y

el riesgo quirdrgico asociado.
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- Principales procedimientos y su efectividad clinica:

El “Gold Standard” de la cirugia bariétrica ha sido y sigue siendo a nivel mundial el

bypass gastrico.'*

Esta intervencion parece presentar, a pesar de tener un componente malabsortivo, gran

parte de su efecto gracias al componente restrictivo.

Tiene buenos resultados tanto en reduccion de peso como en la resolucion de
comorbilidades como la DM2 o HTA.1%° De hecho, se ha descrito una tasa de resolucion

de la HTA del 85% pasados 3 meses de la intervencion. 6!

Ademas, estos efectos parecen mantenerse relativamente estables a lo largo del tiempo,
tal como apuntan Puzziferri et al en una revision sistematica a los dos afios de la

intervencion.162

Su tasa de complicaciones postoperatorias inmediatas, si se realiza en centros con
experiencia, es inferior en general al 2%. En cambio, las complicaciones a largo plazo
llegan al 20%, incluyendo Ulceras marginales, obstrucciones, estenosis, colelitiasis,

eventraciones, sd. malabsortivos (raros) y ganancia ponderal.1®3

La segunda técnica por excelencia, en la actualidad, es el Sleeve gastrico o Gastrectomia

vertical.

Esta técnica, inicialmente pensada como un primer tiempo en pacientes con alto riesgo
quirdrgico ha ganado mucha popularidad convirtiéndose en una de las técnicas mas
realizadas en Espafia.'® Sus buenos resultados y su simplicidad técnica han favorecido

sSu auge.
Esta técnica es 100% restrictiva y se basa en realizar una gastrectomia vertical.

Sus resultados son practicamente comparables al Bypass gastrico en cuanto a reduccién

del sobrepeso que oscila entre el 60% y el 83% a los 6 meses segun la serie. %3

La resolucion de comorbilidades también es buena, aunque parece que el Bypass gastrico

ofrece una leve mejoria en este apartado.
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En cuanto a las complicaciones, este tipo de intervenciones suele asociar las tasas mas
bajas de todas. La mortalidad se situ alrededor del 0,1% y las complicaciones inmediatas

suelen ser inferior al 1 — 2%. Sus resultados a largo plazo son ain desconocidos.

Las intervenciones mixtas con componente mayoritariamente malabsortivo como el cruce
duodenal, la derivacion biliopancreatica de Scopinaro y la derivacion biliopancreatica de
Larrad, a pesar de presentar muy buenos resultados y, lo mas importante, mantenidos en
el tiempo, se reservan para casos de obesidad refractaria a las intervenciones descritas

previamente o0 para superobesos.

Esto se debe a que sus tasas de complicaciones, sobre todo relacionadas con los efectos
malabsortivos, no son despreciables. En la derivacién biliopancreéatica se han descrito
tasas de malnutricion proteica de entre el 3 y el 17,8% segun la serie. También existe
disminucion de la absorcion de calcio que empeora hasta los 4 afios post intervencion.
Posteriormente estos valores tienden a mejorar. El déficit de vitamina B12 y de &cido

folico es frecuente y se ha descrito entre el 9y el 70% de los pacientes.*%
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Hipétesis del estudio

Hipotesis del estudio

1. La cirugia bariatrica genera cambios de expresion en genes relacionados con el
metabolismo energético que pueden ser explicados por variaciones epigenéticas.
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Objetivos

Objetivos generales

El objetivo del proyecto es estudiar la presencia de variaciones de expresion genética y
del estado epigenético en un modelo experimental de ratas obesas antes y después de

cirugia bariétrica.

Objetivos particulares

1.- Estudiaremos en grasa subcutanea de ratas obesas sometidas a cirugia bariatrica los
cambios ponderales y en la expresion de genes relacionados con el metabolismo

energético y su estado epigenético.

2.- Estudiaremos en grasa visceral de ratas obesas sometidas a cirugia bariatrica los
cambios ponderales y en la expresion de genes relacionados con el metabolismo

energético y su estado epigenético.

3.- Estudiaremos en masculo de ratas obesas sometidas a cirugia bariatrica los cambios
ponderales y en la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético y su

estado epigenético.

4.- Estudiaremos en higado de ratas obesas sometidas a cirugia bariatrica los cambios
ponderales y en la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético y su

estado epigenético.

5.- Estudiaremos en sangre de ratas obesas sometidas a cirugia bariatrica los cambios
ponderales y en la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético y su

estado epigenético.
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Los genes relacionados con la obesidad en humanos se han identificado en
investigaciones que, en gran parte, toman como referencia experimentos previos en
ratones. Esto es debido a que, en algunos aspectos, el genoma murino es similares al
humano y puede orientar los principales targets a investigar posteriormente en estudios

con pacientes.'®*

Por ello, hemos disefiado un estudio experimental con ratas, a las que se les ha practicado
diferentes intervenciones, con la finalidad de comparar los cambios a nivel epigenético y
de expresion genética de mediadores relacionados con el gasto energético y el estado

inflamatorio.

Muestra

Para realizar el estudio experimental se han utilizado 42 ratas tipo Wistar, machos, de
peso inicial medio de 252,59 con un rango de 215 — 303. (Proveedor Harlan S.A.,
Barcelona). Para el calculo de la “n” se han tomado como referencia estudios previos

existentes en la literatura relacionados con estudios genéticos y epigenéticos.

Figura 14: Modelo de las ratas estabuladas en el proyecto
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Los animales han sido estabulados (Figura 14) en el estabulario del Hospital Germans
Trias i Pujol de forma convencional con luz, agua y condiciones ambientales segun

estandares habituales.

El modelo experimental

El modelo seleccionado de ratas se basa en la regla de las 3 erres (Reemplazo, Reduccion,

Refinamiento)

Dichas reglas promueven el Reemplazo de los estudios experimentales con animales por
otros modelos tedricos o audiovisuales, la Reduccion en el nimero de animales utilizados,
siendo estos los minimos posibles para obtener los resultados deseados, y el Refinamiento
de las actuaciones sobre los animales, disminuyendo al maximo el sufrimiento que estos

padecen a lo largo de todo el proceso.

En nuestro caso, utilizar humanos para el estudio hubiera sido éptimo de cara a obtener
una validez externa elevada. Sin embargo, a nivel ético, no hubiera sido posible dada la
necesidad de obtener multiples biopsias de diferentes érganos y en diferentes momentos,

con la agresividad y los efectos secundarios que ello implica.

Por otro lado, la substitucion del modelo animal por un modelo tedrico tampoco hubiera
sido posible dado que no se tiene suficiente conocimiento de la relacion entre la expresion
genética, la epigenética, la obesidad y los diferentes tratamientos implementados.

Por todo ello se optd por realizar un estudio experimental con modelo animal,
seleccionando la rata por los siguientes motivos. En primer lugar, el coste de adquisicion
es bajo en comparacion con otros animales de mayor tamafio. En segundo lugar, su
anatomia es bien conocida y ha sido ampliamente estudiada, hecho que nos ha permitido
realizar las técnicas quirdrgicas necesarias basandonos en modelos ya descritos en la

literatura médica.

El nimero de animales utilizado ha sido el minimo necesario para obtener resultados con
diferencias significativas en caso de que estas existieran. Para ello hemos tomado como

referencia otros trabajos ya publicados relacionados con estudios epigenéticos.
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En referencia al refinamiento de los procedimientos, se ha procurado gue los animales no
sufrieran a lo largo del estudio. Por ello, se han estabulado en condiciones dptimas, se
han administrado analgésicos y antibidticos siempre que ha sido necesario y han sido

intervenidas bajo anestesia general.

Este apartado es importante ya que puede tener implicaciones en los resultados obtenidos

en el estudio.

Hay que tener en cuenta que los cambios a nivel epigenético son producidos por gran
cantidad de factores, muchos de ellos relacionados con estimulos externos. En nuestro
caso, por ejemplo, un mayor nivel de estrés producido por el dolor de la cirugia podria
generar cambios epigenéticos no visibles en el grupo de tratamiento dietético, siendo por
tanto un factor de confusion no controlado y derivando en resultados y conclusiones

erréneas.

Otros ejemplos de factores que se han intentado controlar en el estudio son: Raza, sexo

edad, tipo de estabulacion, dieta, dolor y operador.

Estructura del proyecto

Nuestro proyecto es la rama experimental de un estudio mayor, que también engloba una
rama de estudio sobre pacientes humanos, realizado en el Hospital Germans Trias i Pujol
con la financiacién de una beca FIS (FIS-2012/15) del Instituto Carlos IlI.

Tras la redaccion del proyecto y la aceptacion por parte del comité de ética experimental
del hospital, se adquirieron los animales y las diferentes dietas que se utilizarian en el

estudio.

Los animales de experimentacion se estabularon y distribuyeron en 6 grupos, con 7
componentes en cada uno de ellos, segun el tipo de intervencion que se les realizaria

posteriormente.
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Los diferentes grupos fueron:

1.- Grupo Control: 7 ratas estabuladas de forma

convencional con dieta de mantenimiento (Anexo 1),
con un aporte maximo de 20g/dia y un peso inicial
medio de 240,2g. (Anexo 2)

2.- Grupo Obesas: 7 ratas estabuladas de

forma convencional con dieta hipercalorica rica en
grasas (Anexo 1), ad libitum, con un peso inicial
medio de 241,19 (Anexo 2)

3.- Grupo VLCD: 7 ratas estabuladas de forma
convencional, inicialmente con dieta hipercalorica ad
libitum, con un peso inicial medio de 237,7g. (Anexo

2) Tras alcanzar el objetivo de ganancia ponderal, se

le cambi6 a una dieta restrictiva hipocalorica (Anexo
1), con un aporte méximo de 7g/dia.

4.- Grupo Sham: 7 ratas estabuladas de forma convencional con dieta
hipercaldrica ad libitum y un peso inicial medio de 262,59. (Anexo 2) Tras
alcanzar el objetivo de ganancia ponderal se les sometié a un estrés quirargico

(manipulacion de asas intestinales) no asociado a técnicas de cirugia bariatrica.

5.- Grupo Sleeve: 7 ratas estabuladas de forma convencional con dieta
hipercal6rica ad libitum y un peso inicial medio de 267,59. (Anexo 2). Tras
alcanzar el objetivo de ganancia ponderal se sometié a los animales a un Sleeve

gastrico.

6.- Grupo Bypass: 7 ratas estabuladas de forma convencional con dieta

hipercaldrica ad libitum y un peso inicial medio de 265,1g. (Anexo 2). Tras
alcanzar el objetivo de ganancia ponderal se sometié a los animales a un Bypass

gastrico.



Material y Métodos _

Para minimizar factores de confusién, los animales que formaban parte de los tres grupos
en los que habia que realizar una intervencién quirtrgica fueron estabulados de forma
aleatoria, pero habiendo siempre un representante de cada grupo en cada jaula. (Figura
15) De esta forma se pretende eliminar posibles alteraciones secundarias a factores
ambientales.

Figura 15: Estabulacion por jaulas y dietas

Tras iniciar el seguimiento de los animales con las respectivas dietas se establecio un
minimo de ganancia ponderal para considerar a las ratas obesas de >20-30% respecto del

grupo control con dieta normal.

Este objetivo se alcanzo la semana 10 (t10) desde el inicio del estudio, alcanzando un
peso promedio los grupos de intervencion de 484,1g frente a los 404,19 del grupo control.
(Anexo 2)

Seguidamente se realizaron las diferentes intervenciones previstas para cada grupo, ya
especificadas previamente.

Para mantener las mismas condiciones ambientales en todos los grupos, cada dia que se
llevaron a cabo intervenciones quirdrgicas, se realizaron por un unico investigador y se

incluy6 un animal de cada grupo. (Sham; Sleeve; Bypass)
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Como unico medio anestésico durante las intervenciones quirdrgicas se utilizé Isoflurane
inhalado con una concentracion del 5% durante la inducciéon y del 1 — 2%, segun

necesidad, para el mantenimiento.

En todo momento se contd con el soporte de un técnico de laboratorio para el

mantenimiento 6ptimo del estado de los animales durante las cirugias.

Preoperatoriamente se rasur0 el abdomen de los animales, se desinfecto la superficie con
povidona iodada y se administr6 Meloxicam o Dexketoprofeno subcutaneo para la

analgesia, asi como Amoxicilina Clavulanico subcutanea como profilaxis antibiotica.

En la intervencién Sham (grupo 4) se procedi6 a realizar una laparotomia media, una
movilizacion de las visceras intraabdominales sin resecciones asociadas y un posterior

cierre de la pared abdominal. (Figuras 16 — 17)

Figura 16: Instantes previos a la Figura 17: Cierre de la pared
intervencion abdominal post intervencion

En la intervencion Sleeve Gastrico (grupo 5), tras acceder a la cavidad abdominal
mediante una laparotomia media, se procedié a realizar una gastrectomia vertical
resecando entre el 80 — 90% del estdmago, tal como se describe en la literatura. % (Figuras
18 -19-20)
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Figura 18: Estdmago normal Figura 19: Gastrectomia vertical Figura 20: Remanente gdstrico

Finalmente, en los animales sometidos a un Bypass Gastrico (grupo 6), tras acceder a la
cavidad abdominal mediante una laparotomia media, se procedid a realizar un bypass con
una asa biliopancredtica de aproximadamente 10 — 12 cm. con anastomosis al asa

alimentaria a unos 20 cm. de ciego.!%® (Figuras 21 — 22)

Figura 21: Anastomosis Figura 22: Anastomosis
esofagoyeyunal yeyunoileal

Tras las intervenciones quirdrgicas todos los animales se dejaron en ayunas durante 12 -

24h y se les administrd, de nuevo, Amoxicilina Clavulanico subcutanea.

Posteriormente se reinicié la ingesta ad libitum en los animales Sham. En los Sleeve y
Bypass se inicio dieta liquida enriquecida con glucosa que se mantuvo entre 24 y 48h més

segun evolucién clinica del animal.
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También se siguid administrando analgesia subcutanea a todos los grupos segun

necesidad del animal.

Tras las intervenciones quirurgicas, una vez reiniciada la ingesta, la dieta que se

administré a los 3 grupos fue dieta normal (20g/dia).

Seguidamente se mantuvo a los 6 grupos en observacién a lo largo de 6 semanas con

controles semanales de evolucién ponderal.

Pasado el tiempo establecido, 16 semanas desde el inicio del estudio (t16), los animales
fueron sacrificados y se obtuvieron las diferentes muestras que incluian: grasa
subcutanea, grasa visceral, musculo, higado y sangre. Todas ellas se conservaron en

isopentano y en RNA Later.

En resumen, el esquema del protocolo seguido ha sido el siguiente (Figura 23):

Grupo

1 conrol | bR Q

2 obesas | Dieta cafeteria 16s | ®
3 wvwep I Dieta cafeteria 10s [ Dieta hipocaldrica 6s | ®
4 sham | QNN Dietacafeterialos  [mshammmbietanermarss )

5 Sleeve | WENMN  Dietacsfeteriai0s  [unnslesveniiDistanomales ] ©

6 Bypass | EENNN  Dietacsfeterial0s  [uumBypsssuuiDietsnormales ] ©

Tiempo (semanas)

Figura 23: Esquema del protocolo del estudio

De los diferentes tipos de grasa se obtuvieron cuatro muestras para conservar en
isopentano y tres en RNA Later. Del resto de tejidos, tres en isopentano y dos en RNA

Later.

Esto es debido a que, en una prueba piloto realizada durante la fase de aumento ponderal

con un animal no perteneciente a los grupos de estudio, se objetivo que la integridad y
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pureza de las muestras era superior si se conservaban en isopentano. Ademas, las grasas
fueron las que obtuvieron peores resultados por lo que se decidio aumentar el nimero de

muestras.

Las muestras conservadas en isopentano, una vez congeladas, se mantuvieron a -80°C.
Por otro lado, las conservadas en RNA Later se dejaron a 4°C durante 24h y

posteriormente se congelaron a -80°C.

El posterior procesamiento y analisis de la expresion genética y la metilacion de las
muestras de los diferentes tejidos se realizo en el Instituto de Investigacion Germans Trias

y Pujol

Variables en estudio

Dada la imposibilidad de realizar un estudio de la expresion genética y de la metilacion
de todo el genoma debido a limitaciones presupuestarias, se decidid, seleccionar algunos

genes concretos relacionados con el metabolismo energetico y la respuesta inflamatoria.

Se valoraron todos los descritos en la introduccion de este trabajo. Finalmente,
basandonos en la literatura existente y en el posible rendimiento para el estudio, las
variables seleccionadas y estudiadas a nivel clinico, genético y epigenético fueron las

siguientes:

e Resultados clinicos

Pérdida ponderal segin método de intervencion.

e Determinaciones en sueros y tejidos de la expresion genética y metilacion del
ADN:
o Relacionados con la ingesta y ganancia ponderal: Grelina, Leptina,
PPAR-gy FTO.
o Relacionados con la respuesta inflamatoria (9): TNF-alfa, MCP-1.
o Relacionados con el metabolismo de hidratos de carbono (6): IRS-1
o Relacionados con el metabolismo de los &cidos grasos: FAS, NFAS
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Muestras analizadas

Para valorar la conveniencia de realizar el estudio epigenético de los genes mencionados
se procedio, previamente, a valorar la expresion genética de los mismos en cada uno de
los tejidos. El objetivo era ahorrar el estudio epigenético de aquellos genes que ya de

entrada no se expresan en alguno de los tejidos estudiados. (Tabla 3)

GENE GS GV Muscul  Fetge Sang
Fas (cell surface death receptor) Low Si NO Sl’ Low
Fasn (ratty acd synthase) Si Si J Sl Low
FtO (fatmass and obesity associated gene) Si Si Si Si NO
IrS 1 (insulin receptor substrate 1) Si Si Si Si Si
Leptin Si Si Si NO NO
IMCP 1 (chemoine (c-cviotf) Lgand 2 or Low NO Si Si Low
Monacyte Chemotactic Protein 1)

Ppargl serosisome proliferator- Si Si Si Si Si
activated receptor gamma)

Tnf alpha tumor necrosis factor) NO NO Low Low Low

Ghrl (ghreiinjobestatin prepropeptice): NO @analitzat per problemes tecnics

Tabla 3: Expresion genética de los genes analizados por tejido

Como se puede observar, algunos genes, efectivamente no se expresaron en algunos
tejidos y, en el caso del gen de la Grelina, no se pudo proceder a su analisis por

dificultades con la puesta a punto del primer.

Por tanto, y a modo de resumen, los grupos de ratas, tejidos y genes finalmente incluidos
en el analisis final al concluir la fase experimental son los que se representan en la Figura
24.
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Grupos Tejidos Genes
1 Control 1 Grasa Subcutanea 1 | FAS
2 Obesas 2 Grasa Visceral 2 | FASN
3 VLCD 3 Mdusculo 3 |F1O
4 Sham 4 Higado 4 |RS1
5 Sleeve 5 Sangre 5  Leptina
6 Bypass 6 MCP1
7 | PPARy
| 8 | TNFa

Figura 24: Esquema Grupos - Tejidos - Genes

Una vez seleccionados los tejidos y los genes a estudio, se procedio a realizar el estudio
epigenético en aquellos genes que presentaron diferencias significativas a nivel de la
expresion (Tabla 4), tal como veremos posteriormente en el apartado Resultados.

GENE GS GV Muscul  Fetge Sang
Fas (cel surface death receptor) X

Fasn (ratty acid synthase) X X X
Irs1 (insulin receptor substrate 1) X X X
Leptin X

M cp 1 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 2 or X X

Monocyte Chemotactic Protein 1)

Ppargl peroxisome proliferator-activated X

receptor gamma)

Tabla 4: Genes a los que se analizé el estado de metilacion por tejidos

Por el contrario, aquellos genes que no presentaron diferencias a nivel de expresidn no se
estudiaron a nivel epigenético asumiendo que no se encontrarian variaciones

significativas.
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Analisis epigenético y de la expresion genética

Analisis de la expresion genética

Para el analisis de la expresion genética se utilizan diferentes técnicas, la mayoria basadas
en el estudio del ARN mensajero.’®” Este representa el paso intermedio entre la
informacion contenida en el ADN vy la proteina final que codifica y, a partir de él, se puede

obtener el ADN original mediante una transcriptasa inversa.

Para el aislamiento del RNA, éste fue extraido de los tejidos utilizando el Kit “Special
Chemagic Total RNA” y el “Chemagic Magnetic Separation Module I’ (PerkinElmer
chemagen Technologie GmbH). Cada espécimen fue cuantificado mediante un
espectrofotdbmetro Epoch (BioTek) y su integridad determinada con el 2200 TapeStation

System (Agilent Technologies).

Seguidamente, se utilizd la “Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa” o qPCR
por sus siglas en inglés. Como describiremos mas adelante, se trata de una variante de la
PCR convencional que, ademas, permite realizar una cuantificacion en tiempo real de

ADN gracias a técnicas de fluorescencia.®®

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La expresidn genética fue analizada mediante qPCR en un “LightCycler® 480 Real-Time
PCR System” tipo Multiwell Plate 384 (Roche).

La qPCR se realiz6 por triplicado con un volumen final de 10 uL de la siguiente manera:
5 uL de LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche), 1 uM de primer de avance, 1
uM de primer reverso y 1 uL de 1/10 cDNA diluido.

Los primers o cebadores utilizados, pensados para abarcar todas las isoformas del gen, se
disefiaron con instrumentos de Tecnologia de DNA Integrada (Integrated DNA

Technologies - IDT) y se detallan en el Anexo 3, Tabla 24.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacién inicial de 10 min
a 95°C seguida de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, 20 segundos a la temperatura

correspondiente de hibridacion de los primers o cebadores, para que se puedan unir al
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ADN vy puedan delimitar el segmento a duplicar, y 20 segundos a 72°C, que es la
temperatura 6ptima de trabajo de la polimerasa para que se incorporen las nuevos
nucle6tidos, para formar los amplicones o cadenas de nueva formacién. El proceso se
finaliza con un ciclo final de fusion o “melting”: 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 70°C y
se asciende hasta los 96°C mientras se monitoriza de forma continua la fluorescencia para

valorar cuantitativamente las copias de ADN.

Pero hay que destacar que, en la gPCR, todas las curvas de fluorescencia se saturaran en
el mismo nivel, dado que partirdn de concentraciones controladas e iguales de los

reactivos necesarios para funcionar.

Por tanto, la informacion cuantitativa vendra determinada por el nimero de ciclos
requeridos para que la fluorescencia alcance cierto nivel previamente definido por el

investigador. A este numero de ciclos se le llama CT (cycle threshold) o umbral de ciclo.

A mayor concentracion inicial de la secuencia de ADN diana, menos ciclos seran

requeridos para que la fluorescencia supere dicho umbral, y, por tanto, menor sera el CT.

Si este valor de CT para cada uno de los genes estudiados es comparado con otro CT
definido por un mismo gen o secuencia control, obtendremos unos valores de expresion

relativa, que son los resultados que hemos obtenido en este trabajo.

La comparacién con los genes de referencia se realizo utilizando 2 genes independientes,
el glyceraldehyd-3-fofato-deshydrogenasa (Gapdh) y la subunidad 26S del proteosoma
ATPasa 4 (Psmc4).

Analisis del estado epigenético

El estudio del estado epigenético se realizd mediante el analisis de la metilacion del
epigenoma. Para ello, existen diferentes técnicas, siendo la utilizada en nuestro caso la
pirosecuenciacion por bisulfito. Esta permite generar resultados cuantitativos y precisos,
aunque las secuencias a analizar tienen que ser cortas, dado que provoca una importante

degeneracion del ADN.*6°

Inicialmente el ADN se extrajo de los tejidos utilizando el kit “Maxell 12 Genomic DNA

Purification” (Promega). Cada muestra fue cuantificada utilizando un espectrofotometro



Cambios genéticos y epigenéticos en un modelo animal post cirugia bariatrica

Epoch (BioTek) y su integridad determinada utilizando el “2200 TapeStation System”
(Agilent Technologies).

Seguidamente, el procedimiento consta de dos pasos, la conversidon de la secuencia a

bisulfito y la pirosecuenciacion.

Por tanto, para el primer paso, 300ng de ADN gendmico fue convertido a bisulfito
utilizando el kit “EZ DNA Methylation-Gold” (Zymo Research). El bisulfito provoca una
desaminacion de las citocinas, que se convierten en uracilo, siempre que éstas no estén

metiladas.

A continuacién, se realizaron dos PCRs independientes para cada secuencia a estudio a
partir del ADN convertido a bisulfito, manteniéndose Unicamente las citocinas que
estaban metiladas, ya que los uracilos son substituidos por timinas. Este proceso se
realiz6 mediante el uso de “IMMOLASE™ hot-start DNA Polymerase” (Bioline).

Se prepard un volumen final de 30 uL para cada reaccion de la siguiente manera: 1x
ImmoBuffer, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 100 nM de primer de avance, 100 nM de
primer reverso, 0.02 U/uL IMMOLASE ™ ADN Polimerasa y 1 uL del ADN convertido

a bisulfito.

Los cebadores fueron disefiados evitando pares CpG (citosina-guanina) para asegurar una
ampliacion metilacion independiente. Las secuencias de los primers utilizados se

enumeran en el Anexo 3, Tabla 25.

Las condiciones de la PCR fueron: 95°C durante 10 min, seguido de 30 ciclos con
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, una hibridacion a la temperatura
correspondiente de los primers durante 30 segundos, 30 segundos a 72°C para iniciar la
accion de la polimerasa, acabando con 1 ciclo final de fusion o “melting” a 72°C durante

8 min.
Finalizado el primer paso, se puede realizar la pirosecuenciacion.

Este consiste en la secuenciacion, nucledtido a nucledtido, de la cadena complementaria
a la cadena previamente convertida y ampliada mediante PCR. El elongamiento de la
nueva cadena se controla mediante la adicion de cada uno de los 4 desoxirribonucleotidos
trifosfatos (ANTP) por separado, uno a uno. Cuando el dNTP complementario introducido

en la reaccion es correcto, la polimerasa lo incorpora, liberando un pirofosfato (PPi). Este
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PPi origina un adenosin trifosfato (ATP) gracias a la enzima sulfurilasa y otra enzima, la
luciferasa, consume este ATP generando luz, que puede ser cuantificada. En cambio, si
el dNTP introducido no es el adecuado, es degradado por la apirasa sin emitir energia. De
este modo, cada vez que se incorpore una guanina y se pueda detectar la emisién de luz,

se puede saber que existe complementariamente una citosina metilada.

Las reacciones de pirosecuenciacion y la cuantificacion de la metilacién en nuestro

estudio se realizaron con un “PyroMark Q24 System” version 2.0.6 (QIAGEN).

Finalmente, los resultados de la pirosecuenciacion bisulfato se presentan como el
porcentaje de metilacion de las regiones CpG estudiadas, con rango desde 0% (ninguna

metilacion detectada) hasta 100% (completamente metilado).

Esto es debido a que, para una célula concreta, el estado de la metilacion de un sitio CpG
es una variable dicotdmica (Si/No). Sin embargo, al analizar un tejido, donde habra gran
cantidad de células, el estado de la metilacién para un sitio CpG concreto puede variar de
unas a otras, siendo el porcentaje la representacion de células metiladas en un CpG

concreto.

Cabe tener en cuenta, para el posterior analisis de los resultados, que diferencias inferiores
al 5% de la metilacion habra que valorarlas con cautela, ya que este margen es el limite

habitual de sensibilidad para estas pruebas.

Recopilacién y analisis de datos

Los datos obtenidos mediante el control ponderal de los diferentes animales fueron
recogidos semanalmente por parte del personal del estabulario, bajo supervision y
monitorizacion por parte del investigador principal. Estos datos se registraron en

cuadernos para luego ser introducidos en la base de datos del proyecto.

Posteriormente, su analisis se realiz6 mediante el programa SPSS (IBM SPSS Statistics
Version 24) y con el soporte de la unidad de Epidemiologia y Salud Publica del Hospital
de Sant Pau i la Santa Creu de Barcelona.

Por otro lado, el analisis de los datos obtenidos tras el estudio genético y epigenético de
las muestras de tejidos y sangre se llevo a cabo en la Fundacién Instituto de Investigacion



Cambios genéticos y epigenéticos en un modelo animal post cirugia bariatrica

en Ciencias de la Salud Germans Trias i Pujol, contando con el soporte de la unidad de
Epidemiologia y Salud Publica y el Servicio de Endocrinologia del Hospital Germans
Trias i Pujol (Badalona).



Resultados

Resultados
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Resultados k]

Resultados de las intervenciones

Una vez alcanzado el objetivo de ganancia ponderal se realizaron las diferentes

intervenciones que se han descrito en el apartado anterior.

Estas intervenciones se realizaron siguiendo los estandares descritos en la literatura. Sin
embargo, no todos los animales presentaron una evolucion clinica satisfactoria ni antes ni
después de las mismas, lo que tuvo un impacto en la estructura de los grupos inicialmente

previstos.
Los resultados obtenidos en el &mbito clinico fueron los siguientes:

- Los grupos Control, Obesas y VLCD (grupos 1, 2 y 3) siguieron una evolucion
clinica satisfactoria, tal como era de esperar. En los dos primeros grupos no se
realiza ninguna intervencion mientras que en el tercero inicamente se modifica el

tipo de dieta, hecho que tiene un impacto clinico muy bajo en los animales de este

grupo.

- Una de las ratas del grupo Sham (grupo 4) falleci6 durante el proceso de
estabulacion, antes incluso de poder realizar la intervencion prevista. Tras su
muerte se realizé una autopsia sin que fuéramos capaces de identificar ninguna
causa especifica de la defuncion. El resto de las ratas del grupo fueron intervenidas

sin incidencias y con postoperatorios satisfactorios.

- Las intervenciones tipo Sleeve (grupo 5) se realizaron sin que se presentaran
incidencias intraoperatorias destacables. Los tiempos operatorios oscilaron entre
los 45 y 60 minutos.

Tampoco se registraron complicaciones postoperatorias importantes,
consiguiendo una supervivencia del 100% de los animales hasta la fecha
establecida para el sacrificio.

Cabe destacar, sin embargo, que dos de los animales presentaron una evolucion
clinica subGptima. Estas se presentaron marcadamente mas postradas y con una
ingesta muy escasa tras la cirugia. Al realizar el sacrificio, al final del proyecto,

se objetivo la presencia de un absceso intraabdominal con extension a la pared
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abdominal en uno de los animales y un absceso intraabdominal adyacente a la

seccion gastrica en el otro.

- Durante las intervenciones tipo Bypass (grupo 6) dos de los animales fallecieron.
Estos fallecimientos no se produjeron por incidencias a nivel de la técnica
quirdrgica, ya que no hubo eventos adversos intraoperatorios destacables, y se han
atribuido a complicaciones del procedimiento anestésico.

Probablemente este hecho esté relacionado con que estas intervenciones, de
complejidad mayor que las de los grupos Sham y Sleeve, presentaron tiempos
quirdrgicos substancialmente mayores. Los tiempos operatorios de este grupo
oscilaron entre los 90 y 120 minutos por animal, duplicando el tiempo requerido
en el grupo Sleeve.

De los animales restantes, tres mas fallecieron por complicaciones
postoperatorias.

Tras realizar las autopsias se objetivo que dos de los animales presentaron una
dehiscencia de sutura a nivel de la anastomosis yeyunoileal y el otro una
dehiscencia de la sutura a nivel de la anastomosis esofagoyeyunal.

Por tanto, el total de animales que llegaron a poder ser sacrificados y analizados al final

del proyecto fue de 36 de los 42 iniciales.

Grupo Animales iniciales | Animales finales
Control 7 7
Obesas 7 7
VLCD 7 7
Sham 7 6
Sleeve 7 7
Bypass 7 2
TOTAL 42 36

Tabla 5: Composicién inicial y final de los grupos
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En resumen, los grupos Control, Obesas, VLCD y Sleeve (grupos 1, 2, 3 y 5) se
mantuvieron sin alteraciones hasta el final del proyecto. EI grupo Sham (grupo 4)
mantuvo 6 de los 7 animales iniciales mientras que el grupo Bypass (grupo 6) se vio

claramente alterado al sobrevivir Gnicamente 2 de los 7 animales iniciales. (Tabla 5)

Todos los animales que sobrevivieron fueron sacrificados al mes y medio de las

intervenciones (t16) para el posterior analisis de los tejidos.

Sin embargo, dado que la “n” final del grupo Bypass (grupo 6) se vio claramente
disminuida, pudiendo no ser estadisticamente representativa, se decidié no incluir este

grupo en el andlisis final de la expresion y metilacion genética.
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Estudio de la variacion ponderal

La tabla con los pesos semanales de cada uno de los animales se adjunta en el Anexo 2.
En la misma se muestran resaltados los pesos que se utilizaron posteriormente para

realizar el estudio comparativo.

Esquema de los estudios ponderales realizados

Con el objetivo de poder correlacionar los cambios en la expresion y metilacion genética
con resultados a nivel clinico se realizé un estudio comparativo de la evolucion ponderal

de los diferentes grupos.

Estos estudios comparativos se describen de forma esquematica en las siguientes

ilustraciones.

- Estudio de la distribucion y similitud de los grupos en t0, t10 y t16

Inicio del estudio Intervenciones Sacrificio
to t10 ti6
Control A Control 4 Control 2
Obesas Obesas Obesas
VLCD VLCD VLCD
Sham Sham Sham
Sleeve Sleeve Sleeve
Bypass v Bypass v Bypass v
Comparacién del peso Comparaciéndel peso Comparaciéndel peso
medio y distribucién de los medio y distribucién de los medio y distribucién de los
grupos en t0 grupos en t10 grupos en t16

Figura 25: Esquema del estudio de la distribucion
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Comparacion del peso medio de los grupos antes y después de las

intervenciones

\ 4

Inicio del estudio Intervenciones Sacrificio
to t10 t16
Control % I Control
Obesas = »  Obesas
VLCD < b VLCD
Sham % & Sham
Sleeve < > Sleeve
Bypass <« »  Bypass

Comparacidn del peso medio de los grupos antesy
después de las intervenciones (t10 vs t16)

Figura 26: Esquema de la comparacion del peso antes y después del procedimiento

Comparacion del peso medio entre los grupos antes y despues de

intervenciones

las

Inicio del estudio Intervenciones
to t10

A 4

Sacrificio
t16

Obesas
VLCD )
C Sham
C Sleeve )

Bypass

Obesas

VLCD )
( Sham

Sleeve )
( Bypass

Comparaciondel peso
medio entre los grupos en
t10

Comparacidéndel peso
medio entre los grupos en
t16

Figura 27: Esquema de la comparacion del peso entre grupos
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Por tanto, en este apartado analizaremos los resultados ponderales, medidos en gramos,

de los diferentes grupos, sin entrar a valorar el analisis de los tejidos ni el analisis

genético/epigenético.

Grupos

AU B NN

Control
Obesas
VLCD
Sham
Sleeve
Bypass

Figura 24: Esquema Grupos - Tejidos - Genes



Frequency

Estudio de la distribucion y similitud de los grupos

Resultados FHEEC)

Con intencion de realizar el estudio inferencial posterior analizamos la distribucién de

pesos de los diferentes grupos en t0, t10 y t16.

Globalmente, tanto en t0, inicio del proyecto, en tio (semana 10), momento en que se

inician las intervenciones previstas, como en tis (semana 16), antes del sacrificio, la

distribucion de la media de los pesos de las ratas siguié una distribucion normal (Figuras

28y 29), posibilitando el uso de tests paramétricos durante el estudio.

PES_|

.
1

T I
300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
PES_|

Figura 28: Distribucion de peso
entl0

Frequency

Mean = 471.07
Std. Dev. = 57.459
N=41

Peso 16

Mean = 445.94
Std. Dev. =80.314
M=36

Peso 16

T T
2000 300.0 400.0 500,

600.0

Figura 29: Distribucidn de peso

entlé

T
700.0
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Seguidamente, analizamos si globalmente existian diferencias significativas del peso
entre los grupos al iniciar el proyecto (t0), antes de las intervenciones (t10) y antes del
sacrificio (t16).

Podemos objetivar en la Tabla 6 que, comparando las medias de los pesos de los grupos
(ANOVA) en to, existen diferencias significativas (p=0,012), con unos valores

marcadamente superiores en los grupos Sham y Sleeve.

Este hecho probablemente se deba a una distribucion inicial desigual de las ratas con

mayor peso en los diferentes grupos debido al azar.

Grupo Media en t0 Mediaentl0 Mediaentl0 Mediaen

sin control tfinal

240,29 404,14
241,14 489,43 489,43 544,29
238,71 481,29 481,29 483,57
262,57 458,50 454,00 417,50
267,57 492,14 485,29 375,71
252,57 504,50 495,86 350,50
0,012 0,011 0,630 <0,001

Tabla 6: Medias de pesos en gramos

Sin embargo, estas diferencias se corrigen durante el periodo de dieta hipercalérica para

conseguir los animales obesos.

Si observamos las medias de peso de los grupos en tio, antes de las intervenciones, existen
diferencias significativas (p=0,011) debido a que el grupo Control presenta una media
claramente inferior al resto de grupos. Esto era de esperar al ser el Gnico grupo que recibe

dieta normal durante el periodo inicial.

Realizando un nuevo analisis excluyendo el grupo Control no existen diferencias
significativas en la media del peso de los grupos a estudio en tio (p=0,630). Por tanto,
partimos de grupos bastante homogéneos antes de iniciar la fase experimental del

proyecto.
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Comparacion del peso medio de los grupos antes y después de las
intervenciones

Seguidamente, antes de realizar el estudio de los posibles cambios a nivel genético y
epigenético, se analizaron los resultados de la variacion ponderal de los diferentes grupos

antes y después de las intervenciones.

- Analisis descriptivo

La evolucion de cada uno de ellos se habia previsto por los resultados ya descritos en la
literatura, tanto en modelo experimental como en modelo humano, que previamente se ha

comentado en la introduccion de este trabajo.

Sin embargo, nuestros resultados eran necesarios para su correlacion con los resultados

posteriores a nivel genético y epigenético y para inferir posibles conclusiones.
Nuestros grupos, de forma descriptiva, evolucionaron de la siguiente manera:

1.- El grupo Control, como era de esperar, presento desde el inicio del estudio una
ganancia ponderal mantenida hasta el dia del sacrificio.

2.- El grupo de ratas Obesas presentd, también como era previsible, una ganancia
ponderal continuada hasta el final del estudio, pero a un ritmo superior al del grupo

control. Al finalizar el estudio este fue el grupo que present6 un peso medio superior.

3.- El grupo VLCD presentd una ganancia ponderal inicial similar a la del grupo de ratas
Obesas durante el periodo de alimentacion con dieta hipercal6rica ad libitum.
Posteriormente, tras iniciar la dieta restrictiva, VLCD, las ratas dejan de aumentar su masa
y pasan a mantenerse con un peso estable. Al finalizar el estudio el peso medio de este
grupo se sitda por debajo del grupo de ratas Obesas, pero sin llegar a reducir los valores

hasta los niveles que se objetivan en los grupos de intervencion quirurgica.

4.- El grupo de ratas Sham también presentd una ganancia ponderal durante la primera
parte del estudio, situandose con un peso medio parecido a los grupos previos antes de la

intervencion. Posteriormente, tras realizar la operacion asignada, presenta una pérdida
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ponderal que se mantuvo hasta el sacrificio final, con un peso medio inferior al grupo

VLCD, pero superior a los grupos sometidos a cirugia bariatrica.

5.- El grupo Sleeve gastrico presenté también una ganancia ponderal durante la primera
fase de ingesta hipercal6rica. Seguidamente, tras la gastrectomia vertical, se objetivo una
pronunciada perdida de peso con un peso medio final significativamente inferior al resto

de grupos salvo el grupo Bypass.

6.- Finalmente, el grupo Bypass siguié un patron muy parecido al grupo Sleeve a lo largo
de todo el estudio, con un aumento de peso durante la fase de ingesta hipercaldrica,
seguido de una significativa disminucion tras la cirugia. De hecho, el peso medio final de

este grupo es el mas bajo de todos al finalizar el estudio.

Sin embargo, cabe destacar que, debido a los malos resultados clinicos obtenidos, nos
estamos refiriendo a un grupo formado Gnicamente por dos animales, hecho que no nos

permite asegurar que su evolucién sea realmente representativa.

- Andlisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico se tomaron como referencia los pesos previos a la

intervencion de cada grupo y los datos obtenidos el dia del sacrificio.

El protocolo se disefio, para estandarizar los diferentes procesos y disminuir posibles
factores de confusién, de forma que todos los animales fueran sacrificados al cabo de 6

semanas exactas desde el momento de la intervencién.

Al analizar la evolucion de todos los grupos conjuntamente antes y después de las

intervenciones (tio VS trinal) encontramos diferencias significativas con una p = 0,014.

Podemos observar estos resultados de una forma maés grafica en la Figura 30, donde se

representa la evolucion ponderal de los diferentes grupos.
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Figura 30: Comparacion conjunta del peso antes (t10) y después de los procedimientos (t16)

Sin embargo, esta medida, por si sola, nos aporta poca informacion ya que era previsible
que hubiese cambios significativos antes y después de las intervenciones. Resulta mas

interesante si miramos las diferencias existentes grupo por grupo. (Tabla 7)

Intervalo de confianza del
Grupo | Diferencia media (tis — to) |Error Std.| Sig. 95%
Limite inferior

Control 32.857" 8.563 .001 15.370

Obesas 54.857" 8.563 .000 37.370

VLCD 2.286 8.563 791 -15.201

Sham -41.000" 9.249 .000 -59.888

Sleeve -116.429" 8.563 .000 -133.916

Bypass -154.000" 16.019 .000 -186.716

Tabla 7: Variacion de peso entre t10 y t16 por grupos
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Como podremos observar, tal como ya hemos adelantado en el apartado descriptivo,
encontramos que existen diferencias significativas en la variacion ponderal de todos los

grupos salvo en el grupo VLCD. (Figura 31)

Este es el Unico grupo que, una vez realizada la intervencion prevista, mantiene un peso

mas 0 menos estable a lo largo del tiempo.
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Figura 31: Comparacion del peso por grupos entre t10 y t16

Estos datos se correlacionan con la informacion descrita en la literatura y en la

introduccion de este trabajo sobre la efectividad de los diferentes tratamientos.

Podemos objetivar que la cirugia bariatrica como opcion terapéutica es eficaz para
conseguir una pérdida ponderal significativa y, sin embargo, confirma la menor eficacia

que tiene, también en pacientes humanos, los tratamientos dietéticos.

Siguiendo el analisis por grupos, los grupos Control y Obesas siguen la evolucion

prevista.



Resultados

Destaca por otro lado el grupo Sham, donde llama la atencion la marcada pérdida ponderal
que presentan las ratas tras sufrir una agresion fisica, sea cual sea su indole, sin haber

realizado ningun procedimiento bariatrico.

Comparacion del peso medio entre los grupos antes y después de las
intervenciones

Una vez descritas las caracteristicas de los diferentes grupos, y habiéndose objetivado las
diferencias que presentaban tras las intervenciones, se realizaron estudios comparativos

entre los grupos en un mismo tiempo.

Para ello se utilizd una ANOVA de 2 factores y se elimind el grupo control ya que no es

util en este nivel del estudio.

Grupos

“H—Contro-
Obesas
VLCD
Sham
Sleeve
Bypass

U B NN

Figura 24: Esquema Grupos - Tejidos - Genes

Previamente hemos descrito que antes de realizar las intervenciones (t10), de forma

conjunta, no se evidencian diferencias significativas entre los grupos.

Si realizamos este andlisis de forma comparativa grupos a grupo vemos que se mantienen
los mismos resultados tal como se evidencia en la Tabla 8. Sin embargo, tras las
intervenciones y antes del sacrificio (t16), si que se objetivan diferencias significativas
entre algunos grupos. Los resultados se describen en la Tabla 9.
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Tabla 8: Comparacion de variacion ponderal entre grupos antes de las intervenciones

Intervalo de confianza

del 95%
Pre (t10) Diferencia | Error Limite Limite
Post (t16) Grupo  Grupo Media Std. Sig. Inferior Superior
Obesas  VLCD 8.143 28.830 | .780 -51.358 67.644
Pre Sham 30.929 | 30.007 | .313 -31.002 92.859
Sleeve -2.714 28.830 | .926 -62.216 56.787
Bypass -15.071 43.244 .730 -104.323 74.180
VLCD  Obesas -8.143 28.830 | .780 -67.644 51.358
Sham 22.786 30.007 | .455 -39.145 84.717
Sleeve -10.857 28.830 | .710 -70.358 48.644
Bypass -23.214 | 43.244 | .596 -112.466 66.038
Sham Obesas -30.929 30.007 | .313 -92.859 31.002
VLCD -22.786 30.007 | .455 -84.717 39.145
Sleeve -33.643 | 30.007 | .273 -95.574 28.288
Bypass -46.000 | 44.038 | .307 -136.890 44.890
Sleeve  Obesas 2.714 28.830 | .926 -56.787 62.216
VLCD 10.857 28.830 | .710 -48.644 70.358
Sham 33.643 30.007 | .273 -28.288 95.574
Bypass -12.357 43.244 | 778 -101.609 76.895
Bypass  Obesas 15.071 43.244 | 730 -74.180 104.323
VLCD 23.214 43.244 | .596 -66.038 112.466
Sham 46.000 | 44.038 | .307 -44.890 136.890
Sleeve 12.357 43.244 | 778 -76.895 101.609
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Tabla 9: Comparacion de variacion ponderal entre grupos después de las intervenciones
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Intervalo de confianza

del 95%

Pre (t10) Diferencia | Error Limite Limite
Post (t16) Grupo  Grupo Media Std. Sig. Inferior Superior
Obesas  VLCD 60.714 | 30.690 | .059 -2.626 124.055

Post Sham 126.786 | 31.943 | .001 60.859 192.713
Sleeve 168.571 | 30.690 [ .000 105.231 231.912

Bypass 193.786 | 46.035 [ .000 98.775 288.797

VLCD  Obesas -60.714 30.690 | .059 -124.055 2.626
Sham 66.071 31.943 .050 144 131.998

Sleeve 107.857 | 30.690 [ .002 44517 171.198

Bypass 133.071 | 46.035 [ .008 38.060 228.082

Sham Obesas -126.786 | 31.943 | .001 -192.713 -60.859
VLCD -66.071 31.943 | .050 -131.998 -.144

Sleeve 41.786 31.943 203 -24.141 107.713

Bypass 67.000 46.879 | .166 -29.754 163.754

Sleeve  Obesas -168.571 | 30.690 | .000 -231.912 -105.231
VLCD -107.857 | 30.690 | .002 -171.198 -44 517

Sham -41.786 31.943 | .203 -107.713 24.141

Bypass 25.214 46.035 | .589 -69.797 120.225

Bypass  Obesas -193.786 | 46.035 | .000 -288.797 -98.775
VLCD -133.071 | 46.035 | .008 -228.082 -38.060

Sham -67.000 46.879 | .166 -163.754 29.754

Sleeve -25.214 46.035 | .589 -120.225 69.797
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Podemos observar que el grupo de ratas Obesas, que puede ser considerado el “nuevo”
grupo control, ya que todos los grupos que se comparan tras las intervenciones parten
inicialmente de ratas obesas, presenta diferencias significativas post intervencion en
comparacion con los grupos Sham, Sleeve y Bypass, por tanto, con todos los grupos

quirdrgicos, no siendo asi con el Grupo VLCD.

Este dato resulta significativo dado que, a pesar de que se evidencia una evolucion
diferente y que, probablemente, realizando el andlisis pasado mas tiempo si que se
hubieran encontrado diferencias, demuestra que la efectividad del tratamiento fue

claramente inferior a la de los otros grupos.

De hecho, el grupo VLCD si que presentd diferencias significativas con el resto de los
grupos sometidos a intervenciones quirurgicas, confirmando que la disminucion ponderal

de los grupos quirurgicos fue marcadamente superior al grupo de dieta hipocalérica.

En relacion a los grupos quirargicos, no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre ellos y, obviamente, respecto al grupo de ratas Obesas.

Por otro lado, también se procedio a analizar si habia influencia en los resultados segun
el momento de la intervencion. A pesar de que todas las intervenciones se iniciaron en la
semana 10 (t10), no todas las cirugias se podian realizar por falta de tiempo y personal el

mismo dia.

Por ello, previamente se tomaron medidas en el protocolo para minimizar ese posible
factor de confusion, realizando una intervencion de cada grupo al dia y no todas las

cirugias de un mismo grupo conjuntamente.

Tal como se puede observar en la Tabla 10 el momento en el que se llevd a cabo la

intervencion no tuvo un impacto significativo en los resultados del estudio.

Suma de .
cuadrados Tipo df Media al F Sig.
i cuadrado
Pre (t10) — Post (16) 15834.107 1 15834.107 60.471 .000
Pre_Post * Grupo 54001.947 5 10800.389 41.247 .000
Pre_Post * DIA 104.931 1 104.931 401 .532

Tabla 10: Significacion estadistica segun intervencion, grupo y dia de la intervencion
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Finalmente, se realiz6 el analisis de los resultados afiadiendo un tiempo intermedio a las

tres semanas de la intervencion, es decir, en t13.

El objetivo de este analisis fue valorar si la evolucion en el tiempo de las respuestas de
las diferentes intervenciones era parecida y sostenida con el paso de las semanas o si

seguian evoluciones diferentes.

Los resultados se encuentran presentados en la Figura 32.
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Figura 32: Comparacion evolutiva de los pesos post intervencion (3 tiempos)

Resulta Ilamativo que no hubo diferencias significativas entre los pesos entre la semana

14 y la 16 en ninguno de los grupos.

Por tanto, evolutivamente, la eficacia de todas las intervenciones fue muy importante
durante las primeras semanas, donde hay una variacion ponderal destacable,

produciéndose una estabilizacion posterior.

Unicamente en el grupo del Bypass la tendencia de pérdida de peso se mantenia con la

suficiente intensidad como para estar cerca de la significacion estadistica (p=0,06), pero
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dada la reducida “n” sobre la que se pudo realizar el analisis hace que este resultado no

sea valorable.

Estudio de la expresion y metilacion de genes

Se obtuvo material de estudio de 34 de las 36 ratas mencionadas en la Tabla 6,
correspondientes a todos los grupos experimentales menos las 2 pertenecientes al grupo

Bypass.

Sinembargo, tras el sacrificio, se objetivaron las complicaciones postoperatorias descritas

en dos de los animales del grupo Sleeve.

Dada la posibilidad de que estas complicaciones pudieran generar cambios no controlados
a nivel de la expresion genética y el estado epigenético, sobre todo en relacion al estado
inflamatorio, finalmente se incluyeron en el estudio los resultados de Gnicamente 32 ratas:
7 Controles, 7 Obesas, 7 VLCD, 6 Sham y 5 Sleeves.

Grupos Tejidos Genes

1 Control 1 Grasa Subcutanea 1 | FAS

2 Obesas 2 Grasa Visceral 2 | FASN

3 VLCD 3 Mdsculo 13 | FTO

4 Sham 4 Higado 4 | IRS1

5 Sleeve 5 Sangre 5  Leptina

e—Bypass- 6 MCP1
7 | PPARy
'8 | TNFa

Figura 33: Grupos, tejidos y genes incluidos en el andlisis de expresion y metilacion genética

De estas 32 ratas se tomaron las muestras de los 5 tejidos y se estudio la expresion y la

metilacion de los 8 genes previamente mencionados (Figura 33).



Resultados

Seguidamente, para comparar los resultados y poder proceder al estudio estadistico, se
calculo la media de los valores obtenidos en cada uno de los grupos para cada gen y cada

tejido.

El andlisis estadistico se realizé con el programa STATA version 13.0y el programa IBM
SPSS Statistics version 21.0.

Inicialmente se valord la normalidad de las muestras mediante la prueba de Shapiro-
Wilks. En caso de seguir una distribucion normal se estudio la homogeneidad mediante
el método de Levene. Si la muestra resultaba homogénea se procedia al analisis
estadistico mediante métodos paramétricos y, en caso contrario, mediante test no

parameétricos.

A pesar de ello, no todas las comparativas tienen la misma relevancia clinica, por lo que
se priorizé estudiar los cambios objetivados entre grupos de interés. Es decir, a pesar de
que puedan existir diferencias significativas entre cualquiera de los grupos, tejidos y
genes, las diferencias que realmente podrian estar relacionadas con nuestra hipétesis son

las que existen entre las siguientes comparativas (Tabla 11):

1. Grupo control vs grupo Obesas
e Con esta comparativa se pretende averiguar si la ingesta excesiva y el

aumento de peso producen cambios a nivel genético y epigenético

2. Grupo Obesas vs grupo VLCD
e En esta comparativa se pretende averiguar si el inicio de una dieta
hipocalorica puede revertir los posibles cambios evidenciados en la

comparativa anterior o, incluso, generar alteraciones de novo.

3. Grupo Obesas vs grupo Sham
e En este caso se pretende averiguar si el estrés quirargico por si solo es
capaz de inducir cambios en dichos niveles. Nos sirve como grupo control

respecto a los grupos sometidos a cirugias bariatricas.
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4. Grupo Obesas vs grupo Sleeve
e Al igual que en el caso de Obesas vs VLCD, se pretende averiguar si la
realizacion de una cirugia bariatrica puede revertir los cambios existentes

tras la aparicion de la obesidad o si se pueden generar de novo.

5. Grupo VLCD vs grupo Sleeve
e Comparando el grupo VLCD con el grupo Sleeve buscamos si existen
diferencias relacionadas con la cirugia bariatrica respecto a someterse a

una dieta, ya que resultan dos de los tratamientos principales de la

obesidad.
Grupos Tejidos Genes )
Control vs Obesas

1 Control 1 Grasa Subcutdnea 1 | FAS Obesas vs VLCD
2 Obesas 2 Grasa Visceral 2 | FASN b sh
3 VLCD 3 Musculo 3 | FTO — esas vs sham
4  Sham 4 Higado 4 | IRS1
5 | Sleeve 5 Sangre 5 | Leptina Obesas vs Sleeve
o reeces 6  MCP1 VLCD vs Sleeve

7  PPARy

8 | TNFa

Tabla 11: Comparaciones de
interés
Figura 33: Grupos, tejidos y genes incluidos en el andlisis de expresion y
metilacion genética

Por tanto, presentaremos los resultados de expresion genética de los diferentes grupos,
tejidos y genes y, posteriormente, los resultados de las comparativas de interés. En caso
de existir cambios estadisticamente significativos de expresion, afiadiremos los resultados
de metilacion. Del mismo modo, en caso de existir diferencias significativas en el estado

de la metilacién de algan gen, expondremos los resultados obtenidos en la expresion.

A modo esquematico, los resultados se van a mostrar siguiendo la siguiente estructura:



Grupo en estudio

- Control
- Obesas
VLCS
Sham
- Sleeve
Bypass

Resultados [FHEE]

Grasa subcutdnea Grasa visceral Musculo Higado Sangre
FAS FAS FAS FAS FAS
FASN FASN FASN FASN FASN
FTO FTO FTO FTO FTO
IRS1 IRS1 IRS1 IRS1 IRS1
Leptina Leptina Leptina Leptina Leptina
MCP1 MCP1 MCP1 MCP1 MCP1
PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy
TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa
Figura 34: Esquema de resultados de expresion genética
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Resultados de expresidon genética

Grupo Control

En la tabla 12 podemos observar los resultados de la expresion genética en los diferentes

tejidos del grupo control.

Grasa subcutanea Grasa Visceral Mdsculo
FAS: 0,033 FAS: 0,019 FAS: No expresado
FASN: 7,379 FASN: 1,346 FASN: 0,002
FTO: 1,105 FTO: 0,226 FTO: 0,018
IRS1: 0,172 IRS1: 0,039 IRS1: 0,029
Leptina: 1,309 Leptina: 0,237 Leptina: 0,02
MCP1: 0,066 MCP1: No expresado MCP1: 0,002
PPARy: 0,412 PPARy: 0,17 PPARy: 0,001
TNFa: No expresado TNFa: No expresado TNFa: 0,001
FAS: 0,051 FAS: 0,013
FASN: 11,478 FASN: 0,011
FTO: 1,89 FTO: No expresado
IRS1: 1,216 IRS1: 0,399
Leptina: No expresado Leptina: No expresado
MCP1: 0,02 MCP1: 0,007
PPARy: 0,078 PPARYy: 0,206
TNFa: 0,003 TNFa: 0,013

Tabla 12: Resultado de la expresion genética relativa en el grupo control
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Obesas

En la tabla 13 podemos observar los resultados de la expresion genética en los diferentes

tejidos del grupo de ratas obesas.

Grasa subcutanea Grasa Visceral Musculo
FAS: 0,042 FAS:0,049 FAS: No expresado
FASN: 11,034 FASN: 2,353 FASN: 0,003
FTO: 0,944 FTO: 0,525 FTO: 0,020
IRS1: 0,083 IRS1: 0,008 IRS1: 0,018
Leptina: 1,227 Leptina: 1,397 Leptina: 0,062
MCP1: 0,024 MCP1: No expresado MCP1: 0,003
PPARy: 0,329 PPARy: 0,295 PPARy: 0,001
TNFa: No expresado TNFa: No expresado TNFa: 0,001
FAS: 0,070 FAS: 0,006
FASN: 5,637 FASN: 0,014
FTO: 1,756 FTO: No expresado
IRS1: 1,002 IRS1: 0,453
Leptina: No expresado Leptina: No expresado
MCP1: 0,003 MCP1: 0,026
PPARy: 0,054 PPARy: 0,145
TNFa: 0,003 TNFa: 0,011

Tabla 13: Resultado de la expresion genética relativa en el grupo Obesas
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En la tabla 14 podemos observar los resultados de la expresion genética en los diferentes

tejidos del grupo VLCD.

Grasa subcutanea

Grasa Visceral

FAS: 0,030 FAS: 0,038 FAS: No expresado
FASN: 7,308 FASN: 1,516 FASN: 0,005
FTO: 1,289 FTO: 0,424 FTO: 0,030
IRS1: 0,159 IRS1: 0,095 IRS1: 0,029

Leptina: 1,291

Leptina: 0,747

Leptina: No valido

MCP1: 0,054 MCP1: No expresado MCP1: 0,018
PPARy: 0,474 PPARy: 0,304 PPARy: 0,003
TNFa: No expresado TNFa: 0,003

TNFa: No expresado

FAS: 0,044 FAS: 0,010
FASN: 10,401 FASN: 0,012

FTO: 1,620 FTO: No expresado

IRS1: 0,862 IRS1: 0,303

Leptina: No expresado

Leptina: No expresado

MCP1: 0,003 MCP1: 0,008
PPARy: 0,076 PPARy: 0,190
TNFa: 0,003 TNFa: 0,011

Tabla 14: Resultado de la expresion genética relativa en el grupo VLCD
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Sham

En la tabla 15 podemos observar los resultados de la expresion genética en los diferentes

tejidos del grupo de cirugia Sham.

Grasa subcutanea Grasa Visceral
FAS: 0,029 FAS: 0,049 FAS: No expresado
FASN: 0,390 FASN: 1,041 FASN: 0,001
FTO: 0,831 FTO: 0,318 FTO: 0,017
IRS1: 0,099 IRS1: 0,061 IRS1: 0,018
Leptina: 1,058 Leptina: 0,456 Leptina: 0,010
MCP1: 0,025 MCP1: No expresado MCP1: 0,001
PPARy: 0,404 PPARy: 0,155 PPARy: < 0,001
TNFa: No expresado TNFa: No expresado TNFa: < 0,001
FAS: 0,085 FAS: 0,009
FASN: 18,022 FASN: 0,011
FTO: 1,785 FTO: No expresado
IRS1: 1,325 IRS1: 0,283
Leptina: No expresado Leptina: No expresado
MCP1: 0,028 MCP1: 0,009
PPARy: 0,051 PPARy: 0,160
TNFa: 0,006 TNFa: 0,014

Tabla 15: Resultado de la expresion genética relativa en el grupo Sham
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Sleeve:

Finalmente, en la Tabla 16 podemos observar los resultados de la expresién genética en

los diferentes tejidos del grupo Sleeve, sometido a cirugia bariatrica.

Grasa subcutanea Grasa Visceral
FAS: 0,041 FAS: 0,028 FAS: No expresado
FASN: 14,506 FASN: 1,119 FASN: 0,005
FTO: 1,433 FTO: 0,323 FTO: 0,019
IRS1: 0,133 IRS1: 0,072 IRS1: 0,021
Leptina: 0,496 Leptina: 0,395 Leptina: 0,011
MCP1: 0,040 MCP1: No expresado MCP1: 0,022
PPARy: 0,469 PPARy: 0,157 PPARy: 0,002
TNFa: No expresado TNFa: No expresado TNFa: 0,001
FAS: 0,073 FAS: 0,021
FASN: 13,757 FASN: No valido
FTO: 1,500 FTO: No expresado
IRS1: 0,744 IRS1: 0,301
Leptina: No expresado Leptina: No expresado
MCP1: 0,035 MCP1: 0,007
PPARy: 0,056 PPARy: 0,356
TNFa: 0,005 TNFa: 0,014

Tabla 16: Resultado de la expresion genética relativa en el grupo Sleeve



Comparativa entre grupos de interés

- Control vs Obesas:

Resultados

Comparando el grupo Control con el grupo de ratas Obesas, con el objetivo de determinar

si se generan cambios en la expresion y la metilacion del epigenoma en relacién con la

aparicion de la obesidad, hemos obtenido diferencias significativas en la expresion de

Leptina en Grasa Visceral. (Figura 35)

Sin embargo, estos cambios de expresion no se han acompafiado de cambios a nivel de

metilacion en las zonas de los promotores estudiados. (Tabla 17)

Grupos

Control
Obesas
VLCD
Sham
Sleeve
Bypass
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PPARy
TNFa

Figura 35: Esquema de cambios de expresion y metilacion entre los grupos Control - Obesas

Grasa Visceral -

Leptina

Expresion

Control

0,237

1,397

Obesas

p = 0,0095

Tabla 17: Cambios de expresion y metilacion entre los grupos Control - Obesas
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- Obesas vs VLCD:

Si comparamos el grupo de ratas Obesas con el grupo VLCD (Figura 36), con el objetivo
de determinar si la reduccién de la ingesta caldrica conlleva cambios significativos,
encontramos que existen cambios en la expresion de TNFo en el Musculo y de la

metilacion de FASN en el Higado. (Tabla 18)

Como en el caso anterior, estos cambios no se correlacionan con modificaciones

significativas de sus respectivas expresiones genéticas o metilaciones epigenéticas.

Grupos Tejidos Genes
1 Control 1 Grasa Subcutanea 1 | FAS
2 Obesas 2 Grasa Visceral 2 | FASN
3 VLCD 3 Mdsculo 8¢ | \FFO
4  Sham 4 Higado 4 | IRS1
5 Sleeve 5 Sangre 5 | Leptina
c—Bypass 6 | MCP1
| 7 | PPARy
8 | TNFa

Figura 36: Esquema de cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas - VLCD

MUSCULO / TNFa Obesas VLCD

Expresion 0,001 1,393 p = 0,0403
HIGADO / FASN

Expresion 5,637 10,401 p = 0,504
Metilacion P5 6,330 3,318 p=0,0117

Tabla 18: Cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas - VLCD
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- Obesas vs Sham:

Comparando el grupo de ratas Obesas con el grupo Sham, con el objetivo de encontrar
cambios que puedan estar relacionados con la agresion quirlrgica, encontramos que

existen variaciones en la expresion y metilacion de FASN en el Higado. (Figura 37)

También se objetivan cambios en la metilacion de FAS y IRS1 en Higado que no se

correlacionan con cambios en la expresion. (Tabla 19)

Grupos Tejidos Genes
‘ 1 Control 1 Grasa Subcutanea 1 | FAS

2 Obesas 2 Grasa Visceral 2 | FASN

3 VLCD 3  Mdsculo 3 | FTO

4 Sham 4 Higado 4 IRS1

5  Sleeve 5 Sangre 5 | Leptina
—Bypass 6 MCP1
. 7 | PPARy

8 TNFa

Figura 37: Esquema de cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas - Sham

HIGADO / FASN Obesas Sham

Expresion 5,637 18,022 p = 0,004
Metilacion P1 4,434 1,783 p =0,0103
Metilacion P3 3,171 1,585 p = 0,0096
HIGADO / FAS

Expresion 0,070 0,085 p =0,622
Metilacion P1 3,470 6,045 p = 0,022
HIGADO / IRS1

Expresion 1,002 1,325 p=1,00
Metilacion P2 6,840 14,335 P =0,0028

Tabla 19: Cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas —Sham
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- Obesas vs Sleeve:

Se comparan el grupo de ratas Obesas con el grupo Sleeve para determinar si la cirugia

bariatrica produce cambios en la expresion y metilacion genética. (Figura 38)

En este caso, encontramos variaciones de expresion y metilacion de MCP1 en Higado.

También se objetivan cambios epigenéticos en FAS y FASN en Higado y Unicamente

FASN en Musculo sin variaciones en la expresion. (Tabla 20)

Grupos

Control
Obesas
VLCD
Sham
Sleeve

—Rumace

u b WN R

:ihmbwwn—n‘

Tejidos

Grasa Subcutanea
Grasa Visceral
Mdusculo

Higado

Sangre

Genes

FAS
FASN
FTO
IRS1
Leptina
MCP1
PPARy
TNFa

CONO U A WN -

Figura 38: Esquema de cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas - Sleeve

HIGADO / MCP1 Obesas

Expresion 0,003
Metilacion P1 70,66
HIGADO / FAS

Expresion 0,070
Metilacion P1 3,470
HIGADO / FASN

Expresion 5,637
Metilacion P3 3,171
MUSCULO / FASN

Expresion 0,003
MetilacionP1 3,667

Sleeve
0,035
56,34

0,073
7,953

13,757
1,222

0,005
7,530

p=0,0321
p=0,021

p=0,998
p = 0,0062

p =0,119
p =0,0028

p = 1,000
p = 0,0064

Tabla 20: Cambios de expresion y metilacion entre los grupos Obesas - Sleeve
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- VLCD vs Sleeve:

Se compara también el grupo de ratas sometidas a una dieta hipocalé6rica (VLCD) con el
grupo Sleeve, sometido a cirugia bariatrica, con el objetivo de averiguar si se modifica la
expresion genética y el estado de la metilacion de forma diferencial segun el tratamiento

dietético / quirdrgico. (Figura 39)

En este caso se han identificado cambios de expresion en MCP1 en Higado no

relacionados con variaciones en la metilacion.

Sin embargo, se han objetivado cambios en el estado de la metilacion en Musculo de

FASN que no se acompafian de cambios en su expresion genética. (Tabla 21)

Grupos Tejidos Genes
"1 Control 1 Grasa Subcutanea 1 FAS
2 | Obesas 2 Grasa Visceral 2 FASN
3 | VLCD 3 Musculo 3 | FIO
4 Sham 4 Higado 4 | IRS1
5 Sleeve 5 Sangre 5 | Leptina
 6—Bypass— 6 MCP1
7 | PPARy
8 TNFa

Figura 39: Esquema de cambios de expresion y metilacion entre los grupos VLCD - Sleeve

HIGADO / MCP1 VLCD Sleeve

Expresion 0,003 0,035 p =0,0059
MUSCULO / FASN

Expresion 0,003 0,005 p =1,000
MetilacionP1 3,459 7,530 p =0,0053

Tabla 21: Cambios de expresion y metilacion entre los grupos VLCD — Sleeve
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Finalmente, los resultados donde se han evidenciado diferencias significativas se

muestran simplificados en dos tablas, una con los cambios de expresion y otra con los

cambios en la metilacion. (Tablas 22 y 23 respectivamente)

Control vs
Obesas

Obesas vs
VLCD

Obesas vs
Sham

Obesas vs
Sleeve

VLCD vs
Sleeve

Grasa
Subcutanea

Grasa
Visceral

Leptina

Mdusculo

TNFa

Higado

FASN

MCP1

MCP1

Sangre

Tabla 22: Resultados comparativos entre grupos de interés de los cambios de expresion genética

Control vs Obesas vs Obesas vs Obesas vs VLCD vs
Obesas VLCD Sham Sleeve Sleeve
Grasa
Subcutanea
Grasa
Visceral
Mdusculo FASN FASN
FAS FAS
Higado FASN FASN FASN
IRS1 MCP1
Sangre

Tabla 23: Resultados comparativos entre grupos de interés de los cambios epigenéticos
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Discusiéon

La obesidad, tal como se ha descrito en la introduccion de este trabajo, tanto como
patologia individual como por la relacion que tiene en el desarrollo de otras patologias
(cardiovascular, diabetes, artropatias...) representa uno de los principales problemas a

nivel social y sanitario del mundo.

El impacto clinico es muy importante para los pacientes mientras que el coste es muy
elevado para los servicios sanitarios, atribuyéndose hasta un 10% del coste de gasto

médico por persona.t”®

Su tratamiento, en la actualidad, incluye el uso de varias opciones terapéuticas diferentes,

lo que requiere de la actuacion de equipos multidisciplinares.*’*72

Desde soporte psicoldgico, pasando por estrictos tratamientos dietéticos, controles
endocrinolégicos y una multitud de diferentes opciones quirdrgicas, son diferentes las
estrategias que posibilitan que pacientes con severos problemas de obesidad recuperen

tanto a nivel social como a nivel de salud una calidad de vida adecuada.'”®

Por todo ello el estudio de nuevos farmacos y técnicas quirdrgicas ha sido una constante

a lo largo de las ultimas décadas

A este problema se le asocia el desconocimiento de la eficacia que los tratamientos
actuales van a tener sobre un paciente en concreto. Nuestro paciente. ¢Es atil implementar
una dieta? ;Qué dieta? ;Y esta eficacia se va a mantener a largo plazo? ¢Deberiamos ser
mas agresivos con cierto tipo de pacientes, mediante tratamiento farmacoldgico o
quirdrgico? ¢Ganara de nuevo peso tras una intervencion quirtrgica que es costosa para

el sistema sanitario y que implica riesgos para el paciente?

En definitiva, a pesar de que existen multiples guias para el tratamiento de la obesidad y
éstas estan basadas en la evidencia cientifica, habitualmente con conocimiento sobre
grupos de personas que comparten cierto tipo de caracteristicas comunes, hoy en dia no

somos capaces de predecir la eficacia de los resultados de forma individualizada.

Por ello, siguiendo las tendencias actuales como en el caso de los pacientes neoplasicos,

existe un interés afiadido en que los tratamientos sean lo méas personalizados posibles, de
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forma que se puedan maximizar sus beneficios, minimizando los efectos secundarios y

los costes.t’

Aqui radica el interés del estudio de la genética y de la epigenética. Aquellos tratamientos
basados en este tipo de estudios nos pueden permitir asociar pacientes y tratamientos con

los mejores resultados posibles.

Por otro lado, gracias a la posibilidad de aplicar de forma experimental las diferentes
terapéuticas existentes, controlando posibles factores de confusion y limitaciones éticas
que existirian en un estudio realizado en humanos, podemos estudiar los resultados de

cada uno de los diferentes tratamientos disponibles.

Resultados en el cambio ponderal

Los resultados obtenidos demuestran la tendencia natural que tienen los animales de
experimentacion y, analogamente, los seres humanos a ganar peso. Cierto es que, para
que esto suceda, deben darse unas circunstancias concretas como facilidad de acceso al

alimento y tendencia al sedentarismo, entre otros.!’

Por un lado, la importancia del acceso a la dieta es cabal. Asi, con los resultados obtenidos
del grupo control vemos que animales con acceso a la dieta de forma facil y continuada,
a pesar de ser una dieta equilibrada, si no presentan sucesos estresantes, tienen una

predisposicion natural a tener un incremento ponderal continuado.

Si afladimos los resultados del grupo de las ratas obesas no hacemos mas que confirmar
algo que ya es conocido en la literatura médica. No solamente la cantidad de dieta es
importante, sino que el tipo de alimento ingerido tendra una repercusion directa con la

evolucion ponderal del sujeto.

Tal como hemos podido ver, el grupo de ratas Obesas presenta un incremento de peso
sostenido y de mayor intensidad que el grupo control a lo largo de todo el estudio, siendo

la Unica variable diferencial la dieta hipercalérica.

Con el grupo VLCD podemos, por un lado, incidir de nuevo en este mismo concepto ya
que, una vez iniciada esta dieta, los animales presentaron una evidente rectificacion de su

tendencia ascendente previa.
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Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que tratar de conseguir una reduccion
de peso a base Gnicamente de una dieta hipocaldrica no es una opcion 6ptima. De hecho,
el peso de las ratas del grupo VLCD no presenta una variacion estadisticamente

significativa entre el momento antes de iniciar la dieta y la medicion final.

Tampoco se evidencia esta diferencia significativa entre los grupos Obesas y VLCD post

dietas, aunque la tendencia es claramente diferente.

Es posible que, alargando el tiempo de medicion, aumentando la “n” de los grupos y por
tanto la potencia estadistica o afiadiendo otros factores, como el ejercicio fisico o una
restriccion mas severa en cuanto a la cantidad de ingesta diaria, si que se consiguieran
cambios significativos dentro del grupo VLCD antes y después de la intervencion o entre

los grupos Obesas y VLCD tras las dietas.

En todo caso, al no ser el objetivo primario de nuestro proyecto no se han afiadido estas

variables.

Por tanto, podemos concluir que la dieta hipocalorica resulta una medida interesante en
la prevencion de la obesidad, ya que con ella conseguimos una leve disminucion o
estabilidad ponderal mantenida a lo largo del tiempo, pero no podemos confiar en ella

como tratamiento Unico en un individuo ya obeso.

Ademas, esta medida depende de un estricto compromiso con el cumplimiento de ésta de
forma continuada, hecho que, en la préactica clinica en humanos, disminuye de forma

evidente su eficacia.

Los resultados existentes en la literatura médica ya apuntan que este tratamiento tiene
resultados limitados y dificiles de mantener a largo plazo.”® De hecho, en algunos
estudios, se expone que la ganancia ponderal tras realizar una restriccién caldrica puede
ser mas pronunciada y mas intensa a nivel del tejido adiposo visceral, con lo que podria

incluso tener efectos deletéreos a largo plazo.'””

En cuanto a los grupos sometidos a cirugia, resulta significativo el gran impacto que tiene

la agresion quirurgica en la evolucion ponderal de los animales.

Tal es este impacto que no se han obtenido diferencias significativas entre este grupo y

los grupos sometidos a cirugia bariatrica, aunque de nuevo, la tendencia es diferente.
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Esta pérdida ponderal del grupo Sham probablemente esté en relacion con el estrés que

sufre el individuo al ser sometido a una cirugia.

Es ya conocido que cualquier tipo de estrés (fisico, psicoldgico...) puede hacer variar el
metabolismo basal. Lio W et al. describe como el estrés producido por aislamiento en
ratas produce una disminucién en la leptina circulante con una consecuente disminucion

de peso.!’® Este factor ya se tuvo en cuanta y fue controlado en nuestro estudio.

Por tanto, se puede deducir que, una vez el factor estresante (la cirugia) desapareciera, las
ratas recuperarian su tendencia natural a ganar peso y que, si el estudio hubiese sido mas
largo, se hubieran acabado encontrado diferencias significativas entre el grupo Sham y

los grupos de sometidos a cirugia bariatrica.

Finalmente, los grupos sometidos a cirugia bariatrica presentan evoluciones congruentes

con lo ya conocido en la experiencia en humanos. %17

Ambos grupos tienen buenas respuestas a la cirugia con importantes pérdidas ponderales

que resultan estadisticamente significativas.

Si relacionamos estos resultados con los obtenidos en el grupo VLCD entenderemos que,
un tratamiento que incluya inicialmente una dieta estricta, seguida de una intervencion de
cirugia bariatrica, nos aportard los mejores resultados posibles en cuanto a pérdida

ponderal.

A pesar de ello, si nos fijamos en la evolucion a lo largo del tiempo del estudio, tras una

buena respuesta inicial el peso en todos los casos tiende a estabilizarse.

Este hecho, que también sucede en el ser humano (Figura 40), es satisfactorio si para

entonces ya hemos conseguido nuestro objetivo de pérdida de peso.

Sin embargo, no siempre es asi por lo que no es extrafio que se requieran otros

tratamientos complementarios o incluso segundas intervenciones quirdrgicas.
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Figura 40: Evolucion ponderal post bypass gdstrico

En relacion con el tipo de intervencion quirdrgica cabe destacar la baja “n” del grupo
bypass que limita su representacion del grupo y la posibilidad de encontrar diferencias

significativas.

En nuestro caso, no hemos hallado tales diferencias en cuanto a pérdida ponderal,

tendencia comparable con los resultados en humanos.*°

Por tanto, si éste fuera nuestro Gnico objetivo, cualquiera de las dos intervenciones seria
valida.

Sin embargo, si tenemos en cuenta otros factores, como la morbimortalidad que tienen?8!

o el efecto sobre otras comorbilidades presentes en el paciente, deberiamos hacer una

seleccién mas individualizada.

Por ejemplo, a pesar de la facilidad técnica del Sleeve gastrico, es conocido que el Bypass
ofrece mejores resultados en la resolucion de enfermedades asociadas a la obesidad como

la Diabetes Mellitus.18?
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Cambios genéticos y epigenéticos:

Tal como se ha descrito, es conocido que las técnicas de cirugia bariatrica obtienen
mejores resultados que los tratamientos médicos y dietéticos en relacion con el exceso de
peso perdido. Ademas, esta reduccion a nivel ponderal se asocia, en la mayoria de
pacientes, con una mejoria de multiples comorbilidades relacionadas con la obesidad
como la DM2,183184 D_p 185 HTAS

Hasta el momento los beneficios relacionados con estas intervenciones se han relacionado
mayoritariamente con su capacidad restrictiva, disminuyendo la ingesta de forma dréstica,
y en el caso del BYPG, con su componente malabsortivo, disminuyendo la fraccion del

alimento que es absorbida a nivel intestinal.

Sin embargo, existen dudas razonables de si estos dos factores son los Ginicos mecanismos
que justifican todos los beneficios observados. De ser asi, y cogiendo la técnica del Sleeve
gastrico como ejemplo donde se le podria suponer un componente Unicamente restrictivo,
aplicando una dieta estricta con una ingesta diaria analoga a la que hace un paciente tras

esta cirugia, los resultados deberian ser similares.

La realidad es que, como ya se ha descrito en la introduccion, la evolucién ponderal de
estos dos grupos no es parecida, obteniendo mejores resultados en los pacientes sometidos

a cirugia.

Por ello se concluye, y se ha evidenciado en multiples estudios clinicos previos, que éstos
tratamientos se relacionan con cambios a nivel hormonal y enzimatico que potencien sus
efectos.’818” Yy en (ltima instancia, que existan variaciones en los niveles de
hormonas/enzimas, dependera de que aumente o disminuya su produccion controlada por

la expresion de los genes que las sintetizan.

Dado que los cambios a nivel epigenético regulan, precisamente, la expresion genética y
que estos cambios se ven influenciados por maltiples factores internos y externos, se
postula que otro efecto de la cirugia bariatrica seria la modificacion de la estructura
epigenética, afectando a genes relacionados con la ingesta, el control del metabolismo
energético y el control del estado proinflamatorio.
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En el apartado anterior se han destacado los resultados obtenidos a nivel de expresion
genética y del estado epigenético de los promotores de los genes en los tejidos estudiados,

focalizando la comparacion de grupos que tienen un sentido clinico.

Seguidamente, vamos a analizar estos resultados y veremos qué relacion tiene con los

cambios ponderales que han sufrido los diferentes grupos de interés.

Sin embargo, antes de entrar en los detalles de cada grupo/tejido/gen debemos tener en
cuenta ciertos aspectos genéricos sobre el estudio epigenético que nos pueden ayudar a

interpretar los resultados obtenidos.

Revisando la literatura podemos objetivar que, en la mayoria de los estudios realizados
sobre patologia benigna, no neoplasica, los hallazgos encontrados en cuanto a variaciones

epigenéticas son de baja magnitud.

Por ejemplo, en la revision sistematica de Dijk et al. sobre epigenética y obesidad se
identifico que los cambios en porcentaje de metilacion de los promotores de genes de
interés raramente eran superiores al 10%. De hecho, gran parte de los resultados oscilan
por debajo del 5%.12° Por tanto, es de esperar que las variaciones que se pueden encontrar

en estudios como el que hemos realizado sean también de baja magnitud.

Por otro lado, en la actualidad no se conocen con exactitud todos los mecanismos de
regulacion de la expresion genética. Y tampoco conocemos todas las zonas de los
promotores genéticos susceptibles de ser metiladas y con capacidad de cambiar la
expresion. De hecho, la mayoria de las zonas conocidas se han identificado en estudios

sobre pacientes neoplasicos que son, evidentemente, diferentes al paciente obeso.

Todo ello nos lleva a inferir que, el hecho de no encontrar cambios epigenéticos en
algunos de nuestros resultados, puede realmente ser debido a que no existen, pero sin
poder descartar que no se haya estudiado la zona mas estrictamente relacionada con la

expresion genética.
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Control vs Obesas

En esta comparativa Unicamente hemos podido identificar cambios significativos en los
niveles de expresion de Leptina en grasa visceral, siendo éstos méas elevados en el grupo

de ratas obesas.

Este resultado es congruente con lo conocido en la literatura actual sobre pacientes
humanos y con la evolucion ponderal que ha sufrido el grupo de ratas obesas en nuestro
estudio. Ya hemos descrito en la introduccion que la leptina, producida principalmente
por el tejido adiposo, se encuentra incrementada en los individuos obesos y disminuida

en aquellos que sufren ayuno o desnutricion.”1819

Cabe destacar que se atribuye una relativa resistencia a la leptina a los pacientes obesos,
dado que la funcion de ésta es suprimir el apetito y disminuir la ingesta, hechos que
claramente no se producen en este tipo de pacientes. Sin embargo, se desconoce la causa

y los mecanismos que producen esta resistencia.

Un estudio en ratas de Git et al'® trata de, al menos, discernir si esta resistencia es
consecuencia de la obesidad y de una dieta hipercaldrica o bien si existe una resistencia
previay, por tanto, es un factor que predispone al individuo a desarrollar obesidad. Segln
los resultados obtenidos, la resistencia a la leptina parece ser un factor preexistente que
facilitaria el desarrollo de la obesidad, siendo este un factor de riesgo independiente de la
ingesta o del tipo de dieta. Sin embargo, esta resistencia parece aumentar a partir de las 4
semanas en aquellos individuos expuestos a la dieta hipercal6rica y no en los que siguen
una dieta normal, resultando en un aumento de la ingesta de este grupo v,
secundariamente, del peso. Por tanto, estariamos ante una alteracion que resulta tanto

causa como consecuencia de la obesidad y de una dieta hipercaldrica.

Ante este hecho, resulta interesante conocer los mecanismos que controlan la produccién
de leptina, entrando en juego el campo de la epigenética, asi como los motivos que

generan esta resistencia previa o los que facilitan su aparicion.

Precisamente con este objetivo, Lecourte et al, en otro estudio en ratas, ya traté de
encontrar una relacion entre la expresion de leptina y cambios epigenéticos.'® En su
estudio, y de acuerdo con nuestros resultados, demostrd que las crias de ratas sometidas

a dietas hipercalorica presentaban una expresion elevada del gen de la leptina en grasa
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visceral, concretamente grasa perirrenal, no siendo asi en grasa subcutanea en mediciones
posteriores a 21 dias del nacimiento. Sin embargo, a diferencia de nuestro caso, estos
cambios en los niveles de expresion si que estaban relacionados con cambios epigenéticos

en regiones reguladoras de dicho gen.
En nuestro estudio, lamentablemente, no hemos podido corroborar esta relacion.

Este hecho puede ser debido a varios motivos. Por un lado, hay que recordar que el estado
epigenético se ve influenciado por estimulos internos y externos todavia no bien
conocidos. Por tanto, cualquier diferencia en el procedimiento del estudio puede actuar

como factor de confusion.

Por ello, el tipo de tejido analizado, por ejemplo, puede jugar un papel muy importante al
no encontrarse en las mismas condiciones unos que otros. En nuestro caso,
mayoritariamente se ha obtenido grasa intraabdominal y no perirrenal, como en el caso

de Lecourte et al.

Otra posibilidad puede estar relacionada con las zonas del genoma/promotor que se han
estudiado.

Esta Gltima posibilidad es ain mayor si tenemos en cuenta que, en el estudio de Lecourte
et al, la mayoria de los cambios epigenéticos observados no fueron directamente en el
promotor del gen de la leptina. En su caso, las diferencias significativas se encontraron
mayoritariamente en secuencias reguladoras localizadas en regiones intergenéticas que

nosotros no hemos estudiado.

Todo ello nos permite confirmar la relacion que existe entre la obesidad y elevados
niveles de leptina. Y aungue no se han encontrado cambios a nivel epigenético, sigue
pareciendo un target interesante para futuros estudios, con el fin de identificar nuevos
marcadores que nos permitan predecir qué individuos estan predispuestos a sufrir

obesidad y cuéles no.

Obesas vs VLCD

En este caso se han identificado cambios significativos en la expresion de TNFa en el
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musculo, siendo mas elevada su expresion en el grupo de ratas que fueron sometidos a

una dieta hipocalorica.

Este resultado, sin embargo, no lo podemos relacionar directamente con un cambio
ponderal dado que no se encontraron cambios significativos, aunque la tendencia de

ambos grupos era claramente diferente.

De hecho, tal como se ha comentado previamente, se puede inferir que estas diferencias
de peso hubiesen acabado siendo significativas si el analisis se hubiese realizado pasado
mas tiempo. Esto se deduce al observar que, en t10 antes de las intervenciones, la
diferencia media de peso entre ambos grupos era de 8gr. mientras que en el momento del

sacrificio habia aumentado a 60gr.

Si nos centramos en el analisis de expresion, lo sucedido en nuestro estudio no seria lo

esperable dado lo conocido hasta la actualidad.

Cabe recordar que el TNFa, una citoquina producida y secretada por los macrofagos
principalmente en el tejido adiposo, es conocido y relacionado con la obesidad desde los

afios 90.1°%°

Se relaciona en la literatura con el grado de adiposidad de los tejidos, interviene en
procesos de inflamacion y de apoptosis ademas de promover un aumento de la resistencia
insulinica. Por ello, se ha objetivado que se encuentra elevado en individuos con obesidad,
individuos que ya se ha descrito sufren un cierto estado proinflamatorio. !

Sin embargo, en nuestro estudio hemos obtenido un resultado paraddjico por varios

motivos.

Por un lado, el masculo no seria el tejido donde se hubiera esperado un mayor cambio en
la expresion de TNFa. A pesar de que también se conoce su expresion en este tejido y en
el higado, lo previsible hubiera sido objetivar diferencias en el tejido adiposo,

subcutaneo o visceral, que es donde principalmente se produce.

Por otro lado, en caso de producirse cambios significativos, los razonable hubiera sido
objetivar un aumento del TNFa en el grupo de las ratas obesas, dada su relacion con el
tejido adiposo,*® y no en el grupo VCLD que, a pesar de no haber perdido peso al menos

no ha seguido aumentando a lo largo del tiempo.



Discusion

Por ello, dado que el resultado no es congruente, asumimos que los cambios evidenciados
no deben estar relacionados con la evolucion ponderal de los diferentes grupos.
Probablemente, no ha existido un cambio en la cantidad de tejido adiposo suficiente como

para afectar a la expresion de TNFa.

Esta asuncion también se sustenta en el hecho de que, en las otras comparaciones de
interés, a pesar de existir cambios ponderales mas llamativos que entre las ratas Obesas y
las ratas VLCD, no se reproduce el resultado obtenido en este grupo.

Descartada la influencia del cambio ponderal, otra posibilidad que podria haber explicado
este resultado seria la dieta. A diferencia de las dieta estandar, rica en carbohidratos, y de
la hipercaldrica, rica en grasas, la dieta hipocalorica presentaba una distribucion mas
equilibrada de los nutrientes, distribuidos aproximadamente en partes iguales. Seria
plausible que la composicion de la dieta afectara de forma indirecta al estado inflamatorio

del musculo.

Sin embargo, tampoco se ha encontrado en la literatura ninguna evidencia que pueda
sostener esta teoria. Mas bien al contrario. Aunque hay pocos estudios especificos
relacionando Gnicamente el TNFa en musculo y la pérdida de peso secundaria a dieta
solamente, Oliveira et al. describe en un estudio en ratones como una dieta restrictiva
produce varios cambios a nivel bioquimico e inmunolégico entre los que destaca una

disminucidon del TNFa circulante.'®*

Del mismo modo, Derous et al. desarrollan un estudio parecido en el que exponen a ratas
a diferentes grados de reduccion de la ingesta y estudian sus efectos sobre el hambre y
los ciclos circadianos. Los resultados, al igual que en el caso anterior, demuestran una
relacion directa entre el grado de restriccion y la disminucion de los niveles circulantes

de insulina, leptina y TNFa.1%

Especificamente en musculo, Roberts et al. valora si una composicién diferente de la
dieta, por ejemplo, a nivel proteico, disminuye los niveles de TNFa tras realizar ejercicio
sin evidenciar de cambios significativos.'® Mientras que Ferrier et al. si que encuentran
una relacion entre una dieta baja en grasas saturada y una disminucion del TNFa a nivel

muscular, que ademas resulta independiente de la evolucion ponderal.**’

Por tanto, tampoco parece probable que la dieta sea el factor desencadenante de este

aumento de TNFa ya que, aunque si que se evidencia una relacion en la literatura entre
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ambos, la tendencia habitual es a la disminucion y no al aumento. Sin embargo, cabe
mencionar que las dietas de los articulos referenciados son diferentes entre ellas y en
comparacién con nuestro estudio. Por ello, no podemos descartar completamente que

nuestro resultado si que se vea influenciado.

Dado que estas son las dos Unicas variables conocidas que sean diferentes entre los dos
grupos, es posible que exista algun factor de confusion externo no controlado que
justifique este mayor estado proinflamatorio.

Por otro lado, estos cambios de expresidén tampoco se han visto relacionados con cambios
significativos a nivel epigenético lo que, como en el caso anterior, puede ser debido a que
éstos no existan o bien a que no estén relacionados con las zonas del promotor que han

sido estudiadas en nuestro estudio.

Finalmente, entre estos dos grupos si que se han identificado cambios significativos en el
estado de la metilacion de una de las nueve regiones estudiadas del promotor de FASN

en el higado.

Esta variacion no se ha acompafiado de cambios a nivel de expresion, seguramente debido
a que las otras 8 regiones estudiadas del promotor no han variado, no siendo el estimulo

suficientemente fuerte como para que se inicie la transcripcion.

Por ello, no podemos asumir que la dieta produzca cambios significativos en la metilacion
del promotor de FASN.

Obesas vs Sham

En la comparacion de ratas Obesas con las sometidas a la cirugia Sham encontramos

algunas diferencias tanto en expresién como en metilacion.

A nivel de expresién Unicamente se objetiva un cambio en FASN en el higado,

encontrandose aumentada en el grupo quirargico.

Cabe recordar que la expresion de FASN, el gen del que se sintetiza la proteina Acido

Graso Sintasa, se relaciona con la acumulacién de tejido graso, principalmente a nivel

visceral, asi como con la existencia de resistencia a la insulina.'®



Discusion

Este resultado no parece congruente con la relacion conocida y ya descrita previamente

entre la obesidad y la resistencia insulinica.

Si tenemos en cuanta los cambios ponderales objetivados en nuestros grupos, en los que
hemos evidenciado una clara reduccion de peso en el grupo Sham respecto al grupo de
Obesas (-126q), lo esperable hubiera sido una disminucion y no un aumento de FASN en

el grupo quirurgico.

Por ello, dificilmente podemos atribuir este cambio en la expresién a los cambios

ponderales.

Otra posibilidad seria que el aumento en la expresién de FASN fuera secundario al estrés

quirdrgico que sufre este grupo.

Este hecho implicaria que, al someter a un individuo a una intervencion quirdrgica
cualquiera, por el simple hecho de ser operado, se promueve la sintesis de acidos grasos

a nivel del higado, al menos a medio plazo.

Sin embargo, actualmente, no se ha encontrado en la literatura otra evidencia que sustente
esta aseveracion y no se ha objetivado el mismo efecto en el otro grupo quirdrgico de
nuestro proyecto. Por tanto, se requeririan de nuevos estudios enfocados a confirmar este

hecho.

Alternativamente, la explicacion de por qué hemos obtenido este resultado podria ser la
combinacién temporal de los dos factores previos, desapareciendo posteriormente el

estrés quirurgico.

Es conocido que una dieta restrictiva en calorias como la que se utiliza, precisamente,
antes de intervenciones de cirugia bariatrica, produce una disminucion de peso y del
tamafio del higado, que oscila entre el 5y el 20% del volumen segun las series, y que se

acompaiia de una reduccion de hasta el 20% del grado de esteatosis.**®

En el caso del grupo Sham, como en cualquier grupo quirargico, existe una situacion de
estrés quirurgico asociado a una alteracion de la dieta, con un empeoramiento del estado
nutricional, y un aumento del catabolismo que explica la disminucién de peso que han
sufrido estos animales. Probablemente, similar a lo que sucede con las dietas restrictivas
en humanos, también haya supuesto una disminucion del volumen hepatico y del grado

de esteatosis. De hecho, un trabajo sobre ratas obesas, identifico que la cirugia Sham
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produce una notable disminucion de la esteatosis hepatica y por, tanto, respalda esta

teoria.2%°

Sin embargo, una vez eliminado este estimulo externo (la agresién quirdrgica) y de nuevo
siguiendo una dieta normal, es previsible que exista una tendencia a recuperar el estado

nutricional previo y, por tanto, a la lipogénesis.

Este hecho, podria justificar el aumento de la expresion de FASN en el higado® vy, a la
vez, seria congruente con que no se objetive en el grupo Sleeve, dado que estas ratas
presentan el componente restrictivo de la cirugia y probablemente, en caso de recuperar

peso, no lo harian a la velocidad del grupo Sham.

En este caso, ademas, se ha objetivado una menor metilacién en dos de las zonas

promotoras de FASN, hecho que se puede relacionar con una mayor expresion del mismo.

Por otro lado, también en el higado se han evidenciados cambios en la metilacion de otros
dos genes, FAS y IRSL1.

A diferencia de FASN, lo que se ha objetivado es un mayor grado de metilacion en una
de las zonas promotoras de ambos genes, que podria haberse asociado a una disminucién

de la expresion, pero en estos casos no se han evidenciado diferencias significativas.

Obesas vs Sleeve

En este caso, se ha identificado una variacion en la expresion de MCP1 en Higado,

encontrandose un aumento significativo en el grupo Sleeve.

Este cambio de expresion, ademas, ha ido acompafiado de una disminucidn significativa

del peso de este grupo, con una reduccion respecto a las Obesas de -170g.

Sin embargo, a pesar de ser la comparacion mas relevante del estudio para poder
identificar la relacién entre cirugia bariatrica y cambios en la expresion genética, no se

han podido evidenciar otros cambios significativos en ningln otro gen ni tejido.

Para interpretar este resultado, hay que recordar que MCP1 es una citoquina, sintetizada
y secretada por células del musculo liso vascular, endotelio, monocitos y macréfagos,

entre otros, con actividad quimioatrayente.



Discusion

Su funcidn esta relacionada fundamentalmente con el transito de células del sistema
inmune. Por tanto, esta implicada en el reclutamiento o migracion de leucocitos y mas
concretamente de monocitos, a los focos donde esta teniendo lugar la respuesta

inflamatoria.

Asi, MCP1 ya ha sido previamente estudiada en pacientes con obesidad, siendo
identificada como una de las posibles citoquinas que participan en el estado
proinflamatorio.?’? Habitualmente se encuentra elevada respecto a sujetos no obesos,

203

tanto en humanos como en ratas,?® principalmente en tejido adiposo.2°#2% En nuestro

estudio, en cambio, no se han objetivado estas diferencias entre ratas control y obesas.

Otro aspecto a tener en cuenta es la evolucidn posterior a la cirugia, donde encontramos

resultados dispares en la literatura.

Existen proyectos, como el realizado por Shimizu et al., en el que se estudia la variacion
de MCP1 en pacientes obesos sometidos a un Sleeve gastrico, donde no se identifican

variaciones significativas tras 1 0 6 meses de la cirugia.?%

En cambio, en modelo experimental en ratas, encontramos experiencias con una
disminucion de su expresion en grasa mesentérica a los 4 meses tras ser sometidas a un
Bypass Gastrico.?” Y en el mismo sentido, Beisani et al, de nuevo en humanos,
identificaron una disminucién de la expresion de MCP1 en leucocitos circulantes 6 meses

después de ser sometido a un Sleeve gastrico.?%®

En ningun caso hemos encontrado estudios donde se identifiqguen cambios de expresién

a nivel hepatico.

En nuestro caso, no hemos obtenido diferencias en la expresion en tejido adiposo vy el
resultado en higado ha sido inverso a lo que cabria esperar, pareciendo que existe un

mayor estado proinflamatorio en el grupo sometido a Sleeve Gastrico.
Hay varias posibles explicaciones para este hecho.

Por un lado, se trata de un tejido diferente que, aunque esperariamos que se comportara
de forma similar al tejido adiposo, puede no ser el caso en la practica clinica.

Otra posibilidad, que justificaria el resultado obtenido en el higado y la falta de cambios

en tejido adiposo, seria el tiempo de medicion. En comparacion con el estudio sobre ratas
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con Bypass, en nuestro caso el anlisis ha sido realizado al mes y medio de la intervencién
quirdrgica (6 semanas). Por tanto, podriamos estar todavia bajo ciertos efectos
proinflamatorios de la cirugia, aunque resulta poco probable, dado que no se han

encontrado mediadores proinflamatorios elevados en el resto de los tejidos.

Finalmente, podria existir un factor externo que promoviera este aumento de la

inflamacion hepética, tratandose de nuevo de un factor de confusion.

Si valoramos el estado epigenético de MCP1 en Higado, objetivamos que en este caso si

hay una correcta relacion entre el estado de metilacion y la expresion.

Comparativamente, el grupo Sleeve Gastrico ha presentado un estado de metilacion
significativamente menor en la regién del promotor estudiada, lo que explicaria su mayor

expresion.

Dado que estos cambios no se han identificado en el grupo Sham ni el grupo VLCD, en
principio podemos descartar que se deban a la agresion quirargica o a la dieta y serian

propios de la intervencidn de cirugia bariatrica realizada.

Finalmente, cabe destacar que, aunque no hemos realizado una comparacion especifica
entre los dos grupos quirdrgicos (Sham vs Sleeve), si que encontramos una relacion

interesante con los cambios epigeneéticos en el higado.

Por un lado, en ambos casos objetivamos un aumento de la metilacion significativo de la
region del promotor de FAS respecto al grupo de Obesas, aunque en ninguno de ellos este

cambio tiene implicacién en cuanto al nivel de expresion.

Por otro lado, también se identifica en ambos casos una disminucion de la metilacion del
promotor de FASN respecto al grupo de Obesas. Sin embargo, en este caso, mientras en
el grupo Sham estas diferencias son significativas en dos zonas del promotor y se
acompafian de un aumento de la expresion del gen, en el grupo Sleeve solamente
encontramos estas diferencias en una de las zonas del promotor, sin que se asocien
cambios significativos en la expresion. La posible explicacion para resultados se ha

comentado en la comparativa entre Obesas y Sham.

Ante estos cambios objetivados en ambos grupos quirargicos, donde ambos presentan

una pérdida ponderal significativa, pero sin diferencias entre ellos, podemos inferir, que



Discusion

o0 bien la agresion quirdrgica o bien la pérdida ponderal estimulan cambios epigenéticos
en FAS y FASN en el higado.

También existe en el grupo Sleeve un aumento de la metilacion en una de las regiones
estudiadas del promotor de FASN en Mdsculo pero que no tiene repercusion en cuanto a

niveles de expresion.

VLCD vs Sleeve

Finalmente, comparando el grupo sometido a cirugia bariatrica con el que ha seguido una
dieta hipocaldrica, de nuevo objetivamos que el grupo de cirugia bariatrica presenta una

mayor expresion de MCP1 en Higado.

Ya hemos comentado en el apartado anterior las posibles causas por las que es posible
que se encuentre aumentada la expresion de MCP1 en el grupo quirdrgico, siendo una
posibilidad que sea debida a la agresion quirdrgica junto con la pérdida ponderal y los

cambios anatomicos y metabolicos que genera la cirugia bariatrica.

Al evidenciar que esta variacion también se objetiva al comparar el grupo Sleeve con el
grupo VLCD esta conjetura gana valor.

A diferencia del grupo de las ratas Obesas, donde la evolucion ponderal habia seguia
tendencias opuestas con el grupo Sleeve, la comparacion con el grupo VLCD también
presenta diferencias significativas, pero de menor magnitud. Cabe recordar que el grupo
de dieta hipocalorica consigue mantener un peso mas o menos estable a lo largo del
tiempo a diferencia de las Obesas que siguen aumentando. Y el grupo Sham presenta una
evolucién ponderal analoga al grupo Sleeve, sin que se haya evidenciado una variacion
similar de MCP1.

Por tanto, parece que se puede descartar que esta mayor expresion de MCP1 esté

relacionada con cambios a nivel ponderal de los individuos.

Sin embargo, en este caso, a diferencia de la comparacién con las ratas Obesas, no se ha

acompafado de cambios significativos en el estado de la metilacion del promotor.

De nuevo, resulta dificil establecer una relacion directa entre los factores externos, como

una intervencion quirargica, y cambios de metilacion y expresion.
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Del mismo modo, hemos identificado una mayor metilacién del promotor de FASN en

Mdusculo que no se ha acompafiado de cambios en la expresion.

Fortalezas del estudio

Gracias a trabajar con cirugia experimental sobre animales hemos tenido la posibilidad
de analizar la expresion genética y el estado de la metilacion epigenética de diferentes

genes en gran cantidad de tejidos y bajo diferentes estimulos externos.

Ademas, posteriormente, hemos podido comparar estos resultados con la evolucién

ponderal de cada grupo, pudiendo relacionar una variable mas.

Con esto, no solamente hemos podido hacer un amplio anélisis del efecto de nuestras
diferentes intervenciones, sino que, con este disefio, se eliminan gran parte de los posibles
sesgos de confusion que supondria comparar los resultados de mediciones indirectas o

teniendo que prescindir de los resultados de algunos tejidos.

Por otra parte, es evidente que realizar este estudio sobre paciente humanos seria mucho
méas complejo y éticamente discutido dada la necesidad de realizar biopsias en multiples

organos que podrian comportar una comorbilidad asociada.

Limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenta principalmente dos limitaciones relevantes.

La primera es la falta de financiacion, que nos ha obligado a hacer una seleccién de los

tejidos y genes a analizar.

Evidentemente, esta seleccion se ha realizado basandonos en criterios cientificos y
pensando en obtener el maximo rendimiento posible. Es decir, los 6rganos y genes
analizados son ya conocidos en la literatura como partes relevantes en el control

metabdlico y estado inflamatorio.

Sin embargo, también es evidente que muchos otros genes y tejidos interesantes han

quedado excluidos



Discusion

Del mismo modo, a nivel epigenético solamente hemos podido estudiar determinadas
zonas relacionadas con los genes seleccionados, pudiendo existir falsos negativos al no

ser las zonas més relacionadas con el control transcripcional.

La segunda limitacion relevante es que, de los dos grupos sometidos inicialmente a
cirugia bariatrica, solamente uno, el del Sleeve Gastrico, ha llegado hasta el final del

proyecto con nimero de individuos suficiente como para ser analizado.

El grupo del Bypass, debido a la mala evolucidn de varias de las ratas, no ha podido ser

incluido en la comparativa final a pesar de ser uno de los grupos con mayor interés clinico.

Relevancia clinica

Los hallazgos descritos en este estudio a nivel de variacion ponderal son congruentes y
refuerzan la evidencia existente en la literatura, reforzando la necesidad de plantear
tratamientos para la obesidad multimodales, siendo el més efectivo la cirugia bariatrica.
Se constata, por tanto, la mayor efectividad de estas técnicas en relacion con la pérdida

ponderal en comparacion con las dietas.

Esto es importante a la hora de definir nuestra estrategia terapéutica ya que, parece
evidente, que una actitud mas agresiva de forma precoz nos va a proporcionar unas

ventajas que las otras alternativas de las que disponemos no.

En cambio, los resultados obtenidos a nivel de expresion y metilacion no nos permiten

establecer nuevas conclusiones relevantes a nivel terapéutico.

A pesar de que hemos encontrado algunas diferencias significativas en la expresion de
genes en varios tejidos y que, en ocasiones se han acompafado de cambios significativos
de metilacién, no en todos los casos son congruentes con lo que cabria esperar ni

disponemos de una explicacién clara de cual ha sido la causa.

Por ello, no nos sirven como posibles marcadores de efectividad de los diferentes
tratamientos ni aportan informacidé del porqué de los buenos resultados de la cirugia

bariatrica.
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En conclusion, nuestro estudio nos permite ampliar el conocimiento que disponemos del
metabolismo energético, la genética y la epigenética relacionada con la obesidad y sus

tratamientos.

Sin embargo, es evidente que esta linea de investigacion, tanto por nuestros resultados
como por los encontrados en otros proyectos descritos en la literatura, todavia se

encuentra en una fase temprana.

Por tanto, sera conveniente continuar con estudios que profundicen en otras posibles
relaciones a nivel genético/epigenético, asi como un analisis mas pormenorizado del
control de la expresién genética y la relevancia de los promotores y zonas reguladoras de

cada uno de los posibles genes implicados.
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Tras el analisis de la evolucion ponderal y su relacion con cambios de expresion y

cambios epigenéticos podemos concluir que:

1.- Ninguna de las intervenciones realizadas, independientemente de la evolucion
ponderal, ha generado cambios significativos en la metilacién ni en la expresion de genes

relacionados con el metabolismo o el estado inflamatorio en grasa subcutanea.

2.- El aumento de peso secundario a una dieta hipercaldrica provoca un aumento de la

expresion de leptina en grasa visceral que no se relaciona con cambios epigenéticos.

3.- El inicio de una dieta hipocaldrica en ratas obesas produce un aumento de TNFa en

musculo independiente del estado epigenético y de la variacidn ponderal.

4.- La agresion quirurgica promueve, tras una pérdida ponderal inicial significativa, un
aumento de la expresion de FASN en higado asociado a una disminucién de la metilacién

de este gen.

5.- La cirugia bariatrica resulta el tratamiento més efectivo para la obesidad, asociandose
a un aumento de expresion de MCP1 en higado también secundario a una disminucion en

el grado de metilacion de este gen.

6.- Ninguna de las intervenciones realizadas, independientemente de la evolucion
ponderal, ha generado cambios significativos en la metilacion ni en la expresion de genes

relacionados con el metabolismo o el estado inflamatorio en sangre.
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Teklad Custom Research Diet Data Sheet

TD.06414 Adjusted Calories Diet (60/Fat)

Formula g/Kg
Casein 265.0
L-Cystine 4.0
Maltodextrin 160.0
Sucrose 90.0
Lard 310.0
Soybean Qil 30.0
Cellulcse 65.5
Mineral Mix, AIN-93G-MX (94046) 48.0
Calcium Phosphate, dibasic 3.4
Vitamin Mix, AIN-93-VX (94047) 21.0
Choline Bitartrate 3.0
Blue Food Color 01
Footnote

Approx. 60% of total calories come from fat. Designed with similarities to
Research Diets, Inc. formula D12492. For the series TD 06414-TD 06416.
Approximate fatty acid profile (% of total fat). 37% saturated, 47%
monounsaturated, 16% polyunsaturated.

Selected Nutrient Information’

% by weight % kcal from
“Protein 235 184
Carbohydrate 273 213
Fat 343 60.3
Rcallg 51

'Values are calculated from ingredient analysis or manufacturer data
Tekiad Diets are designed & manufactured for research purposes only.
Speak With A Nutritionist

e (800) 483-5523

® askanutritionist@harlan.com

h.grlan'*

Harlan Laboratories - PO Box 44220 - Madison, WI 537444220
www_harlan.com

IHarian, Horian Laborgtories, Helping you do researth better,
and the Haran iogo are Tace—arks and Tade rames of Haram Laboratores, inc.
© 2006 Hanan Laboraones, Inc.
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Key Features

® Purified Diet
® Diet Induced Obesity
* High Fat

Key Planning Information

e Products are made fresh fo order
® Store product at 4°C or lower
® Use within 6 months (applicable to most diets)
o Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number

« Replace diet at minimum once per week

More frequent replacement may be adviced
& Lead time:

2 weeks non-irradiated

- 4 weeks irradiated

Product Specific Information

® 1/2" Pellet or Powder (free flowing)
® Minimum order 3 Kg
# |rradiation available upon request

Options (Fees Will Apply)

® Rush order (pending availability)

@ |rradiation (see Product Specific Information)
® ‘Yacuum packaging (1 and 2 Kg)

International Inquiry

-Outside U.S.A. or Canada -
® askanutritionist@harlan.com

Place Your Order (us.A & canaaa)

- Place Order - Obtain Pricing -
- Check Order Status -

® (800) 4835523

® (608) 2772066 facsimie

® tekladinfo@harlan.com

Helping you do research better

@)

= SG5

wnxm § |



TD.120686 Restricted Diet

Formula O’Ko
Caseln 362.0
DL-Metnionine 7.0
Dexirose, monohyarate 172.03
Com Starch 78.1
Maltodextrin 75.0
Celulose 83.6152
Com Oll 1225
Brewers Yeast 140
Vitamin Mix, Tekiad (40050) 175
Mineral Mix, AIN-75 (170315) 61.25
Calkclum Carbonate 525
Magnesium Oxige 175
Sodlum Fluonde 0.0039
Sodlum Molybdate, dinydrate 0.0009

Footnote

TD.120685 & TD.120688 are a pair of diets very similar to the par of diets
(TD.84145 & TD.94146) described in PNAS, 2001, 88(12):10630-10635. In that
paper, control diet was fed at 85 kcal'week per mouse and the restricted det 53
kcal'week per mouse.

Selected Nutrient Information'

L % by weight % keal from
Protein 320 352
Carbohydrate 318 342
Fat = 12.7 308
Kcalig 3.7

"Vaues are calculated from Ingraglent anaysis or manufacturer data
Teklad Diets are designed & manufactured for research purposes only
Speak With A Nutritionist

& (800) 483-5523

® askanutritionist@harian.com

Harian Laboratories - PO Sox 44220 - Madison, Wi 53744-4220
www_harian.oom

herlaw

Maten. Haten Abcmnted HeDIng fOu 50 Teaaeth eSer
A Ta AN 020 A% TRIMAEE 00 TR e of Hatan LaDomvtes. e
© 2008 Hetan Labemtaies e
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Key Features

® Purified Diet
® Diet for Caloric Restriction

Key Planning Information

* Progucts ars made fresh 10 order
® Store proguct at 4°C or lower
® Use within § months (appiicable 1o most diets)
o Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot numbder
e Repiace diet 3t minimum once per week
More frequent repiacement may be aovised

® L23d tme:

- 2 weeks non-irragiated

- 4 weeks Irradiated

Product Specific Information
 1/2" Pellet or Powder (free flowing)

® Minimum order 3 Kg
® Irradiation avalladle upon request

Options (Fees Will Apply)

* Rush orger (pending avalablilty)

o IMadiation (see Product Spaciic Informaton)
e Vacuum packaging (1 and 2 Kg)

International Inquiry
-QOutside U.S.A. or Canada -
® askanutritionist@harian.com

()

SGS

Place Your Order (usa s Cenete
- Check Order Status -
® (800) 483-5523
® (608) 277-2066 raczimse
® tskiadinfo@harian.com
Helping you do research better
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Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet

Product Description- 2014 is a fixed formula, non-autoclavable diet
manufactured with high quality ingredients and designed to promote
longevity and normal body weight in rodents. 2014 does not contain alfalfa
or soybean meal, thus minimizing the occurrence of natural
phytoestrogens. Typical isoflavone concentrations (daidzein + genistein
aglycone equivalents) range from non-detectable to 20 mg/kg. Exclusion of
alfalfa reduces chlorophyil, improving optical imaging clarity. Absence of
animal protein and fish meal minimizes the presence of nitrosamines.

Also available certified (2014C) and irradiated (2914). For autoclavable
diet, refer to 20148 (Sterilizable).

Ingredients (in descending order of inclusion)- Wheat middlings, ground
wheat, ground corn, corn gluten meal, calcium carbonate, soybean oil,
dicalcium phosphate, iodized salt, L-lysine, vitamin E acetate, DL-methionine,
magnesium oxide, choline chloride, manganous oxide, ferrous sulfate,
menadione sodium bisulfite complex (source of vitamin K activity), zinc oxide,
copper sulfate, niacin, calcium pantothenate, calcium iodate, pyridoxine
hydrochloride, riboflavin, thiamin mononitrate, vitamin A acetate, vitamin B,
supplement, folic acid, cobalt carbonate, biotin, vitamin D supplement.

Standard Product Form. Pellet

Vitamins
Crude Protein % 14.3 vitamin A = 1U/g 6.0
Fat (ether extract) * % 40 Vitamin D, * 9 Uig 06
Carbohydrate (available) b %o 48.0 Vitamin E 1U/kg 120
Crude Fiber % 4.1 Vitamin K; (menadione) mag/kg 20
Neutral Detergent Fiber % 18.0 Vitamin B, (thiamin) mg/kg 12
Ash %Yo 4.7 Vitamin Bx (riboflavin) mg/kg 6
Energy Densityd kcal/g (kJ/g) 2.9(12.1) Niacin (nicotinic acid) mg/kg 54
Calories from Protein Yo 20 Vitamin Bg (pyridoxine) mg/kg 10
Calories from Fat % 13 Pantothenic Acid mg/kg 17
Calories from Carbohydrate % 67 Vitamin By (cyanocobalamin) mag/kg 0.03
Biotin ma/kg 0.26

Calcium % 0.7 Folate mag/kg 2
Phosphorus %Yo 0.6 Choline mg/kg 1030

Non-Phyfate Phosphors %
Sodium % 0.1 C16:0 Palmitic % 05
Potassium % 0.6 C18:0 Stearic % 0.1
Chioride % 0.3 C18:1w9 Oleic % 07
Magnesium % 0.2 C18:2wé6 Linoleic Yo 20
Zinc mglkg 70 (C18:3w3 Linolenic Yo 01
Manganese mg/kg 100 Total Saturated % 0.6
Copper mg/kg 15 Total Monounsaturated % 07
lodine mg/kg 6 Total Polyunsaturated % 2.1
Selenium ma/kg 0.23 Cholesterol mg/kg -
Amino Acids
Aspartic Acid % 0.9
Glutamic Acid % 29
Alanine o 0.9 2 Ether extract is used to measure fat in pelleted diets, while an acid hydrolysis
Glycine % 07 method is required to recox_fer fatin e)_(truded diefs. Cqmpared to eih_er _

exftract, the fat value for acid hydrolysis will be approximately 1% point higher.

Threonine % 0.5
Proline o 12 “ Carbohydrate (available) is calculated by subtracting neutral detergent fiber
Serine [ 07 from total carbohydrates.
Leucine % 1.4 ° Neutral detergent fiber is an estimate of insoluble fiber, including cellulose,
Isoleucine % 06 hemicellulose, and lignin. Crude fiber methodology underestimates fotal fiber.
Valine % 07 @ Energy density is a calculated estimate of metabolizable energy based on the
Phenylalanine o 07 Atw?ni[., facc:t:bri ﬁ:{:ng 4 kcalig to protein, 9 keallg to fat, and 4 kcalig to
Tyrosine Yo 0.4
Methionine % 03 ¢ Indicates added it but does not it for confribution from other
Cystine % 03 ingredient
Lysine % 0.7 11U vitamin A = 0.3 pg retinol
Histidine % 0.4 91 |U vitamin D = 25 ng cholecalciferol
Arginine Yo 0.8 For nutrients not listed, insufficient data is available to quantify.
Tryptophan % 0.2 Nutrient data represent the best information available, calculated from

Teklad Diets are designed and manufactured
for research purposes only.

@ 2015 Envigo

Teklad Diets + Madison W1 + en

published values and direct analytical testing of raw materials and finished
product. Nutrient values may vary due to the natural variations in the
ingredients, analysis, and effects of processing.

om + tekladinfo@envigo.com + (800) 483-5523
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408 415 430 442 444 455 451
386 355 403 413 415 422 431
ETE) 320 404 410 415 425 433
326 336 343 30 353 355 360
328 334 341 345 354 362 367
400 408 418 430 432 441 454
406 416 423 435 445 4&0 455
358 411 440 443 453
434 454 486 458 sO7
453 318 GRS =11 579
438 450 4530 501 513
442 455 434 503 tla
424 433 4g0 458 a7
485 508 559 573 550
3 433 450 477 475 479
3 424 44 479 475 478
3 425 445 S0G 485 481
3 456 476 508 503 SO0
3 452 500 515 528 534 537 534
3 452 480 451 503 sO7 SO0 501
3 386 338 407 418 420 410 417
4 532 563 575 9 9 9 9
4 485 512 531 c47 540 515 t13
4 385 320 338 405 407 385 387
4 321 404 415 426 430 9 4&0
4 451 479 483 454 503 486 463
4 352 362 386 a2 g 363 332
4 450 455 471 480 492 SO0 453
5 435 447 452 480 453 406 357
5 452 473 421 03 435 415 404
5 412 430 445 453 4438 e 41
5 526 542 SRS 11 a2 4&0
5 357 403 416 415 4232 408 330
5 422 440 454 453 473 471 388
5 487 505 515 533 gL2 11 471
44 477 421 9 9
502 528 11 456 440
4g0 471 SO0 9 9
413 418 380 342
352 401 420 9
487 454 517 9
450 S04 52 9
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Cebadores utilizados para el estudio de la expresion genética

Genes de referencia

. Tamafio To de
GEN Secuencia del cebador a;gr?\lllfgn Hibridacion
rat PSMC4 FW AACTACCACTGACGCACTTC 146 6
rat PSMC4 RV CACACGGATAAATGCAGCTG
Gapdh gForward rat AACCCATCACCATCTTCCAG 203 6
Gapdh gReverse rat CCAGTAGACTCCACGACATAC

Genes a estudio

_ AGGATGACACCAAAACCCTC . N
TCTTGGACAAACTCAGAATGGG

FTO FW TCTGAGGAAAGAATGGCACG o N
FTO RV CAGAGGCATAGAAGGGTCATC

MCP-1/CCL2 FW TTAATGCCCCACTCACCTG - N
MCP-1/CCL2 RV CTCTTGAGCTTGGTGACAAATAC

IRSL FW ACGCTCCAGTGAGGATTTAAG | __ N
IRS1 RV AGGATTGCTGAGGTCATTTAGG

TNF alpha FW CTTCTGTCTACTGAACTTCGGG | N
TNF alpha RV CTACGGGCTTGTCACTCG

PPARG FW GGAGCCTAAGTTTGAGTTTGC - N
PPARG RV AGCAGGTTGTCTTGGATGTC

FAS FW CCGGTTTGGCAATTCTATTIGTG | N
FAS RV TTTCGGCAGTTCTCCAGATG

GHRL FW ATGCTCCCTTCGATGTTGG .

GHRL RV CAGTCCTGTCAGTGGTTACTTG

FASN (fatty acid synthase) FW | TTGATGGCTCACACACCTAC o N
FASN (fatty acid synthase) RV | CAGGCTCTTCAGTGGTAGCA

Tabla 24: Primers utilizados en la PCR de la expresion genética
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Cebadores utilizados para el estudio de la metilacion

GEN Cebadores H-irt;r. Argﬁhc
IRSL A extF GTTGGTGGGGTGTGGTTTA o | am
IRS1 A IRSL A extR CAACATCAATAAATAACAATCC
= IRSL_A IntF GGGAATTTGGGGTGATATTG o | 108
IRSL_A intR CCCTAACACCAACAAAACCC
IRSL B ext F ATTATGTAGTTGTAGAAGAGT | , | .o
RS1 B IRSL_B extR ACACCTCCCTCTACTC
. IRSL B intF GGTATTAGTTGTTTIGTTIAG | ., | ...
IRSL B intR CAAACCCAAAAATATACATAAA
rat FASN bis F GTTTTGGAGATTAGGATG
FASN rat FASN bis R AACTCTAAACAATCTATATC | 0 | 301
rat FASN bisF Seq | TAGGTAGGATAGGGAATATT
rat MCP1 bis F ATATTTGTGGTTATAGTTTAG
MCP1 rat MCP1 bis R ACCTCTATCTATATCTCTAC 53 | 303
rat MCPL bis F Seq TTGGAAATATTTAAGGGTT
A rat FAS bis F AGTGATATATAGGTATTTAA | | .o
rat FAS bis R ATAAAATAACTATCATCCAA
rat LEP_A bis F TATTAAAGGATAGTTTTTGTTT
Leptin A|  rat LEP_AbisR CCTCAAAAAAAAACTTCAAC | >4 | 308
rat LEP_AbisFSeq | TTAAAGTAGGTTTTTTATAG
Leptin g | LEP BbisF GTAATGAAGATTTTAATAGA | . | .
- rat LEP_B bis R AAATCTTATTACATATTTCAA
rat PPARg_A bis F GTGATAGTTAGGGTATTAGT
PPARg_ | ratPPARg A bisR CCCAAATCTCTTCTTCAAC 56 | 396
A rat PPA;%—A bis F GATTGTGAGGAGTAAGG
PPARy_| ratPPARg_BbhisF | GTGGAGTTATTTTAGGTTTTT 1 | a01
B rat PPARg_B bis R TAACCCCATTTTCCTCACA

Tabla 25: Primers utilizados en la PCR del estudio de la metilacién del epigenoma
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