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Introduccion

1. La obesidad como problema de salud

La obesidad constituye uno de los principales problemas de salud publica
mundial y tiene un enorme impacto socio-sanitario, debido a que favorece el
desarrollo de diversas enfermedades cronicas como la hipertension arterial, la diabetes
mellitus, la cardiopatia isquémica, la artrosis, el sindrome de hipoventilacion
obesidad, el sindrome de apneas e hipopneas del suefio y algunos tipos de canceres' .

El sobrepeso y la obesidad pueden definirse como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa debido a la interaccion entre factores genéticos, ambientales y
psicosociales’. El mejor indicador para definir estas condiciones es el indice de masa
corporal (IMC), que es un indicador simple de la relacion entre el peso y la talla y se
calcula al dividir el peso (medido en kilogramos) por la talla al cuadrado (expresada
en metros). El IMC proporciona asi la medida mas 1til del sobrepeso y la obesidad en
la poblacion, puesto que es valida para ambos sexos y para los adultos de todas las
edades. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido los puntos de
corte en adultos de 25 kg/m” para el sobrepeso y de 30 kg/m” para la obesidad y

recomienda la clasificacion por categorias de acuerdo al IMC que puede verse en la

Tabla 1%,
Tabla 1. Clasificacién del sobrepeso y la obesidad segin el IMC.
Clasificacion indice de masa corporal (kg/m2)
Bajo peso <185
Peso normal 18,5 -24,9
Sobrepeso 25-299
Obesidad >30
Obesidad grado I 30-349
Obesidad grado Il 35-39,9
Obesidad grado III 240

Los efectos perjudiciales de la obesidad actualmente estan bien reconocidos,

pero la obesidad no siempre ha tenido connotaciones negativas en relacion con la
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salud a lo largo de la historia. En algunas culturas, de hecho, la obesidad se ha
apreciado y reconocido como un sintoma de bienestar y de riqueza. En entornos en los
que solo los mas ricos podian ganar peso, el ser obeso era un indicador mas claro de
riqueza que las ropas lujosas o las joyas; la delgadez, en cambio, se identificaba con el
hambre, la enfermedad y la pobreza’.

En el afio 2008 la OMS estimé que 1400 millones de personas en el mundo
tenia sobrepeso y mas de 500 millones eran obesos’. Estas cifras se han elevado en los
ultimos afios, como lo demuestra el ultimo andlisis del Global Burden of Disease
Study 2013", donde se indica que 2100 millones de personas tienen en la actualidad
sobrepeso, lo que equivale a un incremento de la prevalencia combinada de sobrepeso
y obesidad desde 1980 a 2013 de un 27,5% para adultos y un 47,1% para nifios. Este
aumento en la proporcion de sobrepeso y obesidad fue similar en mujeres que en
hombres, con un prevalencia ligeramente aumentada en mujeres. Asi, la proporcion
de sobrepeso aumentd en hombres del 28,8% en 1980 al 36,9% en 2013 y, para las
mujeres, la proporcién se elevd del 29,8% al 38% durante el mismo periodo’. De
mantenerse esta tendencia, se prevé que en el 2030 la prevalencia de obesidad estara
entorno al 50% en Estados Unidos y al 40% en el Reino Unido®.

En Espafia, la Encuesta Nacional de Salud de 2011-2012 revela un incremento
de la prevalencia de obesidad cercano al 10% durante los ultimos 25 afios, pasando
del 7,4% en 1987 al 17% actual. De igual forma el sobrepeso se ha incrementado y
afecta al 53,7% de la poblacion espafiola’. En 2012, en el grupo de edad de 8 a 17
afios, la prevalencia de sobrepeso es del 26% y la de obesidad, del 12,6%, con lo que

.y 10
podemos afirmar que 4 de cada 10 jovenes sufren exceso de peso .
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Figura 1. Mapa Mundial de la obesidad en la poblacién mayor de 20 afios en 2008.
Fuente Observatorio Mundial de la Salud. Organizacion Mundial de la Salud.
http://gamapserver.who.int

2. Morbimortalidad asociada a la obesidad

Segun los informes de la OMS, el sobrepeso y la obesidad ocupan el quinto
lugar en la lista de factores de riesgo de mortalidad en el mundo y son responsables de
2,8 millones de muertes cada afio (el 5% del total mundial). Esta cifra solo es
superada por la hipertension arterial (13%), el consumo de tabaco (9%), la glucemia
alterada en ayunas (6%) y la inactividad fisica (6%)''. Estudios recientes han
demostrado la relacion entre un IMC elevado con un incremento en la mortalidad por

1216 "ademas de efectos negativos sobre la longevidad y la calidad de

todas las causas
vida y la reduccion de los afnos de vida sin discapacidad. Todos estos efectos
negativos se deben a que la obesidad incrementa el riesgo de desarrollar diversas
enfermedades, como la hipertension, la dislipemia, la resistencia a la insulina y la

diabetes mellitus, la esteatohepatitis no alcohoélica y diferentes tipos de cancer, entre

1
otras 7.
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2.1. Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular, entendida como la presencia de cardiopatia
isquémica, enfermedad cerebrovascular o arteriopatia periférica, tiene como uno de
sus factores de riesgo la obesidad y especialmente la obesidad abdominal'®'"®. En un
estudio de seguimiento a 15 afios realizado en Finlandia, se evidencié un incremento
del riesgo de enfermedad cardiovascular a partir de valores de IMC de 23 kg/m* para
los hombres y de 22 kg/m” para las mujeres®’. Este mayor riesgo se debe tanto al
incremento de la hipertension, la diabetes mellitus o la dislipemia en estos pacientes”',
como también a un efecto independiente de la obesidad sobre la enfermedad
cardiovascular. Este efecto directo de la obesidad ha sido demostrado por otros
estudios clasicos como la cohorte de Framinghan® y comunicado también en un
metanalisis reciente en el que se confirma que las personas obesas tienen un mayor
riesgo de muerte y problemas cardiovasculares a largo plazo, independientemente de

.. L, qe 23
otras condiciones metabodlicas™.

2.2. Hipertension arterial

La obesidad es reconocida como uno de los factores de riesgo mas importantes
para el desarrollo de hipertension arterial tanto en hombres como en mujeres y en
todos los grupos de edad”*. Asi, los pacientes obesos adultos presentan un
incremento del riesgo de hipertension de aproximadamente 2,5 veces en comparacion
con sujetos no obesos”’, mientras que los nifios con obesidad presentan un riesgo tres
veces mayor>?’. Los mecanismos implicados en el desarrollo de hipertension

asociada a la obesidad son complejos e incluyen la activacion del sistema renina

angiotensina aldosterona, la disfuncion endotelial, la sobre-estimulacion del sistema
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nervioso simpatico, la resistencia a la insulina, un aumento de la reabsorcion renal de
sodio, la expansion de volumen, la alteracion en la regulacion de la natriuresis y el
desarrollo de alteraciones estructurales en el rifion que finalmente conduciran a la
aparicion de insuficiencia renal crdénica y el consecuente aumento de la presion

. 128-33
arterial .

2.3. Dislipemia

La dislipemia también es mas frecuente en personas obesas que aquellas con
peso normal. En personas con IMC elevado, y especialmente en aquellos con
obesidad visceral, es frecuente la elevacion de triglicéridos, de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, del inglés low density lipoprotein) y el descenso de lipoproteinas de
alta densidad (HDL, del inglés high density lipoprotein). En concreto, el riesgo de
dislipemia aumenta a partir de un IMC de 30 kg/m”en los hombres y de 25 kg/m”en

. 19,21
las mujeres .

2.4. Diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la insulina

La diabetes tipo 2 se asocia fuertemente con la obesidad en todos los grupos
étnicos y cerca del 90% de las personas que desarrollan diabetes tipo 2 tienen un IMC
superior a 23 kg/m”. Es importante considerar también que el riesgo de diabetes tipo 2
aumenta progresiva y significativamente cuanto menor sea la edad a la que se eleve el
IMC y también con la duracién del exceso de peso y la obesidad®**. Ademas de estas
variables, la distribucion de la grasa corporal es otro factor importante en el desarrollo
de diabetes tipo 2, siendo el acumulo de grasa visceral uno de los factores de riesgo

: : . 3
independiente méas importantes para su desarrollo®’.
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La resistencia a la insulina, que consiste en una alteracion de la capacidad de
captar glucosa por los tejidos en respuesta a niveles normales de insulina®®, influye
directamente en el desarrollo de diabetes asociada a la obesidad. La resistencia a la
insulina se correlaciona directamente con el aumento de peso, como han demostrado
la encuesta de salud de EEUU NHANES 111 (del inglés National Health and Nutrtion
Examination Survey) y la cohorte del estudio Framinghan™*.

Finalmente, cabe mencionar que la obesidad es uno de los componentes
principales del sindrome metabolico, que puede definirse como la presencia en un
mismo individuo de una serie de factores de riesgo para diabetes y enfermedades
cardiovasculares. Aunque la definicion es variable y la existencia del propio sindrome

ha estado en discusion, entre estos factores se incluyen la obesidad abdominal, la

. . . . . . . g . . ., . 138
hiperglucemia o resistencia a la insulina, la dislipemia y la hipertension arterial”™”.

2.5. Esteatohepatitis no alcohdlica

La esteatosis hepatica no alcohdlica, causada entre otros factores por el acimulo
de lipidos en el higado, es reconocida a nivel mundial como la causa mas frecuente de
enfermedad hepatica y su prevalencia ha aumentando rdpidamente en los paises mas
desarrollados a consecuencia de la epidemia de la obesidad. La prevalencia de
esteatosis hepatica (NAFLD, del inglés non alcoholic fatty liver disease) y
esteatohepatitis no alcoholica (NASH, del inglés non alcoholic steatohepatitis) en los
pacientes con obesidad mérbida es del 90% y del 25%, respectivamente*'*. Al igual
que en otras comorbilidades de la obesidad, la NAFLD esta relacionada también con

. . . . , . , ,qe 4344
la resistencia a la insulina, el acimulo de grasa visceral y el sindrome metabdlico™™".
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2.6. Cancer

La obesidad es una de las principales causas prevenibles de céncer, siendo un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de cancer de mama, endometrio,
rifidn, colon, pancreas, vesicula biliar y esc')fago13 4547 Cerca de un 10% de todas las
muertes por cancer entre las personas no fumadores, estan relacionadas con la
obesidad" y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer de la OMS
estima que el sobrepeso y la inactividad fisica son responsables de un 25-30% de los
canceres de mama, colon, endometrio, rifién y es6fago®. El mecanismo biolégico que
explica la relacion de la obesidad con céncer no se conoce con exactitud y
probablemente sea diferente para cada tipo de cancer. Por ejemplo, los estudios
apuntan a que un incremento del reflujo gastroesofdgico, secundario al mayor

49,50

volumen abdominal, contribuye al céancer de esdéfago mientras que el

hiperinsulinismo y la obesidad abdominal desempefian un papel relevante en el
desarrollo del cancer de colon®’. El cancer de mama parece estar asociado con los
niveles elevados de estrogeno libre en las mujeres obesas posmenopdusicas, causados
por la conversion periférica de las hormonas sexuales mediado por la aromatasa en el
tejido adiposo, junto con una caida en las concentraciones de esteroides sexuales

51,52

unidos a globulinas plasmaticas’ **. Estos cambios probablemente también explican

53,54

la propensién a cancer de endometrio y podrian ser relevantes en la posible

557 Varios estudios

relacion entre el sobrepeso y el cancer de prostata
epidemioldgicos y clinicos han confirmado también la importancia de la obesidad
como un factor de riesgo independiente para el carcinoma hepatocelular>”*>. Asi, la

inflamacion hepética asociada a la esteatosis no alcohdlica resulta en una elevada

produccion de diversas citocinas y adipocinas implicadas en la carcinogénesis
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hepatica, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a, del inglés tumor necrosis

factor), la interleucina (IL)-6, IL-8, IL-17, IL-18, la leptina y la adiponectina60.

2.7. Efectos respiratorios

El sindrome de apnea e hipopnea obstructiva del suefio es el principal problema
respiratorio asociado a la obesidad y esta condicion es a su vez el primer factor de
riesgo para su desarrollo®. Dentro de la variedad de problemas respiratorios
asociados a la obesidad se incluyen ademads la disnea de esfuerzo, el sindrome de
hipoventilacion-obesidad, la enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), el

. . L 62-64
asma, la embolia pulmonar y la neumonia por aspiracion

. La ganancia de peso y
el aumento del IMC, especialmente en la obesidad de origen central, conlleva una
disminucién de la funcion respiratoria, reflejada en la espirometria con un descenso
en la capacidad vital forzada (FVC), el volumen espiratorio forzado en 1 segundo

(FEV1), la capacidad residual funcional y el volumen de reserva espiratoria®®®. D

e
igual forma se ha visto un aumento en la demanda muscular de oxigeno durante la

ventilacion que puede explicar la disnea de esfuerzo que presentas las personas

64
obesas™".

3. Impacto economico de la obesidad

El aumento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad conlleva un

incremento en los costes sanitarios, de importe similar o incluso superior a los costes
. . . . 8.6 yqe . ’

sanitarios asociados al tabaquismo®™®’. Un metanalisis reciente demostrd que la

obesidad representa entre un 0,7 a un 2,8% de los costes sanitarios de un pais, y que

10
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los gastos médicos de las personas obesas eran un 30% mas altos que los de las
personas con peso normal®,

Aunque resulta muy dificil obtener estimaciones precisas, el coste sanitario
extra que supuso la obesidad en Estados Unidos en el 2013 fue de 75000 millones de
dolares, lo que represento el 4-7% del gasto sanitario total®”’’. En nuestro entorno, la
estimacion de los costes sanitarios directos e indirectos atribuibles a la obesidad en los
paises miembros de la Union Europea para el ano 2002 fue de 33000 millones de
euros, de los cuales casi 2000 millones de euros correspondian al gasto sanitario en
Espaﬁa”.

Los resultados de un modelo de simulacion® que proyecta las consecuencias
econdmicas y sanitarias de la obesidad en las dos proximas décadas en Estados
Unidos y Reino Unido, muestran que en el afno 2030 habra 65 millones mas de
adultos obesos en Estados Unidos y 11 millones mas en el Reino Unido, con un
aumento consecuente, entre ambos paises, de entre 6 a 8,5 millones de casos
adicionales de diabetes, de 5,7 a 7,3 millones de casos de enfermedades
cardiovasculares y alrededor de medio millon de casos de cancer. Ello implicaria un
total de 26 a 55 millones de afios de vida perdidos. Segun este estudio, los costes
médicos asociados con el tratamiento de estas enfermedades prevenibles supondrian
entre 48000 y 66000 millones de dolares al afio en los Estados Unidos y 1900-2000

millones de libras al afio en el Reino Unido®.

4. Etiopatogenia de la obesidad

Tradicionalmente se ha considerado que la obesidad estaba causada por una
falta de control de la ingesta por parte de los pacientes, y se creia que eran ellos los

unicos responsables de su exceso de peso. Esta vision simplista y tradicional se ha

11
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superado y actualmente se acepta que la obesidad resulta de la interaccion de un
conjunto de factores ambientales y genéticos, capaces de actuar a través de
mediadores de la ingesta y del gasto energético’. Estos factores los podemos agrupar
en los siguientes bloques:

a) Inactividad fisica: es indudable que el sedentarismo reduce el gasto de
energia y promueve el aumento de peso. Los avances tecnoldgicos han favorecido un
cambio en la actividad fisica de las personas tanto a nivel laboral como recreativo, lo
que determina una marcada disminucion en la actividad fisica y convierte a la
sociedad occidental en una sociedad sedentaria. El analisis de los datos de la encuesta
NHANES entre 1960 a 2006, estim6 que el gasto energético ocupacional diario se
habia reducido unas 100 calorias en los ultimos 50 afios, con el consecuente aumento
en la media de peso corporal de hombres y mujeres’>. De hecho, estudios similares en
Europa demuestran que la epidemia de obesidad actual parece estar mas asociada con
la disminucién de la actividad fisica, que con el aumento de la ingesta’""".

b) Aumento de la ingesta: el incremento de la ingesta de alimentos, asi como el
aumento en la proporcion de hidratos de carbono refinados y de grasas en la dieta y el
consumo de bebidas azucaradas, determinan un gran incremento de la ingesta de
calorias contribuyendo a la elevada prevalencia de obesidad a nivel mundial””’®. De
igual forma, determinados cambios en los habitos alimentarios como el consumo
frecuente de comidas rapidas, el sindrome de alimentacion nocturna y la
concentracion de la ingesta caldrica en pocas comidas al dia, se han relacionado
también con la ganancia de peso y la obesidad””".

c) Factores genéticos: la contribucion genética en el peso corporal se ha

establecido a través de estudios de asociacion familiar, en gemelos y en nifios
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adoptados. Estos estudios encontraron estimaciones de heredabilidad, o proporcion de
la variacion fenotipica atribuible al genotipo, de un 40 a un 70% para la obesidad”.

Dentro de los factores genéticos especificos que influyen en la obesidad, hay
descritos trastornos monogénicos que se asocian con esta enfermedad, pero las formas
mas frecuentes de obesidad se atribuyen a interacciones de multiples genes con
factores ambientales y de conducta. De hecho, la obesidad es un arquetipo de modelo
poligénico de enfermedad en el que la susceptibilidad a la misma se debe a diversos
factores genéticos que interaccionan entre si y con factores ambientales que
determinan la expresion fenotipica’. Los estudios recientes de asociacion genética han
encontrado mas de 50 loci que se asocian de forma significativa, pero con una
susceptibilidad débil a la obesidad. De esta forma, la importancia en la identificacion
de estos loci, radica también en su contribucion al esclarecimiento de nuevas vias
fisiopatologicas relacionadas a la obesidad, que a su vez podria conducir a identificar
dianas terapéuticas y mejorar el tratamiento de esta enfermedad (Figura 2)*°. Entre los
multiples genes que se han asociado con la obesidad, los mas relevantes son aquellos
que codifican la leptina®', el receptor de leptina®™, el receptor cannabinoide de tipo 1
(CNR1, del inglés cannabinoid receptor 1)*, el receptor D2 de dopamina (DRD2, del
inglés dopamine receptor D2), el gen FTO (del inglés fat mass and obesity
associated)*™™, el receptor 4 de la melanocortina (MC4R, del inglés melanocortin 4
receptor)*® o el gen del receptor activador de proliferacion de peroxisomas (PPAR,
del inglés peroxisome proliferator-activated receptor) gamma®’,

d) Otros factores: un gran nimero de medicamentos puede producir ganancia de
peso, dentro de los cuales destacan los antipsicoticos, los antidepresivos, algunos
anticonvulsivantes, hipoglicemiantes, algunos tratamientos hormonales, los

88,89

betabloqueantes y los glucocorticoides Asimismo, diferentes trastornos
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neuroendocrinos como el hipotiroidismo, el sindrome de Cushing y el sindrome

. .. . . 90-92
de ovario poliquistico, se pueden relacionar con la obesidad™ "~.

near VEGFA IMC

TBX15 |
0,

RSPO3 near GRB14 % grasa corpora

DNM3

near NFE2L3 ZNRF3 Cintura

near ITPR2-SSPN  near HOXC13 Ind1ce cintura/pelvis

near ADAMTS9 CPEB4 Obesidad

0000

near LY86
NISCH ear PTER

near FAIM2

near LYPLAL1 /

near GPRC5B

CADM2 near LRP1B

MAP2K5

near GNPDA2 MTIF3

near KCTD15 near SEC16B

TNNI3K
near TMEM18

near RPL27A near NEGR1 nesaLETV5 near RBJ
MTCH2

near PRKD1 SH2B1

BDNF

near FANCL SLC39A8,

near FLJ35779 near TMEM160
near ZNF608 LRRN6C QPCTL

Figura 2. Loci genéticos determinantes de la susceptibilidad a la obesidad comiin.

En la figura aparecen 52 loci descritos en los estudios de asociacion genética. Dentro de los
rasgos fenotipicos asociados se encuentra el IMC, el porcentaje de grasa corporal, la
circunferencia de la cintura, la relaciéon de la cintura/pelvis y el inicio temprano de la
obesidad. Modificado de Loos®

5. Tratamiento de la obesidad

La pérdida de peso en los pacientes con sobrepeso y obesidad, produce
multiples beneficios como son la disminucioén de la presion arterial, de las citocinas
inflamatorias circulantes, de los niveles de glucosa en ayunas y de los triglicéridos y
un aumento del colesterol HDL”. Todos los pacientes con sobrepeso y obesidad se
benefician, por tanto, de una intervencion terapéutica para la reduccion de peso, con
el objetivo de mejorar o eliminar las comorbilidades asociadas y disminuir el impacto

. . , q- . 4
de las futuras complicaciones médicas relacionadas con el exceso de peso’. En este

14



Introduccion

sentido, las opciones terapéuticas disponibles para lograr el objetivo de reduccion de
peso son multiples y van desde los cambios en estilo de vida hasta el tratamiento

quirdrgico.

5.1. Modificaciones del estilo de vida

El manejo inicial del paciente con sobrepeso requiere de una intervencion en los
habitos del paciente con una combinacioén de dieta, ejercicio y modificaciones de la
conducta. Esta combinacién debe generar un balance negativo entre la ingesta y el
gasto energético, a partir de una valoracion individualizada que permita ajustar la
dieta y la actividad fisica en funcion de las necesidades y posibilidades de cada
paciente.

Las opciones dietéticas son multiples e incluyen dietas cuya ingesta calorica es
muy baja (< 800 kcal/ dia), baja (800 a 1500 kcal/dia) o moderada (alrededor de 500
kcal/dia menos de la ingesta diaria tipica). La restriccién energética de 500 a 1000
kcal/dia respecto a la dieta habitual se traduce en una pérdida ponderal de 0,5-1
kg/semana, lo que representa habitualmente un promedio de pérdida de peso de un 8-
10% sobre el valor inicial en 6 meses. El tratamiento dietético deberd mantenerse de
por vida para lograr y mantener una reduccion ponderal a largo plazo™”.

El aumento de la actividad fisica por si solo y sin disminuir la ingesta calorica,
produce una modesta reduccion de peso, pero asociado a una restriccion caldrica no
solo favorece una mayor reduccion de peso, sino que también induce un cambio en la

ey, 96
composicion corporal con un aumento de la masa magra respecto a la masa grasa™ .
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5.2. Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacologico puede ser considerado en aquellos pacientes con

un IMC > 30 kg/m” o en aquellos pacientes con IMC entre 27 a 29,9 kg/m’ y

comorbilidades asociadas. No debe utilizarse como un tratamiento aislado, sino de

forma complementaria al tratamiento basico de plan de alimentacion, actividad fisica

y cambios en el estilo de vida. Dentro de los farmacos que han demostrado beneficio

en el tratamiento de la obesidad se encuentran:

o Orlistat: Es un inhibidor de las lipasas gastrica y pancreatica e impide la hidrolisis
de los triglicéridos que provienen de la dieta, reduciendo en un 30% su absorcion,
lo que contribuye a desarrollar un balance caldrico negativo. Su eficacia ha sido
demostrada en diferentes ensayos clinicos y metanalisis, en los que también se ha
observado que orlistat induce mejorias en la presion arterial y en el perfil lipidico
en pacientes obesos’ .

o Lorcaserin: Es un agonista selectivo de los receptores 2C de la serotonina, que
reduce el apetito y con ello disminuye el peso en torno al 5%'*”. Ademas de la
pérdida de peso, lorcaserin tiene efectos beneficios sobre factores de riesgo
vascular y de diabetes, reduciendo la presion arterial, la frecuencia cardiaca, el
colesterol total y LDL, la glucosa en ayunas, los niveles de insulina y marcadores
inflamatorios como la proteina C reactiva y el fibrindgeno'*"'%*.

o Drogas simpaticomiméticas: estimulan la liberacion de la noradrenalina e inhiben
su recaptacion en las terminales nerviosas. Producen una disminucién en la
ingesta de alimentos al causar una sensacion de saciedad temprana. Dentro de este
grupo de farmacos se encuentran disponibles en el mercado cuatro farmacos que

son la fentermina, dietilpropion, benzfetamina y fendimetrazina. Actualmente solo

estan aprobados como tratamiento a corto plazo (hasta 12 semanas)'”’ y existe
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también evidencia de una mayor reducciébn de peso cuando se combina un
simpaticomimético con un anticonvulsivante, como es el caso de la combinacion
de fentermina con topiramato. Esta combinacion ha demostrado reducciones de
peso que oscilan entre el 5 al 10%, que se acompaian también de efectos
beneficiosos en los factores de riesgo cardiovascular similar a los descritos con
orlistat y lorcaserin'®*'%.

o Otros: ademds de los medicamentos mencionados, existe diferentes grupos de
medicamentos que han demostrado reducciones significativas de peso en
pacientes obesos, como los son la metformina'”’, el liraglutide y la exenatide, que
son analogos del péptido similar al glucagon-1 (GLP-1, del inglés Glucagon-like

108

peptide-1)" y el pramlintide, que es un andlogo sintético de la amilina

109,110
humana " .

5.3. Tratamiento quirurgico

La cirugia bariatrica, entendida como los procedimientos quirturgicos destinados
a reducir el peso corporal, es un tratamiento eficaz a largo plazo respecto a otras
medidas convencionales en el tratamiento de la obesidad morbida, tanto en la
reduccion de peso, como de las comorbilidades asociadas a la obesidad''"''>. La
reduccion de peso lograda varia en relacion a la técnica quirargica empleada, con
porcentajes de pérdida de peso, que oscilan entre un 50 y un 80% a los dos afios'*''°,
Existe unanimidad en que las indicaciones deben quedar limitadas a sujetos con IMC
> 40 kg/m* o IMC > 35 kg/m” en presencia de comorbilidades mayores (como la

diabetes tipo 2, la apnea del suefio, la esteatohepatitis alcohdlica o el reflujo

gastroesofagico grave, entre otras), y también que es preciso asumir ciertos requisitos
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de estabilidad psicoldgica y compromisos para el seguimiento por parte del paciente

para garantizar un éxito a largo plazo (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de seleccién de pacientes con obesidad mérbida candidatos a
cirugia baridtrica®.

Edad 18 - 60 afios.

IMC =z 40 kg/m2 o IMC = 35 kg/m2 con comorbilidades mayores asociadas,
susceptibles de mejora tras la pérdida de ponderal.

Tiempo de evolucién de la obesidad mérbida mayor a 5 afios.

Fracasos continuados tras tratamientos convencionales supervisados.

Ausencia de trastornos endocrinos como causa de la obesidad mérbida.

Estabilidad psicolégica: a) ausencia de abuso de alcohol o drogas y b) ausencia de
alteraciones psiquidtricas mayores (depresién mayor, esquizofrenia, psicosis),
retraso mental, trastornos del comportamiento alimentario (bulimia nerviosa).
Capacidad para comprender los mecanismos por los que se pierde peso con la
cirugia y entender que no siempre se alcanzan buenos resultados.

Comprender que el objetivo de la cirugia no es alcanzar el peso ideal.

Compromiso de adhesién a las normas de seguimiento tras la cirugia.
Consentimiento informado después de haber recibido toda la informacién
necesaria (oral y escrita).

Las mujeres en edad fértil deberian evitar la gestaciéon al menos durante el primer
afio post cirugia.

Los procedimientos quirargicos utilizados pueden dividirse en tres grupos'':
A. Restrictivos (limitan la capacidad géstrica)
* Gastroplastia vertical en banda
* Banda gastrica ajustable
* QGastrectomia tubular
B. Malabsortivos (derivan parte del intestino delgado, dificultando la digestion
y absorcion de los alimentos)
C. Mixtos (incluyen ambos componentes)
* Bypass gastrico en Y de Roux, preferentemente restrictivo
* Derivacion biliopancreatica y sus variantes, como el cruce duodenal,

preferentemente malabsortivos
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Actualmente, el abordaje de eleccion es la laparoscopia, al haber demostrado
una menor estancia hospitalaria, una recuperacion mas rapida y una menor incidencia
de complicaciones respecto a la cirugia abierta, con resultados semejantes en pérdida
de peso, calidad de vida y resolucién de las comorbilidades.

Las complicaciones quirurgicas mas frecuentes e inherentes a la propia cirugia
bariatrica incluyen la dehiscencia de suturas, tlcera marginal, comunicacion
gastrogastrica, estenosis de la anastomosis gastroyeyunal o eventracion (25-50%) en
cirugias abiertas. Entre las complicaciones médicas se encuentran la aparicion de
vomitos o diarreas, el sindrome de vaciamiento géstrico acelerado (dumping) y
aquellas relacionadas con la malabsorcion de proteinas y vitaminas. Por ello, el
seguimiento de las pautas alimentarias prescritas y la suplementacion diaria de
complejos de vitaminas y minerales (en especial hierro, calcio y vitaminas B12 y D)
deben formar parte de la educacion nutricional necesaria tras la cirugia y tenerse en

s e 116,118
cuenta en el seguimiento .

6. Papel de los receptores activadores de proliferacion de peroxisomas

(PPAR)-y en la obesidad

Los PPAR-y son factores de transcripcion activados por ligando que pertenecen

119-121

a la superfamilia de receptores nucleares hormonales , de los que se han

identificado tres isotipos principales: PPAR-0, PPAR-B/5 y PPAR-y'*. El gen del

PPAR-y esta localizado en la region 3p25'*

con dos isoformas principales especificas
(PPAR-yl y PPAR-y2) como resultado de procesamiento alternativo del ARN
mensajero (ARNm). Estos receptores estdn implicados en la regulacion del

metabolismo de lipidos e hidratos de carbono, la diferenciacion celular y el control de

la inflamacion'?', a través de la trans-activacion y trans-represién de multiples
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genes'**. Su expresion es variable en los diferentes tejidos celulares (Tabla 3). Asi, el
PPAR-a se expresa sobre todo en tejido adiposo, el higado, el musculo, el rifién y el
corazdn; PPAR-B se expresa de forma mas ubicua, con niveles comparativamente
mayores en musculo esquelético, cardiaco y en tejido nervioso (particularmente en
cerebelo); y el PPAR-y se expresa de forma predominante en el intestino, el tejido

. . ’ 124-126
adiposo y en menor medida en el higado .

6.1. Estructura y mecanismo de accion del PPAR-y

Los tres isotipos de los receptores PPAR se componen de cinco dominios
diferentes: a) un dominio N-terminal A/B o dominio de funcién activacion 1 (AF1,
del inglés activation function 1) implicado en la trans-activacion independiente de
ligando, y que en otros casos pueden regular la union al ADN; b) un dominio de unién
al ADN con dos dedos de zinc, responsable de la mitad del reconocimiento de
especificidad de genes diana; c) una region bisagra; d) un dominio de unién al ligando
carboxi-terminal, y €) un dominio de trans-activacion o de funcion activacion 2 (AF2,

. , . . . 120,121,12
del inglés activation function 2)"%'*"127,

Tabla 3. Propiedades de las isoformas de PPAR.

PPAR- o/ PPAR-7 PPAR-R/ &
Principales Higado y musculo | Tejido adiposo Ubicuo
tejidos donde | esquelético
se expresa
Ligandos Acidos grasos Acidos grasos Acidos grasos
naturales Leucotrieno B4 Acido araquidénico
Acido Acido
hidroxieicosatetraendico-8 | hidroxieicosatetraenoico
15
Prostanglandina ]2
Ligandos Fenofibrato Tiazolidinedionas GW501516
sintéticos Gemfibrozilo
Principales Metabolismo lipidico Homeostasis de la glucosa | Metabolismo
funciones Almacenamiento de lipidos | lipidico
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Diferenciacién y | Curacién de
maduracion de adipocitos | heridas

Modificado de Wilding et al."”™ y Grygiel-Gornia et al.'*’.
La regulacion transcripcional de los PPAR, incluyendo el PPAR-y, requiere la

heterodimerizacion con el receptor retinoide X (RXR, del inglés retinoid X receptor),

120 Este heterodimero

que pertenece a la misma superfamilia de receptores nucleares
PPAR/RXR se une a los elementos de respuesta de proliferacion del peroxisoma
(PPRE, del inglés peroxisome proliferator response element, Figura 3) de los genes

diana del complejo PPAR/RXR. Estos PPRE suelen estan presentes en una o

multiples copias en la region promotora de un gran nimero de genes diana implicados

130-133

1 . 12 . . .
en multiples funciones celulares'”’, con una amplia variedad de funciones

Figura 3. Estructura general del complejo de PPARy-RXR-a con PPRE.

Las figuras a y b son vistas ortogonales en las que se muestra el RXR-a de color azul, el
PPAR-y de color rojo y el ADN con la region PPRE de color amarillo. Se muestran ademas
otros ligandos de PPAR-y y péptidos coactivadores (p. €j., la rosiglitazona en verde). RXR:
del inglés retinoid X receptor. PPAR: del inglés peroxisome proliferator-activated receptor.
PPRE: del inglés peroxisome proliferator response element. Modificado de Chandra ef al."**.

El control de la transcripcion del heterodimero PPAR/RXR requiere de la
interaccion con moléculas correguladoras complejas, que pueden actuar incrementado
121135136 po

(coactivadores) o inhibiendo (correpresores) la expresion del gen diana

este contexto, diversos estudios han identificado una serie de ligandos enddgenos para
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PPAR tales como los acidos grasos insaturados, las LDL oxidadas, las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low density lipoproteins) y los

B7.138 - Ademas de los

metabolitos derivados del 4cido linoleico y araquidonico
ligandos endogenos, se han sintetizado numerosos compuestos que actuan como
agonistas PPAR-y, entre las que destacan las tiazolidinedionas (TZD) o glitazonas.
Estos farmacos son los primeros agonistas de los PPAR-y desarrollados y se han
usado para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2'.

Adicionalmente a la regulacion del complejo PPAR/RXR por ligandos
especificos, la actividad como factor de transcripcion del PPAR-y también puede
verse alterada por modificaciones post-traduccionales como la sumoilacion, la

140-142

ubiquitinacion, la acetilacion y la fosforilacion (resumidas en la Tabla 4) o por

. . . 143-145
otros mecanismos como los asociados a micro-ARN .

Tabla 4. Modificaciones post-traduccionales del PPAR-y.

Modificacion de Funci6n
PPAR-y
Fosforilacion Disminucidn de la actividad transcripcional del
PPAR-y.
Sumoilacién Disminucién de la actividad transcripcional.
Ubiquitinacion Aumenta la degradacién del PPAR-y por lo que
reduce la expresion de proteinas.
0-Gluco- Inhibe la actividad transcripcional del PPAR-y
acetilacion independiente de ligando

Modificado de Floyd et al."*.

Fosforilacion del PPAR-y: se ha demostrado que PPAR-y es fosforilado por
varios miembros de la familia de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK,
del inglés mitogen activated protein kinase), incluyendo p38-MAPK, la quinasa Jun
N-terminal (JNK, del inglés jun N terminal kinase), y la proteina quinasa extracelular
147148 [ o

regulada por sefial (ERK, del inglés extracelular signal regulated kinase)

fosforilacion se hace en el dominio AF1 del PPAR-y y reduce la afinidad de union del
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PPAR-y al ligando, lo que determina una regulacion negativa de la funcion del PPAR-

vy por lo tanto una inhibicion de la adipogénesis'**'*.

Ubiquitinacion of PPAR-y: la ubiquitinaciéon es la uniéon de una molécula
cualquiera con ubiquitina, produciéndose una unién covalente entre la glicina del
extremo carboxi-terminal de la proteina ubiquitina y el nitrégeno épsilon de una lisina
de la proteina ubiquitinada. La importancia de esta via es que, aunque el PPAR-y
tienen una vida media corta en el adipocito'>, su tasa de recambio esta regulada por

154,155

el sistema ubiquitina-proteosoma y la ubiquitinacion del PPAR-y regula asi una

parte importante de la actividad del PPAR-y en el tejido adiposo'*'®.

Sumeilacién: la sumoilacion es un tipo de modificacion post-traduccional
producida por pequenas proteinas relacionadas con la ubiquitina conocidas como
SUMO (del inglés small ubiquitin related modifier) '*°. Las proteinas SUMO se unen
de forma covalente a las proteinas diana por medio de receptores especificos de lisina
y se ha descrito que PPAR-y es modificado por sumoilacion principalmente en dos
sitios funcionales que son, la lisina 107 de la region AF1 (lisina 77 en PPAR-y1) y la
lisina 365 de la regién AF2 (lisina 365 en PPAR-y1)'**"°*1% Estas modificaciones
inducen una regulaciéon negativa de la actividad transcripcional del PPAR-y, que

. . s ey . r - 156,160-162
puede verse reflejada en una inhibicién de la adipogénesis ™ .

O-Gluco-acetilacion del PPAR-y: La O-Gluco-acetilacion es la adicion
postrasduccional de N-acetil glucosamina a residuos especificos de serina y treonina
de proteinas nucleolares y citoplasmaticas, mediante una unioén B-O-glucosidica. Esta

modificacién post-traduccional influye en la funcidon proteica modificando la
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interacciones entre proteinas, alterando su estabilidad, y generando un cambio de
actividad'®. Un estudio reciente de analisis de espectrometria de masas y de
mutaciones realizado in vitro en cultivos de adipocitos, reveld que la treonina 54 del
dominio AF-1 N-terminal del PPAR-y1 y la treonina 84 PPAR-y2 son los principales
sitios de O-Gluco-acetilacion. Este estudio también evidencié que la O-Gluco-

acetilacion del PPAR-y reduce su actividad transcripcional'**.

6.2.  Funciones fisiologicas del PPAR-y

El PPAR-y es un actor fundamental en la diferenciacion del tejido adiposo, el
almacenamiento de los acidos grasos y el metabolismo de la glucosa, y también
participa en una gran variedad de funciones especificas en diferentes tejidos (Figura
4). Aunque no hay diferencias funcionales entre las dos isoformas principales del
PPAR-y, si la hay en sus patrones de expresion. Asi, el PPAR-yl se expresa en
multiples tejidos y tipos celulares, incluidos el tejido adiposo, el misculo esquelético,
el higado, las células B del pancreas, los macrofagos, el colon, el hueso y la

placenta'®>'%

. En cambio, el PPAR-y2 en condiciones fisioldgicas solo se expresa en
el tejido adiposo, aunque en condiciones de sobre-nutricion u obesidad se expresa en

el higado y el musculo esquelético'®. Los aspectos funcionales del PPAR-y mas

relevantes para este trabajo de investigacion son los siguientes.
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Pancreas
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1 Gluconeogenesis
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&~ 1 Metabolismo lipidico
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T Retencié'n dg qu'u‘idos y sodio | Osteoblastogenesis
| Nefropatia diabética 1 Osteoclastogenesis

Efectos secundarios

Figura 4. Efectos conocidos de la activacion del PPAR-y.
Los efectos fisiologicos de la activacion del PPAR-y probablemente beneficiosos se muestran
con flechas verdes y los potencialmente adversos en rojo. Modificado de Ahmadian et al.'”’

- Diferenciacion de adipocitos y metabolismo lipidico: en el tejido adiposo, el
PPAR-y desempefia un papel central en el proceso de diferenciacion de los adipocitos
y estudios en ratones han demostrado que la deficiencia del PPAR-y se relaciona con

. . .y . . 168,169
una disminucién en la masa de tejido adiposo "

. Este efecto sobre la adipogénesis
se produce a través de la regulacion de la expresion de genes especificos de los
adipocitos, tales como el gen de la lipasa lipoproteica, el CD36, la proteina de union a
los adipocitos aP2 (del inglés fatty acid binding protein 2), la proteina de transporte
de acidos grasos FATP-1 (del inglés fatty acid transport protein), la acetil-CoA
sintetasa o la  fosfoenol-piruvato-carboxi-quinasa ~PEPCK  (del inglés,
phosphoenolpyruvate carboxykinase); también modifica la expresion de genes
relacionados con el metabolismo lipidico como los de la adiponectina, la leptina, la
resistina, y el receptor de LDL oxidadas 1, favoreciendo la captacion de acidos grasos

: : 133,167,170-1 e . . . , .
circulantes (Figura 5)"*'°7"7"177 Ademas de su importancia en la adipogénesis, el

PPAR-y actta en la regulacion del metabolismo lipidico al controlar la funcion de los
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adipocitos maduros, como se demostr6 en estudios en ratones en los que la ablacion

selectiva del PPAR-y en adipocitos maduros reducia la viabilidad de estos y

178,179

provocaba lipodistrofia

= v > 4 &J
R S0 /';“ > s < v 9
h C— Metabolismo Homeostasis de
Adipogénesis lipidico la glucosa
AC/EBPa ANaP2 APEPCK AGlut4
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Figura 5. Roles del PPAR-y en el tejido adiposo.

Las dietas ricas en grasa, los ligandos del PPAR-y o las TZD (1) activan el heterodimero
funcional PPAR-RXR (2) para mantener la homeostasis metabdlica a través de la regulacion
directa de los genes que albergan los PPRE implicados en la diferenciacion de los adipocitos,
el metabolismo de los lipidos y la homeostasis de la glucosa. PPAR: del inglés peroxisome
proliferator-activated receptor. TZD: tiazolidinedionas; RXR: del inglés retinoid X receptor;
PPRE, del inglés peroxisome proliferator response element;, C/EBPa: del inglés
CCAAT/enhancer-binding protein a; STAT: del inglés signal transducer and activator of
transcription; aP2: del inglés fatty acid binding protein 2; ACBP: del inglés acyl-CoA—
binding protein; LPL: del inglés lipoprotein lipase; CD36: del inglés cluster of differentiation
36; PEPCK: del inglés phosphoenolpyruvate carboxykinase; ACS: del inglés acyl-CoA
synthetase; GyK: del inglés glycerol kinase; Glutd: del inglés glucose transporter 4; PI13K:
del inglés phosphoinositide 3 kinase; CAP: del inglés, c-Cbl-associated protein; IRS: del
inglés insulin receptor substrate. Modificada de Ahmadian er al.'"’.

- Sensibilidad a la insulina: PPAR-y estd involucrado también en el
metabolismo de la glucosa, favoreciendo la sensibilidad a la insulina en diversos
tejidos (tejido adiposo, hepatico o muscular) por lo que representa un punto de union
entre el metabolismo de los lipidos y de los hidratos de carbono. Este efecto sobre la
sensibilidad a la insulina ha sido utilizado para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2, mediante el uso de agonistas del PPAR-y como las glitazonas. Los principales
mecanismos por los que se produce este efecto son: 1) la retencion de acidos grasos

en el tejido adiposo a través de la activacion de las proteinas FATP-1, PEPCK o

26



Introduccion

glicerol quinasa; 2) la regulacion en los adipocitos de la expresion de hormonas y
citocinas reguladoras, al aumentar la expresion de adiponectina y reducir la
produccion de leptina, cortisol, resistina, TNF-a, IL-6 y del inhibidor del activador del
plasmindgeno-1 (PAI-1, del inglés plasminogen activator inhibitor); y, 3) un
incremento del metabolismo de la glucosa en los adipocitos por induccién de la
proteina CAP (del inglés, c-Chl-associated protein) y el transportador de glucosa

GLUT4 (del inglés glucose transporter 4)'°-'%181,

- Inflamacion: adicionalmente PPAR-y juega un papel importante en la
regulacion de la respuesta inflamatoria, mediante la activacion de genes anti-
inflamatorios y la inhibicion de factores de transcripcion pro-inflamatorios tales como
el factor nuclear kappa B (NF-kB, del inglés nuclear factor kappa B), mediante la
trans-represion dependiente de ligando. Otros genes pro-inflamatorios inhibidos por la
trans-represion mediada por PPAR-y son la proteina activadora-1 (AP-1), los
transductores de sefal y activadores de la transcripcion-1 (STAT-1, del inglés signal
transducer and activator of transcription 1), y el factor nuclear de células T activadas
(NFAT, del inglés nuclear factor of activated T-cells)'®*. En este sentido, el PPAR-y
es capaz de ejercer, por ejemplo, un efecto inhibidor de las respuestas pro-
inflamatorias mediadas por macrofagos reduciendo la produccion de citocinas como
el TNF-q, IL-1p, IL-6, ¢ IL-12'*>'"_ El PPAR-y también reprime la produccion de
6xido nitrico (NO) a través de la inhibicion de la expresion de la sintetasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS, del inglés inducible nitric oxide synthase) e inhibe el
reclutamiento de macréfagos en los sitios de inflamacion a través de la represion de la

transcripcion de la proteina quimiotictica de monocitos-1 (MCP-1, del inglés
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monocytechemotactic protein-1) y de su receptor, asi como del receptor de

quimiocinas 2 (CCR2, del inglés chemokine receptor 2)'**'.

- Otros: ademés de estas principales acciones del PPAR-y, destacan otros
efectos en el cerebro, el rifidon o el corazén (Figura 4). En el sistema nervioso central,
el PPAR-y tiene un papel neuroprotector, anti-inflamatorio y favorece un incremento

185,186

en la ingesta de alimentos . En el rifién, induce un aumento en la reabsorcion de

187,188

sodio y agua, favoreciendo la retencion de liquidos y el edema . En el corazdn, el

PPAR-y contribuye a la hipertrofia cardiaca, el acumulo de lipidos y glucogeno y la

189,190
1 P

disfuncién mitocondria . En el péncreas, se expresa en las células B, donde

activa la expresion de genes clave implicados en la secrecion de insulina estimulada

por glucosa'®”"!,

6.3. Papel fisiopatologico del PPAR-y en la obesidad

La importancia del PPAR-y en el metabolismo, tanto de los hidratos de carbono
como de los lipidos, ha motivado un gran interés en las acciones que desempena este
receptor en el desarrollo de la obesidad. El papel del PPAR-y en la fisiopatologia de
esta enfermedad parece evidente dadas las funciones fisiologicas descritas en

. ’ 165,192
diferentes oOrganos

y se refuerza por multiples hallazgos en estudios
experimentales.

En primer lugar, el efecto global del PPAR-y sobre la obesidad esta apoyado
tanto por el efecto de las glitazonas en humanos sobre el peso, el metabolismo lipidico
e hidrocarbonado'”’ como por el rol descrito para el polimorfismo Prol2Ala

(rs1801282) del gen del PPAR-y (PPARG) en la obesidad. Este polimorfismo tiene

. .y y . 193
una frecuencia del alelo menor en poblacion caucésica de 0,12 y corresponde a una
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mutacién con cambio de sentido en el exéon B del codéon 12 del PPAR-y2. Esta
mutacion sustituye una citosina por guanina, que resulta en la conversion de alanina
por prolina en la cadena de aminoacidos, provocando una menor afinidad en la uniéon
de este receptor al ADN vy, por tanto, una alteracioén en la transcripcion de los genes

. 194,195
diana ™

. Un gran nimero de estudios genéticos de asociacion han sugerido que la
posesion del alelo Alal2 se asocia con un incremento del tejido adiposo y con un
mayor riesgo de obesidad'” y un reciente metanalisis realizado en poblacién
caucésica y asiatica, en el que se incluyeron 49092 sujetos, concluyd que los sujetos
que poseian este alelo Alal2 (genotipo Pro/Ala o Ala/Ala) presentaban un IMC
mayor que los sujetos con genotipo Pro/Pro'°.

Sin embargo, y pese al gran numero de estudios realizados, no estan claramente
establecidos ni el efecto especifico de la activacion del PPAR-y en los diferentes
organos y tejidos ni su relacion con la sensibilidad a la insulina y la obesidad. Asi, el
uso de agonistas del PPAR-y provoca mejoria de la sensibilidad a la insulina, que es
el mismo fenotipo que muestran, paradojicamente, ratones heterocigotos para PPAR-
v'®_ Estos datos aparentemente contradictorios han tratado de explicarse analizando
los diferentes mecanismos fisiopatolégicos implicados'®’ o por un efecto diferencial
de la edad o del tipo de dieta'®, y se ha intentado profundizar en el analisis del efecto
especifico del PPAR-y o de sus isoformas en los diferentes 6rganos usando modelos
de raton modificados genéticamente en un Unico tejido. De esta forma, se ha descrito
que la ablacion especifica del PPAR-y en el higado induce esteatosis hepatica y
mejoria de la sensibilidad a la insulina'”, caracteristicas similares a las provocadas
por la eliminacion selectiva del PPAR-y en neuronas productoras de
proopiomelanocortina®. Por otro lado, la ablacion del PPAR-y en el tejido adiposo

ha mostrado, sorprendentemente, dos fenotipos diferentes: el estudio de Jones et al*

29



Introduccion

mostrd que los ratones sin este receptor en el tejido graso estaban protegidos frente a

la obesidad y la resistencia a la insulina pero el trabajo de He et al.'”®

encontrd que
ratones knockout para este gen en tejido adiposo desarrollados mediante otra técnica
experimental tenian mayor resistencia a la insulina en dicho tejido graso pero no en
higado ni en el musculo. Finalmente, la ablacion sistémica del PPAR-y2 en ratones
obesos induce mayor resistencia a la insulina, lo que también resulta contradictorio
con otros resultados pero que sugiere un efecto especifico para esta isoforma®”.

Ademas de los resultados procedentes de modelos animales modificados
genéticamente, se han llevado a cabo diferentes investigaciones para estudiar si la
obesidad induce cambios en la expresion del PPAR-y en varios tejidos,
fundamentalmente en tejido adiposo. Uno de los primeros estudios realizados en este
campo encontré que no habia diferencias en los niveles d¢ ARNm del PPAR-y en
tejido adiposo pardo de ratones obesos comparado con controles, pero si mostrd un
incremento del 50% en los niveles de¢ ARNm del PPAR-y después de alimentar
ratones normales con dietas ricas en grasa®”. Posteriormente otros autores han
encontrado una sobre-expresion del PPAR-y en tejido adiposo blanco de ratas con
obesidad en comparacién con controles®™, pero otros estudios han mostrado una
disminucién en la expresion del PPAR-y en tejido adiposo de ratones obesos con
resistencia a la insulina respecto a controles®”.

En sujetos con obesidad también se ha comunicado la disminucion de la
expresion del PPAR-y tras una dieta hipocalorica®™ pero no es posible afirmar con
claridad si existen diferencias en la expresion del ARNm del PPAR-y en tejido
adiposo entre obesos y controles, dado que los estudios existentes muestran, una vez

mas, resultados contradictorios. Asi, mientras que algunos autores demuestran un

incremento en la expresion del PPAR-y en tejido adiposo de pacientes obesos frente a

30



Introduccion

207-212 213-215

controles , otros trabajos muestran una disminucion y en otros no se

. . . S . 216219
observa ninguna diferencia significativa .

Para explicar estos resultados
contradictorios se ha sugerido que las diferencias en la expresion del PPAR-y entre
casos y controles pueden ser diferentes en el tejido adiposo visceral frente al
subcutaneo™” o que solo habria alteraciones en la expresion de la isoforma PPAR-

2*% Asimismo, debemos considerar que existen diferencias metodolégicas entre los

Y
estudios, tanto en relacion con las técnicas empleadas para la biopsia o los analisis de
la muestra como con los criterios de seleccion de los grupos. En concreto, algunos
trabajos han observado diferencias entre los niveles de expresion del PPAR-y y el
sexo, encontrando un incremento significativo en la expresion del PPAR-y1 y PPAR-
2 en mujeres respecto a hombres, tanto en grasa visceral como en grasa periférica®”®.
Este resultado puede encajar con las diferencias de género en la eficacia y eventos

adversos asociados a los tratamientos con agonistas del PPAR-y**’

, pero aunque hay
estudios que reportan un efecto regulador de las hormonas sexuales 17-beta-estradiol,
testosterona y dehidroepiandrosterona sobre la expresion del PPAR-y, faltan datos
para explicar esta posible regulacion de las hormonas sexuales en la expresion del
PPAR-y y, por tanto, para apoyar claramente esta diferencia de género™'.

En resumen, aunque el papel fisiopatolégico del PPAR-y en la obesidad es
evidente, no esta completamente establecido cudl es el efecto de este receptor en los

diferentes tejidos, como influye la obesidad en la expresion del PPAR-y o cudles son

los factores que afectan a su expresion en tejido adiposo.
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7. Influencia del micro-ARN en la regulacion del PPAR-y

Los micro-ARN son pequeiias moléculas de ARN no codificante que regulan la
expresion postranscripcional de genes diana mediante la unién a la region no
traducida (UTR, del inglés untranslated region) 3' o 5' del ARNm diana, con el fin de
regular la produccion de proteinas, ya sea mediante una represion traduccional o por
la degradacién del ARNm**. Estas moléculas de ARN fueron descritas inicialmente
en Caenorhabditis elegans en 2001°*, y desde entonces han sido implicadas en el
control de multiples funciones bioldgicas como el metabolismo, la diferenciacion, el

. . ., . 224,22
crecimiento, la proliferacion y la apoptosis celular™***°,

POOBHTHTO] G

micro-ARN

|
o)

Pre-micro-ARN

Citoplasma %/—\

micro-ARN _{IIIIT JiT™ .

Sy

S
A ee %

Bloqueo de traduccion Bloqueo de ARN mensajero

Figura 6. Mecanismo de accion de los micro-ARN.

A partir de los genes que codifican micro-ARN se transcriben precursores que, tras la accion
de enzimas como Drosha, forman micro-ARN maduro que es exportado al citoplasma. Una
vez alli, la enzima Dicer procede a la separacion de las dos hebras, tras la cual la hebra
antisentido se integra en el complejo proteico RISC (del inglés RNA-induced silencing
complex). Dicho complejo, una vez activado, puede ejercer su accion reguladora mediante la
degradacion directa del ARNm o a través del bloqueo de la traduccion en los ribosomas.
Modificado de Hu et al.**".
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Los micro-ARN se transcriben a partir de regiones de ADN, pero no se traducen
a proteinas. Durante su transcripcion se forman dos cadenas complementarias que
forman una estructura en horquilla de ARN bicatenario, precursora del micro-ARN,
que posteriormente es modificado por varias enzimas hasta dar lugar al micro-ARN
maduro (Figura 6)**’, que es el que regula la expresion génica. En general, parece
necesaria la union de varios micro-ARN a diferentes puntos diana para llevar a cabo
su accion. Asimismo, un mismo micro-ARN puede modificar la expresion de varios
genes, que son, a su vez, diana de diversos micro-ARN**".

Se ha descrito la implicacion de determinados micro-ARN en el desarrollo de
multiples enfermedades, habitualmente a través de un aumento o disminucion de su
expresion, con el consiguiente aumento o disminucion de la inhibicion de la expresion
de sus genes diana®®. Los micro-ARN estan implicados en la fisiopatologia de la
enfermedad y pueden servir, ademds, como biomarcadores o como factores
pronosticos. Asi, miR-21, miR-361 y miR-519¢ se han relacionado con la cardiopatia
isquémica®’ y se ha planteado el uso de los niveles circulantes de miR-29a en sangre
para el diagnostico de la tuberculosis pulmonar™’, de miR-135 como marcador de

cancer colorrectal®’!

y de miR-122, miR-124, let-7, miR-10a como marcadores de
hepatocarcinoma®>***, Asimismo, los micro-ARN pueden tener utilidad como dianas
terapéuticas, y se han desarrollado farmacos capaces de ejercer su accion en diversas

, ., ., . 235,236
enfermedades a través de la regulacion de la expresion de micro-ARN™.

7.1.  Funcion reguladora de los micro-ARN en la obesidad y el metabolismo

Los micro-ARN juegan un papel importante en la regulacion de todos los

procesos bioldgicos, incluyendo aquellas vias metabolicas potencialmente asociadas

225,237,238
d

con la ganancia de peso y la obesida . La primera evidencia del rol de los
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micro-ARN en el metabolismo graso y en la obesidad, observada en Drosophila, fue
que la supresion de miR-14 produjo un aumento en la apoptosis y en el tamafio de los
adipocitos, asi como niveles elevados de triglicéridos y diacilglicerol™. En
mamiferos, el primer micro-ARN descrito en este campo fue miR-122>*"** capaz de
regular el metabolismo lipidico y la sintesis de colesterol hepatica y posteriormente

diversos estudios han mostrado la implicacion de los micro-ARN en multiples

aspectos del metabolismo lipidico e hidrocarbonado como la adipogénesis®***, la

245,246 247-249

resistencia a la insulina o la sintesis de colesterol y acidos grasos (Tabla 5)

Tabla 5. Micro-ARN potencialmente implicados en la fisiopatologia del tejido adiposo y
en la adipogénesis.

Micro-ARN Funciones fisioldgicas
miR-103/107 Metabolismo de la glucosa. Adipogénesis
miR-122 Metabolismo lipidico hepatico
miR-130 Adipogénesis
miR-143 Resistencia a la insulina. Adipogénesis
miR-168a Metabolismo del colesterol
miR-223 Sensibilidad a la insulina
miR-27a/b Adipogénesis. Sintesis de acidos grasos
miR-33a/b Metabolismo lipidico y balance energético
miR-302a Sintesis de acidos grasos
miR-335 Produccidn de insulina. Sintesis de lipidos
miR-34a Metabolismo lipidico
miR-370 Sintesis de lipidos
miR-375 Secrecion de insulina
miR-378/378* Adipogénesis. Sintesis de lipidos
miR-613 Sintesis de acidos grasos
miR-9 Secrecidn de insulina
let-7 Sensibilidad a la insulina

13 15,

Modificada de Sacco et a 0, Rottiers ef al.**® y Hilton et a

Asimismo, se han descrito diversos micro-ARN cuya expresion estd
incrementada o disminuida en tejido adiposo humano, aunque no se ha realizado una
validacion funcional en todos ellos. Entre ellos, se ha encontrado un incremento en los
niveles de let-7c, miR-132, miR-21 o miR-519d, mientras que se ha observado una

disminucién en la expresion de miR-125b o miR-143%%2302%%,
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7.2. Regulacion del PPAR-y por micro-ARN

Estudios recientes han mostrado que PPAR-y puede regularse por miR-27a y
miR-27b, apuntando asi a una posible relacion de estos micro-ARN con el desarrollo

de la obesidad'**!*%

. La familia miR-27 se compone de las isoformas miR-27a y miR-
27b, que son homodlogas y comparten 20 de los 21 nucleétidos que las conforman.
Estas dos isoformas estan altamente conservadas durante la evolucion y se encuentran
presentes en mamiferos, aves, peces y reptiles”. Una gran variedad estudios indican
que miR-27 participa activamente en diferentes procesos como lo son la angiogénesis,
la adipogénesis, el estrés oxidativo, la inflamacion, la diferenciacion y maduracion

143,255-258

celular, la resistencia a la insulina y el metabolismo lipidico . De igual forma

se ha descrito su papel como oncogén en diferentes tipos de cancer como el de colon,
e . . 259-264

el gastrico, el pulmonar, el de endometrio y el de prostata .
Los miR-27 estan implicados por tanto en los procesos metabolicos,
especialmente en el metabolismo de acidos grasos, al actuar sobre dos receptores

143 .
. Un estudio en un modelo

principales de la adipogénesis, el PPAR-y y el C/EBPa
murino demostré6 que miR-27a y miR-27b reducen la expresion del PPAR-y dando
como resultado una inhibicion de la conversion a adipocitos de células progenitoras
mesenquimales obtenidas de diferentes tejidos, como las células OP9 derivadas de
médula ésea y las células 3T3-L1 derivadas de fibroblastos embrionarios'*. La unién
directa de miR-27a a la region 3' UTR del PPAR-y y su capacidad de inhibir la
adipogénesis fue comprobada posteriormente en otro tipo celular (3T3-L1)".
Finalmente, utilizando células adiposas derivadas de células madres humanas

(hMADS, del inglés human multipotent adipose-derived stem), Karbiener et al.'*

encontraron que la expresion de miR-27b estaba reducida un 40% durante la
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adipogénesis respecto a células hMADS en fase proliferativa, lo que refuerza la
implicacion de este micro-ARN en dicho proceso.

Ademas de los resultados descritos in vitro, en pacientes diabéticos se ha
observado una disminucion en la expresion de miR-27a en la grasa visceral respecto a

. £t 265
no diabéticos

. Por el contrario, Viesti et al.**® encontraron un aumento en la
expresion de miR-27a en la grasa visceral de los pacientes obesos respecto a no
obesos, sin observar diferencias en la expresion de miR-27b>.

Otro micro-ARN que inhibe la adipogénesis al actuar sobre PPAR-y es el miR-
130. Tanto el miR-130a como el miR-130b actiian sobre la region codificante y la
region 3' UTR del PPAR-y disminuyendo su producciéon y por lo tanto inhiben la

expresion de los genes regulados por PPAR-y*"!

. Este efecto sobre la regulacion de la
adipogénesis a través del PPAR-y fue observado en preadipocitos humanos y
confirmado en ratones 3T3-L1, observandose que al aumentar la expresion de miR-
130 se inhibia la adipogénesis y al disminuir su expresion se favorecia.
Adicionalmente, este mismo trabajo analizo el tejido adiposo de mujeres con
obesidad, y encontr6 una disminucion en la expresion de miR-130a y miR-130b y un

aumento de los niveles del PPAR-y en mujeres obesas respecto a no obesas, con una

correlacion inversa entre los niveles de miR-130 y el IMC?'".
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Objetivos

El objetivo general de nuestro trabajo, fue determinar la expresion del PPAR-
v1, del PPAR-y2, y de los micro-ARN miR-27a y miR-27b en el tejido de adiposo de
pacientes obesos, para poder explorar asi la correlacion in vivo entre estos micro-ARN
y el PPAR-y. Asimismo, nos planteamos analizar la asociacion de estas moléculas con
variables clinicas y analiticas. Con este fin establecimos los siguientes objetivos
especificos:

1. Analizar la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en grasa visceral y grasa
subcutanea de pacientes con obesidad y controles no obesos.

2. Analizar la expresion de los micro-ARN miR-27a y miR-27b en grasa visceral
y grasa subcutanea de pacientes con obesidad y controles no obesos.

3. Correlacionar los niveles de expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 con la
expresion de los micro-ARN miR-27a y miR-27b.

4. Correlacionar variables clinicas y analiticas con la expresion del PPAR-y1,

PPAR-y2, miR-27a y miR-27b.
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Materiales y métodos

1. Muestra objeto de estudio

La muestra objeto de estudio se compuso de 62 sujetos de origen caucasico, de
los que 43 eran pacientes obesos y 19 eran controles no obesos. Los 43 pacientes
tenian un IMC >35 kg/m’, presentando edades comprendidas entre los 19 y los 75
afios (con una media de 44,9 afnos y una desviacion estdndar [DE] de 12,3). Todos los
pacientes fueron reclutados en la Unidad de Cirugia Bariatrica del servicio de Cirugia
General y Aparato Digestivo del Hospital Universitario de Salamanca y se les realizd
gastrectomia tubular lapardscopica como terapia para la obesidad.

El grupo control estaba compuesto por 19 pacientes sin obesidad, y sin
enfermedad hepatica conocida excepto litiasis biliar, a los que se les realizd una
colecistectomia laparoscopica en el servicio de Cirugia del Hospital Universitario de
Salamanca por el mismo equipo quirtrgico.

Los criterios de exclusion establecidos para los casos fueron los siguientes:

* Cirugia bariatrica previa
* Nutricion parenteral total en los 6 meses previos
* Enfermedad crdnica debilitante (p. €j., procesos tumorales) o procesos
agudos intercurrentes (p. ¢j., infecciones)
* Toma de farmacos inmunosupresores.
Los criterios de exclusion para los controles fueron:
* Los indicados previamente para los casos
*  Obesidad (IMC >30 kg/m?)
» Malnutricién o IMC < 17 kg/m’
A todos los sujetos de la muestra, se les realizé un registro del peso, la talla y

los antecedentes médicos. Ademas, previo a la cirugia se les recogieron muestras de

43



Materiales y métodos

sangre periférica en ayunas para determinaciones analiticas, lo que incluy6 la
glucemia basal y el perfil lipidico. De igual forma, se tomaron biopsias
intraoperatorias de grasa visceral y grasa periférica, como se detalla posteriormente.
Adicionalmente, a los pacientes se les realizo un seguimiento postoperatorio a los 3, 6
y 12 meses, en el que se registrd el peso en cada visita y se recogieron muestras de
sangre periférica en ayunas para determinaciones analiticas. Todas las muestras
fueron obtenidas previa informacion y firma del consentimiento para participar en el
estudio, siguiendo las regulaciones legales para estudios clinicos en Espafia y las del

Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca.

2. Procesamiento de muestras y extraccion de ARN total

Las muestras de tejido adiposo fueron obtenidas durante el acto quirtirgico.
Aproximadamente 5 cm’ grasa visceral se obtuvieron del epiplon, y otros 5 cm’ de
grasa subcutanea se tomaron del pliegue umbilical. La muestras de tejido fueron

troceadas, depositadas en tubos con RNAlater*®’*%

y mantenidas en un recipiente con
hielo hasta su congelacion a -80 °C. Posteriormente el ARN total de tejido adiposo fue
extraido utilizando el método Trizol (Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante. Este ARN obtenido se conservd a -80 °C tras haber determinado su

cuantia y pureza mediante un espectrofotdmetro, calculando la absorbancia a 260 nm

y el ratio de absorbancias a 260/280 nm, respectivamente.

3. Cuantificacion de la expresion génica mediante reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa relativa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain

reaction) a tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la PCR estandar
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utilizada para la cuantificaciéon de ADN o de ARNm de una muestra. La tecnologia de
la PCR en tiempo real permite detectar y evaluar la progresion de la reaccion de
amplificacion en cada uno de sus ciclos. Se fundamenta en la adaptacion de un
termociclador y un fluorimetro, que permite detectar la fluorescencia emitida por
sondas o componentes intercalantes unidos al ADN. Se divide en 4 fases principales:
a) La fase inicial, en la cual la fluorescencia de los primeros ciclos es minima y
no rebasa la fluorescencia de fondo (background) del medio circundante, lo que
permite calcular la linea base.
b) La fase exponencial temprana, en la cual la fluorescencia producida por el
producto de PCR rebasa el umbral definido. El ciclo en el cual la fluorescencia
ha alcanzado el umbral definido se conoce como ciclo umbral o Ct (del inglés
cycle threshold). Este valor es representativo de la cantidad inicial de copias de
ADN de la muestra que hay en la reaccion y es usado en los calculos
posteriores. Por tanto, cuanto mas bajo sea el valor de Ct, mayor es el nimero
de copias de ADN de la muestra en la reaccion.
c) La fase lineal, en la cual se alcanza un estado de amplificacion dptima donde
la cantidad de producto de PCR se dobla en cada ciclo.
d) Finalmente, la fase de meseta o estacionaria, en la cual los reactivos y el
equipo han alcanzado el limite de deteccion y la reaccion ha terminado®. Un
ejemplo de la curva de la reaccion de PCR en tiempo real se muestra en la

Figura 7.
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Figura 7. Modelo de curva de amplificacién de PCR a tiempo real. Se puede observar el
aumento exponencial de fluorescencia a medida que aumenta el nimero de ciclos.

Cuando la PCR a tiempo real se realiza después de una reaccion de
transcripcion inversa (RT-PCR, del inglés reverse transcription PCR) en la que se
sintetiza ADN complementario (ADNc) a partir de ARN, esta técnica permite
determinar la cantidad de ARN de una muestra mediante una cuantificacion relativa.
Esto se aplica tanto al ARNm como a ARN de pequefio tamafio (p. €j., micro-ARN).
Dicha cuantificacion se denomina relativa ya que se realiza comparando la expresion
del gen analizado respecto a la expresion de un gen de referencia cuya expresion es
uniforme en diferentes condiciones experimentales (gen control enddgeno). Este gen
control enddgeno sirve para normalizar posibles variaciones de la cantidad de ADNc
que se afiade a cada reaccion, mediante el ajuste de la expresion de este gen respecto a
las diferentes concentraciones de ARN total de las muestras empleado en la sintesis
de ADNc*". Es decir, la RT-PCR a tiempo real nos permite determinar la cantidad de
ARN de un gen determinado presente en una muestra, realizando la sintesis de ARN
en ADNc y posterior comparacion del nimero de copias presentes de ADNc del gen

analizado con las presentes de un gen control.
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3.1. RT-PCR a partir de ARNm

El termociclador utilizado en este trabajo ha sido el equipo de PCR a tiempo
real Step-One-Plus de Applied Biosystems, que emplea un sistema de deteccion de
fluorescencia basado en SYBR Green. Este fluorocromo interacciona con el surco
menor del ADN, emitiendo 1000 veces mas fluorescencia que cuando esta libre en
solucidn, por lo que el incremento en la cantidad de ADN en cada ciclo se refleja en
un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Resumiendo el procedimiento,
cuando se afiade el fluorocromo SYBR Green I a la muestra, este se une
inmediatamente a todo el ADN de doble cadena. Durante la PCR, la ADN polimerasa
amplifica el gen diana, lo que crea el producto de PCR, o amplicon. A continuacion,
el fluorocromo SYBR Green I se une a cada copia nueva del ADN de doble cadena. A
medida que avanza la PCR, se produce mas amplicon y dado que el fluorocromo
SYBR Green I se une a todo el ADN de doble cadena, el resultado es un aumento de
la intensidad de la fluorescencia que es proporcional a la cantidad de producto de

PCR de doble cadena producido®’' (Figura 8).
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Paso 1: Configuracion de la reaccion

@ @ J.“ J‘ é‘“ El fluorocromo SYBR Green I emite
' ' ! una fluorescencia cuando se une a
ADN de doble cadena.
O @) Paso 2: Desnaturalizacion
(€] P Cuando el ADN se desnaturaliza, se

libera el fluorocromo SYBR Green [ 'y
la fluorescencia disminuye

considerablemente.
CEBADOR
DIRECTO
L, @ s
@ Paso 3: Polimerizacion
@ ) Durante la extension, los cebadores
® @ se hibridan y se genera el producto
CEBADOR de PCR
REVERSO
—L, L L _ L Paso 4: Polimerizacion completada
_’_ _,‘_ _",‘_ @~ O El fluorocromo SYBR Green I se une al
- L - , roducto de doble cadena, lo que

T produce un aumento neto de la
fluorescencia que detecta el instrumento.

Figura 8. Funcionamiento de los reactivos SYBR Green. Modificado de la guia de

reactivos de Applied Biosystems®".

3.2.  Curvas de fusion (melt curves)

La principal limitacion cuando se usa el flurocromo SYBR Green es que este se
une al total de acidos nucleicos presentes en la reaccion de la PCR y emite una sefal
luminosa tanto para productos especificos como para aquellos que no lo son, como los
dimeros de primer. Para valorar correctamente esta situacion se debe realizar un
andlisis de los resultados en la curva de fusion (melt curve; Figura 9). La morfologia
de esta curva nos permite identificar los productos amplificados y distinguirlos de los
dimeros de primer y otros pequefios artefactos de amplificacion. El concepto se deriva
de la temperatura de fusion (Tm, del inglés melt temperature), que se define como la

temperatura a la que la mitad de una molécula concreta de ADN de doble cadena se
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desnaturaliza en dos cadenas simples de ADN. La temperatura de fusiéon de una
molécula de ADN depende de su tamafo y de su composicion de nucleotidos. De esta
forma, los productos de la PCR o amplicones ricos en pares de bases de guanina y
citosina tienen una Tm diferente que los que tienen una gran cantidad de pares de
bases adenina y timina. El andlisis de la curva de fusion puede llevarse a cabo en la
mayoria de plataformas disponibles para la PCR en tiempo real, por lo general al final
de la reacciéon de amplificacion. La medida de la fluorescencia dependiente de la
temperatura se realiza mientras la temperatura en el termociclador aumenta de
alrededor de 50°C a 95°C, siendo la fluorescencia detectada dependiente de la

presencia de secuencias de doble cadena de ADN o ADNCe.

90000 Temperatura de fusion (7m)

B W
oS 9O
[ B
[ B e
S O

30000

Derivada del Reporte (-R)

20000

10000

63,0 67,5 72,0 76,5 81,0 85,5
Temparatura (°C)

Figura 9. Modelo de curva de fusion (melt curve) de PCR a tiempo real.
Tm: del inglés melt temperature.

3.3.  Seleccion de genes de referencia para la normalizacion

Como se ha comentado, para realizar la determinacion de los niveles de ARNm

es preciso contar con un gen de referencia. El gen de referencia ideal es aquel que se
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expresa de forma consistente en todas las muestras analizadas independientemente de
las condiciones experimentales (presencia o ausencia de enfermedad, uso de
medicamentos o condiciones de cultivo, etc.) y que presenta unos niveles de
expresion comparables a los del gen diana. Los genes que se han usado
tradicionalmente como controles enddgenos son, entre otros, los que codifican las
proteinas ARN ribosomal 18s, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
actina, hipoxantina fosforribosil transferasa, beta-2-microglobulina, entre otros. Sin
embargo, numerosos estudios han demostrado que la expresiéon de estos genes de
referencia comunes varian con el tipo de tejido, asi como con el estado fisiologico,
por lo que la idoneidad de un gen de referencia concreto puede variar con el disefio y

272,273 .
72273 Por este motivo, se han

las condiciones experimentales inherentes al estudio
desarrollado diferentes algoritmos matematicos que permiten analizar la idoneidad de
los genes de referencia para cada experimento. En 2002, se desarroll6 el software
GeNorm que valida y clasifica los genes de referencia candidatos en funcion de la
estabilidad de su expresion. Para ello calcula un valor de estabilidad denominado M
utilizando los niveles de expresion; este valor M es inversamente proporcional a la
estabilidad del gen en cuestion y se calcula como el promedio de la variacion por
parejas de un gen particular, comparado con los demés genes de referencia®’*. Otro
software, denominado NormFinder, aprovecha los valores Ct para ajustar un
algoritmo matematico basado en modelos de estimacion de la variacion de la
expresion génica, con lo que es capaz de evaluar las variaciones presentes dentro de
los grupos experimentales (tipo de 6rganos, tratamientos quimicos, etc.) definidos por
el investigador, asi como compararlos entre si. De este modo, los genes con una

variacion inter e intragrupo menor son los considerados mas estables, teniendo un

valor de estabilidad minimo®””. Ademas, se ha desarrollado un programa similar
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denominado BestKeeper, el cual tiene en cuenta los valores de Ct de los genes de
referencia candidatos y utiliza un algoritmo estadistico en el que se calcula la
desviacion estandar de cada gen, y el coeficiente de correlacion de Pearson para cada

. . 276
par de genes de referencia candidatos®’

. El gen con la desviacion estandar mas baja 'y
el coeficiente de correlacion mas alto es considerado el méas estable de acuerdo a este
programa. En resumen, el gen mejor clasificado de acuerdo a estos algoritmos es el
que puede recomendarse como control enddégeno para su uso posterior en
experimentos similares®’”.

En nuestro trabajo, la estabilidad de la expresion de los genes de referencia
candidatos se evalué usando los algoritmos estadisticos GeNorm y NormFinder
incorporados en el programa Genex version 5.44 y la plantilla de Excel del algoritmo

BestKeeper. Para este analisis de genes de referencia se utilizaron muestras de grasa

visceral y periférica de 10 individuos obesos y 10 controles.

3.4. Analisis de la expresion génica

La cuantificacion relativa de la expresion de los ARNm y de los micro-ARN fue

calculada usando el método del 244¢

, que es un modelo matematico que calcula los
cambios en la expresion génica como una diferencia entre una muestra experimental
(en nuestro caso pacientes) y una muestra de referencia que permite la calibracion (en
nuestro caso sujetos controles). Este método incluye una correccion de la eficiencia de
amplificacion, en la que se asume como hipotesis que la eficiencia de la amplificacion
del gen diana y el gen de referencia es similar. El modelo se deriva inicialmente de la
caracteristica exponencial de la reaccion de PCR, de acuerdo a la siguiente ecuacion

(Ecuacion 1):

Xn=Xo * (1+Ey)"
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Donde X, es el nimero de copias del gen X en el ciclo n; X, es el numero inicial
de moléculas del gen X; Ex es la eficiencia de amplificacion del gen X y n es el
numero de ciclos de la PCR. EI Ct es el ciclo fraccionario en el cual la fluorescencia
del gen alcanza en umbral fijado, entonces la ecuacion queda de esta manera
(Ecuacion 2):

Xr=Xo* (14+E) ™ = Kx

Donde Xr es el numero de copias del gen X en el ciclo Ct; Crxes el ciclo Ct del

gen X y Kx es una constante. Esto se repite para el gen de referencia R (Ecuacion 3):
Rr=Ro* (14+Ex) ™R = K

Donde Rt es el numero de copias del gen de referencia; Ry es el nimero inicial
de moléculas del gen de referencia; Er es la eficiencia de amplificacion del gen de
referencia; Crres el ciclo Ct del gen de referencia y Kr es una constante del gen de
referencia.

Dividiendo la ecuacién 1 entre la ecuacion 2, tenemos la siguiente expresion
(Ecuacion 4):

Xr  Xo * QA+ EQCTX Ky

Ry Ry * (1+ ER)CTR Ky

Y asumiendo que la eficiencia del gen de referencia es igual a la eficiencia del
gen

X, tenemos (Ecuacion 5):

X
T+ Ey)CTX-CTR — g
Ro

o (Ecuacion 6):

Xy * (14 E)ACT = g,
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Donde Xy es la cantidad normalizada del gen X (X¢/Rg) y el ACr es la
diferencia
de los Ct del gen diana y del gen de referencia (Crx - Crr). Ordenando la
ecuacion queda de la siguiente manera (Ecuacion 7).
Xy = K= (1+E)~ACT
El paso final es dividir el Xy de cualquier muestra ¢, que se define como el

tratamiento a ser evaluado, para el Xy de la muestra calibrador (cb) (Ecuacién 8).

—ACT,
Xng _ K A+E)O e
Xnep K % (1+ E)—ACTeb

Donde —AACT = —(ACT, q - ACT, cb)

Para amplicones disefiados de un tamafio menor de 150 bp, en el cual las
concentraciones de cebadores o primers y Mg2+ han sido adecuadamente
optimizadas, la eficiencia de amplificacion es cercana a 1. En este caso, la cantidad
del gen diana, normalizada a un control endégeno, y relativa a una muestra calibrador
queda de la siguiente manera (Ecuacién 9):

Cantidad relativa del gen diana = 2—AACT

Esta formula final permite el calculo de la expresion génica, asumiendo que las

eficiencias de los genes de referencia y el gen de estudio son aproximadamente

. 278
iguales®’®.

4. Transcripcion reversa y cuantificacion de ARNm por PCR a tiempo real

4.1.  Sintesis de ADNc a partir de ARNm

La sintesis de ADNc a partir de ARNm se ha realizado en nuestro estudio

mediante una reaccion de transcripcion reversa utilizando el High-Capacity ¢cDNA
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Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Siguiendo las recomendaciones del
fabricante, se mezclaron 10 uL. de ARN a una concentracion de 10ng/pL, con 10 pL
de la mezcla de reaccion al 2X cuya composicion se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes de la reaccion de sintesis de ADNc a partir de ARNm.

Componente Volumen de la reaccion

(uL)

10X RT Buffer 2,0

25X dNTP Mix (100mM) 0,8

10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
Inhibidor de ARNasa 1,0

Agua libre de nucleasas 3,2
Volumen Final 10

El ADNCc obtenido se diluyd a 1:8 y se conservo en alicuotas a -80 °C hasta su

posterior utilizacion como molde para la PCR.

4.2. Cebadores o primers

En nuestro estudio se utilizaron secuencias del gen PPAR-yl y PPAR-y2 como
genes de estudio y como potenciales genes de referencia se seleccionaron los genes de
actina, GAPDH, ARN polimerasa II (RPII, también conocido como POLR2A) y la
fosfoproteina ribosomal acida PO, también conocida como 36B4, todos ellos

27727 L as secuencias utilizadas

utilizados previamente con este fin en tejido adiposo
aparecen especificadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Primers utilizados en el analisis de expresion de ARNm.

Primers Forward Reverse
PPAR-y1 AAAGAAGCCGACACTAAACC CTTCCATTACGGAGAGATCC
PPAR-y2 TCCATGCTGTTATGGGTGAA TCAAAGGAGTGGGAGTTGTC
Actina CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG
GAPDH CCATGAGAAGTATGACAACAGCC GGGTGCTAAGCAGTTGGTG
POLR2A CTTCACGGTGCTGGGCATT GTGCGGCTGCTTCCATAA
36B4 CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA
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4.3. Temperatura de anillamiento

Para cada uno de los primers se calculd la temperatura de anillamiento y se
realiz6 una PCR a tiempo real con cuatro temperaturas de anillamiento a 55 °C, 58 °C,
60 °C y 62 °C. Se encontr6 que la temperatura de 60 °C, fue la temperatura de
anillamiento optima para la reaccion en los diferentes primers, por lo que se utilizd

posteriormente para todas las reacciones.

4.4. Analisis de las curvas de fusion (melt curves)

El analisis de la curva de fusion se realiz6 para verificar la presencia de un solo
fragmento de amplificacion en la reaccion de PCR en tiempo real para cada uno de los
genes evaluados mediante PCR cuantitativa basada en SYBR Green en este estudio

(Figura 10).

90000
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70000

60000 ——ACTINA
50000 ' GAPDH
40000 =—=POLR2A
30000 = 36B4
20000 PPAR-y1
10000 / PPAR-y2

v A

O \/
60,2 64,77 69,27 73,77 7826 82,77 8727

-10000

Derivada del Reporte (-R)

Temparatura (°C)

Figura 10. Curva de fusion de actina, GAPDH, POLR2A, 36B4, PPAR-y1 y PPAR-y2.
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4.5. Calculo de la eficiencia de la PCR

Para calcular la eficiencia de la PCR de cada uno de los primers mencionados se
realizé un experimento de cuantificacion tipo curva estandar (Figura 11), analizando
por triplicado 5 diluciones (con una dilucién seriada 1:5) de una muestra de ADNc de
grasa visceral retro-transcrito a una concentracion inicial de ARN de 5 ng/uL. A partir
de los datos obtenidos de fluorescencia frente a numero de ciclos (Ct), se elabor6 una
curva de calibracion (Ct frente a logaritmo de la concentracion del ARN) y se calculo
la eficiencia utilizando la formula:

Eﬁciencia — 1(-1/Pendiente) -1

0,04

Figura 11. Curva de calibracion de PCR con cinco diluciones de ADNec.

En la Figura 12 se muestran las curvas de calibracion y los valores de eficiencia

para cada uno de los genes analizados mediante SYBR Green en este estudio.
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Figura 12. Curva estiandar para el cidlculo de la eficiencia de los primers estudiados.

4.6. Condiciones finales de la reaccion de PCR a tiempo real

Como se ha mencionado, la PCR a tiempo real se llevd a cabo en el equipo
Step-One-Plus de Applied Biosystems. Cada amplificacion se realizdé por duplicado
para reducir la variabilidad de concentracion en las muestras y el volumen final de la
amplificacion fue de 10 pL con los siguientes componentes:

* 6puL de Fast Start SyBR Green Master Rox de Roche.

* 0,6 uL de cada primer, diluido a la concentraciéon10 uM.

* 1,4y24 L de agua libre de nucleasas en los genes de estudio y en los genes
de referencia respectivamente.

e 2 uL de ADNCc a una concentracion de 0,625 ng/uL en los genes de estudio y 1
uL en los genes de referencia.

Como control de la reaccion se mezclaron todos los componentes en un tubo sin
ADNc y las condiciones de PCR utilizadas para amplificar cada uno de los

oligonucledtidos fueron las siguientes (Figura 13).

57



Materiales y métodos
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Figura 13. Condiciones de la PCR a tiempo real de ARNm.

4.7.  Analisis de la estabilidad de expresion de los genes de referencia

El andlisis de la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos
evidencid que actina y GAPDH fueron los genes de referencia mas estables en las
muestras de grasa periférica, de la misma manera actina fue el gen mas estable en las
muestras de grasa visceral, seguido del 36B4 (Figura 14). De acuerdo a estos
resultados, se selecciond el gen que codifica la actina como el gen de referencia de

nuestras muestras.

A 0 . .
Tejido adiposo visceral
BestKeeper GeNorm NormFinder
(DE) (Valor M) (DE)
1,7
1,56
L 113 i3 B2 1.08
091 ! 0.9
0,76

0,49

ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A
B . . .
Tejido adiposo subcutaneo
BestKeeper GeNorm NormFinder
(DE) (Valor M) (DE)
1,91
1,49
1,37 1,27
1,06 1,01
0,78
0,75 065 065
032 0,41
ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A ACTINA GAPDH 36B4 POLR2A

Figura 14. Resultados del analisis de la estabilidad de los genes de referencia candidatos
en tejido adiposo visceral y subcutaneo.
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4.8. Calculo de la expresion génica

Como se ha indicado, la cuantificacion relativa de la expresion del PPAR-y1 y

-AACt
2 C

PPAR-y2 fue calculada usando el método del y la expresion se normalizo con la

actina, como gen de referencia mas estable en nuestras muestras

S. Transcripcion Reversa y cuantificacion por PCR a tiempo real de micro-

ARN

5.1.  Sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN

La sintesis de ADNc a partir de ARN total para la determinacion posterior de
micro-ARN se realizd mediante una reaccion de transcripcion reversa usando primers
especificos del kit de miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR (Exiqon). Este
sistema permite amplificar micro-ARN mediante una transcripcion reversa universal
de ADNc, seguida de una amplificacion por PCR a tiempo real con primers
especificos de micro-ARN y mejorados con LNA (del inglés, locked nucleic acid).

Para la transcripcion reversa se mezclaron 2 pL. de ARN total ajustado a una
concentracion de 10 ng/pL, con 8 uLL de la mezcla cuya composicion se describe en la

Tabla 8.

Tabla 8. Componentes de la reaccion de sintesis de ADNc para la determinacion de
micro-ARN.

Componente Volumen de la reaccion
(uL)
Buffer de la reaccion (5x) 2
Agua libre de nucleasas 5
Mezcla de enzimas (enzyme mix) 1
ARN total 2
Volumen Final 10
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Las mezclas fueron incubadas en el termociclador Applied Biosystems
GeneAmp PCR System 9700 a 42 °C durante 60 minutos y a 95 °C por 5 minutos. El
ADNCc obtenido se diluy6 a 1:80 y se conservo en alicuotas a -80 °C hasta su posterior

utilizacion como molde para las PCR.

5.2. Cebadores o primers

Se utilizaron las secuencias de los micro-ARN miR-27a-3p y miR-27b-3p
proporcionadas por Exiqon para el estudio de los micro-ARN. Como potenciales
genes de referencia se seleccionaron el U6, el miR-103a-3p y el miR-24-3p, por haber

sido utilizados previamente con este fin**

. Las secuencias facilitadas por la casa
comercial se especifican en la Tabla 9, donde figura el nombre completo del micro-

ARN. Este nombre incluye el prefijo hsa-, que denota que es un micro-ARN humano,

y el sufijo -3p, que indica la cercania al extremo 3' del pre-micro-ARN.

Tabla 9. Primers de micro-ARN.

micro-ARN Secuencia
hsa-miR-27a-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
hsa-miR-27b-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
hsa-miR-103a- AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
3p
hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG

5.3.  Analisis de las curvas de fusion (melt curves)

El andlisis de la curva de fusion se realizd para verificar la presencia de un solo
fragmento de amplificacion en la reaccion de PCR en tiempo real, y descartar asi la

presencia de fragmentos inespecificos. En la Figura 15 se muestra la curva de fusion
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de cada uno de los micro-ARN evaluados mediante PCR cuantitativa basada en

SYBR Green en este estudio.

20000

15000
===miR-27a-3p

Derivada del Reporte (-R)

miR-27b-3p
10000
=miR-103a-3p
miR-24-3p
5000 U6

61,43 66,30 71,11 75,88 80,69 8547 90,27 94,84
Temparatura (°C)

Figura 15. Curva de fusién de miR-27a-3p, miR-27b-3p, mir-103a-3p, miR-24-3p y U6.

5.4. Condiciones finales de la reaccion de PCR a tiempo real

Al igual que con la determinacion de ARNm, la PCR a tiempo real para la
determinacion de micro-ARN se llevo a cabo en el equipo Step-One-Plus de Applied
Biosystems, de acuerdo a las indicaciones del fabricante de los reactivos (Exiqon). La
temperatura de anillamiento utilizada para cada uno de los primers fue de 60 °C,
siguiendo la recomendacion del fabricante. Cada amplificacion se realizd por
duplicado para minimizar la variabilidad de concentracion en las muestras. El
volumen final de la amplificacion fue de 10 pL. cuyos componentes son:

e 5 uL de ExiLENT SYBR Green master mix.
¢ 1 pL de PCR Primer mix

4L de ADNc.

61



Materiales y métodos

Las condiciones de PCR utilizadas para amplificar cada uno de los

oligonucleétidos se describen en la Figura 16.

I 45 ciclos I
[ [
95°C , 95°C I 95°C 95°C
0°c A ) °
100107 [ 15’ 60 °C f03°c 157
r r
[ [
Pre-PCR | Amplificacién 1 Disociacién

Figura 16. Condiciones de la PCR a tiempo real de micro-ARN.

5.5. Analisis de la estabilidad de expresion de los genes de referencia

El andlisis de la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos
mostrd que el miR-103a-3p fue el gen de referencia mas estable en las muestras de
grasa periférica y grasa visceral (Figura 17), por lo que se selecciono como gen de

referencia de nuestras muestras.

A . . .
Tejido adiposo visceral
BestKeeper GeNorm NormFinder
(DE) (Valor M) (DE)
2,3
1,65 1,68
1,05
0.9 0,83
0,53 0,53
0,26
[ 1
miR-103a-3p miR-24-3p U6 miR-103a-3p miR-24-3p U6 miR-103a-3p miR-24-3p U6
B . . .
Tejido adiposo subcutaneo
BestKeeper GeNorm NormFinder
(DE) (Valor M) (DE)
1,52 1,46
1,27 1,21
0.62 0,74
0,31
miR-103a-3p miR-24-3p U6 miR-103a-3p miR-24-3p U6 miR-103a-3p miR-24-3p U6
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Figura 17. Resultados del analisis de la estabilidad de los genes de referencia candidatos
en tejido adiposo visceral y subcutaneo.

5.6.  Calculo de la expresion génica

La cuantificacion relativa de la expresion de miR-27a-3p y miR-27b-3p fue
calculada usando el método del 2", La expresion de estos micro-ARN se normalizo

con la de miR-103a-3p, que fue el gen de referencia mas estable en nuestras muestras.

6. Métodos estadisticos

El célculo de la expresion cuantitativa relativa de los ARNm y micro-ARN
estudiados se realiz6 mediante una plantilla de Excel con las ecuaciones de RT-PCR
cuantitativa relativa descritas. Se comprobo la ausencia de valores extremos mediante
una plantilla de Excel con el test de Grubbs. El andlisis estadistico de la comparacion
de variables entre el grupo de pacientes y el grupo control, y las diferencias en la
expresion cuantitativa de los ARNm y micro-ARN, asi como los andlisis de
correlacion, se realizaron con el programa SPSS version 20 para MAC OS. (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA). Las variables cuantitativas se presentan como la media y su
desviacion estandar (DE) y fueron comparadas mediante la U de Mann-Whitney
debido al cardcter no paramétrico de la mayoria de las mismas. Las variables
cualitativas se presentan como frecuencias absolutas y relativas y fueron analizadas
mediante el test de la %2 o el test exacto de Fisher, si las frecuencias esperadas fueron
menores de cinco. El andlisis de las correlaciones entre variables cuantitativas se
realiz6 mediante la correlacion de la p (tho) de Spearman. El nivel de significacion o

se establecio en el 5%.
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Como se ha mencionado, se utilizaron los algoritmos estadisticos GeNorm y
NormFinder incorporados en el programa Genex version 5.44 y la plantilla de Excel

del algoritmo BestKeeper, para el analisis de estabilidad de los genes de referencia.

7. Financiacion del estudio

Este trabajo de investigacion ha sido financiado principalmente gracias a la
subvencion concedida por la Gerencia Regional de Salud de la Junta de Castilla y
Leon al proyecto “Importancia del micro-ARN en la inflamacion y esteatohepatitis
asociada a la obesidad” (referencia GRS 681/A/11), cuya investigadora principal es la

Dra. Lourdes Hernandez Cosido.
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1. Caracteristicas clinicas de casos y controles

Nuestra muestra de estudio se compuso de 43 pacientes obesos con una media

de IMC de 49,3 (DE = 7,5) Kg/m® y 19 controles con IMC medio de 24,4 (2,1)

Kg/m”. La edad media de los pacientes fue de 44,9 (12,3) afios y la de los controles

fue de 55,3 (17,4) anos. Las principales caracteristicas clinicas de los pacientes se

resumen en la Tabla 10, mientras que las caracteristicas detalladas de nuestra muestra,

asi como los resultados obtenidos en los andlisis de expresion relativa de cada uno de

los genes y micro-ARN, se muestran en los anexos de este trabajo.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de la muestra.

Pacientes obesos

Controles

Variable n=43 n=19 P
Edad (afios) 44,9 (12,3) 55,3 (17,4) 0,054
Relacion hombre/mujer 9/34 8/11 0,085
IMC (kg/m?) 49,3 (7,5) 24,4 (2,1) <0,001
Hipertension arterial 18 (41,9) 6 (31,6) 0,444
Diabetes mellitus 8 (18,6) 2 (10,5) 0,425
Enfermedad cardiovascular 2(4,7) 0 0,339
Dislipemia 12 (27,9) 3 (15,8) 0,304
Hipotiroidismo 8 (18,6) 2 (10,5) 0,425
Glucemia basal (mg/dL) 102,9 (32,1) 91,1 (12,4) 0,061
Colesterol total (mg/dL) 1974 (37,2) 197,9 (50,1) 0,880
Triglicéridos (mg/dL) 134,9 (59,3) 120,6 (54.5) 0,551
Colesterol LDL (mg/dL) 117,5 (37,6) 123,8 (41,9) 0,733
Colesterol HDL (mg/dL) 48,1 (11,1) 50 (16,6) 0,985

Las variables cualitativas son presentadas como valor absoluto (%) y se compararon
mediante una * o el test exacto de Fisher, mientras que las variables cuantitativas son

presentadas como media (DE) y se compararon mediante una U de Mann-Whitney.
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2. Expresion de genes de referencia en las muestras (actina y miR-103a)

De acuerdo a los estudios de estabilidad de genes de referencia anteriormente
presentados, la actina y el miR-103a fueron los controles endégenos mas estables en
las muestras de nuestro estudio para realizar el analisis de expresion de ARNm y
micro-ARN, respectivamente. En la Tabla 11 se muestran las medias de los valores de
Ct de Actina y de miR-103a en tejido adiposo visceral y periférico de los pacientes

obesos y los controles.

Tabla 11. Expresion relativa (Ct) de actina y mir-103a en los diferentes tejidos.

Tejido Paciente Control P
Actina grasa visceral 24,65 (1,7) 24,35 (2,1) 0,325
Actina grasa periférica 23,87 (2,2) 23,75 (1) 0,849
miR-103a grasa visceral 26,67 (1,5) 26,53 (1,3) 0,994
miR-103a grasa visceral 27,32 (1,72) 27,43 (1,3) 0,789

3. Expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa visceral

3.1. Comparacion de la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en grasa visceral

entre casos y controles

La resultados obtenidos al analizar la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en
tejido adiposo visceral se observan en la Figura 18. No encontramos diferencias
significativas en la expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 en tejido adiposo visceral entre

los pacientes obesos y los controles.

68



Resultados

4,0
.g 3,5
& 30
<
E 2,5
% 2,0 OControles
(=
s 15 B Obesos
S 10
S
=
A 05
0,0

PPAR-y1 PPAR-y2

Figura 18. Expresion relativa del PPAR-y1 y 2 en grasa visceral.

La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar . Las expresiones relativas se normalizaron con actina y se calibraron con
la media 2**“* de los controles.

3.2. Influencia del sexo en la expresion del PPAR-yl1 y PPAR-y2 en grasa

visceral

Estratificando por sexos, se observdo una disminucion significativa de la
expresion del PPAR-yl en mujeres obesas respecto a las pacientes controles (P =
0,045). También se observo una disminucion en la expresion del PPAR-y2 en mujeres
obesas, respecto a no obesas, en grasa visceral, pero esta diferencia no fue
significativa (P = 0,113). No se encontraron diferencias entre la expresion al comparar

el grupo de pacientes y controles de sexo masculino (Figura 19).
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Figura 19. Expresion relativa del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa visceral segiin el sexo.
La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con actina y se calibraron con
la media 2°2“ de los controles. * P=0,045.

3.3. Correlacion de la expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa visceral con

las variables clinicas y analiticas

El analisis de correlacion entre los niveles de expresion del PPAR-y en grasa
visceral con la edad y otras variables clinicas y analiticas recogidas se muestran en la
Tabla 12. Analizando el conjunto de pacientes y controles, se observa una correlacion
negativa débil entre el PPAR-y1 con el peso (p = -0,305; P = 0,016) y también con el
IMC (p = -0,325; P = 0,001) (Figuras 20 y 21). Esta correlacion fue mas fuerte en
mujeres tanto para el peso (p =-0,419 y P = 0,004) como para la correlacion con el
IMC (p =-0,495 y P=0,001; Figuras 20 y 21); en este subgrupo también se encontro
una relacion inversa entre el PPAR-y2 y el IMC (p =-0,358; P =0,016).

La correlacion negativa entre los niveles de expresion del PPAR-yl en grasa
visceral con el peso y el IMC, se encontré también analizando por separado el grupo

de los pacientes (p =-0,312 y P = 0,042 para el peso; p =-0,373 y P= 0,014 para el

70



Resultados

IMC), pero no alcanz6 la significacion estadistica en los controles (p =-0,370 y P =

0,119 para el peso; p=-0,302 y P = 0,209 para el IMC).

Tabla 12. Correlacién entre la expresion del PPAR-y en grasa visceral y las variables
clinicas y analiticas.

Edad Peso IMC Glucosa CT TG HDL LDL

PPARwy1 P -0,018 -0,305 -0,325 -0,122 0,159 0,117 -0,006 0,172
U P 0887 0,016 0,01 0,35 0,243 0,391 0,967 0,213

-0,11  -0,1 -0,1 -0,2 -0,01
PPAR-y2 p 0, 0,179 -0,199 0,203 0,086 -0,016 0,045 0,184
P 0395 0,164 0,122 0,117 0,527 0,909 0,742 0,182

El anélisis se hizo sobre el total de la muestra. IMC: indice de masa corporal. CT:
colesterol total (mg/dL); TG: triglicéridos (mg/dL); HDL: colesterol HDL (mg/dL); LDL:
colesterol LDL (mg/dL). Para cada correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la
p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho contraste.
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Figura 20. Correlacion entre la expresion relativa del PPAR-y1 en grasa visceral con el

peso.

A: Total de la muestra. B: Sexo femenino.
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Figura 21. Correlacion entre la expresion relativa del PPAR-y1 en grasa visceral con el
IMC.
A: Total de la muestra. B: Sexo femenino.
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4. Expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa subcutanea

4.1. Comparacion de la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en grasa

subcutanea entre casos y controles

La resultados obtenidos al analizar la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en
tejido adiposo subcutaneo se observan en la Figura 22. No se encontraron diferencias
significativas en la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en tejido adiposo subcutaneo

entre los pacientes obesos y los controles.
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Figura 22. Expresion relativa del PPAR-y1 y 2 en grasa subcutinea.

La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con actina y se calibraron con
la media 2**“* de los controles.

4.2. Influencia del sexo en la expresion del PPAR-yl1 y PPAR-y2 en grasa

subcutanea

Al comparar la expresion del PPAR-yl y 2 en grasa subcutanea de mujeres
obesas y no obesas, se observo también una disminucion no significativa del PPAR-

vl en las mujeres obesas. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
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expresion del PPAR-y2 en grasa subcutdnea entre mujeres obesas y controles, ni del

PPAR-y1 y PPAR-y2 en hombres obesos respecto a controles no obesos (Figura 23).
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Figura 23. Expresion relativa del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa subcutanea segiin el
sexo.

La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con actina y se calibraron con
la media 2**“* de los controles.

4.3. Correlacion de la expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 en grasa subcutanea

con las variables clinicas y analiticas

No se observd ninguna correlacion significativa entre los niveles de expresion
del PPAR-yl y 2 en grasa subcutdnea, la edad o los parametros antropométricos y

bioquimicos de los obesos y controles (Tabla 13).

Tabla 13. Correlacion entre la expresiéon del PPAR-y en grasa subcutianea y las variables
clinicas y analiticas.

Edad Peso IMC Glucosa CT TG HDL LDL

p -0,06 0,005 -0,051 -0,019 -0,133 0,005 -0,202 -0,082
P 064 0972 0,696 088 0,327 0,968 0,14 0,557
p 001 0,172 0,103 0,061 -0,034 0,111 -0,069 -0,112
0,938 0,18 0,424 0,64 0,801 0417 0,618 0,419

PPAR-y1

PPAR-y2

™

El anélisis se hizo sobre el total de la muestra. IMC: indice de masa corporal. CT:
colesterol total (mg/dL); TG: triglicéridos (mg/dL); HDL: colesterol HDL (mg/dL); LDL:
colesterol LDL (mg/dL). Para cada correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la
p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho contraste.
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S. Expresion de miR-27a y miR-27b en grasa visceral

5.1. Comparacion de la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa visceral

entre casos y controles

La resultados obtenidos al analizar la expresion de miR-27a y miR-27b en tejido
adiposo visceral de obesos respecto a controles, se observan en la Figura 24. No
encontramos diferencias significativas en la expresion de miR-27a y miR-27b en

tejido adiposo visceral entre los pacientes obesos y los controles.
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Figura 24. Expresion relativa de miR-27a y miR-27b en grasa visceral.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con mir-103a y se calibraron
con la media 2**“* de los controles.

5.2. Influencia del sexo en la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa

visceral

Estratificando por sexos, no encontramos diferencias de expresion de miR-27a 'y
miR-27b al comparar las mujeres obesas respecto a las no obesas, ni entre hombres

obesos y controles (Figura 25).
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Figura 25. Expresion relativa de miR-27a y miR-27b en grasa visceral en hombres y
mujeres.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con mir-103a y se calibraron
con la media 2**“* de los controles.

5.3. Correlacion de la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa visceral con

las variables clinicas y analiticas

El andlisis de correlacion entre los niveles de expresion de miR-27a y miR-27b
en grasa visceral, con la edad o los pardmetros antropométricos y bioquimicos de los
pacientes y controles (Tabla 14) no demostr6 ninguna correlacion estadisticamente
significativa. Tampoco se evidencid ninguna correlacion al analizarlos en los
pacientes y en los controles.

Tabla 14. Correlacién entre la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa visceral y las
variables clinicas y analiticas.

Edad Peso IMC Glucosa CT TG HDL LDL

p 0,098 0,034 -0,052 -0,22 0,162 0,137 0,07 0,071
P 0,447 0,793 0,686 0,089 0,234 0315 0,611 0,612
p -0,049 0,108 0,117 -0,082 0,126 0,068 0,047 0,055
P 0,707 0,402 0,364 0,530 0,356 0,616 0,732 0,694

miR-27a

miR-27b

El andlisis se hizo sobre el total de la muestra. IMC: indice de masa corporal. CT:
colesterol total (mg/dL); TG: triglicéridos (mg/dL); HDL: colesterol HDL (mg/dL); LDL:
colesterol LDL (mg/dL). Para cada correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la
p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho contraste.
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6. Expresion de miR-27a y miR-27b en grasa subcutinea

6.1. Comparacion de la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa subcutinea

entre casos y controles

El andlisis de la expresion de miR-27a y miR-27b en tejido adiposo subcutaneo
de obesos respecto a controles se observa en la Figura 26. No encontramos diferencias

significativas en la expresion de estos dos micro-ARN entre los grupos de estudio.
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Figura 26. Expresion relativa de miR-27a y miR-27b en grasa subcutanea.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con mir-103a y se calibraron
con la media 2**“* de los controles.

6.2. Influencia del sexo en la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa

subcutanea

Al estratificar por sexos por sexos, se observo una disminucion no significativa
de la expresion miR-27a en mujeres obesas respecto a los controles (P = 0,061). Por

el contrario, la expresion diferencial de miR-27b en grasa subcutinea mostrd un
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incremento no significativo en la expresion de miR-27b tanto en mujeres obesas (P =

0,907) como en hombres obesos (P = 0,083) respecto a los controles (Figura 27).
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Figura 27. Expresion relativa de miR-27a y miR-27b en grasa subcutanea en hombres y
mujeres.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. Las expresiones relativas se normalizaron con mir-103a y se calibraron
con la media 2**“* de los controles.

6.3. Correlacion de la expresion de miR-27a y miR-27b en grasa subcutinea

con las variables clinicas y analiticas

El andlisis de correlacion entre los niveles de expresion de miR-27a y miR-27b
en grasa subcutanea, con la edad y los parametros antropométricos y bioquimicos del
conjunto de la muestra se presenta en la Tabla 15. Este analisis puso de manifiesto
una correlacion positiva débil entre la expresion de miR-27a y los niveles de
colesterol total (p = 0,281; P = 0,036). Este resultado se mantuvo en el subgrupo de
las mujeres (p = 0,335; P = 0,032; Figura 28), en las que adicionalmente se observd
una correlacion positiva entre dicho micro-ARN y el nivel de colesterol LDL (p =

0,377; P=0,018).
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Tabla 15. Correlacion de miR-27a y miR-27b en grasa subcutinea con las variables

clinicas y analiticas.

Edad Peso IMC Glucosa CT TG HDL LDL

miR-27a P -0,165 -0,136 -0,145  -0,079 0,281 0,044 0,245 0,223
P 0,199 0291 0,26 0,543 0,036 0,749 0,072 0,106
miR-27 P -0,039 0,072 0,024 0,053 -0,065 0,17 -0,249 -0,126

P 0,766 0,58 0,855 0,686 0,633 0,211 0,067 0,364

El anélisis se hizo sobre el total de la muestra. IMC: indice de masa corporal. CT:
colesterol total (mg/dL); TG: triglicéridos (mg/dL); HDL: colesterol HDL (mg/dL); LDL:
colesterol LDL (mg/dL). Para cada correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la
p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho contraste.
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Figura 28. Correlacion entre la expresion relativa de miR-27a en grasa subcutianea con
el colesterol total.
A: Total de la muestra. B: Sexo femenino.
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6.4. Correlacion entre los niveles de expresion del PPAR-y1, PPAR-y2, miR-

27a y miR-27b

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre los niveles de expresion de ARNm
del PPAR-yl y PPAR-y2 y los niveles de expresion de los micro-ARN miR-27a y
miR-27b en grasa visceral (Tabla 16) y en grasa subcutdnea (Tabla 17). En este
analisis encontramos una correlacion positiva entre los niveles del PPAR-yl y PPAR-
v2 en ambos tejidos, al igual que se encontrd una correlacion entre el miR-27a y el
miR-27b en grasa visceral, pero no en grasa periférica. Ademas, se evidencid una
correlacion positiva débil entre el miR-27b y el PPAR-y2 en grasa visceral (p = 0,276;
P =0,030). Al contrastar este ultimo analisis en el grupo de casos y en el grupo de
controles, la correlacion entre miR-27b y PPAR-y2, solo se observd en el grupo de
controles (p = 0,589; P =0,008).

Tabla 16. Correlacion entre la expresion del PPAR-y y miR-27a y miR-27b en grasa
visceral.

PPAR-yl __ PPAR-2 miR-27a miR-27b
0 . 0.398 0.169 0.155
PPAR-y1
v P . 0,001 0,189 0.23
. 24 2
PPAR2 0 0,398 0,247 0,276
P 0,001 . 0,053 0,03

El analisis se hizo sobre el total de la muestra. Para cada correlacion, en la fila superior se
muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho
contraste.

Tabla 17. Correlacion entre la expresion del PPAR-y y miR-27a y miR-27b en grasa
subcutinea.

PPAR-yl __ PPAR-2 miR-27a miR-27b
0 . 0.286 20.175 20,057
PPAR-y1
v P . 0,024 0,174 0,662
PPAR-2 0 0,286 . 20,148 -0,055
P 0,024 . 0,251 0,669

El analisis se hizo sobre el total de la muestra. Para cada correlacion, en la fila superior se
muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a dicho
contraste.
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7. Relacion entre los niveles de expresion del PPAR-y1 y PPAR-y2 y la

pérdida de peso postquirurgica

Adicionalmente se realiz6 un seguimiento clinico postoperatorio de al menos 12
meses en 31 de los 43 pacientes obesos y se registraron los cambios en el peso y el
IMC tras la cirugia bariatrica. El porcentaje medio de disminucion de peso al afio de
la cirugia bariatrica fue de 33,65 (7,7) % y, en consecuencia y dada la relacion lineal
directa entre ambas variables, el promedio de la disminuciéon del IMC al ano de la
cirugia fue también de un 33,64 (7,7) %.

El anélisis de correlaciéon mediante la p de Spearman mostrdé una correlacion
negativa entre los niveles del PPAR-yl en la muestra de tejido adiposo obtenida
durante la cirugia bariatrica, y el porcentaje de pérdida de peso y de reduccion del
IMC a los 12 meses (Tabla 18), tanto en tejido adiposo visceral (p = -0,460 y P =
0,009 para el peso; p =-0,462 y P = 0,009 para el IMC; Figura 29) como subcutaneo
(p=-0,404 y P = 0,024 para el peso; p =-0,398 y P = 0,026 para el IMC; Figura 30).
De esta forma, los pacientes con niveles de expresion mas bajos del PPAR-yl,
perdieron més peso y tuvieron un mayor descenso en el IMC. Esta relacion fue mas
fuerte en mujeres (Tabla 19), aunque no se realizo el andlisis en el grupo de varones
dado el bajo tamafio muestral (N = 5).

Esta correlacion significativa entre la pérdida de peso y los niveles del PPAR-y1
en ambos tejidos se pone de manifiesto a partir de los 6 meses y es mas evidente en la
grasa visceral, como se observa en la Tabla 20. Por el contrario, no se encontrd
correlacion entre los niveles del PPAR-y2 y la pérdida de peso o la reduccion de IMC
post-quirtrgica. No se encontrd tampoco ninguna relacidon significativa entre la
pérdida de peso post-cirugia y las variables recogidas, como la edad, el peso o el IMC

previo a la cirugia bariatrica.
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Tabla 18. Correlacion entre la expresion del PPAR-y y la pérdida de peso al afio de la
cirugia.

Pérdida de Reduccion del
peso al aiio (%) IMC al afio (%)

PPAR-y1 o -0,460 -0,462
Grasa visceral P 0,009 0,009
PPAR-y2 P -0,083 -0,085
Grasa visceral P 0,658 0,649
PPAR-yl p -0,404 -0,398
Grasa subcutanea P 0,024 0,026
PPAR-y2 p -0,225 -0,224
Grasa subcutanea P 0,224 0,225

El analisis se hizo sobre 31 pacientes seguidos durante 1 afio. Para cada correlacion, en la fila
superior se muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada a
dicho contraste.

Tabla 19. Correlacién entre PPAR-y y la pérdida de peso al afio de la cirugia en
mujeres.

Pérdida de Reduccion del
peso al afio (%)  IMC al aiio (%)

PPAR-y1 p -0,490 -0,497
Grasa visceral P 0,011 0,01
PPAR-y2 p 0,019 0,02

Grasa visceral P 0,925 0,922

PPAR-y1 p -0,423 -0,415
Grasa subcutdnea P 0,031 0,035

PPAR-y2 p -0,152 -0,148
Grasa subcuténea P 0,458 0,47

El analisis se hizo en 26 pacientes de sexo femenino seguidas durante 1 afio. Para cada
correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor
de la P asociada a dicho contraste.
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Figura 29. Correlacién entre los niveles del PPAR-y1 en grasa visceral y la pérdida de
peso y reduccién del IMC durante el primer afio post-cirugia bariatrica.
A: Pérdida de peso. B: Reduccion del IMC.
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Figura 30. Correlacion entre los niveles del PPAR-y1 en grasa subcutinea y la pérdida
de peso y reduccion del IMC durante el primer afio post-cirugia bariatrica.
A: Pérdida de peso. B: Reduccion del IMC.
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Tabla 20. Correlacion entre los niveles del PPAR-y1 y la pérdida de peso y reduccion del
IMC durante el primer aiio post-cirugia bariatrica.

Pérdida Reduccion Pérdida Reduccion Pérdida Reduccion
de peso del IMC de peso del IMC de peso del IMC

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
3 meses (N = 39) 6 meses (N = 33) 12 meses (N =31)
PPAR-y1 p -0,186 -0,186 -0,454 -0,454 -0,460 -0,462
Grasa
. 0,258 0,258 0,008 0,008 0,009 0,009
visceral
PPAR-y1 p -0,26 -0,26 -0,336 -0,336 -0,404 -0,398
Grasa
, 0,109 0,109 0,056 0,056 0,024 0,026
subcutanea

El andlisis se hizo en los pacientes seguidos a los 3, 6 y 12 meses. Para cada correlacion, en la
fila superior se muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor de la P asociada
a dicho contraste.

Para analizar mas detalladamente esta relacion entre los niveles del PPAR-y1 y
la reduccion de peso post-quirdrgica, se dividio a los pacientes en dos subgrupos de
acuerdo a la media de reduccion de peso (33,65%) e IMC (33,64%). Asi, los pacientes
que habian perdido mas de un 33% del peso inicial al afio de la cirugia tenian niveles
de expresion del PPAR-y1 significativamente mas bajos que aquellos pacientes que
habian perdido menos del 33% de peso. Este resultado fue estadisticamente
significativo en grasa visceral (P = 0,021) y en grasa subcutanea (P = 0,048; Figura
31). De igual forma, los pacientes que habian perdido més de un 33% en el valor de
IMC al afio de la cirugia tenian niveles de expresion del PPAR-y1 significativamente
mas bajos que aquellos pacientes que habian perdido menos del 33% de peso, tanto en

grasa visceral (P = 0,022) como subcutanea (P = 0,048; Figura 32).
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Figura 31. Diferencia en la expresion relativa del PPAR-y1 de acuerdo al porcentaje de
reduccion de pérdida de peso.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. En color marrén se encuentra el grupo de pacientes con disminucion del
peso al afio de la cirugia menor o igual al 33% (n = 16). En color amarillo se representa el
grupo de pacientes con disminucién de peso al afio >33% (n = 15). * P <0,05.
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Figura 32. Diferencia entre la expresion relativa del PPAR-y1 de acuerdo al porcentaje
de reducciéon de IMC.

La expresion relativa de micro-ARN para cada grupo se expresa con la media del valor y la
desviacion estandar. En color marrén se encuentra el grupo de pacientes con disminucion del
IMC al afo de la cirugia menor o igual al 33% (n = 16). En color amarillo se representa el
grupo de pacientes con disminucion de IMC al afio >33% (n = 15). IMC: Indice de masa
corporal. * P <0,05.
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8. Relacion entre los niveles de expresion de miR-27a y miR-27b y la pérdida

de peso postquirurgica

No se observo ninguna relacion entre la expresion de miR-27a y miR-27b y la

reduccion de peso o del IMC en el primer afio del postoperatorio (Tabla 21).

Tabla 21. Correlacion entre miR-27a y miR-27b y la pérdida de peso al aio.

Pérdida de
peso al afio (%)

Reduccion del
IMC al aiio (%)

miR-27a P
Grasa visceral P
miR-27b P
Grasa visceral P
miR-27a P
Grasa subcutanea P
miR-27b p
Grasa subcutanea P

-0,218
0,238

0,11
0,557

0,286
0,119

0,152
0,415

-0,217
0,242

0,109
0,56

0,287
0,118

0,149
0,424

El analisis se hizo en 26 pacientes de sexo femenino seguidas durante 1 afio. Para cada
correlacion, en la fila superior se muestra el valor de la p de Spearman y en la inferior el valor

de la P asociada a dicho contraste.
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Discusion

En nuestro trabajo hemos analizado la expresion en tejido adiposo del factor de
transcripcion PPAR-y y de dos micro-ARN potencialmente implicados en su
regulacion. En concreto, hemos realizado un andlisis mediante RT-qPCR de la
expresion de las isoformas 1 y 2 del PPAR-y y de los micro-ARN miR-27a y miR-
27b, en muestras de tejido adiposo visceral y subcutineo de pacientes obesos y
controles no obesos; ademds, hemos correlacionado los niveles de expresion
encontrados con variables clinicas y analiticas.

Como resultados principales de nuestro estudio, no hemos observado
diferencias en la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en el tejido adiposo visceral o
subcutaneo de pacientes obesos comparados con controles; sin embargo, al estratificar
por sexo, si hemos encontrado una disminucién significativa en los niveles de ARNm
del PPAR-yl en el tejido adiposo visceral de mujeres con obesidad (P = 0,045).
Asimismo, hemos observado una correlacion negativa entre los niveles de ARNm del
PPAR-y1 en tejido adiposo visceral con el peso (p =-0,305; P=0,016) y el IMC (p =
-0,325; P =0,001); esta correlacion inversa entre la expresion del PPAR-y1 y el peso
fue mas fuerte en mujeres, grupo en el que también se observo una correlacion inversa
del PPAR-y2 con el peso (p = -0,419; P = 0,004) y el IMC (p = -0,495; P = 0,001).
Esta relacion inversa entre el PPAR-y1 y el peso no se aprecid en el tejido adiposo
subcutaneo.

En el andlisis de expresion del miR-27a y el miR-27b en el tejido adiposo
subcutaneo y visceral, no se encontraron cambios en la expresion de estos micro-ARN
entre el grupo de casos y controles. La expresion de ambos micro-ARN estaba
correlacionada positivamente pero no se observé una asociacion in vivo entre sus

niveles de expresion y los del PPAR-y1 y PPAR-y2.
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Por primera vez en la literatura, nuestro estudio ha mostrado una correlacion
negativa entre los niveles del PPAR-y1 previos a la cirugia bariatrica con la pérdida
de peso y la reduccion del IMC en los primeros 12 meses tras la cirugia, tanto en
tejido adiposo visceral, como subcutaneo. Esta relacion entre una mayor pérdida de
peso y una menor expresion del PPAR-yl también fue significativa al dividir en dos
grupos a los pacientes de acuerdo al valor medio de reduccion de peso e IMC al afio
de la cirugia, lo que refuerza la consistencia del hallazgo encontrado.

Para valorar de forma adecuada los resultados encontrados es preciso en primer
lugar considerar algunos aspectos relevantes del disefio y metodologia del estudio, lo

que realizaremos antes de discutir cada uno de los resultados encontrados.

1. Consideraciones metodologicas de los estudios de expresion de ARN en

tejido adiposo de pacientes obesos

El analisis de la expresion de ARN de diferentes moléculas en tejido adiposo de
sujetos obesos y su comparacion con la expresion en controles es un tipo de disefio
ampliamente utilizado para estudiar el papel de distintos mediadores en la
fisiopatologia de la obesidad. Una vez seleccionado el grupo de casos y el de
controles, se procede a la obtencion de material mediante biopsia y posteriormente se
extrae el ARN para su analisis, habitualmente mediante RT-qPCR.

Este modelo experimental, pese a su aparente sencillez, entrafna diversas
dificultades metodologicas, dentro de las que destacan la variabilidad inherente de la
expresion de ARN en diversas condiciones fisioldgicas y patologicas, diferencias en
los protocolos de obtencion de la muestra o de extraccion de ARN, variabilidad en las
técnicas de transcripcion reversa y empleo de distintos genes de referencia. Todo ello

puede determinar diferencias metodologicas, incluso sesgos, en los céalculos de los
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niveles de expresion de ARN. A continuacion, se detallan algunos de los aspectos mas
relevantes que pueden influir en los resultados encontrados con este disefio

experimental o que estan asociados con potenciales sesgos en el analisis de los datos.

1.1.  Seleccion de casos y controles

En el tipo de estudio que nos ocupa, la seleccion adecuada de casos y controles
se realiza de forma habitual de acuerdo a los criterios de sobrepeso y obesidad
definidos por la OMS*, que permiten una clasificacion sencilla y sin necesidad de
pruebas complementarias. Aunque existen otras medidas antropométricas asociadas
con la obesidad, no cabe duda que el IMC es el pardmetro mas sencillo y universal y
por tanto, el utilizado por la mayoria de estudios para identificar y clasificar la
presencia de esta enfermedad?0®!!213:214210219

Sin embargo, dentro de la misma definicion de obesidad (IMC > 30 kg/m?),
pueden existir diferencias en la expresion genética en el tejido adiposo debido a
distintas variables, como la edad, la presencia de comorbilidades, la raza o el
sexo”*"*" Asimismo, también es evidente que la situacion metabélica no es la misma
en un paciente con obesidad moérbida y sindrome metabolico asociado que en aquellos

#2283 por tanto, diferencias en

conocidos como “obesos metabolicamente sanos
cualquiera de estas variables pueden provocar variaciones en los resultados de los
estudios, particularmente porque no suele resultar factible incluir un tamafio muestral
muy elevado. También puede implicar un sesgo, logicamente, la seleccion de los
controles. Particularmente porque en muchos casos, (p. €j., si se toman biopsias
quirargicas del tejido adiposo visceral) no es posible incluir controles sanos sin

enfermedad sino que es preciso incluir sujetos controles no obesos que van a ser

sometidos a cirugia por otro motivo.
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En nuestro trabajo, se estratificd a los sujetos del estudio en dos grupos,
obesos y no obesos, de acuerdo a su IMC, siguiendo la clasificacion mencionada.
Como pacientes obesos, se incluyeron aquellos con IMC > 35 kg/m® que fueron
sometidos a cirugia bariatrica, lo que representa un grupo de pacientes relativamente
homogéneo en cuanto a su peso pero que pueden tener diferencias en otros pardmetros
como la presencia o no de diabetes mellitus o dislipemia, asi como el tratamiento de
las mismas. Como controles, se incluyeron pacientes sometidos a cirugia
laparoscopica, sin enfermedades agudas intercurrentes y con IMC < 30 kg/m’.
Aunque lo ideal hubiera sido incluir pacientes con IMC < 25 kg/m®, es bien conocido
que el exceso de peso es un factor de riesgo de litiasis biliar*™, por lo que la seleccion
de pacientes nicamente con IMC < 25 kg/m® hubiera limitado mucho el tamafio
muestral de los controles. Un disefio similar ha sido utilizado en otros trabajos®**'* y
dada la enorme diferencia entre el IMC medio de casos y controles en nuestro estudio,
no creemos que este aspecto suponga un sesgo importante en nuestros resultados. Las

diferencias en la seleccidn de nuestra muestra con respecto a otros estudios, sin

embargo, si deben ser tenidas en cuenta al comparar los resultados obtenidos.

1.2. Obtencion y procesamiento de las muestras

La obtencion de la muestra y la purificacion de su ARN, marcan el paso inicial
de cada ensayo de RT-qPCR. La adecuada realizacion de este proceso es
posiblemente uno de los factores mas determinantes de la reproducibilidad y la
consistencia de los resultados posteriores de la RT-qPCR. Por ello, es esencial
cuantificar con precision y evaluar la calidad del ARN antes de realizar la
transcripcion reversa™ . En nuestro estudio se aplicd un estricto protocolo de

obtencion y procesamiento de las muestras de grasa visceral y periférica hasta obtener
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el ARN, tal y como se ha detallado en el apartado de metodologia de este trabajo,
poniendo un especial hincapié¢ en las medidas para evitar la contaminacién y/o
degradacion del ARN. La cuantia y pureza del ARN obtenido, se determindé mediante
un espectrofotdmetro, calculando la absorbancia a 260 nm y el ratio de absorbancias a
260/280 nm, respectivamente”*’.

Resulta de interés comentar en este apartado que se han descrito diferencias
entre las biopsias obtenidas por puncion aspiraciéon con aguja fina y las biopsias
obtenidas por técnica quirdrgica, pudiendo las primeras no ser representativas del

total del tejido adiposo®®’; este aspecto puede por tanto explicar también diferencias

entre distintos estudios.

1.3. Optimizacion de la PCR

Para realizar el andlisis de expresion de ARN, la RT-qPCR es la técnica mas
usada para examinar los cambios de expresion de uno o mas genes de interés, debido
a su especificidad, sensibilidad, sencillez, bajo coste y alto rendimiento. Por todo ello,
ofrece una amplia gama de ventajas sobre otros métodos como el Northern blot o la
PCR semi-cuantitativa y se ha convertido en la herramienta mas usada para la

288

cuantificacion absoluta y relativa de los niveles de ARNm™". En cualquiera de los

casos, la optimizacién de la PCR es un paso clave para mejorar la sensibilidad,

% En este sentido, el protocolo de PCR

especificidad y reproducibilidad de la misma
realizado en nuestro estudio, se llevd a cabo con un control de calidad metodolégico
siguiendo las recomendaciones de las guias MIQE (del ingles Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)*". Entre otras medidas,

se incluyd un control negativo en cada fila de la placa que contenia todos los

componentes de la reaccion excepto el ADNc retrotranscrito y todas las muestras
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fueron realizadas por duplicado, repitiéndose aquellas cuya desviacion estandar entre
duplicados fue mayor a 1. Se realiz6é una curva de fusion para cada uno de los genes
utilizados, las cuales verificaron la ausencia de dimeros de primers. Adicionalmente,
se realizd un test de Grubbs previo al andlisis de los resultados, que comprobo la

ausencia de valores extremos o outliers.

1.4.  Seleccion del gen de referencia

La normalizacion con genes de referencia permite disminuir, al menos en parte,
los errores derivados de las variaciones entre muestras, de la extraccion y calidad del
ARN, y de la sintesis de ADNc. Una buena normalizacién es especialmente
importante cuando el objetivo es comparar perfiles de expresion de genes utilizando
biopsias in vivo de diferentes individuos, dada la variabilidad biologica entre
individuos. Por tal motivo, la seleccion de un gen de referencia adecuado para cada
tejido y condicion experimental, resulta crucial para garantizar la correccion de los

291 . . .
. En este sentido, estudios realizados sobre la

resultados de un experimento
normalizacion de la RT-PCR han mostrado que el uso de genes de referencia
inadecuados puede llevar a encontrar resultados falsamente positivos o
negativos™>*”.

Con el objetivo de seleccionar el gen de referencia 6ptimo, en nuestro estudio
hemos utilizado los algoritmos GeNorm, NormFinder y BestKeeper para realizar el
andlisis de estabilidad de los genes de referencia candidatos, en la muestras de tejido
adiposo visceral y periférico, tanto para ARNm como para micro-ARN, tal y como se

274-276

recomienda en la literatura . El anélisis realizado en nuestras propias muestras

mostrd unos valores de estabilidad de los genes de referencia seleccionados que
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fueron consistentes con los descritos previamente para muestras de tejido adiposo
humano, tanto para ARNm como para micro-ARN?""*"-2%,

Este aspecto, sin duda, es de gran relevancia a la hora de comparar estudios
similares que estudien el perfil de expresion de ARN en tejido adiposo. En nuestro
conocimiento, nuestro trabajo es el primer estudio que analiza la expresion de ARNm

del PPAR-y y de los micro-ARN miR-27 empleando genes de referencia validados en

las mismas muestras de tejido adiposo visceral y subcutaneo utilizadas.

2. Diferencias en la expresion del PPAR-y en tejido adiposo de sujetos

obesos frente a controles y relacion con el IMC

En nuestro estudio no hemos observado diferencias significativas en la
expresion del PPAR-y entre pacientes obesos respecto a controles no obesos. La
tendencia observada en los datos fue, sin embargo, hacia una disminucion de la
expresion del PPAR-y y cuando se realizd un analisis estratificado por sexos, si
encontramos una disminucion significativa en la expresion del PPAR-yl en mujeres
obesas en grasa visceral. Este resultado es consistente con la correlacion negativa
encontrada entre los niveles del PPAR-y1 en grasa visceral con el peso (p =-0,305; P
= 0,016) y el IMC (p = -0,325; P = 0,001), tanto para el total de sujetos como
estratificado por sexos, de forma que niveles reducidos del PPAR-y1 se asociaron con
un mayor peso ¢ IMC.

Resulta dificil, sin embargo, plantear una explicacion fisiopatologica de
nuestros hallazgos dado que existen datos experimentales contradictorios en los
estudios previamente publicados, tanto en modelos animales de experimentacion

como en estudios en humanos.
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2.1. Resultados previos respecto a la expresion del PPAR-y en tejido adiposo

de sujetos con obesidad

Los estudios previos realizados para analizar la expresion del PPAR-y en

tejido adiposo de pacientes obesos han encontrado resultados sumamente dispares.

216 217
. L.

Asi, los trabajos de Auboeuf et al*'®, Krempler et al*'’, y Hammes et al.*'® no

mostraron diferencias en la expresion de este receptor, mientras que los estudios de
Lefebvre et al.*”’, Bortolotto et al.*”, Vidal-Puig et al*® Redonnet ef al.*'?, Ruschke
et al’'" y Lee et al*"', encontraron un incremento en la expresion del PPAR-y en

obesos. Resultados mas parecidos al nuestro se han comunicado en los trabajos

214 213 294
l. L. L.

publicados por Leyvraz et al.”", Poulain-Godefroy et al.””, Sewter et a

y

Rodriguez-Acebes et al*"

, que mostraron una disminuciéon en los niveles de
expresion del PPAR-y en tejido adiposo de obesos.

Los resultados resumidos de los estudios citados se muestran en la Tabla 22
junto con algunas de las caracteristicas de los mismos. En relacion con los datos de
nuestro estudio, el trabajo de Leyvraz et al*'* encontré también una disminucion
significativa en la expresion del PPAR-y1, pero no PPAR-y2, en mujeres obesas tanto
en grasa visceral como en grasa subcutdnea, lo que coincide parcialmente con los
datos de nuestro estudio. Este mismo trabajo, ademds, demostré que los pacientes
obesos sometidos a cirugia bariatrica presentaron un incremento progresivo de los
niveles PPAR-yl al afio de la cirugia, lo que apoya que la obesidad induce un
descenso de la expresion de este receptor. Sin embargo, Poulain-Godefroy et al.*"
mostraron una disminucion del PPAR-yl y PPAR-y2 solo en la grasa subcutanea,
pero no en la grasa visceral de mujeres obesas respecto a no obesas. Por otro lado, el

215
l.

trabajo de Rodriguez-Acebes ef al.””, que solo analizd muestras de tejido adiposo
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subcutaneo, encontré una disminucion del PPAR-yl, pero no del PPAR-y2, en
mujeres y en hombres obesos respecto a no obesos.

Tabla 22. Resultados previos respecto a la expresion del PPAR-y en tejido adiposo de
sujetos con obesidad

Autor/afio  Técnica Gen de Gen Obesos Controles Hallazgos
referencia diana (N) (N)
Lefebvre RT-PCR - PPAR-y1 6 6 Incremento del PPAR-y en obesos en
etal. competitiva PPAR-y2 grasa visceral y subcutanea
1997
Auboeuf RT-PCR - PPAR-y1 10 10 No hay diferencias en la expresion del
etal. competitiva PPAR-y2 PPAR-y1 y 2 en grasa visceral
1997°'¢
Vidal-Puig Solucion de 18S PPAR-y1 24 14 Incremento del PPAR-y2 en grasa
etal. hibridacion PPAR-y2 subcutanea de obesos, principalmente
1997°% con en mujeres
proteccion Disminucion no significativa del PPAR-
de nucleasa. v1 en obesos
Krempler Northern GAPDHy PPAR-y -50grasa -19 grasa No hay diferencias en la expresion
etal. Blot actina comun subcutanea subcutanea
200027 - 76 grasa  -20 grasa
visceral. visceral.
Redonnet RT-gPCR  Actina PPAR-y 15 (mujeres) 10 Incremento del PPAR-y en obesas en
etal. SYBR comun (mujeres)  grasa subcutanea
2002*?  Green
Sewter RT-qPCR  GAPDH PPAR-yl 11 11 Disminucion del PPAR-y1 e incremento
etal. TaqMan PPAR-y2 del PPAR-y2 en grasa subcutanea de
20022 obesos
Bortolotto RT-qPCR  Actina PPAR-y 10 10 Incremento del PPAR-y en obesos en
etal. SYBR comun grasa subcutanea, pero no en grasa
20072 Green visceral
Poulain- RT-qPCR  GAPDH PPAR-yl 18 (mujeres) 6 (mujeres) Disminucion del PPAR-yl y PPAR-y2
Godefroy TagMan PPAR-y2 en obesos en grasa subcutanea, pero no
etal. en grasa visceral
2008°"
Rodriguez RT-gPCR  36b4 PPAR-yl 40 18 Disminucion del PPAR-y1 en grasa
-Acebes  SYBR PPAR-y2 subcutanea
etal., Green No hay diferencias para PPAR-y2
2010°"
Ruschke RT-qPCR  18S PPAR-y2 -37con 58 Incremento del PPAR-y2 en grasa
etal. TaqMan obesidad visceral y subcutanea de obesos
20102"° visceral
- 58 con
obesidad
subcutanea
Leeetal. RT-qPCR  GAPDH PPAR-y 12 (mujeres) 5 (mujeres) Incremento del PPAR-y en grasa
2010?" SYBR comun subcutanea de obesas
Green
Hammes RT-qPCR B2M PPAR-y 13 10 No hay diferencias en la expresion del
et al. SYBR comun PPAR-y en grasa visceral y subcutanea
201228 Green
Leyvraz RT-qPCR  B2M PPAR-yl 30 (mujeres) 5 (mujeres) Disminucion del PPAR-y1 en grasa
etal. SYBR PPAR-y2 visceral y subcutanea de obesos
2012%" Green No hay diferencias en la expresion del

PPAR-y2

No cabe duda que resulta muy dificil intentar conciliar los resultados de estos

trabajos. En primer lugar, es obligado mencionar que se han utilizado diferentes
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metodologias para determinar la expresion del PPAR-y y que el tamafo muestral de la
mayoria de los estudios es muy pequeiio, especialmente en lo referente al nimero de
controles, lo que incrementa la posibilidad de un error aleatorio. En concreto, solo los
estudios de Vidal-Puig et al.*®®, Krempler ez al.*"’, Sewter et al.***, Rodriguez-Acebes
et al”" y de Ruschke et al*'°, tienen mas de 10 controles, y varios estudios tienen
menos de 20 individuos en cada grupo. Asimismo, la seleccion de casos y controles es
diferente entre los estudios, con diferencias que pueden resultar relevantes en algunas
variables. Por ejemplo, el rango de edad oscila desde los 33 hasta los 64 afios para los
casos, y desde los 23 hasta los 55 afios para los controles en los diferentes trabajos.
Este detalle resulta de relevancia porque estudios en ratones han encontrado una
disminucion de la expresion de ARNm del PPAR-y asociada al envejecimiento™ .
Otra de las diferencias observadas entre los diferentes estudios, fue la variacion en las
cifras del IMC tanto en casos como en controles. Para los casos la variacion oscil6 en
un rango comprendido entre 33 y 50 Kg/m®, y en los controles desde 22 a 29 Kg/m®.

En la revision realizada, también se observaron diferencias entre la técnica de
obtencion de tejido entre los casos y controles, no solo entre diferentes trabajos sino
incluso dentro del mismo estudio: el trabajo de Vidal-Puig ef al.**® recogi6 la muestra
de los pacientes mediante biopsia quirurgica y de los controles por puncioén por aguja
fina. Ademas, los estudios han empleado diferentes genes de referencia, utilizando
dos de ellos la proteina ribosomal 18S, que se ha demostrado como uno de los genes
de referencia menos estables en el tejido adiposo de pacientes obesos®’ "%,

Por otro lado, las restricciones dietéticas asi como una pérdida o ganancia de
peso reciente pueden alterar la expresion del PPAR-y, tanto en modelos humanos

205,212,297

como animales , por lo que hemos revisado este aspecto en los estudios

incluidos en la Tabla 22. Concretamente, en el estudio de Redonnet ef al*'? los
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pacientes obesos fueron clasificados en dos grupos segiin la ganancia o pérdida de
peso los 6 meses previos a la cirugia, encontrdndose que los pacientes que habian
perdido peso tuvieron un incremento menor del PPAR-y que los obesos con
incremento de peso previo a la cirugia. Similares hallazgos fueron descritos por
Viguerie et al.**®, quienes encontraron una disminucion en la expresion del PPAR-y2
en mujeres obesas tras 10 semanas de restriccion dietética. Entre los estudios descritos
que analizan la expresion en tejido adiposo entre pacientes y controles, solo los
trabajos de Vidal-Puig e al.*®, Lefebvre et al.*®’ y Hammes et al.*'®, especifican que
fueron realizados con obesos cuyo peso se mantuvo estable al menos los 3 meses
previos a la cirugia bariatrica. Sin embargo, es importante mencionar que en el
protocolo habitual para esta cirugia, como ocurre en nuestro centro, los pacientes
suelen recibir una dieta hipocalorica inmediatamente antes de la intervencion
quirargica, lo cual puede favorecer cambios en la expresion de los niveles del PPAR-y
respecto a obesos que no hayan variado sus habitos dietéticos antes del estudio.

Otro de los factores que puede influir en los resultados son las diferencias
funcionales entre isoformas. Por ejemplo, algunos estudios muestran resultados
significativos para una de las isoformas pero no para la otra y los trabajos que
analizan el PPAR-y1 utilizando RT-qPCR en tejido adiposo subcutaneo”*>'>*** han
demostrado una disminucidn en su expresion en los pacientes obesos respecto a los
controles. Esta variacion en los resultados entre las dos isoformas puede explicarse
por las diferencias en los patrones de expresiéon o en su papel fisiologico en la
adipogénesis'°*'*’. Igualmente, el tejido adiposo visceral puede tener mas relacion
que el subcutaneo con el perfil metabolico, motivando asi diferencias en la expresion

genética™”.
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Finalmente, un factor que puede guardar relaciéon con las diferencias de
expresion del PPAR-y es el grado de resistencia a la insulina o la presencia de
diabetes, dado que algunos estudios han seleccionado obesos “metabdlicamente
sanos™”, mientras que otros trabajos han incluido pacientes con obesidad morbida y
presencia de diabetes o resistencia a la insulina®>*'*?"7. Sin embargo, no existen
datos consistentes que relacionen la expresion del PPAR-y con estas variables. Asi, en
el estudio de Krempler e al.’’’, el nivel del PPAR-y en grasa visceral en pacientes
obesos no diabéticos se correlacionaba negativamente con indicadores de resistencia a
la insulina, por lo que los pacientes con mayor expresion del PPAR-y presentaban
menor resistencia a la insulina. En cambio, el estudio de Ruschke et al.*'® encontrd
una correlacion positiva entre el PPAR-y y el grado de resistencia a la insulina o los
niveles de HbAlc. Por otro lado, Dubois ef al.**® mostraron una disminucion del
PPAR-y2 en pacientes diabéticos con obesidad, respecto a obesos no diabéticos,

1% encontraron el resultado contrario con la variante comun,

mientras que Yang ef a
es decir, un incremento del PPAR-y en pacientes diabéticos obesos, respecto a obesos
no diabéticos.

En resumen, existen grandes diferencias, incluso resultados claramente
contradictorios, entre los estudios que han analizado previamente la expresion del
PPAR-y en tejido adiposo. Estas diferencias podrian ser explicadas en parte por
diferencias metodoldgicas entre estudios, particularmente por los criterios para la
seleccion de casos y controles y no puede descartarse tampoco un efecto especifico
las diferentes isoformas del PPAR-y. En cualquier caso, en la revision que hemos
realizado no hemos encontrado ningtn factor que nos permita interpretar de forma

consistente estos resultados, fundamentalmente por el bajo nimero de estudios y la

heterogeneidad de los mismos.
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2.2. Papel fisiopatologico del PPAR-y en la obesidad

La presencia de datos contradictorios en los estudios en humanos que valoran la
expresion del PPAR-y en tejido adiposo coincide con los resultados dispares que
arrojan otros trabajos experimentales sobre el PPAR-y. Por un lado, es cierto que
numerosos estudios apuntan a que la estimulacion del receptor PPAR-y tiene efectos
positivos sobre la resistencia a la insulina y el metabolismo en general, sosteniendo
asi la hipotesis de que este receptor desarrolla un papel protector en la lipotoxicidad.
Esta forma de dafio celular inducida por la exposicion cronica a niveles elevados de
lipidos puede lesionar diferentes o6rganos y tejidos (p. €j., tejido adiposo o muscular,
higado y pancreas), dado que favorece la produccion de metabolitos toxicos como las

202300302 g1 efecto

ceramidas, el diacil-glicerol y especies reactivas de oxigeno
protector del PPAR-y sobre la lipotoxicidad estaria mediado por tres mecanismos
principales que son el incremento del nimero de adipocitos, la mejora de la capacidad
de metabolizar los lipidos en los tejidos periféricos y la proliferacion de las células
del pancreas'©2"**%,

Estos datos coinciden con el hecho de que la administracion de agonistas
PPAR-y, como las tiazolidinedionas, inducen una mejora de la resistencia a la

. . 303305
insulina

, 0 que el uso de doxorrubicina, un inhibidor del PPAR-y, se asocia con
un aumento de la resistencia a la insulina®®. En consonancia con ello, y como ya se
ha mencionado en el epigrafe anterior, algunos trabajos han encontrado una
correlacién inversa entre la expresion del PPAR-y y la resistencia a la insulina®'’ o
con la presencia de marcadores de riesgo vascular’, con una mejoria de la
sensibilidad a la insulina y un menor riesgo vascular en los pacientes con mayor

expresion del PPAR-y. Asimismo, estd bien establecido que los pacientes obesos

presentan un incremento de los niveles de la leptina y una resistencia a la misma, que
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se correlaciona con la resistencia a la insulina®’. Y se ha descrito también un
mecanismo de regulacién negativa entre PPAR-y y leptina®®, en el cual PPAR-y
inhibe la expresion de leptina y, de igual forma, el incremento de la leptina inhibe la
expresion del PPAR-y’”, todo lo cual apoya la relacién inversa entre PPAR-y y
resistencia a la insulina.

Pero ademas de estos datos que apuntan hacia un efecto protector del PPAR-y
sobre la resistencia a la insulina y la lipotoxicidad, no podemos olvidar que las
glitazonas presentan efectos pleiotropicos y son capaces de provocar también
aumento de peso asi como acumulo de lipidos en el higado a largo plazo'®”"**'°. Asi
mismo, el estudio de Ruschke et al.*'® evidencid una correlacion positiva entre el
PPAR-y y la resistencia a la insulina, lo que no coincide con los datos anteriores.

Lamentablemente, estos resultados contradictorios en relacion con el efecto del
PPAR-y también aparecen en modelos de ratones knockout que, en teoria, deberian
permitir establecer con claridad su papel en la fisiopatologia de la obesidad. Asi,
mientras que el estudio de Jones et al.*”' describié que la ablacion del PPAR-y en
tejido adiposo protege del desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina tras una
dieta rica en grasas, otro modelo knockout selectivo para PPAR-y en tejido adiposo
desarrollado con otra técnica ha mostrado, sorprendentemente, un incremento en la
resistencia a la insulina en tejido adiposo y hepatico, aunque no en tejido muscular'’®,
Estas diferencias se han atribuido al momento del desarrollo en que se produjo la
recombinacion genética que dio origen al knockout o a la eficiencia de la misma, pero
son dificiles de interpretar en cualquier caso.

Finalmente, los ratones heterocigotos para PPAR-y (el knockout homocigoto no
resulta viable) muestran una mejora de la sensibilidad a la insulina, el mismo efecto

que se obtiene, de forma paraddjica, tras la administracion de agonistas del PPAR-y
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como las glitazonas; y todo ello pese a que los agonistas del PPAR-y inducen
ganancia de peso y de tejido adiposo, mientras que los ratones heterocigotos para este
receptor presentan una disminucion del tejido graso'®. Para explicar que la activacion
farmacologica del PPAR-y y la ablacién génica de este receptor determinen ambos
una mejora de la sensibilidad a la insulina, se ha descrito que los ratones heterocigotos
para PPAR-y presentan un aumento de la sensibilidad a la insulina respecto a los
controles asociada a la edad, pero no tras una dieta rica en grasas, mientras que el uso
de agonistas del PPAR-y si prevendria el desarrollo de resistencia a la insulina
mediada por la dieta rica en grasas'*®. Una probable explicaciéon de este hecho es que
la activacion provocada por los agonistas del PPAR-y estimula la adipogénesis,
desencadenando un flujo de acidos grasos libres hacia el tejido adiposo desde el
higado y el musculo, lo que mejora la sensibilidad a la insulina en estos drganos'”’.
Por otra parte, la reduccion de la actividad del PPAR-y en ratones heterocigotos
provoca una disminucion de los triglicéridos en el tejido adiposo, el higado y el
musculo, debido entre otros factores a un aumento en la expresion de la leptina; ello
determinaria una reduccion de la expresion de enzimas lipogénicas y una activacion
de la via del PPAR-a que favorece la B-oxidacion de acidos grasos'”’. En buena
medida, no podemos olvidar que la expresion del PPAR-y también es relevante en
otros 6rganos como el higado y el musculo y variables como la presencia o no de

esteatosis hepatica®''

o el metabolismo muscular (que depende a su vez de factores
como la adaptacién al ejercicio) pueden influir en el metabolismo lipidico’'>. De
hecho, los modelos en ratones que han suprimido el PPAR-y en tejido adiposo han

s r 201
encontrado un aumento de su expresion en higado

y la ablacion selectiva del
PPAR-y en higado determina una mejora de la sensibilidad a la insulina de forma

sistémica'”. A la luz de los datos publicados, por tanto, resulta muy dificil aclarar
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completamente el papel del PPAR-y en el metabolismo, particularmente en el tejido
adiposo.

En resumen, nuestros resultados apoyan los trabajos que muestran que en
pacientes con obesidad morbida que van a ser sometidos a cirugia baridtrica, los
pacientes con mayor IMC presentan una menor expresion del PPAR-yl en tejido
adiposo, particularmente en el sexo femenino y en tejido adiposo visceral. Estos datos
encajarian también con los estudios que muestran que a menor expresion del PPAR-y
hay mayor resistencia a la insulina y mayor presencia de otros factores asociados con
el sindrome metabolico y con el riesgo vascular Sin embargo, resulta también
evidente que estamos lejos de conocer el papel exacto que desempena este receptor en
el metabolismo lipidico, asi como su rol en la lipotoxicidad que acompafia a la
obesidad y que tampoco se pueden establecer relaciones de causalidad. Considerando
todo ello, para integrar nuestros datos con el conjunto de la literatura podemos
plantear de manera tentativa la hipotesis de que la expresion del PPAR-y podria estar
en relacion con la situacion metabolica y el grado de obesidad. Asi, pacientes obesos
“metabolicamente sanos” o con grados de la enfermedad, presentarian un incremento
del PPAR-y en tejido adiposo, como un mecanismo fisiologico para reducir la
lipotoxicidad y mejorar la sensibilidad a la insulina; por el contrario, aquellos con
mayor grado de obesidad y peor situacion metabolica, presentarian un nivel reducido
del PPAR-y en el tejido adiposo, asociado con una mayor resistencia a la insulina. En
cualquier caso, si parece evidente que las variaciones en los niveles del PPAR-y en
tejido adiposo se asocian con multiples variables, no solo en dicho tejido sino en otros
organos (higado y musculo), dificilmente analizables dado el tamafio muestral y el
disefio de los estudios realizados, todo lo cual dificulta la explicacion fisiopatologica

de nuestros hallazgos.
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3. Relacion entre los niveles del PPAR-y1 en tejido adiposo y la pérdida de

peso postquirurgica.

Nuestro estudio es el primero que evidencia una relacion entre los niveles del
PPAR-y1 previos a la cirugia y la disminucion de peso y del IMC posterior a la
cirugia bariatrica, encontrando que los pacientes con niveles reducidos del PPAR-y1
tienen mejores resultados postquirurgicos con una mayor pérdida de peso y
disminucién del IMC, que aquellos pacientes con niveles basales del PPAR-yl
elevados.

Previamente, en el estudio de Leyvraz et al*'* se determing el efecto de la
pérdida de peso asociada a la cirugia bariatrica sobre la expresion del PPAR-yl1,
encontrando un incremento significativo del PPAR-yl y una disminucién no
significativa del PPAR-y2 al afio de la cirugia bariatrica. Similares hallazgos fueron

encontrados por Verreth et al*”

quienes mostraron que ratones sometidos a una
restriccion dietética y pérdida de peso incrementaron los niveles del PPAR-y en tejido
adiposo, que se asocid a un incremento en los transportadores de glucosa, mayor
sensibilidad a la insulina, reduccion de la inflamacion y del estrés oxidativo, mejoria

de las funciones cardiovasculares y menores niveles de triglicéridos. Sin embargo,

estos resultados estan en contraposicion con los estudios de Bastard ef al.”’, Garaulet

313 203
L. L.

et a y Vidal-Puig ef al.””, que encontraron una disminuciéon del PPAR-y tras un
programa de restriccion dietética hipocaldrica.

En cualquier caso, para explicar la relacion entre los niveles del PPAR-y y la
pérdida de peso, puede ser 1util considerar el efecto hormonal y metabdlico de la
cirugia bariatrica, en concreto de la gastrectomia tubular. Asi, un estudio en ratones

compard los cambios metabdlicos inducidos por la banda gastrica y la gastrectomia

tubular, encontrando un incremento en los niveles de adiponectina y GLP-1, una
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menor resistencia a la insulina y un mejor perfil lipidico, en los ratones sometidos a la
gastrectomia tubular respecto a los intervenidos de banda gastrica o los controles.
Ademas, y al igual que en el estudio de Leyvraz et al.*'?, los ratones sometidos a la
gastrectomia tubular presentaron un incremento en los niveles de expresion del
PPAR-y tanto a nivel d¢ ARNm como de proteina’'*. Adicionalmente, otros estudios
en ratones han demostrado diferencias significativas en la mejoria de parametros
metabodlicos tras una gastrectomia tubular, respecto a otras técnicas de cirugia
bariatrica, con un mayor incremento en la secrecién de insulina y GLP-1°",
Resultados similares a los comunicados en modelos animales se han observado
también en pacientes obesos sometidos a gastrectomia tubular laparoscopica, quienes
después de la intervencion muestran una mejoria en el metabolismo de la glucosa y
cambios significativos en la grelina, el polipéptido pancreatico, el péptido YY, el
GLP-1, la amilina y la leptina’'®. Por tanto, la gastrectomia tubular, no solo induce
pérdida de peso en relacion con la restriccidon gastrica, sino que también provoca
cambios neurohormonales relacionados con la reseccion y la alteracion del
vaciamiento gastrico, que favorecen una mayor reduccion de peso y una mejoria en el
perfil metabdlico.

Dentro de las hormonas candidatas que condicionan los beneficios
cardiovasculares y del perfil metabdlico asociados a la reduccidon de peso posterior a
la gastrectomia tubular, debemos considerar en primer lugar a la leptina. Esta
adipocina se sintetiza y secreta casi exclusivamente en el tejido adiposo y la cantidad
liberada es directamente proporcional a la masa de este tejido. Su efecto lo ejerce a
través del sistema nervioso central, donde regula la conducta alimentaria y el balance
energético’’’, y es capaz en condiciones fisiologicas de suprimir el apetito en

respuesta a la ingesta caldrica. Sin embargo, se ha observado en modelos animales
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que las dietas ricas en grasa inducen una hiperleptinemia y generan un bloqueo
funcional de esta via, que recibe el nombre de bloqueo leptinérgico. Este bloqueo
conlleva a una resistencia a la leptina, con el consecuente aumento del consumo de
alimentos y desarrollo de obesidad’'®. Este mismo efecto, como ya se ha indicado
previamente, también se ha observado en los pacientes obesos, en los que se produce
un estado patoldgico de resistencia a la leptina y se pierde sensibilidad a las funciones

7

ejercidas por la misma®”’. Diferentes estudios han demostrado un incremento

consistente en los niveles de leptina en pacientes obesos comparados con

214,217,266,319
controles

, y también se ha encontrando un descenso en los niveles de
expresion de leptina tras la pérdida de peso por dieta y por cirugia
bariatrica®***?1*?* Ademas, es de gran interés el mecanismo descrito de regulacién
entre PPAR-y y leptina®®, en el cual el incremento de la expresion del PPAR-y
produce una inhibicion de la expresion de leptina y el aumento en los niveles de
leptina, a su vez, inhibe la expresion del PPAR-y*".

Basandonos en estos resultados, y en consonancia con la hipdtesis
anteriormente formulada para explicar la relacion inversa entre el IMC y el PPAR-y,
podemos plantear que la correlacion encontrada en nuestro estudio entre una mayor
reduccion de peso y niveles mas bajos del PPAR-y puede ser debida a que los
pacientes con menor expresion del PPAR-y presentan una mayor lipotoxicidad, asi
como una mayor resistencia a la insulina y a la leptina. Estos pacientes podrian, por
tanto, ser mas sensibles a los efectos de la gastrectomia y perder més peso en relacion
con la mejora de la homeostasis metabdlica asociada a la cirugia. Apoyan también
esta hipotesis los datos de que cuanto mayor sea el grado de obesidad més dificil es la

, . . . 321 . .y .
pérdida de peso mediante dieta™’, mientras que la reduccion de peso que se consigue

con la cirugia bariatrica es directamente proporcional al peso previo a la cirugia®**.
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4. Expresion de miR-27a y miR-27b en tejido adiposo y correlacion con

PPAR-y

En nuestro estudio no hemos observado diferencias en la expresion de miR-27a
y miR-27b entre pacientes obesos respecto a controles no obesos en tejido adiposo
visceral y subcutaneo. Estos resultados no coinciden completamente con los de Viesti
et al.**, que mostraron un aumento en la expresion de miR-27a en grasa visceral de
15 pacientes con obesidad comparado con 15 controles, pero sin encontrar diferencias
para el miR-27a en grasa subcutdnea o para el miR-27b en ambos tejidos. Este
resultado discordante puede ser debido, una vez mas, a las diferencias metodologicas
entre los dos estudios asi como al bajo tamafio muestral empleado. Adicionalmente,
los genes de referencia utilizados por Viesti et al.>*® fueron el RNU24, que no ha sido
validado en muestras de tejido adiposo, y el RNU48, que se ha descrito como un gen
menos estable que el mir-103a o que otros como U6>™.

Esta variabilidad de la expresion de los miR-27 en humanos, también se han
comunicado en ratones, en los que se ha encontrado un aumento de la expresion de
miR-27 en el tejido adiposo de ratones obesos respecto a no obesos'*, pero también
una disminuciéon expresion en adipocitos maduros de ratones obesos respecto a
controles'**. Pese a esta diferencia, estos dos ultimos estudios son concluyentes en
demostrar el efecto regulador negativo de los miR-27 in vitro durante la adipogénesis,
donde se ha comprobado que pre-adipocitos 3T3-L1 tienen disminucion de la
expresion de este micro-ARN durante la diferenciacion a adipocitos, y que el

. . . .., 143,144, . .
incremento de miR-27 produce un bloqueo de esta diferenciacion > "; similares

45 Este efecto

hallazgos fueron encontrados en células madre derivadas de adipocitos
de regulacion negativa del miR-27 sobre el PPAR-y estd mediado de forma directa

por la unién de este micro-ARN a la region 3'UTR del PPAR-y, inhibiendo su
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143195 "Este efecto del miR-27 se ha encontrado ademas en otros modelos in

expresion
vitro de enfermedad, como en células endoteliales de la arteria pulmonar’>.

Considerando estos datos, seria plausible que existiera una correlacion negativa
in vivo entre la expresion en tejido adiposo de estos micro-ARN y del PPAR-y, y
nuestro trabajo ha sido el primer estudio en analizarlo. Sin embargo, no hemos
descrito una asociacion entre estas variables, dado que sélo se encontrdé una débil
correlacion entre miR-27b y PPAR-y2 en grasa visceral del grupo de controles (p =
0,589; P = 0,008). Es posible que el papel in vivo de estos micro-ARN no sea
relevante en la obesidad en adultos o que otros factores, no analizados, desempeiien
un papel de mayor importancia.

Por otra parte, la correlacion de los miR-27 en grasa subcutanea con las
variables clinicas, demostrd una correlacion positiva débil entre el miR-27a y los
niveles de colesterol total previos a la cirugia (p = 0,281; P = 0,036). Este efecto del
miR-27a sobre el colesterol podria estar en relacion con la inhibicion que ejerce el
miR-27 sobre el receptor B de la hormona tiroidea®", cuyos agonistas han demostrado
reducir el colesterol sérico’”’, sin embargo no existen demasiados datos para apoyar

esta relacion y la asociacion encontrada en nuestro estudio es débil, por lo que no

podemos descartar que este resultado sea inicamente un falso positivo.

5. Implicaciones de nuestros resultados y lineas futuras de investigacion

En nuestro trabajo hemos encontrado, como resultado principal, que la
expresion reducida del PPAR-y1 en tejido adiposo de sujetos obesos se asocia con un
mayor IMC y con una mayor reduccién de peso tras la cirugia bariatrica. Este
hallazgo resulta muy dificil de interpretar dada la disparidad de los resultados previos

sobre el PPAR-y y la obesidad, pero podria ser util como marcador para identificar

113



Discusion

pacientes con una mayor probabilidad de éxito tras cirugia bariatrica. Encontrar
marcadores prondsticos de respuesta a la cirugia bariatrica seria de gran relevancia
tanto para la seleccion de los pacientes candidatos a este procedimiento como para el
seguimiento de los mismos.

En todo caso, para confirmar este hallazgo es preciso ampliar el tamafio
muestral y realizar el andlisis de hormonas, como la leptina, que pudieran estar
implicadas en este proceso, asi como validarlo en otras cohortes de pacientes. Por otro
lado, con el objetivo de esclarecer el papel del PPAR-y en la obesidad, seria de gran
interés estudiar la expresion de este receptor en muestras de varios tejidos ademas del
adiposo y correlacionar dicha expresion con variables clinicas y analiticas que
permitan apoyar la hipdtesis enunciada en este trabajo.

El PPAR-y presenta multiples funciones en diferentes 6rganos y tejidos>°, dado
que su isoforma 1 es préacticamente ubicua, por lo que se le ha considerado en
ocasiones como el principal regulador del metabolismo™’ o el mayor “ahorrador’™**®
energético del organismo. Y es evidente que por esta misma participacion en
numerosos procesos fisiologicos resulta mas complicado todavia esclarecer su papel
en aspectos concretos del metabolismo, particularmente tras el fracaso clinico de sus
agonistas, las glitazonas®> . En todo caso, la importancia de este receptor en el

metabolismo lipidico e hidrocarbonado es evidente y avanzar en el conocimiento de

sus efectos permitird profundizar en la fisiopatologia de la obesidad.
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VI. CONCLUSIONES







Conclusiones

. No se han observado diferencias en la expresion del PPAR-yl y PPAR-y2 en el
tejido adiposo visceral o subcutaneo del conjunto de pacientes obesos comparados
con los controles.

En mujeres los niveles del ARNm del PPAR-yl estan disminuidos de forma
significativa en el tejido adiposo visceral de obesas respecto a controles no obesas.
La expresion reducida de PPAR-y1 en tejido adiposo visceral de sujetos obesos se
correlaciona con un mayor IMC.

. No se han encontrado diferencias en la expresion de miR-27a y miR-27b en el
tejido adiposo visceral o subcutdneo de pacientes obesos comparados con los
controles.

. No se ha observado asociacion in vivo entre los niveles de expresion de miR-27a 'y
el miR-27b y los del PPAR-y1 y PPAR-y2.

Los pacientes con menor expresion de PPAR-yl en tejido adiposo visceral y
subcutaneo presentan una mayor reduccion de su indice de masa corporal a los 12

meses de la cirugia bariatrica.
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Anexos

Anexo 1. Datos de los pacientes obesos incluidos en nuestro estudio. N°: nlimero de

identificacion del paciente en el estudio. ID muestra: nimero de identificacion de las

muestras en la coleccion de muestras bioldgicas. Edad: edad del paciente en el

momento de recoger las muestras. Sexo: (H: hombre; M: mujer). Peso: peso del

paciente en el momento de recoger las muestras. IMC: indice de masa corporal del

paciente en el momento de recoger las muestras. Peso la: peso del paciente al afo de

la cirugia bariatrica. IMC la: indice de masa corporal del paciente al afio de la cirugia

bariatrica. Diabetes: presencia de diabetes mellitus. El incremento relativo del ARNm

se normalizd con actina. El incremento relativo del micro-ARN se normalizd con

miR-103a.

- Incremento relativo de ARNm y micro-ARN

N | 1D E % Peso | IMC Peso | IMC § Grasa viscefral . Grasa subcut.énea .
=2 | @« 1a la | & |PPAR|PPAR |miR-|miR-|{PPAR |PPAR |miR-|miR-

S g1 | 42 |27a|270| 41 | 42 | 27a |27
1 [22531|44 | M | 147 | 60,4| 98 |40,3 | Si| 0,58 | 0,02 |1,50|6,71| 1,36 | 0,88 | 0,50 | 1,37
2 |22538|32 | M | 120|452 72 |27,1 |No| 0,32 | 0,87 |0,85|2,04| 0,53 | 0,10 |1,56|0,00
3 12256561 | M | 108 |40,2| 70 |26,0 |[No| 2,16 | 1,24 |1,14|3,67 | 0,03 | 0,07 | 0,93 2,17
4 12257121 | M | 118 | 41,3 | 74 259 |No| 4,27 | 3,61 | 0,83 |8,28| 0,13 | 0,05 | 1,88 | 1,44
5 122669 | 60 | M |126,5| 52,7 | 86 |35,8 |[No| 0,11 | 1,57 [ 0,93 (8,35| 0,54 | 0,04 | 0,54 0,25
6 (2283731 | M | 136 |49,4| 90 |32,7 |No| 0,10 | 0,37 | 0,51|1,00| 0,44 | 0,01 |0,22|0,32
7 122841|35| M [130,6] 46,8 | 98 |35,1 |[No| 1,21 | 3,18 |1,95|1,25| 0,15 | 0,07 | 0,34 1,12
8 12290744 | H | 135 50,8 | 72 |27,1 |[No| 1,08 | 0,53 |0,91]0,69| 0,22 | 0,02 |2,47 3,32
9 122981 |53 | M | 130 |53,4| 99 |40,7 |No| 4,86 | 0,36 | 0,83 |0,54 | 1,27 | 2,03 | 0,25 0,44
10 | 23203 | 48 | M | 140 | 53,4|95,5|36,4 |[No| 1,53 | 4,45 [0,52]0,99| 3,13 | 0,83 |3,31|4,27
112324543 | H | 120 | 41,0| 91 |31,1 [No| 4,40 | 1,75 | 1,46 | 1,56 | 0,03 | 0,06 | 1,51 |4,68
12 123244149 | H | 140 | 44,2 | - - |Si]097 | 027 [2,25]1,86| 0,82 | 3,24 | 0,94 | 2,84
13 123425 |52 | M | 137 | 43,7 | 106 | 33,8 [No| 2,56 | 0,81 |2,22|1,46| 2,33 | 7,60 |0,89 0,11
14 | 23569 | 52 | H |141,6] 52,0 | 108 | 39,7 |[No| 0,35 | 1,04 |1,02| 1,21 | 3,19 | 10,59 | 0,61 | 1,84
1523740 | 50 | H | 147 [49,7| 75 |254 | Si| 0,24 | 0,27 | 0,79]0,89 | 0,32 | 2,08 | 1,95]|0,24
16 2374126 | M | 118 [44,4| 90 | 33,9 |No| 1,84 | 0,18 | 0,66|0,63 | 3,51 | 2,35 |0,57|0,17
17 {23992 |33 | M |100,6] 40,8 | 70 |28,4 |[No| 2,84 | 1,52 |1,04|4,99| 0,43 | 8,16 | 1,60 | 0,36
18 |24536 | 19| H | 155 | 56,9 | - - |No| 0,51 | 1,21 | 1,37(0,22 | 1,83 | 0,71 | 1,74 | 4,18
19 |24611 |47 | M | 105 [ 43,2| 74 |30,4 | Si| 0,80 | 1,04 |1,05|0,47 | 3,60 | 6,16 |1,61]|1,73
20 | 24656 | 56 | M |136,5| 55,4 | 88 |35,7|No| 0,10 | 0,04 |0,72|0,65| 0,67 | 10,94 | 1,06 | 0,65
21125414 |51 | M | 177 | 69,1 | 121 | 47,3 |No| 0,56 | 2,72 | 0,68 | 0,63 | 1,34 | 3,49 | 0,26 | 0,38
22 125052 | 55| M |142,5/ 57,8 | 102 | 41,4 |No| 0,34 | 0,39 | 0,36 |1,31| 1,60 | 1,78 |2,22|0,61
23 124875 55| M | 115 | 44,4| 62 |23,9 |No| 0,03 | 2,28 |0,91|0,43 | 1,35 | 2,04 | 2,06 0,84
24 12552553 | M | 115 [ 47,9| - - |No| 049 | 1,70 {0,80|0,70 | 0,12 | 0,70 | 0,87 | 3,26
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25126196 |34 | M | 109 | 42,1 | 73 |28,2|No| 0,06 | 0,18 |0,41|1,02| 1,01 | 7,07 | 1,50 0,69
26 126337 |33 | M |139,5/57,3| 73 |30,0|No| 0,23 | 0,69 |0,53|1,11| 0,55 | 0,04 | 0,29 | 0,50
27 126381 |47 | M | 145 | 58,8 | 94 |38,1 |No| 0,50 | 1,26 |3,00|5,35| 0,65 | 1,69 | 1,49 5,16
28 126634 |43 | M (134,5| 48,2 | 88,2 31,6 | Si | 0,80 | 0,75 |2,74 (2,98 | 0,41 | 7,64 |0,72|1,74
29 126660 | 39 | M (133,1| 54,0 | 83 |33,7|Si| 0,27 | 0,29 |0,07|5,65| 0,68 | 833 |0,57 2,12
3012708342 | M |112,6/ 46,9 | - - |Noj| 1,33 | 0,68 |1,41|2,73| 0,07 | 3,05 |0,40 | 0,64
3127193 |58 | M |112,8/ 46,4 | 64 |263 |No| 1,63 | 0,11 | 0,06 |1,34| 0,01 | 0,29 |0,49|0,68
3212735429 | M | 128 | 56,9 | - - |No| 1,37 | 0,64 |0,54|2,26| 0,24 | 3,26 |1,08]|1,75
33 12771565 | M | 162 | 56,1 | 118 | 40,8 | Si | 2,39 | 1,06 |2,75|2,89| 0,11 | 7,90 | 1,03 0,19
34 12779744 | M | 95 |40,1|52,5|22,1 |No| 1,18 | 1,57 [1,99 3,43 | 0,13 | 2,24 | 1,93 | 1,15
3512283429 | H | 225 | 68,7 | - - |No| 0,97 | 1,38 |2,57|6,75| 0,57 | 2,18 | 1,41 4,21
36 | 2816653 | M | 118 |43,3| 8 |31,6 [ No| 2,87 | 0,52 |1,95]2,94| 0,73 | 0,01 | 0,61 0,37
3712830443 | M| 99 |387| - - |Noj| 1,57 | 3,25 |1,05]0,73| 042 | 6,42 | 1,11 1,79
38128403 (38 | H | 113 | 43,1 | 80 |30,5(No| 0,29 | 0,29 | 0,18 0,28 | 0,63 | 4,46 | 0,44 | 1,19
3912850475 | M | 120 | 48,1 | - - | Si| 1,56 | 1,55 10,362,288 | 3,04 | 1,02 |0,39 2,08
40 | 28549 |39 | M | 120 | 42,5 | - - |No| 4,27 | 3,66 |0,39]|1,15| 0,87 | 4,22 {0,03|0,55
41 12905264 | M | 100 | 45,0 - - |Noj| 3,86 | 0,28 | 0,81|1,04| 0,52 | 0,11 |0,06 | 1,96
4212922060 | H | 142 | 48,0| - - |Noj| 0,04 | 0,16 |0,68]|1,26| 3,36 | 4,48 |0,19 3,62
43 12933041 | M | 154 | 56,6 | - - |No| 0,26 | 0,79 |3,55|4,25| 2,58 | 7,27 |0,22 | 2,94

- No se disponia del valor del peso ni del IMC al afio de la cirugia bariatrica.
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Anexo 2. Datos de los controles no obesos incluidos en nuestro estudio. N°: niimero

de identificacion del control en el estudio. ID muestra: nimero de identificacion de

las muestras en la colecciéon de muestras bioldgicas. Edad: edad del control en el

momento de recoger las muestras. Sexo: (H: hombre; M: mujer). Peso: peso del

control en el momento de recoger las muestras. IMC: indice de masa corporal del

control en el momento de recoger las muestras. Diabetes: presencia de diabetes

mellitus. El incremento relativo del ARNm se normalizé con actina. El incremento

relativo del micro-ARN se normalizé con miR-103a.

- Incremento relativo de ARNm y micro-ARN

N | 1D E % Peso | IMC :;:'; Grasa visce'ral . Grasa subcut.énea .
= | »n 2 | PPAR [PPAR miR-|miR-| PPAR | PPAR [miR-|miR-
Sl g1 | 42 | 272|270 | 41 | 42 |27a |27
23003 |80 | H | 67 |259|No| 1,03 | 0,12 |2,53|1,66| 0,13 | 0,11 |1,23|1,43
2 (2307471 | M| 60 |24,0| Si| 2,33 | 4,53 |2,16|1,38| 1,23 | 3,81 | 0,72 0,90
3123092126 | H| 70 [24,8 | No| 0,04 | 1,45 |2,63|3,47| 6,85 | 1,69 |0,59] 1,21
4 (24440141 | M | 51 |21,5|No| 3,36 | 4,96 |2,58|1,77| 0,72 | 0,13 |1,83| 1,03
5125948 |76 | M | 57,5 (26,6 |[No| 0,63 | 2,90 | 0,54 | 4,68 | 0,20 | 0,03 | 2,60 0,69
6 126540 35| M| 66 |264|No| 0,63 | 0,16 |0,16 0,03 | 2,41 | 0,68 |1,89]|0,46
7 126668 |49 | M | 62,5|26,0|No| 2,90 | 0,29 |2,07|0,22| 1,24 | 2,41 | 1,86 1,21
8 2752254 | M| 64 |24,7|No| 1,84 | 3,39 |3,20|3,25| 0,16 | 1,52 | 4,87 | 1,67
9 127547176 | H| 60 |21,3|No| 0,80 | 0,34 |2,30|0,30| 0,49 | 3,12 0,36 |2,43
10 127697146 | M | 75 |24,5|No| 1,53 | 0,78 {0,32|0,31 | 4,07 | 2,93 |0,46| 0,22
1127840163 | M | 59 |259|No| 3,21 | 4,59 |2,25|2,20| 0,84 | 2,06 |0,42 0,83
12 |1 28114 |50 | H | 59,5 20,8 |No| 0,15 | 0,36 |{0,53|0,23| 0,72 | 1,78 | 0,46 | 2,07
1312813876 | H | 71,6 | 27,0 |No| 0,11 | 0,49 |0,69|0,52| 0,75 | 1,53 |0,27]0,13
1412833180 | M| 64 (263 | Si| 0,45 | 0,25 |1,00|1,29| 2,78 | 3,30 | 0,44 | 0,39
15128337139 | M| 55 |21,5|No| 5,19 | 3,97 | 0,58 | 1,78 | 1,25 | 0,46 |3,11]2,68
16 128338 53| H| 70 |24,2|No| 0,94 | 0,57 |1,02|3,46| 6,58 | 0,60 | 0,38 1,80
1712870460 | H | 8 |254|No| 1,18 | 1,01 |0,31|0,76 | 0,74 | 2,14 | 1,08 2,21
18 128705128 | M| 56 |21,3|No| 2,98 | 1,48 |0,24|1,05| 4,73 | 2,02 | 1,24 0,95
19 128746143 | H | 78 |25,5|No| 3,30 | 3,22 |1,79|3,98| 0,19 | 0,69 |4,08]2,15
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