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Resumen

La obesidad es un desorden inflamatorio cronico que depende de un balance
equivocado entre el exceso de energia y su gasto, secundaria a errores en la
interaccion del individuo con el medio ambiente y relacionada con mayor riesgo de
muerte temprana en la vida adulta. En nifios hace parte de las enfermedades
cronicas no transmisibles y se considera problema de salud creciente por sus
comorbilidades; su enfoque clinico y de salud publica la sitia como enfermedad y
como factor de riesgo. En Colombia la prevalencia de obesidad infantil esta en
incremento a relacionar con nuevas dinamicas derivadas de la industrializacion, la
urbanizacion y la tecnificacion de la sociedad.

El objetivo fue reconocer algunos factores sociodemograficos y clinicos en obesidad
infantil y desarrollar conocimiento sobre el metiloma obesogénico considerando en
su origen influencias ambientales, ademas de evaluar caracteristicas de morbilidad
gestacional y de peso al nacer. Se hace seguimiento al cambio del indice de masa
corporal de niflos menores de 18 afios. Se compard metiloma entre obesos y no
obesos.

Se hizo caracterizacion descriptiva de los antecedentes gestacionales de las
madres incluyendo el registro del peso al nacer y la edad gestacional, informacién
recolectada en formulario diligenciado por endocrinélogo pediatra; se determiné el
cambio anual del indice de masa corporal. Se determinaron caracteristicas de
guimica analitica de todos los participantes evaluando los niveles de lipidos en
sangre, la glicemia y el perimetro de cintura.

La metilacion del ADN se determind empleando la plataforma Illumina Infinium
MethylationEPIC. Se establecieron seis grupos de comparacion con alto grado de
mestizaje: nacidos de bajo peso que desarrollan obesidad vs nacidos de peso
normal que no desarrollan obesidad, obesos nacidos de peso normal vs nifios
nacidos de peso normal que no desarrollan obesidad, nifios que no desarrollan
obesidad segun peso al nacer, nifios que desarrollan obesidad segun peso al nacer,
nacidos de bajo peso que desarrollan obesidad vs nacidos de bajo peso no obesos



y por ultimo, nacidos de peso normal que desarrollan obesidad vs nacidos de bajo
peso que no la desarrollan. Los resultados se interpretaron aplicando bibliotecas R
y RStudio y empleando valor de p de alta confiabilidad (<0,01) normalizados por
FDR.

La principal caracteristica clinica y sociodemografica asociada al desarrollo de
obesidad se encontré en nacidos de peso adecuado y se relaciona con incremento
acelerado del indice de masa corporal desde temprana edad (p=0,042); la
posibilidad de desarrollar sindrome metabdlico pediatrico se asocié con
hipertrigliceridemia y bajas concentraciones de colesterol ligado a proteinas de alta
densidad (p<0,05). Segun el peso al nacer, 9 sitios CpG (p<0,05) tienen diferencias
significativas de metilacion del ADN durante el desarrollo de obesidad, ocho en el
cuerpo de los genes DBH (FDR<0,05), TYRO3 (FDR<0,05), SMYD3, ARHGAP17,
SETBP1, SPG21, MTF2 y ZNF117 y uno en una isla CpG del gen PPP2R5C;
adicionalmente entre obesos y no obesos, tres sitios CpG cumplen con esta
caracteristica (p<0,05), uno en el cuerpo del gen PERS3, uno en el cuerpo del gen
PTPRS y uno en una isla CpG del gen PER3.

En nuestro estudio se encontré diferencia estadistica significativa en los sitios cg
pertenecientes al cuerpo de los genes DBH, TYRO3 y SMYD3 entre nifios obesos
nacidos con bajo peso al compararlos con sanos y diferencia estadistica significativa
en los sitios cg del cuerpo de los genes ARHGAP17 y SETBP1 en niflos obesos
nacidos con peso normal al compararlos con sanos.

Las caracteristicas de metilacién diferencial en sitios cg encontradas se relacionan
con genes de inflamacién sistémica (TYRO3), proliferacion de adipocitos (ZNF117),
resistencia a la insulina (TYRO3, DBH, SMYD3, SPG21), elevacién del indice de
masa corporal (SMYD3, ARHGAP17, SETBP1), higado graso no alcohdlico
(PPP2R5C), incremento de la masa hepatica (ZNF117), lipotoxicidad inducida por
la dieta (MTF2), disrupcion de ritmos circadianos (PER3), sindrome metabdlico
(TYRO3) y riesgo anticipado de diabetes tipo 2 (PTPRS), observaciones no
reportadas en poblacién pediatrica colombiana.

Esta tesis doctoral concluye que el incremento anticipado y pronunciado del indice
de masa corporal es el antecedente clinico predominante en el desarrollo de
obesidad infantil; al respecto, se deben procurar medidas de control a los
condicionamientos obesogénicos inducidos por la sociedad una vez se registran
cambios acelerados de la composicion corporal. Pone en consideracion que nifios
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obesos con antecedentes de condiciones prenatales adversas reconocidas por el
bajo peso al nacer tienen 4 sitios cg diferencialmente metilados (cg14007688 en
DBH, cg19169023 en TYRO3, cg04798314 en SMYD3 y cg03730546 en ZNF117),
diferentes a los encontrados en obesos nacidos con peso normal (cg02037122 en
ARHGAP17, cg11201297 en SETBP1, cg23439621 en PPP2R5C, cg25878395 en
SPG21ycgl7669433 en MTF2); en ambos grupos los sitios cg estan principalmente
en el cuerpo del gen y deben ser considerados parte del mapa epigenético de la
obesidad infantil.

Finalmente, cambios en las rutinas de alimentacion interfieren con la armonia
epigenética del sistema circadiano alterando la metilacion de genes regulatorios
como PER3 (cg04917262 y cg08764927); la hipometilacién encontrada en el cuerpo
de PTPRS (cg23022034) debe ser confirmada en caso de que sus resultados se
correspondan en el futuro con el desarrollo de diabetes tipo 2.

En este trabajo se encontraron sitios diferencialmente metilados en el cuerpo de los
genes DBH, TYRO3 y SMYD3 entre nifios nacidos con bajo peso y sanos. Este es
el primer reporte en donde se encuentran dichas diferencias en estos genes en una
poblacion latinoamericana con un alto indice de mestizaje. Quiza la metilacion
diferencial entre estos genes pueda ser utilizada como marcador de obesidad en
nifios nacidos con bajo peso de ascendencia latina, para lo cual sugerimos nuevos
experimentos.

En suma, se avanzo en el conocimiento de las caracteristicas sociodemogréficas y
epigenéticas de la obesidad en nifios colombianos aportando informacién para la
elaboracion de un modelo predictivo de obesidad infantil.



Formulacién del problema

La obesidad es un padecimiento crénico por expansion global del tejido blanco
adiposo con caracteristicas de estado inflamatorio perenne (1). Es definida como el
exceso en los depdsitos de grasa por desequilibrio entre el consumo y el gasto de
energia, comunmente causada por interaccion entre factores ambientales y
susceptibilidad genética (2).

La obesidad se comporta como enfermedad primaria y como factor de riesgo (3)
pero por las caracteristicas del impacto sanitario se le define como enfermedad. En
pediatria al igual que en adultos, es una nosologia compleja y multifactorial
relacionable con pérdida del estado de salud por complicaciones metabdlicas y de
organo blanco; entre estas, anticipada intolerancia a la glucosa, alteracion de los
niveles de lipidos en sangre, conformacion de higado graso no alcohdlico (HGNA)
y desarrollo de sindrome metabdlico (SM) (4).

En los dltimos 40 afios la obesidad ha alcanzado impacto de epidemia sin excluir a
los nifios. Como enfermedad esta determinada por el resultado de la interaccion
entre un agente ambiental y un individuo susceptible; en este caso, el componente
ambiental es multifactorial considerando entre otros a la dieta, los alimentos ultra
procesados altamente palatables, la inactividad fisica, el estrés, las anomalias del
suefio y la tecnificacion de la sociedad. Las caracteristicas del individuo susceptible
se exploran con mecanismos genéticos y epigenéticos (3).

En 1975 menos del 1% de los nifios y adolescentes eran obesos; el incremento
mundial de su prevalencia en los ultimos 30 afios ha pasado de 0,7% a 5,6% en
nifias y de 0,9% a 7,8 % en nifios (3), alcanzando en el 2020 la cifra de 124 millones
de niflos con sobrepeso-obesidad y una prediccién a 2030 de 254 millones de
obesos en el grupo de 5 a 19 afos (5). Si bien la obesidad ha sido insistentemente
relacionada con el excesivo consumo de calorias junto con un estilo de vida
sedentario, condiciones como el cambio de la microbiota intestinal, la deficiencia de
micronutrientes y la disrupcién endocrina derivada de epifendmenos o de efectos
epigenéticos alteran el balance de energia (5, 6).

La valoracion de los mecanismos genéticos y epigenéticos en obesidad son un
punto de investigacion con el objeto de proponer intervenciones para su control.



Desde el punto de vista genético, la consideracion étnica y de ancestria debe ser
involucrada en su evaluacién dado que no se cuenta con un mapa definitivo de los
genes que determinan o participan en su desarrollo (6). La epigenética como factor
etiolégico aporta tanto cambios en la metilacién del ADN como modificacién sobre
las histonas; un primer paso se da determinando los cambios de metilacién del ADN
en células del cordén umbilical en hijos de madres con alteracién del indice de masa
corporal (IMC) y consecuente con esto, nuevas observaciones postnatales y a
través de la infancia-adolescencia se han venido considerando (6, 7).

En Colombia y segun el dltimo reporte de la tercera encuesta nacional de la
situacion de salud 2015, la prevalencia de sobrepeso-obesidad se incremento en
todas las edades pediatricas; en el contexto regional con reportes para ciudades
capitales como Medellin, Bucaramanga y Bogota, hay creciente desarrollo de
obesidad y de sus comorbilidades entre jévenes (8-11). Por ende, un objetivo de
tesis doctoral es describir los factores sociodemograficos y clinicos que la relaciona
y seguidamente, reconocer la metilacion global del ADN.

Este informe final de tesis comprende tres capitulos. Previo a su desarrollo se hace
formulacién y justificacion del problema mas la exposicion del marco teérico
complementado con un articulo de revision que relaciona obesidad y ciclo
circadiano. El cierre comprende discusion general, conclusiones, perspectivas y
anexos.

El primer capitulo explora la caracterizacibon de factores clinicos vy
sociodemograficos asociados al desarrollo de obesidad de una cohorte de pacientes
atendidos en una unidad de consulta de endocrinologia pediatrica. El aporte al
conocimiento se considera al relacionar si a partir de los 4 afos de edad los factores
sociodemograficos y clinicos se corresponden con antecedentes gestacionales y en
particular si se responde la pregunta ¢ el cambio del indice de masa corporal (IMC)
se correlaciona con el antecedente del peso al nacer y con el desarrollo de sindrome
metabdlico pediéatrico (SMP)?

El segundo capitulo explora la metilacion global de ADN en nifios que desarrollan o
no obesidad a partir de los 4 afios de edad bajo 6 unidades de analisis:

e Grupo 1 (PO vs S): comparaciéon entre nacidos de bajo peso que desarrollan
obesidad vs nacidos de peso normal que no la desarrollan.
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e Grupo 2 (NP vs S): comparacion entre obesos nacidos de peso normal vs
nifios nacidos de peso normal que no la desarrollan.

e Grupo 3 (SP vs S): comparaciéon entre niflos que no desarrollan obesidad
segun peso al nacer.

e Grupo 4 (PO vs NP): comparacion entre nifios que desarrollan obesidad
segun peso al nacer.

e Grupo 5 (PO vs SP): comparacion entre nacidos de bajo peso que desarrollan
obesidad vs nacidos de bajo peso no obesos.

e Grupo 6 (NP vs SP): comparaciéon de nacidos de peso normal que desarrollan
obesidad vs nacidos de bajo peso que no la desarrollan.

Este trabajo aporta al conocimiento al responder al interrogante ¢ cual es el patron
de metilacion del ADN de un grupo poblacional colombiano que desarrolla obesidad
infantil?; de la misma manera se hace una aproximacion hacia un componente
etiologico de la obesidad al responder la pregunta, ¢ existen diferencias en el patrén
de metilacion del ADN de nifios que desarrollan obesidad segun el peso al nacer y
cuales genes son candidatos a ser influenciados por el medio ambiente?; al
respecto, se incluyen resultados de metilacion del ADN para un gen del ciclo
circadiano y para el gen que codifica el receptor tipo sigma de la familia de
receptores de la proteina tirosina fosfatasa.

En el tercer capitulo se exploran las variables que mejor expliquen el desarrollo de
obesidad pediatrica. Se plantea un analisis de las variables clinicas y
sociodemograficas con valor p significativo en la exploracion de obesos vs sanos y
se complementa con los sitios de metilacion variable que cumplan con valores
estadisticos de significancia. Los aportes de estas dos exploraciones se sugieren
como insumos para el desarrollo de un modelo predictivo en obesidad infantil.

11



Justificacion

Identificar factores relacionados con el desarrollo de sobrepeso-obesidad en nifios
beneficia el conocimiento epidemioldgico del trastorno, sus opciones etiolégicas, su
comportamiento poblacional y su terapéutica. El sobrepeso-obesidad es factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 (DM.), dislipidemia, cardiopatia
isquémica, hipertension arterial, morbilidad osteoarticular y algunas formas de
cancer (12). Su inicio durante la infancia-adolescencia se puede considerar factor
antecedente.

Como ocurre en América Latina, Colombia no ha sido la excepcion en la pérdida de
la cultura alimentaria tradicional adoptando alta accesibilidad a alimentos y a
bebidas procesadas de elevado contenido energético y de bajo costo. En el pais
desde el afio 2000 la proporcion de nifios de 5 a 19 afios con sobrepeso se eleva
de un 10% a casi el 20% con predominio en poblacién que emplea su tiempo libre
en rutinas relacionadas con los cambios tecnoldgicos recreativos, el grado de
urbanizacion, la industrializacion y de una u otra manera, con menor gasto de
energia.

Si el riesgo de sobrepeso en Colombia es de 20,2 % para nifios de 0-4 afos, de
18,9 % para nifios de 5 a 9 aflos y de 16,7 % para edades de 10 a 17 afos vy, el
gasto incurrido al sistema de seguridad social para el manejo de la relacion
sobrepeso-obesidad llega a $ 1,2 billones al afio (5% de un estimado global de 30
billones), la investigacion en estrategias de prevencion junto al especial interés en
la salud neonatal invitan a profundizar en un nuevo modelo fisiopatolégico
relacionable con sus comorbilidades (13). Por lo tanto, es necesario estudiar en
nuestras condiciones cuales son los factores clinicos, sociodemogréficos y
epigenéticos que influyen en el desarrollo de la obesidad.
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Pregunta de investigacion

¢,Cuadles son los factores sociodemogréficos, clinicos y qué patrones de metilacion
global del ADN estan relacionados con la obesidad en pacientes pediatricos
colombianos atendidos en una unidad de consulta externa endocrinoldgica?
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Marco tedrico de aproximacion al tema

Introduccion

La obesidad es una enfermedad crénica no trasmisible (ECNT); en los nifios es una
enfermedad compleja de origen multifactorial donde los estilos de vida, el ambiente
intrauterino y la epigenética participan como factores etioldgicos (1, 3). Su presencia
a los 4 afos de edad genera un 20% de posibilidad de persistir para la vida adulta
y si persevera hasta la adolescencia, podra ser del 80%; este acelerado avance
establece relacién con antecedentes de bajo peso al nacer, nuevas condiciones
ambientales extrauterinas y la epigenética.

A partir de los 5 afios de edad la obesidad se determina por el valor del IMC (peso
en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros) (14); reconocer previo
a su desarrollo un acelerado incremento del peso (sobrepeso) es determinante en
planificar medidas de promocién y prevencion. En Colombia, la prevalencia de
sobrepeso en el 2010 para nifios de 5 a 17 afos fue del 13,4 % con predominio en
el sexo femenino y mayoritariamente residentes urbanos de estratos 3y 4 segun el
Sistema de Seleccion de Beneficiarios para Programas Sociales (SISBEN); en el
departamento de Antioquia la prevalencia de obesidad es del 4,6 % y en Medellin
del 4,9 %, siendo el acumulado nacional del 4,1 % (15).

Factores clinicos asociados a obesidad pediatrica.

La obesidad pediatrica es una enfermedad multifactorial caracterizada por el
consumo de alimentos hipercaldricos e industrializados de bajo costo y con pocos
micronutrientes; se relaciona con menor practica de lactancia materna, inoportuna
introduccién de la alimentacién complementaria, irregularidades en los horarios para
las comidas, menor practica de ejercicio aerébico, cambios en la vida laboral de los
padres, ambiente obesogénico familiar (padres obesos) y dependencia de
estimulacién luminica por interaccion con nuevas tecnologias (15). En Colombia,
determinar estas caracteristicas permite la adopcion de medidas para su control,
atencion y prevencion (13), algunas de ellas reconocidas en el documento del
Consejo Nacional de Politica Econémica y Social (CONPES 2015-2025) (13) al
catalogarla como ECNT de atencién especial junto a las enfermedades maternas y
perinatales incluyendo los nifios nacidos con bajo peso (BPN).
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La obesidad en pediatria se asocia con dislipidemia, hipertension arterial, alteracion
de tolerancia a la glucosa, discriminacion social, baja autoestima, pobres resultados
académicos y limitaciones funcionales, fisicas y psicosociales (12); como estado
inflamatorio perenne y sin control, lleva a diabetes tipo 2 (DMz2), esteatosis hepatica
no alcohdlica, apneas obstructivas durante el suefio, deslizamientos epifisiarios de
la cabeza femoral, sindrome de ovario poliquistico, litiasis vesicular, alteraciones del
desarrollo puberal y SMP entre otros (12).

El conocimiento de los factores de riesgo en el desarrollo de obesidad permite
establecer medidas para su prevencion y para un diagnostico anticipado; el BPN es
un factor en su desarrollo, fuertemente relacionado con las caracteristicas de
morbilidad materna (medio ambiente materno-fetal) y con capacidad de generar
relaciones fisiopatoldgicas comunmente denominadas “programacion fetal” (16-18).
Esta adaptacion a condiciones adversas desde etapas del desarrollo estructural o
funcional de algunos 6rganos determina nuevas reglas de ajuste para la vida
extrauterina.

En pediatria la morbilidad materna relacionada con BPN involucra el consumo de
tabaco durante la gestacion, el embarazo mdltiple, la baja talla materna, la
hipertension desarrollada durante la gestacion y la hemorragia gestacional; otras
caracteristicas de interés son la edad materna, el nimero de embarazos, el nUmero
de abortos y el orden de la paridad. El conjunto de estos eventos y algunos de
connotacion social como el estado marital, los ingresos econdémicos y el grado de
escolaridad se suman en su etiologia. EI BPN en nifios a término refleja la condicion
de salud fetal dependiente de caracteristicas nutricionales maternas y de la funcién
placentaria entre otras (19).

En Colombia, los nacimientos con bajo peso corresponde con peso menor o igual
de 2499 gramos, recomendacién sugerida por el Instituto Nacional de Salud (2016)
y ratificada por el protocolo de vigilancia en salud publica, grupo de enfermedades
no trasmisibles (20); en el pais su prevalencia es del 8,1 % para el 2006 (21), 8,9 %
para el 2013 (22) y 8,7 % para el 2014 (20). En el mundo, 20 millones de
nacimientos al afio son nifios de bajo peso, mayoritariamente en paises en
desarrollo; para la UNICEF, la prevalencia a 2005 era del 14% y en América latina
del 9%.

Desarrollar obesidad y nacer con bajo peso son eventos clinicos individuales que
pueden compartir implicaciones en el deterioro de la salud; la combinacién de
restriccion del crecimiento fetal con o sin prematurez, evaluada desde el punto de
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vista metabdlico en edad escolar-adolescencia, tiene riesgo de pérdida de la
tolerancia a la glucosa y de SMP, observacion que frecuentemente se acompafa
de crecimiento compensatorio posnatal acelerado en los primeros 5 afios de vida.
A partir de las observaciones de Hales & Barker (1992) (metabolismo ahorrador o
“fenotipo ahorrador”) (23), se reconoce que el antecedente de BPN es proclive a
cambios en la composicion corporal incrementando el IMC y el deposito graso
central o intrabdominal.

Factores sociodemogréaficos asociados con obesidad pediatrica.

La obesidad se relaciona con los habitos alimentarios y los estilos de vida,
condiciones que inician en el entorno de la familia y que dependen en ultima del
individuo, la cultura y sus raices ancestrales.

El balance acumulativo de energia se ha vuelto frecuente y esta determinado por
sistemas econdmicos y sociales que rigen las culturas, punto de confluencia para
desarrollar “ambientes obesogénicos” (19); a temprana edad, estos ambientes se
caracterizan por dietas hipercaloricas altamente palatables introducidas antes de
los 6 meses de vida mas la ablactacion temprana; ya para los 4 a 11 afios de edad
se eligen los entornos y se relacionan estas caracteristicas con la informacion
ancestral de genes ahorradores destinados a favorecer la formacion de depdsitos
grasos; el riesgo se incrementa si en el hogar hay tendencia al consumo de bebidas
azucaradas, ingesta de comidas de facil preparaciéon y rapido consumo (fast food),
alimentarse durante momentos de esparcimiento frente a pantallas y si se prefiere
omitir el desayuno; se consideran adicionales un menor nimero de encuentros
intrafamiliares para las comidas y el bajo consumo de frutas y verduras.

Las condiciones nutricionales son influenciadas por genes favorecedores de la
formacion de depdsitos de grasa, especialmente si se cuenta con periodos donde
hay excedentes alimentarios; este factor ancestral sociodemogréafico esta
documentado en pueblos mesoamericanos y amerindios sobrevivientes de la
migracion milenaria desde Asia (incluye indigenas de Suramérica) (24) y es
correspondiente con la seleccion natural de genes ahorradores, ahora expuestos a
dimensiones de abundancia (p.e. pueblo Pima de Arizona) (25). Al respecto, el
componente de ancestria de la poblacién de Antioquia y Medellin resulta de la
mezcla entre nativo americano, caucasico europeo y negro de la costa oeste
africana (26) , punto de partida de nuevas opciones al determinar el comportamiento
del cambio del IMC.
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Epigenética

La epigenética estudia los mecanismos que regulan los cambios en la expresion de
los genes sin modificar la secuencia de nucle6tidos del ADN, cambios que pueden
ser mitotica y meidticamente heredables (27). El concepto “epigenoma” relaciona el
conjunto de eventos con capacidad de modular la estructura de la cromatina sin
alterar el ADN. Los procesos epigenéticos relacionan el medio ambiente con la
expresion de los genes a lo largo de la vida; los cambios epigenéticos desempefian
papel en el desarrollo de enfermedades inflamatorias, cancer y obesidad (5, 28-,
30). Las principales marcas epigenéticas que conforman el epigenoma son:

1. Metilacion del ADN o adicion de grupos metilo sobre el carbono 5 de las
citosinas con efecto generalmente de silenciamiento sobre la expresion
geénica.

2. Modificacién covalente de las histonas en la regién N-terminal con efectos
variables en la transcripcion.

3. Accioén por ARN no codificantes (ARNNc) con funciones regulatorias de la
expresion genica.

4. Hidroximetilaciéon del ADN.

5. Alteraciones de la compactacion y el plegamiento de la cromatina o
variaciones en la eucromatina y en la heterocromatina.

6. Procesos de remodelacion de la cromatina por ATP, complejo Polycomb y
Trithorax

Los procesos epigenéticos derivados de un mayor impacto ambiental son la
metilacion del ADN, la modificacion de histonas y el papel de los ARNnNc.

Metilacion del ADN.

La metilacion del ADN toma lugar por las ADN metiltransferasas (DNMTs) al
introducir un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM) al carbono 5 de la
citosina por medio de una ADN metiltransferasa (Fig. 1); en mamiferos, estas
intervenciones se inician en oocitos y en embriones tempranos (etapas de mayor
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plasticidad del ADN o de reprogramacion epigenética) (27, 31) y se contindan
durante el desarrollo prenatal, la pubertad y el envejecimiento.

NH,
SAM-CH, SAM
3 CH,
/ l
)\ /[\
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CITOSINA 5’metil- CITOSINA

Figura 1. Incorporacion del grupo metilo a las citosinas. Representacion de la unién covalente del radical
metilo al carbono 5°de las citosinas mediante ADN metiltransferasa (DNMT). Tomado de Aguilera C. et al (31).

La metilacion de citosinas es comun a procariotas y eucariotas (31) modificando la
unioén entre proteinas y el ADN y actuando sobre los factores transcripcionales con
frecuente efecto de silenciamiento. Son 5 los miembros de la familia ADN
metiltransferasas con funciones especificas; DNMT1 preserva la metilacion durante
la fase S del ciclo celular (mantenimiento de metilacion durante el copiado del ADN);
DNMT3A y DNMT3B neometilan durante el desarrollo embrionario expresandose
masivamente en células madre embrionarias; DNMT3L participa catalizando
acciones de DNMT3A y DNM3B; DNMT2 relacionada con la metilacion del ARN
(29).

En tres escenarios hay pérdida de accion de los factores de transcripcion sobre el
ADN si las citosinas estan metiladas (5mC):

1. Por interferencia sobre secuencias CpG de sitios de reconocimiento de
factores transcripcionales. Los factores transcripcionales son proteinas que
reconocen secuencias precisas del ADN en las regiones reguladoras de los
genes; los principales factores transcripcionales son:

e E2F. Factor transcripcional regulador de genes del inicio de la fase S
del ciclo celular o fase de sintesis del ADN.

e CREB. Proteina de unién a secuencias de ADN del tipo cAMP (del
inglés “cAMP response element-binding”).

e AP2. Proteina de union al ADN nucleosomal.

e cMyc. Fosfoproteina nuclear para la activacion transcripcional.
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e NFKB. Proteina citoplasmatica involucrada en la transcripcion de
genes durante la proliferacion celular.

2. Por blogueo (interferencia) al acceso de factores transcripcionales a sitios
CpG metilados cuando estos son ocupados por complejos proteicos que
aislan a los elementos reguladores; estos complejos proteicos tienen
dominios conservados de unién al ADN metilado llamados MBD (del inglés
“methyl binding domain”); entre estas estan la proteina MeCP2 (proteina con
dominio funcional para unién a sitios CpG metilados) y las isoformas de la
familia MBD.

3. Por accion de las proteinas MBD que reclutando represores desacetilan
residuos de lisina de las histonas condensando la cromatina y cerrando el
acceso a factores transcripcionales en los promotores de los genes.

La metilacion global se registra en residuos de citosina individuales o en zonas de
agrupamiento denominadas islas; las islas son regiones con mas de 200 pb, alto
contenido de secuencias CG, bajos niveles de metilacion y para el 60% de los
genes, ubicadas en sus promotores (31); las zonas individualmente metiladas estan
en areas intergénicas e intragénicas. Si bien el nimero individual de dinucle6tido
CpGs en mamiferos es bajo, su metilacion es alta en los tejidos somaticos con
densidad aproximada del 70% (32); si se analizan solo islas CpG, estas permanecen
globalmente hipometilados en las células germinales, especialmente durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario; estas condiciones permiten apertura de
la cromatina y con ello de la expresion génica (33). En su mayoria, las islas se
relacionan con promotores, potenciadores y silenciadores.

En mamiferos, durante la generacion de nuevas células germinales y durante la pre
implantacién del embridn, el patron de metilacion global es primero borrado y luego
restablecido (29). El producto embrionario hipometilado hace remetilacion completa
durante la embriogénesis acompafiando a la diferenciacion celular (nueva
programacion tejido especifica), figura 2 (34).
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Figura 2. Comportamiento de la metilacion humana durante la gametogénesis y la embriogénesis
considerando células somaticas y germinales. Entre la 22y 32 semana gestacional las células germinales
primordiales (PGCs) se demetilan consecutivamente por 10 semanas; a partir de la semana 20, los varones
inician la remetilacién alcanzando un nivel casi completo al final del embarazo y manteniéndose estables hasta
poco antes de la fertilizacion; los oocitos se remetilan posnatalmente con incremento gradual hasta el mismo
periodo preconcepcional, aunque con menores niveles que los espermatozoides. Previo a la fertilizacion
(oviducto) cada gameto inicia leve demetilacion que se acelera después de la fertilizacidn (cigoto) siendo intensa
en la etapa de blastocisto temprano, méas acentuada para el genoma paterno; seguidamente se inicia la
metilacion de novo incluyendo células somaticas las que conservaran su patron hasta la adultez (metilacion
estable). La linea azul representa el genoma paterno. La linea roja el genoma materno. La linea discontinua gris
indica células somaticas maduras. El cambio de color de rojo a verde califica la estabilidad epigenética (el rojo
representa la mayor inestabilidad; el verde asegura la estabilidad). Tomado de Li et al (2019) (34).

La metilacion tejido-especifico frecuentemente se relaciona con regiones

gendmicas de baja densidad de CpG cercanas a islas CpG, cumpliendo funciones
de inactivacion (CpG shores); la metilacion CpG sobre el cuerpo del gen o “gene
body”, en exones diferentes al 1, intrones y region 3" no traducida, se relaciona
mayoritariamente con promotores alternativos y potenciadores entre otros (31, 32).

Modificacion de Histonas.

Las modificaciones covalentes de las colas de las histonas cumplen funciones de
regulacién génica con efectos variables transcripcionales segun sea el cambio post-
traduccional inducido (acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
sumoilacion y ribosilacion) (35). Tales modificaciones tienen ademas funciones
conformacionales de la cromatina (nucleosomas), participan en la reparacion y
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replicaciéon del ADN e intervienen en las zonas de rupturas alternativas y de
condensacion cromosomica (35).

Este efecto dinamico se realiza a través de enzimas destinadas a catalizar las
reacciones: las afines a sitios especificos son las metiltransferasas (HMTSs), las
desmetilasas (HDMTS) y las quinasas (36); las que modifican mas de un residuo
influyendo sobre otras proteinas no histonas son las acetiltransferasas (HATS) y las
desacetilasas (HDACs) (36). En general, la acetilacion de las histonas se relaciona
con activacion de la trascripcion en tanto que la metilacion con efectos variados
segun la histona relacionada, el tipo (numero) de radical(es) adicionado(s), el
residuo modificado y si tal modificacion ocurre en sitios simultaneos. La
heterogeneidad posible es lo que se define como el “cédigo de las histonas” (papel
funcional diferencial) (37).

ARN no codificantes.

Los ARNNc (no codificantes) son moléculas funcionales de ARN que no se traducen
en proteina, pero participan en la regulacion de la expresion génica con efectos
variables, predominantemente inhibitorios (silenciamiento) o de degradacién a
MARN (clivaje) (35).

Su accionar es reconocido en tumorogénenis (“oncomirs”) (38), DMz, diferenciacion
celular, inflamaciéon, respuesta a estrés, proliferacion, apoptosis y desarrollo
embrionario y tisular (38); proceden de secuencias de ADN o “genes” para ARN no
codificantes. Comprenden los ARN pequefios interferentes (ARNSsi del inglés “small
interfering RNA”), los micros ARNs (miARNs con 20 a 30 nucle6tidos), los ARNNnc
largos (INCARN), los siRNAs y los Piwi-interactivos (piRNAs del inglés “Piwi-
interacting RNA”). Los miARNs unidos a mRNA han sido reconocidos como
interferentes (represion traduccional) y relacionados con cancer y obesidad (39).

Metilacién del ADN y obesidad pediatrica

La participacion de la metilacion del ADN en el origen y el desarrollo de la obesidad
infantil depende de eventos modulados reversiblemente por el ambiente; el
ambiente en los primeros mil dias de vida contados a partir de la concepcion se
relaciona con el desarrollo de enfermedades no trasmisibles (40) y en su analisis se
ponen en consideracion tres escenarios: obesidad asociada a enfermedades de
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impronta, obesidad relacionada con el microambiente feto-neonatal (incluye bajo
peso al nacer) y obesidad determinada por el medioambiente.

Metilacién del ADN, obesidad y enfermedades de impronta.

Durante la embriogénesis se inicia el borrado global asincrénico de la metilacion del
ADN en los gametos inmediato a la fertilizacién y previo a la implantacion (cigoto)
(31, 33); seguidamente se retoma la metilacién para que los tejidos desarrollen
caracteristicas propias y estabilidad genémica (34).

Se demetila primero el gameto masculino antes de la primera divisién celular,
pasando la 5 metilcitocina (5mC) via TET a 5 hidroximetilcitocina (5hmC) (31); las
TET son una familia de proteinas con accion oxidativa secuencial sobre 5mC y sus
derivados, del acrénimo en inglés “Ten-eleven traslocation” (figura 3); solo entonces,
el ADN materno inicia la demetilacion a través de las divisiones celulares
posiblemente dependiente de una baja actividad de las DNMTs de mantenimiento
(41); el resultado es un embridon con capacidad de adquirir nuevas formas de
metilacién. Una vez implantado, el embridn inicia una organizada reconstitucion de
su metilacién por accion de DNMT3A y DNM3B en areas de baja densidad en CpG
y en pocas islas CpG, incorporadas a promotores, regiones intragénicas e
intergénicas.
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Figura 3. Oxidaciones sucesivas de la 5mC a cargo de la familia TET. Caracteristicas de la demetilacién
activa y de la dilucion pasiva. 5mc: 5-metilcitosina. 5hmC: 5-hidroximetilcitosina; 5fC: 5-formilcitosina; 5caC:
5carboxilcitosina. TDG: timina DNA-glicosilasa. BER: reparadora de bases escindidas. Tomado de Zeng et al
(2019) (33).

Normalmente las dos copias de cada gen (procedentes respectivamente de cada
uno de los padres) son funcionales excepto si dependen de un sistema de control a
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la expresiéon denominado impronta; este mecanismo implica que ciertos genes o
grupos de genes son inactivados en funcion del origen parental que tengan. El
sindrome de Angelman (SA) y el sindrome de Prader-Willi (SPW) son enfermedades
pediatricas con curso de obesidad y participacion epigenética por impronta
especifica durante el desarrollo embrionario sobre la regidbn cromosémica comun
15911913 (6 Mb) (42); en ambos, la etiologia epigenética es esporadica y se
presenta durante la gametogénesis o por defectos de mantenimiento de la impronta
después de la fertilizacion.

La regién 15911-q13 contiene un grupo de genes que son regulados por impronta
0 marca epigenética que inactiva selectivamente algunos de ellos en funcion de si
proceden del padre o de la madre; se conoce que tal funcién depende de metilacion
del ADN y de modificacion de las histonas (42). Esta region comun esta flanqueada
por repeticiones de bajo nUmero de copias donde también se presentan rupturas y
recombinaciones desiguales; a los puntos de ruptura se le conoce como BP1, BP2
y BP3; en las areas BP1 y BP2 se establece la impronta para ambos sindromes
(43).

Entre un 2 a 4% de los casos de SA (OMIM # 105830, prevalencia 1:15.000-
1:20.000 recién nacidos) el cromosoma materno porta la improntacién del
cromosoma paterno silenciando la expresion materna funcional para el gen UBE3A
(43) con desarrollo de obesidad durante la segunda infancia; en el SPW (OMIM #
176270, prevalencia 1:10.000-1:30.000 recién nacidos), 1 a 3 % de los nifios tienen
la impronta materna sobre el cromosoma paterno silenciando genes de expresion
paterna como MAGEL2 y SNORD116 (entre otros) (43). En SPW estos genes tienen
expresion en hipotalamo e interactian con la funcion circadiana (42).

Los niflos con SPW nacen 15-20% mas pequefios que sus hermanos y
evidentemente hipotdnicos; en su infancia demuestran retraso del desarrollo motor
y del lenguaje, apariencia fisica y facial caracteristica, trastornos del aprendizaje y
conductas reiteradas hacia el no cambio de rutinas. El desarrollo de obesidad inicia
en general a partir de los 6 afios por combinacion de hiperfagia, pobre limite a la
saciedad y baja actividad fisica.

Obesidad, ambiente feto-neonatal y metilacion del ADN.

Durante el desarrollo del embrion la epigenética cumple papel fisiologico de
reprogramacion en los periodos criticos de susceptibilidad y de desregulacién. Una
vez realizada la metilacion del ADN esta se conserva a lo largo de futuras divisiones
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celulares con el menor numero de errores en los mecanismos de control,
especialmente si en ello participan proteinas esenciales con funciones de
marcacion, escritura, borrado o lectura (44). Aqui son determinantes los factores
ambientales intra uterinos que logren adecuadas condiciones de reversibilidad y de
reescritura (borrado o modificacion) (45).

En principio y durante esta etapa (mamiferos), las deficiencias nutricionales que
incluyen bajos niveles del grupo metilo por lapsos de tiempo variable (derivado de
la dieta como materia prima para la sintesis de SAM), disminuyen su aporte al ADN
y su accionar sobre CpG (46); estos y otros determinantes se han venido
considerando como punto de partida de algunas enfermedades que se desarrollan
a través de la vida (DOHaD) (47).

Este concepto tiene por antecedente las observaciones sobre el modelo de raton
agouti. Normalmente el gen agouti en la cepa salvaje codifica para la proteina
“agouti” que genera pelaje amarillo por accién sobre los melanocitos cutaneos vy,
obesidad por incapacidad hipotalamica para el control a la saciedad (48); en ratas
gestantes la hipermetilacion del gen conduce a descendencia parda sin obesidad
ademas de un mejor control de la tumorogénenis, la saciedad y la tolerancia a la
glucosa. Tanto en humanos como en modelos animales, alteraciones nutricionales
tempranas durante periodos criticos del desarrollo prenatal y posnatal modifican el
riesgo de desarrollar enfermedades complejas en la vida adulta (47). La hambruna
holandesa de finales de la segunda guerra mundial (49) y los aportes de Hales &
Barker de finales del siglo XX lo ratifican .

Durante el desarrollo embrionario, fetal y posnatal temprano se interactia con
sefiales ambientales y nutricionales que regulan respuestas adaptativas de indole
epigenético, aplicables a un modelo de vida por desarrollar (49). Estas respuestas
son en general permanentes, de expresion durante la vida adulta e individual; esta
ultima caracteristica determina que se porte un riesgo diferente para desarrollar
cierta enfermedad. Si no se desarrolla concordancia entre la respuesta adaptativa
epigenética dirigida a continuar con una pobre nutricién postnatal, esta ventaja pasa
a ser inconveniente (no saludable). El “fenotipo ahorrador” descrito por Hales &
Barker en londinenses de la post guerra (2° guerra mundial) (50) demuestra que la
no continuidad de una precaria nutricion gestacional durante la vida posnatal,
reconocida en nifios nacidos con bajo peso y disefiada para la sobrevivencia fetal,
genera riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular hasta 4 décadas mas
tarde.
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El concepto DOHabD relacionado con metilacion del ADN se describe por primera
vez en individuos con bajo peso al nacer de origen multifactorial en donde se
confirm6 menor metilacion del gen del factor 2 similar a la insulina (IGF2) y
alteraciones de metilacion en genes implicados en crecimiento y metabolismo (51).
En el sindrome de Silver Russell (SRS, OMIM # 180860), caracterizado por bajo
peso al nacer, retraso del crecimiento prenatal y postnatal, dificultades de
alimentacion y déficit de masa magra y de masa grasa, 40-50% de las veces se
cursa con hipometilacién de H19/IGF2 (11p15) (51). En la vida adulta se asocia con
hipertension, DM2 e higado graso no alcohdlico.

Al respecto, cultivos de preadipocitos subcutaneos de individuos nacidos con bajo
peso tienen menor expresion del gen de la leptina durante la diferenciacion celular
por hipermetilacion de su promotor (52); segun lo propuesto a través del concepto
DOHabD, la nutricién durante la gestacion podria sefialarse como factor interferente
(determinante) de la programacién epigenética facilitando el desarrollo de SM (53).
Observaciones retrospectivas y controladas en gestantes que han padecido
restriccion calérica durante el embarazo si bien demuestran resultados variables
sobre el desarrollo de obesidad infantil, se asocian con irregularidades del control
glucémico de sus hijos (54).

Recientemente se propone la existencia de genes del “fenotipo ahorrador” (thrifty
genes) (55). Estos genes estarian influenciados durante la gestacién frente al bajo
consumo de metionina y colina. Se espera accionar epigenético dependiente de la
relacion entre disponibilidad de nutrientes y cambios en las concentraciones de
DNMT1 y DNMT3A (56), estas ultimas necesarias en la metilacién del promotor del
gen PTPN; segun sean las caracteristicas de su metilacion in Utero se establece
control y programacién de las rutas de sefializacion de la insulina, modificando la
capacidad metabdlica del individuo para la vida postnatal. PTPN es reconocido
como gen supresor tumoral que inhibe vias proliferativas medidas por PI3K-AKT-
MTOR, todas relacionadas con actividad de fosfatasa lipidicas (57).

La mayoria de analisis epigenéticos en recién nacidos relacionan cambios del IMC
materno con el estado de metilacion del ADN empleando células del cordén
umbilical (58, 59). El cordén umbilical establece comunicacion feto-placenta-madre
para intercambio de fluidos, oxigeno, sustancias esenciales, hormonas y factores
de crecimiento entre otros. El 85% de los mamiferos tienen un cordon umbilical
adaptado al tipo de placenta como caracteristica de una extension del sistema
cardiovascular fetal (60) generando una circulacion de “intercambio” que relaciona
un fluido libre de células maternas con la placenta, objeto de medicion de 5mC y

25



5hmC (61) segun el linaje analizado y considerando tanto las caracteristicas de la
madre como la evolucién del peso fetal (62, 63).

Si bien ciertas caracteristicas de morbilidad durante la gestacién inducen cambios
de metilacién del ADN, estas se deben analizar individualmente de acuerdo con el
evento desencadenante. Como se advierte, el patron de metilacion del ADN en
células del corddn umbilical se relaciona con factores antenatales (64), situacion
gue por el momento se debe considerar como antecedente a explorar en obesidad
infantil. No obstante y tratandose de restriccion nutricional fetal, ademas de los
reportes de hipometilacion del gen IGF2/H19 ya mencionados (51), se reconoce
hipermetilacién para los genes IL10, LEP, ABCA1, GNASAS y MEG3 involucrados
en inflamacién y el metabolismo (65). En Colombia ya se reporta metilacion
diferencial del ADN para los genes GLP2R, LEP e IRS2 en recién nacidos con bajo
peso evaluados afios mas tarde por baja talla (66)

Metilacién del ADN y medio ambiente posnatal

Buen namero de las modificaciones epigenéticas posnatales son derivadas desde
disruptores endocrinos y factores nutricionales y ambientales. Los mecanismos
moleculares que relacionan los componentes nutricionales (dieta) con los genes se
estudian a través de la nutriepigenética; compuestos como la metionina y el acido
félico (donadores de metilo), algunos acidos organicos de cadena corta, las
isoflavonas (soja) y la vitamina B12 son considerados determinantes de esta relacion
(39); la figura 4 ilustra parte de la influencia de la nutriepigenética en la secuencia
de metilacion a partir de acido folico, la metionina y el grupo SAM.
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Figura 4. Influencia de la Nutriepigenética en la metilacion del ADN. Caracterizacion del rol del acido félico
en la metilacion del ADN a partir de SAM. THF: tetrahidrofolato; 5-MTHF: 5-metilentetrahidrofolato; MET:
metionina; MAT: metionina adenosiltransferasa; SAM: S-adenosil metionina; DNMT: metil transferasas del ADN;
SAH: S-adenosil homocisteina; SAHH: S-adenosil homocisteina hidrolasa; HC: homocisteina. Tomado de Iridoy-
Zulet et al (67).

Con mayor precision, las deficiencias proteicas y/o caloricas, las dietas con alta
concentracion de grasas preferiblemente polinsaturada y un elevado consumo de
calorias modifican la metilacion del ADN empleando alguno de los siguientes
mecanismos (65):

1. Por pérdida de nutrientes o sustratos donantes de factores y cofactores
necesarios en el proceso de metilacion. Los grupos metilo proceden del
compuesto SAM, aportado en concentraciones normales si se cuenta con
adecuados niveles de vitaminas del complejo B (B2, BeyB12) y de acido félico,
componentes béasicos del ciclo de la metionina (fig. 5); en este ciclo participan
como cofactores la colina, la cisteina, el zinc, la betaina, el selenio y la glicina.

fIJOO_
H:N—C—H
| COoO~
CHs + é
| H,N—C—H
CH, |
CH,
C‘-H;-—éi + & -
Methionine H,
H A N
M N‘\,
T CH CH
‘ _H ransferas e
-~ N7 CH, @ S-Adenosyl-
H l‘|\]— '\ methionine
H \".
Tetrahydrofolate I'1 @
coenzyme By | i‘_-j';.,l_|']I;I_.:'LI:". R
H ,J /
N / a variety of methyl
| CH, / Co0" Co0~  ransforas
5 /L-',_H / | - é 5 (!< \
- :[I" ‘{FHE \ H N— I-—H H N— I-—H f =+ R—CH;
H, N— \ CH, CH, /
H — J‘H “hydrolase J‘H < __,.-/
N®-Methyltetrahydrofolate o @ \ e
H Adenosine H,0 —Adenosine
Homocysteine S-Adenosyl-
homocysteine

27



Figura 5. Sintesis de grupos metilo a partir de SAM. Paso 1: Interaccion entre el atomo de sulfuro
(S :) de la metionina -portador de un radical metilo- con el carbono 5° de la ribosa liberando trifosfato
(PPi + Pi) y generando S-adenosil metionina (SAM) bajo influencia de metionina adenosil transfersa.
Paso 2: liberacion de S-adenosil homocisteina y del radical metilo (CH3s) desde SAM por influencia de
metil transferasas. Paso 3: generacion de homocisteina por hidroxilacion reversible de S-adenosil
homocisteina. Paso 4: sintesis de metionina desde homocisteina empleando metionina sintasa
dependiente de folatos y de vitamina Bi; esta accién toma el radical metilo desde N°-
metiltetrahidrofolato por accion de la vitamina Bi2 (coenzima) generando tetrahidrofolato: el radical
metilo queda incorporado a la metionina reiniciando el ciclo. R es el grupo aceptor del radical metilo.
Tomado de: Lehninger. Principles of Biochemistry. 6° edicién.

Por interaccion con cofactores que modulan la actividad de DNMT. La baja
concentracion del grupo SAM disminuye la activacion de DNMT, reconocida
frente al consumo de polifenoles (té verde) y de genisteina (soja).

Por interferencia con cofactores y enzimas del ciclo de la metionina y del
folato, ambos intermediarios en la sintesis de los grupos metilo: en la sintesis
de folatos el principal cofactor es la vitamina Bs, en tanto que para la
metionina es la vitamina Biz.

Por mayor actividad de metiltransferasas y de acetiltransferasas frente al
consumo de dietas densamente caldricas y/o con altas concentraciones de
glucosay de colesterol.

Como se advierte, en la vida posnatal las condiciones nutricionales necesarias para
la adecuada metilacién del ADN dependen de una correcta relacion entre el ciclo de
la metionina integrado al de los folatos y a la normal concurrencia de enzimas,
cofactores y algunas vitaminas del complejo B; la figura 5 expone en detalle estas
interacciones mientras que la tabla 1 sefala otros componentes de la dieta de
reconocida accion epigenética.

Tabla 1. Componentes nutricionales relacionados con efectos epigenéticos. Tomado y adaptado de Li et

al (34).
Compuesto Caracteristicas y procedencia Accibn epigenética
Inhibicion Activacion Modulacion Otras acciones
Polifenoles Manzana Kampfenol HDAC SIRT3
Phloretin DNMT
Apio Apigenina DNMT
HDAC
HMT
Luteolina DNMT SIRT
HDAC
HMT
Citricos Hesperidina DNMT SIRT1
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Quercetina DNMT
HAT
Café Acido cafeico HDAC
Acido cloro génico HDAC
Ajo Alilmercaptano HDAC
Dialil disulfuro HDAC
Uvas Antocianinas HDAC miRNA
Picaetanol SIRT1
Procianidina DNMT SIRT1
HDAC miRNA
Resveratrol DNMT SIRT1 miRNA MeCP2!
HDAC
Té verde Catequina DNMT miRNA MeCP2!
HAT
HDAC
Teofilina HDAC
Soya Biochanin A DNMT
Daidzeina DNMT
Equol Demetilacion por BRCAs
Genisteina DNMT HAT miRNA MeCP2!
HDAC miRNA
Clrcuma Curcumina DNMT MeCP?
HAT
HDAC
Vitaminas Kiwi Folato mMiRNA Metabolismo de
compuestos de 1 carbono
HMT?
Epigenoma?
Vitamina C Demetilaciéon del ADN
Demetilacion de histonas
Epigenoma?
Peces Vitamina D miRNA Metilacién del ADN
Modificacion de histonas
Epigenoma?
Huevos Colina miRNA Metilacién del ADN
Metilacién de histonas
Otros Brocoli Isotiocianatos HDAC
Sulforafano DNMT miRNA
HDAC
Witaferina A DNMT
Cereza de la India HDA HAT miRNA
HMT
Tubérculo Konjac DNMT Metilacién del ADN
HDAC Modificacion de histonas

1: descenso; 2: regulacién; BRCAs: diferentes lineas celulares de cancer de seno; SIRT (Sirtuinas): familia
altamente conservada de nucleétidos de nicotinamida adenina dependiente de desacetilasas de histonas.

Por otro lado, hay influencias medioambientales que se comportan como
modificadoras epigenéticas a través de la vida postnatal; sobre esta base, el punto
central de esta tesis doctoral reconoce la metilacion del ADN en genes durante el

incremento del IMC, este ultimo, altamente dependiente del ambiente.
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Tradicionalmente el cambio del IMC y la metilacién del ADN se han evaluado en
genes integrados al control del apetito como MC4R (gen de la ruta sefalizadora
hipotalamica entre leptina y melanocortina), LEPR (gen del receptor de leptina), LEP
(gen de la leptina) y ADIPQ (gen de la adiponectina) (6). Reciente evidencia (2017)
(6, 68) precisa que la metilacion del ADN como resultado del cambio del IMC en
adolescentes norteamericanos blancos no hispanos dista mucho de ser igual a la
observada en nifios europeos caucasicos menores de 7 afios, poniendo de relieve
gue los componentes ambientales tampoco son los mismos; si bien ningun gen fue
comun, se encontr6 metilacion diferencial para el gen SIM1 en el grupo
estadounidense y para el gen SNED1 en el grupo europeo empleando metodologias
diferentes.

El gen SIM1 codifica para un factor de trascripciéon de la familia de receptores
bHLH/PAS; en humanos su mutacion y/o delecion se ha relacionado con obesidad
de inicio temprano y su haploinsuficiencia con obesidad severa por accion sobre el
nacleo paraventicular del hipotalamo (OMIM # 603128, 6q16.3). El gen SNED1
codifica para una proteina de expresion en un amplio grupo de tejidos humanos
ligada al metabolismo del calcio y a la unién con la matriz celular (OMIM # 616664,
20937.3) no relacionada con el desarrollo de obesidad infantil.

Al considerar que los mecanismos epigenéticos traducen sefiales a partir del medio
ambiente, estas tienen capacidad de modificar la expresion de los genes operando
con memoria adquirida. Por miles de afos la relacion entre el medio ambiente y el
genoma determiné que entre ambos existan dindmicas sincrénicas donde se
involucren rutinas especificas, algunas de ellas integradas a ciclos bioldgicos;
ciertos genes hacen parte de tales ciclos y uno de los mas inquietantes es el ciclo
circadiano. Esta tesis doctoral se propone analizar en esta relacion un gen de la
familia “periodo”, el gen PER3, constitutivo del ciclo circadiano.

Son mas de 15 los genes que intervienen en la regulacion del ciclo circadiano; la
familia “periodo” y entre estos PER3 y PER2, mas CLOCK y BMAL1 han sido
relacionados epigenéticamente con el desarrollo de obesidad (69, 70): PER3
reconocido en adolescentes espafioles que incrementan el IMC y el perimetro de la
cintura en tanto que PER2, CLOCK y BMAL1 relacionados con obesidad y SM. Este
grupo de genes permanecen integrados a los procesos luz-oscuridad y suefio-vigilia
para regular actividades concordantes entre el metabolismo y las hormonas como
modelo de mantenimiento del tiempo interno a partir de un marcapaso enddégeno
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gue adapta el individuo a los cambios ritmicos de luz y oscuridad haciendo
concordancia entre estos y las funciones bioldgicas (70).

En esta dinamica, el reloj central esté en el nacleo supraquiasmatico del hipotalamo
e influye sobre “relojes” periféricos generando orden temporal de actividades
ritmicas como dormir-despertar, descanso-actividad, constantes vitales y consumo
de oxigeno (71). La exposicion cotidiana a la luz y el proceso organizado de la toma
de los alimentos induce ritmos especificos de memoria a repetir cada 24 horas (71);
los cambios en los habitos alimenticios y en particular en los contenidos de
carbohidratos y grasa interfieren el patron de metilacién de BMALL1 (72, 73) en tanto
gue el desarrollo de resistencia a la insulina (RI) con incremento del perimetro
abdominal (PC) se relaciona con metilacion diferencial para PER3 (69).

Por otro lado, la creciente epidemia de obesidad no ajena a los nifios amplia la
incidencia de DMz ratificando la influencia en ella de los factores ambientales como
los estilos de vida y la pobre actividad fisica; en todos los casos hay incremento de
la resistencia a la insulina (RI), hormona que es producida y secretada
exclusivamente por las células beta de los islotes pancreéticos. En adultos obesos
con DMz y sin severa hiperglicemia hay cambios de metilacion del ADN de genes
obtenidos a partir de muestras de células Beta, caracteristica también encontrada
en células sanguineas de individuos con riesgo de hiperglicemia sin ser diabéticos
(74); uno de estos genes es PTPRS que codifica para una proteina del receptor tipo
sigma de la familia proteina tirosin-fosfatasa (PTP) involucrado en procesos de
crecimiento y diferenciacion celular lo mismo que en la transformacion oncolégica y
la reparacion neuronal (75). Esta tesis doctoral evalla el cambio de metilacion del
gen PTPRS que se genera tras el incremento del IMC en nifios que desarrollan
sobrepeso-obesidad.
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Glosario

Amerindio. Persona que pertenece a uno de los pueblos que habitaba el continente
americano con anterioridad a la llegada de los europeos.

Ancestria. Anglicismo que relaciona informacion de los origenes ancestrales de un
individuo. Ancestral (ad).): perteneciente o relativo a los antepasados; relativo a los
antepasados o propio de ellos.

Apnea obstructiva (del suefio). Detencion transitoria y momentanea de la
frecuencia respiratoria secundaria a la relajacion de los musculos faringeos

propiciando un corto blogueo de las vias respiratorias durante el suefio.

Bebidas procesadas. Tipo de bebida con soda o jugo embotellado con mayor
concentracion de azucar.

BPN. Bajo peso al nacer. Nifio nacido con menos de 2500 g.

Cardiopatia isquémica. Término general para las enfermedades del corazén con
pobre flujo sanguineo.

Célula Beta. Células constitutivas de los islotes de Langerhans del pancreas, rica
en granulos solubles en alcohol y fuente de produccion de la hormona insulina.

Complejo de proteinas del grupo Trithorax (TrxG). Grupo heterogéneo de
proteinas cuya accion principal es mantener la expresion génica; comprende entre
otras las proteinas modificadoras de histonas, las proteinas que remodelan la

cromatina y las proteinas que se unen al ADN.

Complejo Polycomb. Conjunto de proteinas involucradas en la regulacién
epigenética de las células en genes relacionados con la diferenciacion celular.

CpG. Citosina fosfo guanina

Deslizamiento de la epifisis capital femoral. Separacion de la cabeza femoral de
la articulacion de la cadera en el area de la placa de crecimiento.
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Disruptor endocrino. Sustancia quimica capaz de alterar el sistema hormonal
generando disfuncién y morbilidad.

DMa. Diabetes mellitus tipo 2.

DOHaD. Termino que hace mencion al origen de la salud y la enfermedad a través
del desarrollo, del acronimo en inglés “the developmental origins of health and
disease” (40).

ECNT. Enfermedad crénica no transmisible.

Epifendmeno. Evento externo al ADN que determina o induce cambios
epigenéticos sobre este.

Estilos de vida. Habito de vida (forma de vida); referente al conjunto de
comportamientos o actitudes cotidianas de las personas, algunos de los cuales
pueden ser no saludables.

EWAS. Estudio de metilacion global de todo el genoma.
Factor de riesgo. Elemento que contribuye producir o desarrollar una enfermedad.

Fenotipo ahorrador. Apariencia fisica (in utero) derivada de alteracion en la
nutriciéon fetal y relacionada con funciones endocrinas adaptativas. Se relaciona con
complicaciones cardiovasculares y metabdlicas en la vida adulta (especialmente
DMy).

Genes ahorradores. Informacion del genoma humano para adaptarse a la
sobrevida en tiempos pasados, conjugada con el modo de vida actual.

Haploinsuficiencia. Situacién generada cuando una copia de un gen se inactiva o
se elimina y la copia funcional que queda no es suficiente para producir la cantidad
de producto génico necesario.

Higado graso no alcohdlico. Grupo de alteraciones que comprenden desde la
esteatosis simple hasta la esteatohepatitis y la cirrosis. La diabetes mellitus tipo 2 y
la obesidad son los principales factores asociados (76).

Hiperfagia. Exceso de apetito.
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IMC. indice de masa corporal.

Impronta. O "imprinting", fenOmeno genético por el que ciertos genes son
expresados de un modo especifico segun el sexo del progenitor.

Islotes del pancreas. Agregados de células en el parénquima del pancreas con
funcion endocrina.

Metilacién global del ADN. Conjunto de cambios de metilacion sobre toda la
estructura del ADN, generalmente revisados en condiciones nosoldgicas

especificas.

Microbiota intestinal. Conjunto microorganismos (todas las bacterias, arqueas,
eucariotas y virus) presentes en el tracto intestinal.

Micronutrientes. Elementos esenciales que los seres vivos requieren en pequeias
cantidades a lo largo de la vida para realizar funciones metabdlicas y fisiologicas
necesarias para mantener la salud.

Morbilidad. Estado o condicion de enfermedad.

Nosologia. Estudio individual de las enfermedades

Organo blanco. Tejido susceptible a padecer una enfermedad o al influjo hormonal.

PIMA (pueblo). Grupo indigena que vive en el estado de Arizona (Estados Unidos)
y en los estados mexicanos de Sonora y Chihuahua.

Primera infancia. Edad de cero a 5 afnos.

Via PI3BK-AKT-mTOR: via reguladora del crecimiento y la supervivencia celular
frecuentemente relacionada con procesos de carcinogénesis (77).

Resistencia a la insulina (RI). Condicion patoldgica en donde la accién celular de

la insulina esta reducida aumentando su secrecion para compensar el defecto en la
accion tisular y asi poder mantener la homeostasis glicémica (78).
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Segunda infancia. Edad de 6 a 11 afios

Sindrome metabdlico (SM). Sindrome caracterizado por disminucion de la
sensibilidad a la insulina, obesidad (central), dislipidemia, hiperglicemia,
hipertension arterial, inflamacién cronica y mayor propension a la enfermedad
trombotica. En 1998 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso la
denominacion de SM para englobar las distintas entidades patoldgicas que
determinan un aumento del riesgo cardiovascular. SMP: corresponde con sindrome
metabdlico en pediatria.

Unién (enlace) covalente. Union de dos atomos al compartir electrones del dltimo
nivel y caracterizada por la diferencia de electronegatividad entre estos.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar los factores clinicos, sociodemograficos y de metilacion global del ADN
(incluyendo PER3 y PTPRS) que participan en el desarrollo de obesidad en una
cohorte de nifios atendidos en una consulta de endocrinologia pediatrica entre julio
1 de 2008 a junio 30 de 2018 (Clinica CES de la ciudad de Medellin. Colombia).

Objetivos especificos

1. Caracterizar los factores clinicos y sociodemograficos de una cohorte de
pacientes atendidos en una unidad de consulta externa endocrinolégica que
influyen en el desarrollo de obesidad pediatrica.

2. Determinar el perfil de metilaciéon de PTPRS y PER3 en nifios obesos con o
sin el antecedente de bajo peso al nacer de una cohorte de pacientes
atendidos en una unidad de consulta externa endocrinologica.

3. Establecer la asociacion entre los perfiles de metilacién global del ADN, de
PER3 y PTPRS vy los factores clinicos y sociodemograficos que influyen en
el desarrollo de obesidad pediatrica de una cohorte de pacientes atendidos
en una unidad de consulta externa endocrinolégica.

4. Explorar las variables que mejor expliquen el desarrollo de obesidad
pediatrica y plantear un modelo predictivo para el desarrollo de obesidad
pediatrica
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Resumen

El sobrepeso-obesidad es una enfermedad cronica no transmisible de origen
multifactorial, con determinantes desde la vida fetal, dependiente de epigenética-
medioambiente y con influencia sobre la metilacibn del ADN. Interferencias
posnatales de ritmos biolégicos sincronizados con el cosmos (Zeitgeber) se asocian
con obesidad y con genes del ciclo circadiano. En mamiferos estos dependen de un
marcapaso bioldgico en el hipotalamo para la programacion cotidiana en los tejidos.
Introducir y conservar cambios que interfieran los habitos luz-oscuridad, suefio-
vigilia y horarios de alimentacion-ayuno alteran secuencias “programables” del dia
a dia generando patrones diferenciales de metilacién de estos genes. El objetivo de
esta revision es analizar la relacion entre metilacion del ADN-obesidad-medio
ambiente y su impacto en genes del ciclo circadiano. Nuevos enfoques son
necesarios para el entendimiento de esta enfermedad y asi poder prevenir.

Palabra clave
Metilacién del ADN, ritmo circadiano, obesidad pediatrica, suefio-vigilia.
Abstract

Overweight-obesity is a chronic nhon-communicable disease of multifactorial origin
with determinants from fetal life, dependent on epigenetics-environment and with
influence on DNA methylation. Postnatal interferences of biological rhythms
synchronized with the cosmos (Zeitgeber) are associated with obesity and genes of
the circadian cycle. In mammals, these depend on a biological pacemaker in the
hypothalamus for everyday programming in the tissues. Introducing and preserving
changes that interfere with habits such as light-dark, sleep-wake, and eating-fasting
schedules alter “programmable” sequences from day to day, generating differential
patterns of methylation of these genes. The objective of this review is to analyze the
relationship between DNA methylation-obesity-environment and its impact on genes
of the circadian cycle. New approaches are necessary to understand this disease
and thus be able to prevent it.
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Introduccion

La epigenética estudia mecanismos que regulan cambios en la expresion de los
genes sin modificar la secuencia de nucleétidos del ADN, cambios que pueden ser
mitGtica y meidticamente heredables (1,2) . Los cambios epigenéticos desempefian
un papel relevante en el desarrollo de enfermedades inflamatorias, céancer y
obesidad (3,4). Las modificaciones epigenéticas se clasifican en tres categorias, 1)
metilacién del ADN o adicion de grupos metilo sobre el carbono 5 de las citosinas
de sitios CpG, con efecto generalmente de silenciamiento sobre la expresion génica,
2) modificacion de las histonas en la region N-terminal con efectos variables en la
transcripcion y 3) accién de los RNA no codificantes (ARNnc) o moléculas
funcionales de RNA que no traducen proteina pero participan en la regulacion de la
expresion génica con efectos variables, predominantemente inhibitorios
(silenciamiento) o de degradacién a mARN (clivaje).

Inicialmente la relacidén entre epigenética y obesidad se evidencia por cambios de
metilacion del ADN en genes codificantes de adipoquinas y de moléculas
reguladoras del apetito (5): hipermetilacion del gen de la melanocortina y metilacion
diferencial del gen de la leptina y de la adiponectina han sido reportadas.
Posteriormente se encuentra que algunos tipos sindrémicos de obesidad infantil
(Angelman y Prader Will)) dependen en un 2-5% de improntaciéon o cambios de
metilacion de genes en la region 15911-q13 (6). En la dltima década la atencién se
dirige a cambios de metilacion en células del cordén umbilical de nifios de madres
con alteracion de peso gestacional y/o con ambiente intrauterino adverso
analizando como prototipo los nacidos con bajo peso (7).

Luego de 50 afios de investigacion se aclara la relacion entre ritmo circadiano,
estilos de vida y obesidad. Las observaciones iniciales de Konopka y Benzer (1971)
(8) en Drosophila melanogaster manipulando genéticamente su actividad
locomotora dependiente de la luz y, los aportes de Rosbash, Hall y Young (premio
Nobel de Medicina o fisiologia en 2017) (9) determinan que la pérdida del control de
ritmos bioldgicos sincronizados con el cosmos (Zeitgeber) (10) se relacionarian con
obesidad. Los genes del reloj circadiano involucrados son CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput), BMALL (receptor nuclear translocador de aril
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hidrocarburos en cerebro y musculo), Cry (criptocromo) y la familia PER (genes
period), estos Ultimos ya descritos con metilacién diferencial del ADN en
adolecentes obesos (11).

La pérdida de control de algunos ritmos circadianos y el desarrollo de obesidad se
determina por la asincronia entre el medio ambiente externo (p.e. habito de
consumo de alimentos) y las sefiales destinadas a procesos fisiologicos (12). Este
“‘cambio” en los estilos de vida altera patrones de metilacion de sus genes.

En Colombia la prevalencia de sobrepeso-obesidad en adultos es de 56 % y en
menores de 18 afos de 17,53 % (13). En América el 58% de su poblacion (360
millones de personas) vive con sobrepeso-obesidad (14) y en Latinoamérica del 20
al 25 % de los menores de 18 afios padecen sobrepeso u obesidad (14). Por lo tanto,
el objetivo de esta revision es poner en consideracion la relacion entre obesidad y
los patrones de metilacion de algunos genes del ciclo circadiano como componentes
influenciables por el medio ambiente. Se reviso la informacion en PubMed y Lilacs
durante el periodo abril de 2018 a abril de 2021con términos MESH que involucraron
metilacién del ADN, ritmo circadiano, programacion, obesidad y patrones de suefio-
vigilia.

Metilacion del ADN en obesidad.

La metilacion del ADN toma lugar por las ADN metiltransferasas (DNMTs) que
introducen el grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM) al carbono 5" de la
citosina (15).

Metilacién prenatal del ADN

Las deficiencias nutricionales con bajos niveles del grupo metilo por lapsos de
tiempo variable disminuyen su aporte al ADN. La temporalidad de estas
experiencias se extienden hasta la primera infancia y sus resultados corresponde
con la adaptabilidad o “programacién” (15). Estas alteraciones durante periodos
criticos del desarrollo prenatal y posnatal modifican el riesgo de desarrollar
enfermedades complejas en la vida adulta como diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, cancer y obesidad (7, 15).

La no continuidad de una precaria nutricion gestacional durante la vida posnatal,
reconocida en nifios nacidos con bajo peso y disefiada para la sobrevivencia,
genera riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular hasta 4 décadas mas tarde
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(16, 17). En individuos con bajo peso al nacer de origen multifactorial se confirma
menor metilacién del gen del factor 2 similar a la insulina (IGF2) (18) y alteraciones
de metilacion en genes implicados en crecimiento y metabolismo. Se propone la
existencia de genes del “fenotipo ahorrador” (thrifty genes) (19), genes que serian
influenciados durante la gestacion frente al bajo consumo de metionina y colina.
Segun sean las caracteristicas de su metilacion in Utero se establece control y
programacion de rutas de sefializacion de insulina (entre otras) modificando la
capacidad metabolica del individuo para la vida postnatal (20).

Finalmente, condiciones de morbilidad gestacional inducen cambios de metilacion
del ADN sobre genes a modo individual (21-,23) y segun el evento desencadenante
(24); analizar el patron de metilacion del ADN en células del cordon umbilical se
relacionaria con factores antenatales (25), situacion que por el momento se debe
considera como antecedente a explorar en el desarrollo de obesidad. La tabla 1
reine cambios de metilacion del ADN en algunos genes evaluados en células del
cordon umbilical teniendo en cuenta el desarrollo de bajo peso al nacer y los
cambios del IMC materno.

Tabla 1. Consideraciones gestacionales y cambios del patrén de metilacién de algunos genes evaluados en el
periodo neonatal inmediato

Evento Resultado n Genes Muestra Autores Tipo de estudio
Ganancia temprana de Hipermetilacion 88 MMP7 Células del Morales et al (21) Cohorte prospectiva
peso gestacional KCNK4 cordén umbilical
TRPMS
NFKB1
Modificacién del peso Patrones 308 ZCCHCI10 Células del Liu et al (22) Cohorte prospectiva
preconcepcional en el diferenciales de WNT16 cordon umbilical
embarazo metilacion ANGPTL2
SAPCD2
ADCY3
PRR16
ERBB2
DOK2
PLAC1
C180rf8
Intervencion a la obesidad Patrones 208 DISC1 Células del Jonsson et al (26) Casos y controles
materna durante la diferenciales de GBX2 cordon umbilical
gestacion metilacion HERC2
HUWE1
Partos pretermino Hipometilacion del 170 MC4R Células del Kwon, et al (27) Casos y controles
promotor HNF4a cordén umbilical
Gestacion en madres Hipermetilacion 29 PRKAG2 Células Boyle et al (28) Casos y controles
obesas ACC2 mesenquimales
CPT1A de tejidos del
SDHC cordén umbilical
Gestacion en madres Hipometilacion del 60 LEP Células del Lesseur et al (29) Casos y controles
obesas pregestacionales y promotor del gen cordén umbilical
gestacionales LEP
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Gestacion de madres Hipermetilacion del 531 AHRR Células del Burris et al (30) Casos y controles

obesas y no obesas y/o promotor del gen corddn umbilical
edad gestacional del AHRR
producto
Madres diabéticas y no Metilacion 95 SH3PXD2 Células del Yang et al (31) Casos y controles
diabéticas diferencial del gen A cordén umbilical
SH3PXD2A
Madres obesas Hipometilacion 92 MEST Células del Soubry et al (32) Casos
periconcepcionales PEG3 cordon umbilical
NNAT

Metilacion posnatal del ADN

La mayoria de las modificaciones epigenéticas durante el desarrollo humano
posnatal son dependientes de factores nutricionales y ambientales (33). La
Nutriepigenética estudia la relacion molecular entre componentes de la dieta y los
genes.

La metionina, el acido félico (donadores de metilo), algunos acidos organicos de
cadena corta, las isoflavonas (soja) y la vitamina B12 son determinantes en esta
relacion, lo mismo que ambientes posnatales con dietas densamente caldricas o
con altas concentraciones de glucosa y colesterol; estas Ultimas relacionan mayor
actividad de metiltransferasas y de acetiltransferasas modificando perfiles
epigenéticos. La tabla 2 relaciona cambios epigenéticos y vias de sefializacion
severamente influenciadas por condiciones de adiposidad o de enfermedad.

Tabla 2. Interaccion entre vias metabdlicas y cambios epigenéticos

Autores Via de sefializacion Cambio epigenético

Costa et al (34) Per3-Glucocorticoides-PPAR gamma en Expresion disminuida de PER3 con incremento de la
células madre mesenquimales adiposidad.

Elbein et al (35). Accién de la insulina sobre adipocitos y Expresion diferencial del gen PER3

miocitos de individuos obesos con
resistencia a la insulina
Casanello et al (36) Conversioén de piruvato a acetil-CoA Hipometilacion del gen de la piruvato deshidrogenasa
mitocondrial del ciclo de los acidos 4 del musculo esquelético.
tricarboxilicos (respiracion celular).
Pinzén-Cortes JA et al (37) Incremento de la energia celular por el ciclo Incremento de la demetilacion por la familia TET

de los acidos tricarboxilicos a partir de (Ten Eleven Traslocacion ) secundaria a elevados

Acetil-CoA (ciclo de Krebs). niveles de oxoglutarato del ciclo de Krebs
Arroyo-Jousse (38) Biosintesis del grupo S-adenosil metionina Hipometilacion global del ADN por baja incorporacion

(SAM) en diabéticos tipo 1 de folatos y homocisteina al grupo SAM e inhibicion

de metil transferasas

Durante el desarrollo de obesidad posnatal hay hipermetilacién del gen POMC (pro-
opio melano cortina) y metilacion diferencial de los genes de la leptina (LEP), del
gen del receptor de la leptina (LEPR), del gen de la adiponectina (ADIPOQ) mas
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algunos del grupo del reloj circadiano influenciados por factores ambientales. Los
genes del grupo circadiano influenciados por medioambiente son CLOCK, BMAL1
y la familia PER, estos ultimos relacionados con cambios del perimetro de la cintura
y desarrollo de sindrome metabdlico en adolescentes obesos (39).

Obesidad en el modelo circadiano
Generalidades.

Un ritmo circadiano es un proceso que se cumple cada 24 horas regulando
actividades metabdlicas, hormonales y de conducta. Obedece a una actividad
transcripcional intrinseca y autosostenible de los genes ‘reloj/clock” que se
expresan de modo ritmico en cerebro y tejidos periféricos ajustados a periodos de
luz-oscuridad para sincronizar ritmos como suefio-vigilia, alimentacién-ayuno y
determinar rutinas de metilacion (40, 41).

El ritmo circadiano es un proceso de mantenimiento de tiempo interno dependiente
de un marcapasos biologico enddégeno genéticamente determinado, que adapta al
individuo a los cambios ritmicos de luz y oscuridad haciendo concordancia entre
estos y las funciones bioldgicas (41, 42). Esta adaptacion se relaciona con la
rotacion de la tierra sobre su eje que determina la exposicion periodica a luz,
temperatura y disponibilidad de alimento entre otros (10). El reloj central esta en el
nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo e influye sobre “relojes” periféricos
generando orden temporal de actividades ritmicas como dormir-despertar,
descanso-actividad, constantes vitales, liberacion de insulina y consumo de oxigeno
(41, 42).

En mamiferos los genes PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, CLOCK, BMALL1 y
NPAS2 controlan la actividad circadiana (40, 43). Su expresion depende de asas
activantes y represoras: las proteinas clock, Bmall y de dominio neuronal tipo2
inician la activacioén; las proteinas del grupo periodo y criptocromo la bloquean (41,
42).

El ciclo se inicia con las primeras horas de la mafiana cuando los heterodimeros
proteicos CLOCK:BMAL1 activan la transcripcion de los genes PER y CRY
generando las proteinas del grupo periodo y criptocromo (44, 45). Al inicio de la
noche estas proteinas se heterodimerizan en el citosol, son fosforiladas por cinasas
dependientes de ciclinas y se translocan al nicleo. La acumulacion nuclear progresa
durante la noche inhibiendo la trascripcion de los genes PER y CRY permitiendo la
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transcripcion del gen BMAL1 (45). Altas concentraciones de la proteina BMALL
favorece la formacion de los heterodimeros CLOCK: BMAL1 reanudando el ciclo
(46). Las acciones transcripcionales opuestas de los dimeros CLOCK:BMAL1 y
PER:CRY indican la periodicidad antagénica de sefales cada 24 horas logrando
activacion maxima y minima para la expresion de sus genes; para BMALL el pico
maximo de expresion es a media noche en tanto que para PER-CRY es al medio
dia.

Ciclo circadiano y obesidad.

Desde el hipotalamo el ritmo circadiano optimiza la funcién y el comportamiento de
procesos metabdlicos en células, 6rganos y sistemas (41, 42). Su activacion
comienza con el incremento de la proteina NPAS2 dependiente de las sefiales luz-
retina-hipotalamo (47). La exposicion cotidiana a la luz y el proceso organizado de
la toma de los alimentos induce ritmos especificos de memoria a repetir cada 24
horas (40, 47). Alteraciones en la periodicidad (cronodisrupcion) para el consumo
de los alimentos o en sus contenidos como la introduccién de luz artificial durante la
noche se investigan en el modelo obesogénico al interferir con la sefal del “reloj”
(48). La figura 1 ilustra la relacion entre cronodisrupcion, epigenética y desordenes
metabdlicos como la obesidad.

AUMENTO EN
LA DIETA

CRONO
DISRUPCION

v ALTERACIONES EPIGENETICAS
v CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES
v DESORDENES METABOLICOS

OBESIDAD

Figura 1. La cronodisrupcién induce cambios epigenéticos en los genes de control del ciclo circadiano, lo que
conlleva a cambios en los habitos alimenticios generando un ambiente adecuado para el desarrollo de la
obesidad, la cual viene acompafiada de alteraciones epigenéticas, cambios en la expresion de los genes y
desoérdenes metabdlicos.
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Individuos expuestos a luz nocturna artificial (personal de enfermeria, médicos,
trabajadores por turnos) presentan alteraciones en los patrones de metilacién de los
promotores de los genes circadianos al ser comparados con individuos con trabajos
diurnos (49-51); interrumpir ritmos cotidianos fisioldgicos, favorece conductas
relacionadas con cambio en el indice de masa corporal y resistencia a la insulina
(52, 53).

Las asincronias del comportamiento alimentario alteran vias integradas del apetito
desregulando relojes periféricos y modificando el patrén de metilacién de los genes
circadianos en los tejidos (52, 53). Cambios en los habitos alimenticios y en los
contenidos de carbohidratos y grasa interfieren el patrén de metilacion de BMAL1
(43, 48, 53). El momento de comer es decisivo en la acumulacion de grasa y
alteraciones en su periodicidad se relaciona con obesidad (48, 53).

Conservar sefiales luminicas matutinas rutinarias normaliza patrones de metilacién
de promotores de genes con funcion orexigena y libera insulina (48): retrasos de
esta rutina modifican sefiales postraduccionales alterando ritmos completos del
ciclo circadiano, su periodicidad y su duracion (43, 53). Por ende, cambios en las
actividades ritmicas en los horarios de alimentacion influyen la accion represiva de
la transcripcion que se da en ausencia de luz afectando las actividades circadianas
de CLOCK/BMALL, operador clave en la activacion del promotor de los respectivos
genes (43, 47).

Si bien las relaciones de los genes del ritmo circadiano con el medio ambiente son
complejas y asociadas a estrés inducible como primera respuesta tanto a la luz
matutina como al consumo de alimentos, el tipo de alimento y la relacién actividad
fisica/descanso deben conservar rutinas (habitos) cotidianas repetibles y con pocas
interferencias, herramientas necesarias en la prevencion de la obesidad desde el
punto de vista ambiental.

Conclusioén

La epigenética genera conocimientos fisiopatoldgicos que establecen relaciones de
causalidad para algunas enfermedades complejas de origen multifactorial; esta
revision aporta herramientas de analisis al poner en consideracion el protagonismo
de determinantes ambientales (entorno) y la metilacion del ADN de genes
especificos del reloj circadiano, especialmente si su accionar no es fisiologico.
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Si bien el sobrepeso y la obesidad son consecuencia del acumulo de calorias sin su
debido gasto, la asincronia entre habitos de vida y la temporalidad de la ingesta son
determinantes; cambios perdurables en rutinas de alimentacion interfieren con la
armonia epigenética del sistema circadiano generando alteracion de la metilacién

en

genes regulatorios que se pueden correlacionar con parte del origen de la

obesidad.
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Capitulo 1. caracterizar factores clinicos, sociodemogréficos
del nacimiento y los cambios en la composicion corporal de una
cohorte de pacientes atendidos en una unidad de consulta externa
endocrinoldgica entre julio 1 de 2008 a junio 30 de 2018 (Clinica
CES de la ciudad de Medellin Colombia).

Objetivo especifico 1. Caracterizar los factores clinicos y sociodemogréaficos de
una cohorte de pacientes atendidos en una unidad de consulta externa
endocrinoldgica que influyen en el desarrollo de obesidad pediatrica.
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Resumen

Introduccién: La obesidad es una enfermedad crénica no transmisible y
multifactorial relacionada con consumo de calorias, estilos de vida y bajo peso al
nacer. Desde los 5 afios se determina segun el indice de masa corporal. En
Colombia el sobrepeso y la obesidad incrementan su prevalencia en todas las
edades pediatricas. Se analiza la trayectoria del indice de masa corporal en un
grupo de escolares y adolescentes de Medellin considerando antecedentes
prenatales y el peso al nacer. Materiales y método: estudio de casos y controles
anidado en cohorte. Se analiz6 el cambio del indice de masa corporal de 37 nifios
desde los 4 afios de edad, 19 nacidos con bajo peso. Las variables antenatales son
hipertension gestacional, diabetes gestacional, hemorragia gestacional, nUmero de
controles prenatales, nimero de abortos y edad gestacional; las postnatales son
registro de lipidos, glucosa sérica y perimetro de cintura. Resultados: 54% de los
pacientes desarrollan sobrepeso-obesidad, 50% habian nacido con bajo peso. El
grupo obeso de bajo peso al nacer se relaciona con comorbilidad antenatal (p<0,05);
el grupo obeso con peso normal al nacer desarrolla mayor incremento del indice de
masa corporal (p<0,05). Conclusiones: el desarrollo de obesidad infantil se
correlaciona con bajo peso al nacer, condiciones de salud de la madre y acelerado
incremento del indice de masa corporal a partir de los 4 afos.
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Abstract

Introduction: Obesity is a non-communicable and multifactorial chronic disease
related to calorie consumption, lifestyles and low birth weight. From the age of 5, it
is determined by the body mass index. In Colombia, overweight and obesity increase
their prevalence in all pediatric ages. The trajectory of the body mass index in a
group of schoolchildren and adolescents from Medellin is analyzed considering
prenatal history and birth weight. Materials and method: case-control study nested
in cohort. The change in the body mass index of 37 children from 4 years of age, 19
born with low weight, was analyzed. Antenatal variables are gestational
hypertension, gestational diabetes, gestational bleeding, number of prenatal check-
ups, number of abortions, and gestational age; the postnatal ones are lipid
registration, serum glucose and waist circumference. Results: 54% of the patients
develop overweight-obesity, 50% were born with low weight. The obese group with
low birth weight is related to antenatal comorbidity (p <0.05); the obese group with
normal birth weight developed a greater increase in body mass index (p <0.05).
Conclusions: the development of childhood obesity is correlated with low birth
weight, health conditions of the mother and accelerated increase in body mass index
from 4 years of age.

Palabra Clave

bajo peso al nacer
indice de masa corporal
sobrepeso

factores de riesgo

Keywords
low birth weight
body mass index

overweight
risk factors
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La obesidad es el exceso de dep0ésitos de grasa por desequilibrio entre el consumo
de calorias y el gasto de energia (1). En el mundo su prevalencia se triplicé entre
1975y 2016 (2) por causas multifactoriales como mayor consumo de alimentos con
alto contenido cal6rico, menor actividad fisica y sedentarismo (3). El sobrepeso y la
obesidad se relacionan con mayor numero de muertes en los entornos urbanos por
dislipidemia, hipertensién arterial, alteraciéon de tolerancia a la glucosa (ATG) y
sindrome metabdlico (SM) (4). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos es respectivamente 39% y 18%
(4); para la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO), el 58% de los habitantes de América tienen sobrepeso y
obesidad. En Colombia la prevalencia de sobrepeso-obesidad para edades de 12 a
19 afios es 17%.

La nutricion fetal influye en la salud y la enfermedad de la adultez (5). El bajo peso
al nacer (BPN) se relaciona con desarrollo de obesidad, dislipidemia, enfermedad
cardiovascular, diabetes tipo 2 (DM2) y SM (6). En el mundo nacen cada afio 20
millones de niflos con bajo peso por factores fetales, maternos, placentarios y
ambientales (7). En un tercio de los casos no se conoce la causa. En Colombia la
prevalencia de BPN a 2017 es 9,2 % y en América latina y el caribe 9-10 % (8). A
partir de los conceptos de Hales & Barker (9) nacer con bajo peso se relaciona con
alteracién de tolerancia a la glucosa (ATG), resistencia a la insulina (RI) y riesgo
cardiovascular.

Segun el consenso Latinoamericano para nifios con BPN (10), este corresponde
con peso inferior a percentil 10 por género y edad gestacional. Por recomendacion
OMS (adoptada en Colombia) es peso menor o igual a 2499 g (11). En escolares y
adolescentes el sobrepeso-obesidad se relaciona con el perimetro de la cintura (PC)
y el indice de masa corporal (IMC = kg/m?) (12, 13), este Ultimo, marcador clinico
del riesgo de enfermedad cardiovascular y DM2.

Pocos reportes de cohortes analizan la relacién sobrepeso-obesidad en nifios con
BPN donde casos y controles se sigan en el tiempo. Por ende, el objetivo de este
estudio es analizar la trayectoria del IMC de un grupo de escolares y adolescentes
de Medellin considerando antecedentes prenatales y el peso al nacer.

Materiales y métodos
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Disefio del estudio.

Estudio de casos y controles anidado en cohorte de seguimiento en una consulta
de endocrinologia pediatrica de Medellin, aprobado por el comité institucional de
ética en investigaciéon en humanos de la Universidad CES (acta 122, mayo 8 de
2018). Los representantes legales dieron consentimiento informado por escrito y se
tom6 asentimiento del menor. Se valor6 la capacidad de entendimiento y
razonamiento mediante prueba psicométrica previo al asentimiento.

Participantes.

Son 37 nifios de la consulta externa de endocrinologia pediatrica de la institucion
Clinica CES (Medellin-Colombia, 2008-2018) evaluados por endocrinélogo pediatra
desde los 4 a los 18 afios de edad, 19 mujeres y 18 varones, con controles
consecutivos y registro del cambio del IMC durante al menos 7 afios. Se excluyen
hijos de partos multiples, enfermedades cromosomicas o malformativas y obesidad
monogénica.

Variables.

La variable de resultado principal es el cambio del IMC kg/m?) obtenido en posicién
vertical entre las 14:00-18:00 horas con la menor ropa posible empleando
estadiometro de pared Harpenden® (Ref.: HAR.98602VR, Gales, UK) y bascula de
precision Seca® 274 (Hamburgo, Alemania). Las variables de resultado secundario
son el riesgo de SM, el PC, el valor lipidico y glucémico y el estado de sobrepeso u
obesidad. El riesgo de SM se determiné segun la International Diabetes Federation
(IDF) (14) con tres de los siguientes cuatro criterios: PC 2= percentil 90 entre los 10
a 15 afos 0 =2 a 94 cm en varones mayores de 15 afos y = a 80 cm en nifias mayores
de 15 afos; glucemia (ayuno) = 100 mg/dl o presencia de DMz; presion sistdlica =
130 mmHg o presion diastolica = 85 mmHg o esté bajo tratamiento; triglicéridos (TG)
= 150 mg/dl o valores < 40 mg/dl en varones tratados y < 50 mg/dl en nifias tratadas.
El PC se toma sobre el punto medio entre la Ultima costilla y la cresta iliaca (cinta
métrica elastica, Prodalia®, Colombia). Sobrepeso es IMC con mas de un desvio
estandar (DE) arriba de la media pero menor de dos DE; obesidad es IMC mayor o
igual a dos DE. Los controles son nifios con IMC arriba de menos dos DE pero
menor de un DE. Los equipos empleados tienen calibraciéon anual a cargo de la
unidad de métrica de la Clinica CES. Antecedentes neonatales
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El peso al nacer y la edad gestacional se toman de registros del carné de vacunacion
y por datos maternos. Prematuro es el nacido con edad gestacional menor de 37
semanas a partir del primer dia del dltimo periodo menstrual. BPN es peso inferior
a 2500 g (11). Diabetes gestacional es la diabetes que aparece por primera vez en
el curso del embarazo. Hipertension gestacional es tension arterial = 140/90 mmHg
luego de 20 semanas gestacionales. Hemorragia gestacional es el sangrado vaginal
durante la gestacion.

Evaluacion Bioquimica

La muestra sanguinea procede de flebotomia antecubital (ayuno mayor a 8 horas)
entre las 07:00 y las 08:30 AM con procesamiento inmediato en analizador de
hematologia DxC 700 AU (Beckman Coutler / serial B98654 / EE UU) empleando
espectrofotometria y potenciometria. Se reportan TG, colesterol total (c-T),
colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL), colesterol ligado a
proteinas de baja densidad (c-LDL) y glucemia.

Tamafio de muestra y control de sesgos

La muestra se determind por conveniencia. Los datos los toma endocrinélogo
pediatra bajo protocolo para reducir posibles errores de extraccion y a partir del
historial condensado en la institucion Clinica CES de Medellin. El control de sesgos
dependiod de los registros clinicos de nacimiento documentados por la madre, del
reporte correcto de peso al nacer y de la edad gestacional.

Andlisis estadistico

En variables cuantitativas se empled distribucién de frecuencias y en cualitativas chi
cuadrado. En muestras independientes se emple6 test de Mann-Whitney y para
datos dependientes pareados se empleo test de Friedman. El nivel de significancia
es con p<0,05 (Cl 95%). En el analisis longitudinal de datos cuantitativos se adopta
modelo lineal (distribucién de Poisson) empleando el programa STATA 16.1.

Resultados
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Se evaluaron 19 nifias (51,4%) y 18 varones (48,6 %), 20 desarrollan sobrepeso-
obesidad (54,05%) y 17 son controles (45,95%). La tabla 1 relune las caracteristicas
sociodemograficas y la gréfica 1 muestra la trayectoria del IMC entre los 4 a 17
anos.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas de casos y controles seguidos en la consulta de endocrinologia
pediatrica de la Clinica CES (2008-2018) segun morbilidad antenatal, peso al nacer, edad materna al parto y
edad gestacional.

Casos (n=20) Controles (n=17)
BPN (n=10) No BPN (n=10) BPN (n=9) No BPN (n=8)
Categoria n % n % n % n %
Género
Masculino 2 5,4% 6 16,21% 4 10,81% 6 16,2%
Femenino 8 21,62% 4 10,81% 5 13,51% 2 5,4%
Diabetes gestacional 1 2,7% 1 2,7% 0 0% 0 0%
Hipertensién gestacional 2 5,4% 0 0% 0 0% 1 2,7%
Hemorragia gestacional 3 8,11% 0 0% 0 0% 0 0%
Peso neonatal <1000 g 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
1000 - 1499 ¢ 0 0% 0 0% 2 5,4% 0 0%
1500 - 2499 ¢ 8 21,62% 0 0% 7 18,92% 0 0%
2500-3799 ¢ 2 5,4% 9 24,32% 0 0% 7 18,92%
> 3800 g 0 0% 1 2,7% 0 0% 1 2,7%
Edad materna al parto <18 afos 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
18 a 34 afios 7 18,92% 9 24,32% 7 18,92% 8 21,62%
> 35 afios 3 8,11% 1 2,70% 2 5,4% 0 0%
Edad gestacional < 30 semanas 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
30 - < 37 semanas 6 16,2% 1 3,7% 6 16,2% 0 0%
37-41 semanas 4 10,8% 9 24,3% 3 8,1% 8 21,6%
>41 semanas 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

BPN: bajo peso al nacer.

Grafica 1. Trayectoria del indice de masa corporal (media marginal) segin sobrepeso-obesidad y antecedente
de bajo peso al nacer (BPN) entre los 4y 17 afios.
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Se determind la media del cambio anual del IMC segun sobrepeso-obesidad y
antecedente de BPN, ajustada por morbilidad del embarazo (hipertensién inducida
por el embarazo, diabetes gestacional y hemorragia gestacional), nimero de
controles prenatales, niumero de abortos y edad gestacional. Los controles no
mostraron cambios significativos segun peso al nacer. La media del cambio anual
del IMC en los casos vs control fue significativo (p<0,001). En los casos, la magnitud
de incremento del IMC fue més alto en nacidos con peso normal que en nacidos
con bajo peso, con promedio anual de 1,59 (IC 1,28 —1,90). En los nacidos con bajo
peso el promedio de magnitud anual de incremento del IMC fue 1,06 (IC 0,74 —
1,38). Los antecedentes por los que se ajusto la media del cambio anual del IMC no
mostraron efecto confusor relevante. La tabla 2 compara los grupos de casos vs
control relacionando la estimacion cruda y ajustada del cambio del IMC (IC 95%).
El seguimiento promedio de casos y controles son 7 afos.

Tabla 2. Estimacion cruda y ajustada de la media de cambio anual (estimacion marginal) en el IMC segin
sobrepeso-obesidad y bajo peso al nacer

Observado Ajustado
Grupo Cambio medio  valor p 1C95% Cambio medio  valor p IC95%
No Sobrepeso-obesidad y peso normal al nacer 0,23 0,123  -0,06 0,53 0,14 0,278 -0,11 0,39
No sobrepeso-obesidad y bajo peso al nacer -0,02 0,907 -0,32 0,28 -0,09 0,500 -0,34 0,17
Sobrepeso-Obesidad y peso normal al nacer 1,60 0,000 1,25 1,95 1,59 0,000 1,28 1,90
Sobrepeso-Obesidad y bajo peso al nacer 0,97 0,000 0,64 1,29 1,06 0,000 0,74 1,38

Los nacimientos ocurren en promedio a los 28,59 afios (+ 5,37 DE) con 36,81
semanas gestacionales (+ 2,23 DE) y 2.612,97 g (+ 681,44 DE) (p< 0,05). Ocho
gestantes (21,61%) desarrollan morbilidad asociada al embarazo (hipertension
inducida por el embarazo, diabetes gestacional y hemorragia gestacional) con
predominio de hijos con BPN. No hay exposicion al tabaco.

Segun criterios IDF (14) 13 participantes del grupo de casos tienen riesgo de SM, 9
nacidos con peso normal. El c-HDL (p<0,05) y los TG (p<0,05) tiene valor estadistico
significativo comparando sobrepeso-obeso vs control (tabla 3). No hay DMz.
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Tabla 3. Indicadores de riesgo metabdlico durante el desarrollo de sobrepeso-obesidad segun peso al nacer,
indice de masa corporal (IMC), perimetro de cintura (PC) y variables metabdlicas evaluadas.

Edad al cierre Genero IMC* IMC  PC* Percentil Glicemia* c¢-HDL* Triglicéridos* c-T* c-LDL*

(afios) Kg/m?> D.E. cm PC mg% mg% mg% mg% mg%

Sobrepeso-obesidad en 12 M 29,61 >2 97 > p90 99 32,7 237 138 85,2
nacidos con bajo peso 13 F 26,01 1-2 98 > p90 94 34,4 242 160 94,1
15 M 35,64 >2 102 > p90 93 40,1 138 142 94,2

17 F 26,70 1-2 94 >80 cm 102 39,3 97 172 126,9

10 M 22,74 >2 83 >p90 84 62,2 29 264 105,9

11 M 23,93 >2 85 > p90 107 60,3 65 115 52,6

11 M 31,54 >2 105 > p90 102 41,4 139 152 95,8

Sobrepeso-obesidad en 12 F 31,68 >2 102  >p90 89 63,9 106 137 67,7
nacidos con peso normal 16 M 4050 >2 128 >94cm 89 37,3 127 160 108,55
17 M 42,43 >2 132 >94cm 95 25,3 212 127 83,1

17 M 40,27 >2 122  >94 cm 107 40,1 198 158 95,1

17 F 37,29 >2 122 >80cm 101 28,8 190 134 89,7

17 F 35,95 >2 95 >80 cm 99 46,3 85 167 1179

*Criterios de la International Diabetes Federation (IDF) (14). M: masculino. F: femenino. c-HDL: colesterol ligado a proteinas
de alta densidad. c-T: colesterol total. c-LDL: colesterol ligado a proteinas de baja densidad.

Discusion.

En el origen de las enfermedades crénicas no transmisibles incluyendo la obesidad,
son prioritarias las condiciones de bienestar fetal y el peso al nacer (factores de
exposicion); la restriccion alimentaria periconcepcional y/o durante el primer
trimestre del embarazo se relaciona con enfermedad cardiovascular en tanto que la
resistencia a la insulina y la hipertensién arterial se asocian con anomalias del ultimo
semestre (9, 15).

Para la OMS la edad materna avanzada es factor determinante en nacimientos con
bajo peso, observacion que no se correspondié en nuestro grupo donde las madres
en su mayoria tenian entre 18 a 35 afios pero elevado numero de nacidos
pretermino (1 en 3) y frecuente comorbilidad gestacional (1 en 5), caracteristicas
poco usuales a esta edad en madres colombianas (16); el menor nivel educativo de
las gestantes, la situacion marital y las condiciones socioecondmicas,
frecuentemente asociadas con BPN, no se analizaron.

Dado que nuestra observacion inicia a los 4 afios de edad, no se conoce el
comportamiento previo de la ganancia compensadora de peso; en poblacién con
BPN es frecuente que esta sea por encima de lo esperado (17), que de ser
exagerada y persistente hasta la adolescencia, eleva el riesgo de obesidad para la
vida adulta en un 77-92% (17) y con ella la de SM: en el grupo de casos, 2 de 3
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tienen criterios de SM (14) con predominio de nacidos con peso adecuado, grupo
gue registra el mayor incremento del IMC (p<0,05). En los obesos con antecedente
de BPN y con criterios de SM, el antecedente de hipertensién gestacional fue factor
comun, condicién descrita en estudios colombianos (16, 18).

Eventos no evaluados y relacionados con obesidad infantil como aumento de peso
materno durante el embarazo, conductas alimenticias, sedentarismo, patrones de
suefio y dependencia de redes informaticas (19), se deben incluir en el desarrollo
de estudios que empleen cohortes similares. En nuestro grupo de casos hay
tendencia diferencial (temprana) a incremento del IMC, ya determinante desde los
8 afos (p=0,042), lo que implica que las condiciones anticipadas medioambientales
adversas y los habitos desarrollados durante la infancia se involucran en el origen
de la obesidad en concordancia con lo reportado en nifios obesos espafioles,
latinoamericanos y estadounidenses (20- 22).

En el grupo de casos, el perimetro de la cintura (p<0,05), el c-HDL (p<0,05) y los
TG (p<0,05) caracterizaron la presencia de SM. Nuestro grupo no se comportéd
diferente a la tendencia de esta comorbilidad en la creciente epidemia de obesidad
entre jévenes de la ciudad de Medellin, en donde se encontrd prevalencia global de
SM de 6,1% al ser valorados conjuntamente por el cambio del IMC y por alteracion
tanto del nivel de lipidos sanguineos como de la glucemia (23).

A pesar de un bajo nimero de participantes analizados, este estudio se suma a los
pocos publicados en Colombia de casos y controles (24-26) que relacionan en
cohortes de seguimiento, la obesidad con SM y el bajo peso al nacer. Las
aproximaciones aqui derivadas son parte informativa de un ndcleo social que
consulta en un nivel llI-1V de atencion en donde la obesidad infantil sigue escalando
posiciones.

Conclusiones

Nuestros hallazgos ratifican componentes de SM pediatrico en poblacion que
durante la infancia desarrolla sobrepeso-obesidad con o sin el antecedente de bajo
peso al nacer. Una vez se determine un incremento anormal del IMC en el nifio, este
se debe correlacionar con indicadores metabdlicos de comorbilidad a largo plazo.

El grupo de nifios nacidos con peso adecuado que desarrolla obesidad tuvo mayor
progresion del IMC, en tanto que en los nacidos con bajo peso, la obesidad se puede
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relacionar entre otros con comorbilidades maternas. En ambos grupos se debe
considerar a la obesidad infantil como nosologia de etiologia multifactorial con
aporte de factores ambientales pre y posnatales.
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Capitulo 2. Metilacién global del ADN y determinacién de la

metilacion de un gen del ciclo circadiano y de un gen de la familia
protein-tirosin-fosfatasa durante el desarrollo de obesidad infantil
empleando secuenciacién de segunda generacion.

Objetivo especifico 2. Determinar el perfil de metilaciéon de PER3 y PTPRS en
nifios obesos con o sin el antecedente de bajo peso al nacer de una cohorte de
pacientes atendidos en una unidad de consulta externa endocrinologica.

Objetivo especifico 3. Establecer la asociacion entre los perfiles de metilacion
global del ADN, de PER3 y PTPRS y los factores clinicos y sociodemograficos que
influyen en el desarrollo de obesidad pediatrica de una cohorte de pacientes
atendidos en una unidad de consulta externa endocrinologica.

Articulo original
Evaluacion de metilacion global del ADN en el desarrollo de la
obesidad infantil, mediante microarreglos de metilacion.

Juan Manuel Alfaro Velasquez'', Elsa Maria Vasquez Trespalacios?, Nélida
Rodriguez Osorio®, Rodrigo Urrego*

1. Grupo de investigacion en Ciencias Basicas. Escuela de Graduados.
Universidad CES. Medellin Colombia. Calle 10 A # 22-04. Bloque C, piso tercero,
Medellin, Antioquia, Colombia.

2. Facultad de Medicina, Universidad CES. Division de posgrados clinicos.
Grupo de investigacion Observatorio de la Salud Publica. Calle 10 A # 22-04. Bloque
C, piso tercero, Medellin, Antioquia, Colombia.

3. Universidad de la Republica. Unidad de Gendmica y Bioinformatica.

Departamento de Ciencias Biologicas. Centro Universitario Regional Litoral Norte,
Universidad de la Republica. Rivera 1350 (50000) Salto, Uruguay.

67



4, Grupo INCA-CES. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
CES. Medellin, Colombia. Calle 10 A # 22-04. Bloque C, piso cuarto, Medellin,
Antioquia, Colombia.

Titulo corto: metilacion del ADN y obesidad infantil
E-mails:

JAV: juan.alfaro@ces.edu.co

EVT: evasquez@ces.edu.co

NRO: nelida.rodriguez@unorte.edu.uy
RUA: rurreqgo@ces.edu.co

*Autor para correspondencia:

Juan Manuel Alfaro Velasquez

Basic Sciences Research Group, Graduates School — CES University
Calle 10A N° 22-04. Medellin, Antioquia, Colombia.

Phone: (4) 4440555

juan.alfaro@ces.edu.co

Resumen

Introduccion: la obesidad es un estado inflamatorio crénico por interaccién entre
factores ambientales, genéticos y epigenéticos. Para la poblacion colombiana, la
cual posee un alto grado de mestizaje, no se conocen perfiles epigenéticos
asociados con obesidad infantil evaluando metilacion del ADN en estudios de
asociacion del epigenoma completo (EWAS). Objetivo: evaluar la metilacion global
del ADN en niflos que desarrollan obesidad explorando genes candidatos con
metilacidn diferencial y su importancia biologica. Se incluyen nifios con bajo peso al
nacer. Métodos: estudio de seguimiento a una cohorte de nifios de la consulta
externa endocrinoldgica de la Clinica CES 2008 a 2018. Se analizaron 16 nifios (8
obesos y 8 no obesos) de una cohorte de 37. Se recolectaron muestras de sangre
periférica. EI ADN se obtuvo de leucocitos para analisis de 5 mC empleando la
plataforma EPIC BeadChip arrays que cubre mas de 850.000 sitios CpGs en todo
el genoma. Se relaciona la metilacion con el cambio del indice de masa corporal
(IMC). Resultados: la metilacién del ADN cambia significativamente entre obesos y
no obesos en 41 sitios CpG de 11 genes (p<0,05). Empleando FDR hay
hipermetilacion de TYRO3 (cg19169023) y SMYD3 (cg04798314) e hipometilacion
de DBH (cg14007688), todos relacionados con el metabolismo de la glucosa. Se
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confirmé cambio del patron de metilacion de PER3 y PTPRS durante el desarrollo
de obesidad. Conclusion: se reportan sitios diferencialmente metilados durante el
desarrollo de obesidad infantil relacionados con rutas metabdlicas y expresion de
comorbilidad. El grupo obeso con bajo peso al nacer registra cambios metabdlicos
de mayor interés. El grupo obeso con peso normal al nacer tiene el mayor impacto
de factores ambientales. PER3y PTPRS tienen sitios CpG con metilacién diferencial
al comparar obesos con sanos (p<0,05).

Abstract

Introduction: obesity is a chronic inflammatory state due to the interaction between
environmental, genetic and epigenetic factors. For the Colombian population, which
has a high degree of miscegenation, there are no known epigenetic profiles
associated with childhood obesity, evaluating DNA methylation in complete
epigenome association studies (EWAS). Objective: to evaluate global DNA
methylation in children who develop obesity, exploring candidate genes with
differential methylation and their biological importance. Low birth weight children are
included. Methods: Follow-up study of a cohort of children from the endocrinological
outpatient clinic of the CES Clinic from 2008 to 2018. 16 children (8 obese and 8
non-obese) from a cohort of 37 were analyzed. Peripheral blood samples were
collected. DNA was obtained from leukocytes for 5 mC analysis using the EPIC
BeadChip arrays platform that covers more than 850,000 CpGs sites throughout the
genome. Methylation is related to change in body mass index (BMI). Results: DNA
methylation changes significantly between obese and non-obese in 41 CpG sites of
11 genes (p <0.05). By FDR there is hypermethylation of TYRO3 (cg19169023) and
SMYD3 (cg04798314) and hypomethylation of DBH (cg14007688), all related to
glucose metabolism. Change in the methylation pattern of PER3 and PTPRS was
confirmed during the development of obesity. Conclusion: differentially methylated
sites are reported during the development of childhood obesity and related to
metabolic pathways and expression of comorbidity. The obese group with low birth
weight shows metabolic changes of greater interest. The obese group with normal
birth weight has the greatest impact of environmental factors. PER3 and PTPRS
have CpG sites with differential methylation when comparing obese with healthy (p
<0.05).

Palabra Clave

epigenética
metilacion diferencial
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Introduccioén

La obesidad es un padecimiento crénico por expansion global del tejido blanco
adiposo con caracteristicas de estado inflamatorio perenne (1). Es definida como el
exceso en los depositos de grasa por desequilibrio entre el consumo y el gasto de
energia por interaccion entre factores ambientales, susceptibilidad genética (2) y
epigenética. EI mecanismo epigenético, como la metilacion del ADN, se puede
definir como cambios reversibles que alteran la expresion génica sin modificaciones
en la secuencia de nucleétidos (3). El epigenoma puede representar un vinculo
entre los factores ambientales y el genoma para determinar el riesgo de obesidad.

En este sentido, las alteraciones epigenéticas que afectan la expresion génica
podrian ser un factor determinante en la aparicién de la obesidad infantil. Hay un
cuerpo de evidencias que vienen relacionando las alteraciones en la metilacion del
ADN en la primera infancia con un mayor riesgo de obesidad en edades posteriores
(4). El bajo peso al nacer (BPN) se relaciona con mayor susceptibilidad para el
desarrollo de obesidad involucrando mecanismos epigenéticos como la metilacion
del ADN.

A patrtir del 2016 la tecnologia por micromatrices (microarrays) y los modelos de
secuenciacion de segunda generacion impulsan los estudios de asociacion del
epigenoma completo (EWAS) en preadolescentes y adolescentes que modifican su
indice de masa corporal (IMC). Empleando lllumina 450K se reconocen 20 genes
con sitios de metilacion diferencial (5): FYN, MLLT4, PIWL4, TAOKS, CFLAR,
LMX1A, ZNF643, PER3, ACSF3, SNED1, SOS1, KLHL6, WDR51A, ST6GAL1,
C3orf70, CYTH4-ELFN2, PRDM14, LOC101929268, CILP2 y PTPRS.
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En Colombia, pais que cuenta con un alto grado de mestizaje dentro de su
poblacion, la prevalencia de sobrepeso-obesidad en los Ultimos afios se incremento
en todas las edades pediatricas y no se cuenta con analisis empleando EWAS para
evaluar el estado de metilacién de genes. Por ende, el objetivo de este estudio fue
evaluar la metilacion global del ADN en nifios que desarrollan obesidad
estableciendo comparacién entre ellos segun el peso al nacer.

Materiales y métodos
Disefio de estudio

Estudio EWAS con 16 nifios menores de 18 afios (62,5% varones y 37,5 % mujeres)
de la consulta externa de endocrinologia pediatrica de la institucion Clinica CES
(Medellin Colombia) (tabla 1).

Poblacién de estudio

16 participantes de 4 grupos: obesos nacidos de peso normal, obesos nacidos con
bajo peso, BPN sin obesidad y grupo sanos (control); todos tienen registro del IMC
durante al menos 7 afos validados por endocrinélogo pediatra. Se excluyen hijos
de partos mudltiples, enfermedades cromosémicas o malformativas y obesidad
monogénica. La poblacién analizada tiene ancestria “paisa”, caracteristicas ya
tipificadas por estudios locales (6- 8).

Variables antropométricas

Las variables antropométricas se registraron entre las 14:00 — 18:00 h. ElI IMC es el
peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros. La altura se
midié mediante procedimiento estandar con estadiometro de pared Harpenden®
(Ref.: HAR.98602VR, Gales, UK). El peso se registrd0 en bascula electrénica de
precision (Seca® 274, Hamburgo, Alemania). La calibracion de los equipos se hace
por la unidad de métrica de la Clinica CES. El peso y la talla se determinaron en
posicidn vertical con el nifio descalzo y la menor ropa acompafante.

Extraccion del ADN

El ADN se extrajo de leucocitos de sangre total (laboratorio clinico de la Clinica
CES) con procesamiento en las siguientes 3 horas. La sangre total (tubo con EDTA)
se transporté a 4°C y se centrifugd separando glébulos blancos de eritrocitos y
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plasma; la capa leucocitaria se trasfiri6 a solucion de lisis para centrifugacion y
procesamiento. EIl ADN gendmico se aislé empleando el Kit de purificacion de ADN
MasterPureTM ® segun las instrucciones del fabricante (Epicentre Biotechnologies,
WI). La concentracion y la pureza del DNA se determind en Nanodrop 1000-—
ThermoScientific ®.

Perfil de metilacion del ADN gendmico.

El ADN gendmico (500 ng) obtenido de linfocitos de cada uno de los pacientes, se
distribuy6 aleatoriamente en cajas de 96 pozos para el tratamiento con bisulfito de
sodio utilizando el EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, CA). El andlisis
de metilacion de todo el genoma se realizé utilizando el lllumina Infinium
MethylationEPIC BeadChip kits (lllumina, Inc., San Diego, CA) (9). La matriz EPIC
mide el nivel de ADNm en > 850.000 sitios CpG y cubre todos los promotores de
genes, cuerpos de genes y elementos reguladores distales asignados en la
Enciclopedia de elementos de ADN (10). La evaluacion de la calidad de las
muestras se realiz6 mediante QuantiFluor y un subconjunto de muestras se reveld
en un gel de agarosa al 0,8% a 130 V durante 60 min. A continuacion, las muestras
se normalizaron a 200 ng de ADN en 45ul para la conversion con el bisulfito de
sodio. En promedio, se detectan alrededor de 865561 y 865646,1 sitios CpG de alta
calidad mediante el valor P-value <0,01 y un P-value <0,05, respectivamente.

Los archivos de datos de intensidad se procesaron y analizaron utilizando los
paquetes minfi y MissMethyl para R (R Foundation for Statistical Computing, Viena,
Austria), ambos disponibles en Bioconductor (https://www.bioconductor.org) (11).
Para reducir el sesgo en el ensayo los datos se normalizaron con BMIQ (Beta
Mixture Quantile) (12) (grafico 1). Los datos se transformaron por valor 3 y M value
mas oddsRatio llevandolo a gréaficos de densidad (grafico 2); segin M se establecié
la reproducibilidad entre muestras (correlacién de Pearsons’s, rangos entre -1<r <
1) y el grado de similitud entre estas (dendogramas vinculantes de dos
dimensiones).

Las 16 muestras seleccionadas se identificaron como aparece en la tabla 2.

Tabla 2. Identificacion de 16 participantes segun 4 grupos analizados

Grupo Muestra Sentrix.Barcode Sentrix.Section

1 PO_1 204972790104 R01CO1
2 PO_2 204972790104 R02C01
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BPN PO_4 204972790104 R03C01
obeso PO-10 204972790104 R04C01

NP_13 204972790104 R05C01
Obeso

NP_15 204972790104 R06CO1
NP_16 204972790104 R07CO1
NP_27 204972790104 R08CO1
SP_6 205003700087 R01C01
EEeNS:O 10 SP_12 205003700087 R02C01
11 sP_21 205003700087 R03C01
12 SP_30 205003700087 R04C01
13 519 205003700087 R05CO1
Sano 14 S5 205003700087 R06CO1
15 S_26 205003700087 R07C01
16 s.28 205003700087 R08CO1

©| 0 N o g b W

BPN: bajo peso al nacer. PO: obeso que naci6 con bajo peso. NP: obeso que nacié con peso normal. SP: no obeso y nacido
con bajo peso. S: no obeso y nacido de peso normal.

Cada posicion de metilacion se represento por sefales fluorescentes de los alelos
M (metilado) y U (no metilado); la relacién entre sefiales fluorescentes se calcul6
con la formula B = (méax. (M, 0)) / (JU | + | M | + 100) con valor de 3 de 0~1 (0% a
100%) o porcentaje de metilacion por sitio CpG (software Illumina GenomeStudio
v2011.1; modulo de metilacidon v1.9.0 y R 3.3.3). El valor p (calidad de sefial) por
cada CpG resulté de comparar la sefal total (M+U) vs el nivel de sefal de fondo;
valores p muy pequefios son sefial confiable (<0,01). Las micromatrices
(microarrays) se analizaron con el chip Infinium MethylationEPIC BeadChip Kit.

El valor p significativo se representd en diagramas volcano plot considerando el
cambio del pliegue vs control (valor M), determinado por la distribucién normal de la
prueba estadistica vs el logaritmo negativo del valor de p en base 10. Las relaciones
estadisticas por grupos se representaron en graficos de 4 dimensiones
(dendrogramas) asociando en familias los componentes con caracteristicas
similares.

Consideraciones éticas
Estudio aprobado por el Comité de Investigacion de la Universidad CES (Medellin,
Colombia) acta 122 y por el Comité de Etica de la Clinica CES. Se realizé

consentimiento y asentimiento informado aprobados por el comité institucional de
ética en investigacion en humanos de la Universidad CES. Participantes y familia
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respondieron instructivo que evaluo la capacidad de entendimiento y razonamiento
elaborado por el laboratorio de piscologia de la Universidad CES.

Resultados

Se valor6 el IMC y la metilacion del ADN de 16 nifios menores de 18 afios (8
obesos). El promedio del IMC en obesos fue 30,07 vs 17,05 en los no obesos
(p<0,05). Se analizaron 865.646,1 CpG por p<0,05 y 865.561 por p<0,01. El 17,8%
de la metilacion del ADN se encontro en islas CpG y el 35,9 % en el cuerpo de los
genes (grafico 3). Empleando la correlacion de Pearsons’s la reproducibilidad entre
muestras fue cercana a 1 (= 0,98) (grafico 4).

Gréfico 3. Caracterizacion de la metilacion de sitios CpG segun MethylationEPIC BeadChip de 16 nifios obesos
y no obesos.

@ Chromosome Infinium design © Gene region @ CpG context
22

21 (12%) (2.1%) X (2.2%) 1stExon 3UTR

Infinium Il (83.8%)

A: Distribucién de sitios CpG por cromosoma (%). B: deteccion de sitios CpG segun la plataforma introducida por EPIC. C:
ubicacién detallada de los sitios CpG considerando la posicién en los cromosomas. D: ubicacion de sitios CpG segin la
nomenclatura sugerida por EPIC.

Posiciones de metilacién variable del ADN (pmvADN)

Se identificaron 521 pmvADN en la poblacion que desarrolla obesidad. Al
relacionarlas con el peso al nacer, hay evidencia de hipermetilacion e hipometilacion
en 38 (p<0,05), predominantemente en el cuerpo de los genes. En obesos nacidos
con bajo peso, tres pmvADN tienen FDR<0,05 en TYRO3, SMYD3 y DBH. En el
analisis sobre PER3 y PTPRS, se identifican 83 pmvADN al comparar obesos con
sanos, 3 de ellas con metilacion diferencial de interés (p<0,05), una de ellas en isla
CpG (PER3).
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Comparacion entre obesos con bajo peso al nacer (PO) vs sano (S). Se identificaron

18 pmvADN en los genes DBH, SMYD3 y TYRO3 (p<0,05) (taba 3), tres de ellas

con FDR<0,05 (figura 1).

Tabla 3. Caracterizacion de 18 pmvADN al comparar obesos con bajo peso al nacer vs sanos.

Gen CHR pmvADN Target p<0,05 Valor p FDR Region
del gen
DBH 9 2 cg14007688 1x10°% 0,00257366 Cuerpo
cg14301000 1,912202 x 102 0,74225562 Cuerpo
SMYD3 1 11 cg03045478 2,703422 x 10 0,74225562 Cuerpo
cg04798314 5x10°® 0,013028 N-shore
cg09016610 1,261097 x 102 0,74225562 Cuerpo
cg09692889 1,5236 x 103 0,74225562 Cuerpo
cg10557782 1,038077 x 102 0,74225562 Cuerpo
€g13977623 1,768466 x 102 0,74225562 Cuerpo
€g14640420 3,291379 x 102 0,74225562 Isla
€g16652841 1,744045 x 102 0,74225562 Isla
cg16838795 3,86117 x 103 0,74225562 Cuerpo
€g21119962 7,26635 x 103 0,74225562 Isla
€g24589017 3,530782 x 102 0,74225562 S-shore
TYRO3 15 5 €g01050433 4,570573x 10 0,74225562 N-shore
cg04760526 8,06414 x 10°° 0,74225562 Cuerpo
cg17208363 3,282822 x 1072 0,74225562 Isla
cg19169023 1x10°% 0,00257366 S-shore
€g26741380 4,448891 x 102 0,74225562 Cuerpo

Figura 1. llustracion empleando volcano plot y mapas de calor de tres genes con pmvADN al comparar PO vs

sanos.
Obesos con BPN (PO) vs sano (S)
gen valor p FDR cg Metilacion Ubicacién Posicién de metilacion
PO DBH 0,00000001 0,00257366 14007688 Hipometilado Cuerpo del gen TSS1500;3'UTR
TYRO3 0,00000001 0,00257366 19169023 Hipermetilado S-shore 41561147-41561149
SMYD3 0,00000005 0,013028 04798314 Hipermetilado N-shore 246505298-246505300

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
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-Log10 p-value

Volcano plot between PO_vs_S Color Key Heat map of the two-way Hierarchical Clustering
(pvvalue VS. dena_mean) (167 CpGs satisfying with p_0.05_dm_0.2)
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Panel A (eje X) cambio del pliegue vs control determinado por valor M: externo a las lineas azules es distribucién
normal de la prueba estadistica. Eje de Y (logaritmo negativo del valor de p en base 10) o cambios de pliegue
gue se aleja de cero. Puntos grises: sitios cg con cambio de pliegue de poca significancia. Flechas rojas: puntos
de interés (cambios de pliegue) de gran magnitud y significancia. Linea roja discontinua hacia arriba es p<0,05.
Panel B. Lectura en cuatro dimensiones para 2 dendrogramas. Eje de X superior grupo a comparar (rojo) vs
grupo con el que se compara (azul). Eje Yo asociaciones por jerarquias: azul o pobre significancia y amarillo o
mejor significancia. Cada brazo del dendrograma (familias) asocia componentes con caracteristicas similares.
Adoptese esta explicacion para las figuras 2 a 5.

Comparaciodn entre obesos con bajo peso al nacer (PO) vs sano nacidos de peso
bajo (SP). Se encontr6 1 pmvADN hipermetilada en ¢g23022034 (p<0,05) en
ZNF117 (FDR=0,74225562) (figura 2).

Figura 2. llustracién empleando volcano plot y mapa de calor que representa el gen ZNF117 al comparar obesos
con BPN (PO) vs nacidos con bajo peso sin desarrollo de obesidad (SP).

Obesos con BPN (PO) vs sano nacidos de peso normal (SP)
gen valor p FDR cg Metilacion Ubicacién  Posicion de metilacion
PO ZNF117  0,04604839 0,74225562 ¢g03730546  Hipermetilado Cuerpo 64994432-64994434

Panel A. grupos analizados Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
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Volcano plot between PO_vs_SP
(p-value vs. delta_mean)
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Heat map of the two-way Hierarchical Clustering
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Comparacién entre obesos nacidos de peso normal (NP) vs obesos con bajo peso

al nacer (PO). Se identifica 1 pmvADN en MTF2 (hipermetilado en cg17669433)
(p<0,05) y 5 pmvADN en SPG21 (p<0,05) (tabla 4). Su ilustracion se representa en

la figura 3.

Tabla 4. Caracterizacién de 1 pmvADN de MTF2 y 5 pmvADN de SPG21 al comparar obesos nacidos de peso

normal vs obesos nacidos con bajo peso.

Gen CHR Sitios CpG Target p<0,05 Valor p FDR Regién del gen

MTF2 1 1 17669433 2014284x102  0,74225562 Cuerpo

SPG21 15 5 cg04090599 1,24468 x 10° 0.74225562 N-Shore
cg07448057 4466950x 107 0,74225562 Cuerpo
€g16992257 4074286 x10% ¢ 74205562 S-shore
€g18399988 2303587x10° 074295562 Cuerpo
€g25879395 5,866 x 10° 0,33306003 Cuerpo

Figura 3. llustracion empleando volcano plot y mapa de calor segun sitios con pmvADN al comparar obesos
nacidos con adecuado peso (NP) vs obesos con bajo peso al nacer (PO). Solo se caracteriza la p de menor

valor (*)
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Obeso nacido de peso normal (NP) vs obesos con bajo peso al nacer (PO)

Gen valor p FDR cg Metilacion Ubicacién  Posicion de metilacion
MTF2 0,02014284  0,74225562 17669433 Hipermetilado Cuerpo ~ 03128782-93128784
NP SPG21 0,00005866*  0,33306003 25879395 Hipermetilado Cuerpo 64980221-64980223

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
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Comparacion _entre _obesos nacidos de peso normal (NP) vs sano (S).

identificaron 2 pmvADN de interés (p<0,05), hipometilacion de cg02037122
ARHGAPL17 e hipermetilacién de cg11201297 en SETBPL, figura 4.

Se
en

Figura 4. llustracién empleando volcano plot y mapa de calor que representa los genes ARHGAP17 y SETBP1

al comparar obesos nacidos de peso normal (NP) vs sanos (S).

Obeso nacido de peso normal (NP) vs sano (S)

gen Valor p FDR cg Metilacion Ubicacién  Posicion de metilacion
NP ARHGAP17 0,02562303 0,74225562  cg02037122 Hipometilado  Cuerpo 1stExon;TSS1500;3'UTR,;
SETBP1 0,03912991  0,74225562  cg11201297 Hipermetilado  Cuerpo 44693467-44693469

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
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Comparacion entre obesos nacidos de peso normal (NP) vs sano nacidos con bajo

peso (SP). Se encontraron 11 pmvADN en el gen PPP2R5C (p<0,05) (Tabla 5). Su
caracterizacion se revisa en la figura 5.

Tabla 5. Caracterizacion de 11 pmvADN al comparar obesos nacidos de peso normal vs no obesos nacidos con

bajo peso

Gen CHR Sitios CpG Target p<0,05 Valor p FDR Regién del gen

PPP2R5 14 11 €g02997573 3,451524 x 10°? 0,74225562 Cuerpo
(;905()20081 1,658932 x 10? 0,74225562 Cuerpo
c905071770 1,677293 x 10? 0,74225562 N-shelf
cg]_3696228 2,238243 x 10 0,74225562 Cuerpo
0914512008 4,324832 x 10 0,74225562 Cuerpo
cg]_6954369 4,43574 x 10° 0,74225562 Cuerpo
cg]_940571]_ 1,991683 x 10° 0,74225562 Cuerpo
(;921570168 3,180848 x 10 0,74225562 Isla
0923439621 1,649816 x 10?2 0,74225562 Isla
c927022326 2,812572 x 102 0,74225562 N-shore
0927055481 2,100496 x 10 0,74225562 N-shore

Figura 5. llustracion empleando volcano plot y mapa de calor de 11 sitios con pmvADN para el gen PPP2R5C
al comparar NP vs SP. Solo se caracteriza un valor de p correspondiente con una isla CpG (*).
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Obeso nacido de peso normal (NP) vs no obesos nacidos con bajo peso (SP)

FDR cg Metilacion Ubicacién Posicion de metilacion
0,74225562 23439621 Hipometilado Isla 101761878-101761880

gen Valor p
NP PPP2R5C  0,01649816*

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
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Posiciones de metilacion variable del ADN (pmvADN) en PER3 y PTPRS

Al comparar obesos vs no obesos se encontraron 3 pmvADN segun EWAS para los
genes PER3y PTPRS, tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacion de 2 pmvADN en PER3 y 1 pmvADN en PTPRS al comparar obesos vs no obesos.

Gen CHR Sitios Target Valor p FDR Region  Ubicacion Estado de
CpG del gen metilacién
PER3 1 2 €g04917262  1,604231x 102 0,74225562  Cuerpo  7808408-7808410 hipermetilado
cg08764927  3,066109 x 102 0,74225562  |sla 7784834-7784836 hipermetilada
PTPRS 19 1 €g23022034 4806741 x 102  0,74225562  Cuerpo  5320377-5320379  hipometilado
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Discusion

Se evaluo el perfil de metilacion del ADN de nifios obesos y sanos en leucocitos de
sangre periférica empleando EWAS. Segun distribucion por grupos hay 604 sitios
CpG diferencialmente metilados, 38 con p<0,05 (83% en el cuerpo de los genes),
nueve de estos a relacionar con comorbilidad por obesidad (p<0,01).
Adicionalmente se analizaron 3 pmvADN de interés, una en el cuerpo de PTPRS
(p<0,05), una en el cuerpo de PER3 (p<0,05) y una en isla CpG de este ultimo gen
(p<0,05). Estos tres ultimos con FDR >0,05.

Nuestros resultados aportan al conocimiento de las marcas epigenéticas durante el
desarrollo de obesidad infantil ain no completamente dilucidadas y ninguna
reportada en nifilos obesos colombianos. Cuatro sitios CpG estan hipometilados en
los cuerpos de DBH, ARHGAP17, PPP2R5C y PTPRS; 7 sitios CpG estan
hipermetilados en los cuerpos de TYROS3 (S-shore), SMYD3 (N-shore), ZNF117,
MTF2, SETBP1, SPG21 y PER3, este ultimo ademas hipermetilado en una isla
CpG.

Al comparar obesos de bajo peso al nacer con individuos sanos se encuentran tres
pmvADN de interés, respectivamente en el cuerpo de los genes DBH (hipometilado
en cgl14007688), SMYD3 (hipermetilado en cg04798314) y TYRO3 (hipermetilado
en ¢gl19169023). El gen DBH codifica la enzima dopamina beta-hidroxilasa,
oxigenasa para la hidroxilacion oxidativa de dopamina a norepinefrina en vesiculas
presindpticas unidas a membranas bioldgicas conectando el sistema dopaminérgico
con el adrenérgico para controlar funciones fisiologicas (13, 14). En su interpretacion
clinica, la estimulacion adrenérgica, el estrés agudo y la hipoglicemia elevan los
niveles de DBH tanto en plasma como en visceras de inervacion simpatica (higado
y pulmdn) y en vasos sanguineos (respuesta presora), con un efecto neto paracrino
de liberar glucosa por glucogendlisis (15). Si bien en el caso de una enfermedad de
curso cronico como la obesidad no se conoce el papel de DBH, se debe investigar
si el estado hipometilado encontrado sefiala menor actividad enzimatica y menor
efecto simpético de las catecolaminas en esta poblacion.

Nuestros resultados indican que los obesos con bajo peso al nacer tienen menor
impacto de sindrome metabdlico (SM) vs obesos de peso normal, reconocido por
mejor control metabdlico durante los primeros afios de la vida y determinado por
menor perimetro de la cintura (p<0,05), niveles mas bajos de triglicéridos (p<0,05)
y de colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL). Sin embargo, la
disfuncién endotelial anticipada (inflamacion) podria corresponder con el patrén de
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metilacidén reportado para TYRO3 y SMYD3 dada su participacién en la fisiologia
vascular desde la vida fetal. La proteina TYRO3 hace parte de los receptores
transmembrana de tirosina kinasa (familia TAM) con funciones en inmunidad,
sobrevida celular, integridad de endotelios y procesos inflamatorios; el receptor
TYROS se activa por dimerizacion a partir de los factores GAS9 (gen 6 especifico
en detencién del crecimiento) y PROS1 (factor anticoagulante tipo Proteina S)
dependientes de vitamina K para autofosforilacién intracelular por quinasas; ambos
factores comparten origen endotelial: PROS1 proviene de células endoteliales,
hepatocitos, osteoblastos y megacariocitos en tanto que GAS9 de rifidon, intestino,
ovarios, testiculos, cerebro, medula 6sea, corazon, pulmon y endotelios (16).
Adicionalmente, SMYD3 codifica una metiltransferasa con funciones sobre la
proliferacion y la capacidad de supervivencia de las células normales
desempefiando papel epigenético durante la embriogénesis (preimplantacion),
modulando genes especificos de la miogénesis, este ultimo, componente intrinseco
de los vasos sanguineos (17). Adicionalmente en el grupo de obesos nacidos con
bajo peso, hay hipermetilacion en el cuerpo de ZNF117 (cg03730546) al ser
comparados con individuos sanos; este gen, relacionado con el desarrollo
adipogénico tardio, es un elemento viral endégeno incorporado ancestralmente al
genoma humano, codificador de la proteina 117 de la familia dedos de zinc,
normalmente inactivado epigenéticamente; acorde con nuestros hallazgos, su
estado hipermetilado corresponderia con activacion del gen (18).

Nuestros resultados encuentran informacién de interés en tres direcciones para los
obesos nacidos con peso adecuado, recordando que es la poblacién con el mas alto
incremento anual del IMC (p<0,05) desde temprana edad (p=0,042). Si se comparan
con obesos nacidos con bajo peso, las diferentes opciones encontradas y
relacionadas con cambio en la metilacion de MTF2 y SPG21 se debe correlacionar
(nuevos estudios) con el desarrollo de enfermedad metabdlica temprana con o sin
presencia de higado graso no alcoholico; al compararlos con sanos de peso normal
al nacer, lo encontrado para ARHGAP17 y SETBP1 debera ser evaluado en
direccion a pérdida de tolerancia a la glucosa a largo plazo. Por ultimo y al
compararlos con nifios sanos de bajo peso al nacer, lo encontrado para PPP2R5C
se debe correlacionar con el desarrollo de sindrome metabdlico pediatrico.

El gen MTF2 codifica para una proteina del grupo Polycomb que unida a H3K36met
actua reprimiendo la expresion de los genes empleando PRC2 (19); tiene expresion
hipotalamica diferencial relacionada con lipotoxicidad inducida por dieta, condicién
dada por incremento de los &cidos grasos generando activacion de vias metabdlicas
no oxidativas con degradacion lisosomal, estrés al reticulo endoplasmico (RE) y
conformacién de higado graso no alcohdlico (HGNA) (20). En nuestro caso y
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estableciendo comparacion entre obesos, en el grupo con peso normal al nacer su
hipermetilacion se relacionaria con los habitos nutricionales lipotdxicos sin excluir
su papel en el HGNA, parametro clinico que se conoce acomparia al incremento del
perimetro de la cintura (PC) y al elevado cambio del IMC. Esta observacion esta
adicionalmente correspondida con hipermetilacion de SPG21, gen codificador de la
proteina maspardina relacionada con la expresion de genes para el desarrollo de
HGNA. Maspardina es una proteina ligada a linfocitos CD4 con funciones de
regulacion negativa sobre la activacion de células T que interactia con la
superfamilia aldehido deshidrogenasa (ALDH16A1). Su ubicacién en membranas
celulares y su interaccion con Rab7GTPasa le permite participar de la estructura de
endosomas Yy lisosomas para funciones de autofagosomas y autofagolisosomas.
Algunas anomalias de su estructura se han relacionado con pérdida del
metabolismo del colesterol, alteracién morfolégica del RE y defecto del tréfico y
transporte intracelular (21). Lo encontrado sugiere que durante el desarrollo de
obesidad en individuos nacidos con peso normal, la hipermetilacion en el cuerpo de
estos dos genes son dos condiciones epigenéticas influenciadas postnatalmente
por las caracteristicas nutricionales derivadas del medio ambiente o de los estilos
de vida (dieta).

Los nacidos con peso adecuado que desarrollan obesidad tienen hipometilacion en
el cuerpo ARHGAP17 (cg02037122) e hipermetilacion en el cuerpo de SETBP1
(cg11201297) al ser comparados con individuos sanos. ARHGAP17 codifica la
proteina activante 17 de RhoGTPasa de la superfamilia de 20 RasGTPasa,
necesarias en el control del cito esqueleto de actina e indispensable en el
mantenimiento de las caracteristicas de union intraepitelial garantizando el control
a la permeabilidad de barreras mucosas (p.e. barrera intestinal); esta familia
participa en el trafico de vesiculas, exocitosis en las neuronas y regulacién del
trasnporte transcelular (22). RhoGTPasa esta relacionada con procesos
metabdlicos incluyendo el equilibrio de la glucosa y la sefial con insulina no solo por
interactuar con la via metabolica Akt2, especifica de adipocitos para la retoma de
glucosa, sino reduciendo la glicemia postprandial por acelerada traslocacion de
GLUT4 (23). Si bien en nuestro grupo de obesos nacidos de peso normal no hay
DMz, es latente el estado hiperglucémico preprandial: la hipometilacién encontrada
se relacionaria con poca recuperacion de receptores GLUT4 o saturacion de los
mismos como parte del SM, la Rl y antesala de la DM2. Se debe advertir que el
Unico parametro de RI evaluado fue el incremento del PC (p<0,05). Adicionalmente,
el estado de metilaciébn en el cuerpo de SETBP1 ratifica su relacion con el
incremento del IMC como lo reporta al literatura (24); este gen codifica la proteina
SETBPL1 integrante de un complejo epigenético facilitador de acceso al ADN durante
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la transcripcion, estrechamente relacionada con cambio del IMC (25, 26); segun
nuestros resultados, su hipermetilacién en obesos nacidos con adecuado peso (vs
sanos) sefiala mayor trascripcion del gen, ratificada por el mas alto cambio anual de
IMC entre grupos (p<0,05).

Al comparar obesos nacidos de peso adecuado con individuos sanos nacidos con
bajo peso, 11 pmvADN son de interes en PPP2R5C (tabla 5), 9 sobre el cuerpo del
gen y dos hipometilaciones en islas CpG, respectivamente en ¢g21570186
(p=0,03180848) y cg23439621 (p=0,01649816). PPP2R5C codifica una enzima
reguladora del control metabdlico post ingesta facilitando almacenamiento hepatico
de glucosay transitoria hipertrigliceridemia postprandial. El incremento del PC eleva
su transcripcidon (27). En intolerancia a la glucosa pierde parte de su actividad
regulatoria acumulando glucosa hepatica (glicégeno) y elevando la lipogénesis con
incremento de la trigliceridemia a relacionar con hepatomegalia (28). Nuestros
resultados indican que el estado hipometilado en islas CpG, directamente
relacionado con incremento del IMC, acompafia mayor expresion del gen con
pérdida de regulacion metabdlica para la glucosa y los lipidos.

Estudios previos comparando adolescentes obesos vs sanos han referenciado
hipometilacion en el cuerpo de PER3 y PTPRS (p<0,05), respectivamente en
€g10059324 y cg04757389 (29); nuestros resultados ratifican parcialmente estas
observaciones reconociendo un cambio global del patron de metilacion en 29
pmvADN de PER3 y 54 de PTPRS, ademas de encontrar concordancia en cg
10059324 para PER3 (p>0,05); nuestros hallazgos suman 3 nuevos sito cg de
interes a esta comparacion: cg 04917262 mas cg 08764927 (p<0,05) para PER3 y
€g23022034 para PTPRS (p<0,05)

PER3 codifica la proteina periodo 3 (per3), componente central de las proteinas del
reloj circadiano en el hipotalamo o sistema regulador interno de acciones fisiolégicas
periddicas a repetir cada 24 horas. Su influencia es sobre el metabolismo y el
comportamiento (suefio, temperatura, presion sanguinea y funciones endocrinas
entre otras). Su activacion depende de sefiales ambientales (Zeitgebers) como la
luz para secundariamente activar relojes periféricos en los tejidos integrados a
mecanismos basicos como la alimentacion o el suefio, todos en armonia precisa
con los periodos de luz-oscuridad. PTPRS codifica la proteina sigma del receptor
de membrana celular protein-tirosin-fosfatasa. Se une a glicosaminoglicanos como
los proteoglicanos de condroitin sulfato y el proteoglicano de heparan sulfato
relacionados con el crecimiento de las neuronas y el desarrollo cerebral,
especialmente en hipdfisis y bulbo olfatorio. Funciona como tirosina fosfatasa
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defosforilando NTRK1, NTRK2 y NTRK3 ademas de regulador negativo de la
produccion de interferén alfa y beta y disminuir la cascada de sefiales para la
activacion de Akt y MAP (30)

En la relacion obesidad-medio ambiente resulta de interés la exploracién de genes
de la familia “PER/periodo”; la metilacion esperada se asocia con actividades
repetitivas diarias si estas se realizan en sincronia con la luz diurna (31-33) y con la
ingesta peridédica de alimentos correspondiendo con un patron especifico de
memoria (31, 34, 35); alteraciones de esta periodicidad y de las caracteristicas de
los alimentos interfieren con la sefial de temporalidad circadiana, situacion ya
referenciada en ambientes obesogénicos (35). Por otro lado, cambios de metilacion
en PTPRS se describen en el deterioro temprano de los islotes del pancreas con
riesgo de diabetes DMz (36); reportamos metilacion diferencial en el cuerpo de este
gen, sitio cg23022034 (p< 0,05) en nifios que desarrollan obesidad al compararlo
con sanos.

Nuestros hallazgos encuentran 9 sitios CpG nuevos durante el desarrollo de
obesidad infantil, ninguno referenciado en estudios EWAS publicados
recientemente (1, 37-39) y nueva informacion en tres sitios CpG para PER3 y
PTPRS; la caracterizacion de los genes con pmvADN encontrada puede no ser
exclusiva de la elevacion del IMC y debera ser considerada en estudios
longitudinales comparativos y/o evaluando comorbilidades de la obesidad infantil
especialmente si se desarrolla a largo plazo DMz, hipertension arterial, HGNA y
dislipidemia. Este conjunto de observaciones trazaria componentes de un modelo
predictivo epigenético en obesidad infantil.

Acorde con la literatura, en este trabajo las pmvADN encontradas en obesos estan
en su mayoria en el cuerpo del gen y como tal son de interpretacion incierta. En
nacidos con bajo peso que desarrollan obesidad (sin complicaciones), la
enfermedad metabdlica temprana con pérdida del control glucémico vy lipidico se
relacionaria con TYRO3, la inflamacion sistémica con dafio a la integridad del
endotelio involucraria a SMYD3 y a TYROS3 vy, la adaptacién a la hiperglicemia
relacionaria a DBH. Un panorama epigenético distinto ocurre en nacidos con peso
adecuado que desarrollan obesidad y donde los factores ambientales son
determinantes; la hipermetilacion sobre el cuerpo de SPG21, MTF2 y SETBP1 se
corresponde con efectos potenciales del incremento del IMC; la hipometilacion de
PPP2R5C con alteracion de la funcién hepatica.
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Finalmente, la poblacién analizada en este estudio es el producto de 500 afios de
migracion y mestizaje; en la subregion antioquefa el grupo “paisa” es el producto
de aislamiento geogréfico, politico y social al que confluyen africanos, europeos
ibéricos, caucasicos europeos no ibéricos, poblacion sefardita e indigenas
precolombinos. Acorde con el proyecto 1000 genomas (40), la distribucion reportada
para Medellin corresponde con 74,6% europeos, 18,1% asiaticos (indigenas
precolombinos) y 7,3% africanos; si se analiza el linaje cromosémico, el 93,4% es
blanco caucéasico ademas de mestizos (europeo caucdsico con indigena), 6,5%
entre mulatos (negro africano con europeo), negros africanos y zambos (indigena
con negro africano) y, 0,1% indigenas (41). Bajo estas condiciones la
caracterizacion de genes objeto de metilacion del ADN durante el desarrollo de
obesidad genera resultados diferentes a los publicados en estudios europeos
adicionando nuevos sitios cg y nuevos genes.

Conclusiones

Nuestros resultados aportan 41 nuevos sitios diferencialmente metilados sobre el
ADN durante el desarrollo de obesidad infantil empleando analisis EWAS, hallazgos
contributivos al desarrollo del mapa epigenético de la obesidad infantil,
mayoritariamente en el cuerpo de los genes.

En este trabajo se encontraron nuevos sitios CpG diferencialmente metilados en el
cuerpo de los genes DBH, TYRO3 y SMYD3 entre nifios con BPN y sanos. Este es
el primer reporte en donde se encuentran dichas diferencias en estos genes en una
poblacion latinoamericana con un alto indice de mestizaje. Quiza la metilacion
diferencial entre estos genes pueda ser utilizada como un posible marcador de
obesidad en nifios nacidos con bajo peso de ascendencia latina, para lo cual
sugerimos nuevos experimentos.

El empleo de plataformas de segunda generacién en la evaluacion epigenética del
desarrollo de obesidad infantil permitié ampliar la informacién existente de algunos
genes y la exploracion de otros. En obesos nacidos con bajo peso la metilacion
diferencial encontrada sefala interferencia sobre genes constitutivos de rutas
metabolicas; en obesos nacidos de peso adecuado el cambio del indice de masa
corporal (factor ambiental) es determinate de los eventos epigenéticos, estos
ultimos poco referenciados en nifios obesos.

86



En obesidad infantil se debe avanzar en la basqueda de nuevos genes y nuevas
posiciones de metilacion variables empleando muestras mas robustas; los datos
encontrados se deben correlacionar con el estado clinico del sujeto explorado.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de 16 nifios segun peso al nacer, antecedentes perinatales y quimica analitica.

Estado Pesoal G IMC PC Glu c-HDL TG c-Total c-LDL Antecedentes perinatales
nacer Kg/m2 cm mg%  mg%  mg%  mg% mg% Edad EG CcP DM HTA  Hgia Orden de Abortos
(@) (M) (sem) gestacion
Obesos 1700 F 24,26 65 85 65,5 39 154 93 37 31 6 Si No Si 2 1
1640 M 35,64 102 93 40,1 138 142 94,2 25 36 7 No Si No 1 0
2130 F 21,29 75 88 36,7 139 152 108 36 36 7 No No No 2 0
2580 F 31,96 73 83 34,9 171 229 177 34 37 10 No Si No 1 2
3500 M 40,27 122 107 40,1 198 158 95,1 35 39 8 No No No 2 0
2840 M 22,74 83 84 62,2 29 264 105,9 22 39 8 No No No 1 0
2940 M 40,50 128 89 37,3 127 160 108,5 29 36 7 Si No No 1 3
3800 M 2393 85 107 60,3 65 115 52,6 31 38 9 No No No 1 0
No 2460 M 14,58 47 88 63,8 83 212 143 25 37 12 No No No 1 1
obesos 2140 F 17,45 90 84 57 57 174 120 29 36 9 No No No 1 0
1840 F 17,62 66 98 45,9 134 181 123 41 36 9 No Si No 1 0
2100 M 17,43 73 90 44,9 54 270 224 30 37 8 No No No 1 0
3000 F 15,86 52 83 73,6 80 263 191 27 38 8 No No No 2 0
3160 M 18,09 72 106 46,5 65 101 53,7 27 39 8 No No No 2 0
3500 M 16,05 73 93 49,5 140 181 123 26 38 9 No No No 1 4
2800 M 19,35 57 95 63,98 90 175 107 24 38 8 No No No 1 0

G: género. M: masculino. F: femenino. IMC: indice de masa corporal. PC: perimetro de cintura en centimetros. C-HDL:
colesterol ligado a proteinas de alta densidad. c-LDL: colesterol ligado a proteinas de baja densidad. c-total: colesterol total.
EG: edad gestacional en semanas. CP: nimero de controles prenatales. DM: diabetes gestacional. HTA: hipertension
gestacional. Hgia: hemorragia gestacional.
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Gréfico 1. Dispersion de los datos en dos dimensiones de las 16 muestras analizadas segln la intensidad de
sefial obtenida después de la correccion inicial por la plataforma EPIC.
Negative & normalization control probes

NEGATIVE

NORM_C
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Gréfico 2. Ejemplo de coeficiente de correlacion entre las variables densidad e intensidad de metilacion por
muestra aplicado por la plataforma EPIC.

Density

Methylated Probe Intensity

U hylated Probe | ity

Correlacion positiva de las muestras; Iéase como positiva si la correlacion r (densidad) esta entre 0y 1 sin llegaraserO y 1.
En el panel superior y en el de la derecha, el grado de cercania de es respectivamente 1y 0,4 lo que expresa proporcionalidad
directa entre dos variables
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Grafico 4. Correlacion de Pearsons’s para las 16 muestras analizadas.

Pearson's correlation coefficient
(Randomly selected 1008 CpGs)
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Histogramas con distribucion del nivel de metilacion para los sitios CG para las 16 muestras. Todos los coeficientes de
correlacién fueron positivos; ningun valor fue inferior a 0,98.
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Capitulo 3. variables relacionadas con el desarrollo de obesidad
pediatrica: punto de partida en la construccion de un modelo
predictivo obesogénico. Observaciones derivadas de un grupo de
casos y controles.
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Explorar las variables que mejor expliquen el desarrollo de obesidad pediatrica y
plantear un modelo predictivo para el desarrollo de obesidad pediatrica.
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Resumen

Introduccion: la obesidad es un estado inflamatorio crénico, recurrente y progresivo,
caracterizada por el excesivo almacenamiento de grasa como resultado de
interaccion entre factores ambientales y epigenéticos. Conocer las variables durante
su desarrollo aporta en la construccién de un modelo predictivo. Objetivos: explorar
variables clinicas, sociodemograficas y epigenéticas que aporten al desarrollo de
obesidad pediatrica y su relacién con un modelo predictivo; se incluyen nacidos con
bajo peso (BPN). Métodos: descripcion de variables en 20 obesos (50% BPN)
relacionadas con cambio del indice de masa corporal (IMC) y determinar posiciones
de metilacién por EWAS en 16 nifios (50% no obesos) de una cohorte de la consulta
externa endocrinoldgica de la Clinica CES 2008 a 2018. Las variables clinicas se
evaluaron por 7 afos. EI ADN se obtuvo de leucocitos para analisis de 5 mC
empleando la plataforma EPIC BeadChip arrays que cubre méas de 850.000 sitios
CpGs en todo el genoma. Los aportes al modelo predictivo se seleccionaron por
p<0,05. Resultados: el peso al nacer, el acelerado incremento del IMC y 11 sitios cg
diferencialmente metilados aportan en la construccién del modelo predictivo en
obesidad, todas relacionadas con el medio ambiente y con comorbilidades.
Conclusién: en nifios obesos colombianos el incremento anormal del IMC y el bajo
peso al nacer son indicadores de obesidad infantil relacionados con sitios
diferencialmente metilados del ADN.

Abstract

Introduction: obesity is a chronic, recurrent and progressive inflammatory state,
characterized by excessive fat storage as a result of interaction between
environmental and epigenetic factors. Knowing the variables during their
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development contributes to building a predictive model. Objectives: to explore
clinical, sociodemographic and epigenetic variables that contribute to development
of pediatric obesity and its relationship with a predictive model. Low birthweight
babies (SGA) are included. Methods: description of variables in 20 obese (50%
SGA) related to change in body mass index (BMI) and determination of methylation
positions by EWAS in 16 children (50% non-obese) from a cohort of the
endocrinological outpatient clinic of the CES Clinic 2008 to 2018. The clinical
variables were evaluated for 7 years. DNA was obtained from leukocytes for 5 mC
analysis using the EPIC BeadChip arrays platform that covers more than 850,000
CpGs sites throughout the genome. The contributions to the predictive model were
selected by p <0.05. Results: birth weight, the accelerated increase in BMI and 11
differentially methylated cg sites contribute to the construction of the predictive
obesity model, all related to the environment and comorbidities. Conclusion: in obese
Colombian children the abnormal increase in BMI and low birth weight are indicators
of childhood obesity related to differentially methylated sites of DNA.

Palabra Clave

inflamacién cronica
modelo predictivo

bajo peso al nacer
metilacién diferencial
indice de masa corporal

Keyword

chronic inflammation
predictive model

low birth weight
differential methylation
body mass index

Introduccion.

La obesidad es un estado de inflamacion crénico relacionado con la produccion
anormal de citoquinas y aumento de proteinas reactivas de fase aguda secundario
a hiperplasia e hipertrofia del adipocito visceral, muscular y hepatico (1); en nifios
su origen se relaciona con componentes medioambientales, genéticos vy
epigenéticos (2) dependientes de estilos de vida, conductas alimenticias, ambiente
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intrauterino y las condiciones socioecondmicas (3). Reconocer variables para su
desarrollo aporta en lo etiolégico, epidemiolégico y terapéutico.

El balance acumulativo de energia se ha vuelto frecuente y esta determinado entre
otros por el modelo econdmico y social del entorno familiar. En nifios y a largo plazo,
la expansion anormal del tejido adiposo se relaciona con diabetes tipo 2 (DM2),
dislipidemia, hipertension arterial, morbilidad osteoarticular, higado graso no
alcohdlico (HGNA), resistencia a la insulina (RI), deslizamientos epifisiarios de la
cabeza femoral y sindrome de ovario poliquistico entre otros (4, 5).

Condiciones adversas en momentos criticos del desarrollo intrauterino y/o durante
la lactancia determinan cambios en el funcionamiento de ejes endocrinos o “nueva
programacion”; noxas ambientales durante los primeros mil dias de vida contados
a partir de la concepcion se relacionan con el desarrollo de enfermedades no
trasmisibles como la obesidad (6); la expresion clinica de estas depende en parte
del impacto sobre el epigenoma: el bajo peso al nacer y la influencia de factores
nutricionales durante el transito hacia la adolescencia son parte de estas (7); la
temporalidad de tales experiencias se extiende mas alla de la primera infancia
aungue el mayor impacto ocurre durante la diferenciacion celular y la conformacion
de los tejidos; luego de esto el epigenoma se estabiliza y es menos vulnerable.

El objetivo de este trabajo fue determinar las variables relacionadas con el desarrollo
de obesidad en el seguimiento de un grupo de adolescentes de la ciudad de
Medellin como punto de partida para el desarrollo de un modelo predictivo de
obesidad infantil a partir de elementos clinicos y gendmicos. Los modelos
predictivos dependen de caracteristicas multifactoriales y son desarrollados como
estrategia para identificar individuos de riesgo aplicando la estadistica.

Materiales y métodos
Disefio de estudio

Estudio que relaciona dos unidades de analisis: 1) casos (nifios obesos) anidado en
una cohorte de seguimiento y 2) estudio de posiciones de metilacion de todo el
genoma (EWAS). Los participantes son de la consulta externa de endocrinologia
pediatrica de la institucion Clinica CES (Medellin Colombia). Estudio aprobado por
el comité institucional de ética en investigaciéon en humanos de la Universidad CES
(acta 122, mayo 8 de 2018) y por la clinica CES; los representantes legales dieron
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consentimiento informado (escrito); en el menor se tomd asentimiento. Se valorod la
capacidad de entendimiento y razonamiento mediante prueba psicométrica previo
al asentimiento.

Participantes

20 nifios obesos de la consulta externa de endocrinologia pediatrica (60% mujeres),
la mitad nacidos con bajo peso (BPN) (tabla 1). Se extrajo ADN a 8 de ellos para
estudio EWAS (37,5% mujeres), la mitad nacidos con bajo peso; se establecié un
grupo control no obeso para estudio EWAS (n=8), la mitad nacidos con bajo peso y
37,5% mujeres. Todos tienen registro de IMC durante al menos 7 afios validados
por endocrinélogo pediatra. Se excluyen hijos de partos multiples, enfermedades
cromosomicas o malformativas y obesidad monogénica.

Variables

Son dos las variables de resultado principal: 1) el cambio del IMC (kg/mt?) obtenido
en posicion vertical entre las 14:00-18:00 horas con la menor ropa posible
empleando estadiometro de pared Harpenden® (Ref.: HAR.98602VR, Gales, UK) y
bascula de precisién Seca® 274 (Hamburgo, Alemania) y 2) los puntos de metilacion
diferencial del ADN (pmvADN) determinados con la plataforma Illumina Infinium
MethylationEPIC (Illumina, Inc., San Diego, CA).

Consideraciones entre grupos

El grupo de obesos se compard con no obesos segun peso al nacer (50% con BPN);
en el andlisis EWAS se determinaron 5 unidades de comparaciéon: BPN obeso vs
sano y vs BPN no obesos, obesos nacidos con peso normal vs BPN obesos, BPN
no obesos y sanos.

Antecedentes neonatales

El peso al nacer y la edad gestacional se toman de registros del carné de vacunacion
y por datos maternos totalmente confiables. BPN es peso inferior a 2500 g (8).
Diabetes gestacional es la diabetes que aparece por primera vez en el curso del
embarazo (9). Hipertensidn gestacional es tensién arterial 2 140/90 mmHg luego de
20 semanas gestacionales (10). Hemorragia gestacional es el sangrado vaginal
durante la gestacion (11).
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Evaluacion Bioquimica

La muestra sanguinea se toma por flebotomia antecubital (ayuno mayor a 8 horas)
entre las 07:00 y las 08:30 AM con procesamiento inmediato en analizador de
hematologia DxC 700 AU (Beckman Coutler / serial B98654 / EE UU), calibraciéon
diaria (ACE calibrator 3 x 1 mL) (REF 1665001), empleando espectrofotometria y
potenciometria (12).

Metilacion del ADN en leucocitos

El ADN se extrajo de leucocitos de sangre periférica por venopuncion antecubital
(laboratorio clinico de la Clinica CES) con procesamiento en las siguientes 3 horas.
La sangre total se transporté a 4°C y se centrifugé separando globulos blancos de
eritrocitos y plasma; la capa leucocitaria se trasfirio a solucion de lisis para
centrifugacion y procesamiento. EI ADN gendémico se aislé empleando el Kit de
purificacibon de ADN MasterPureTM ® segun las instrucciones del fabricante
(Epicentre Biotechnologies, WI). La concentracion y la pureza del DNA se determin6
en Nanodrop 1000-ThermoScientific ®.

Perfil de metilacién del ADN gendémico

Se determinaron posiciones de metilacion CpG con la plataforma Illumina Infinium
MethylationEPIC segun instrucciones del fabricante (lllumina, Inc., San Diego, CA);
cada posicion de metilacion se representd por sefiales fluorescentes de los alelos
M (metilado) y U (no metilado); la relacion entre sefiales fluorescentes se calculo
con la férmula 3 = (méx. (M, 0)) / (| U | + | M | + 100) con valor de 3 de 0~1 (0% a
100%) (lllumina GenomeStudio v2011.1; médulo de metilacién v1.9.0 y R 3.3.3).

Tamafo de muestra y control de sesgos

La muestra se determind por conveniencia. Los datos los toma endocrinélogo
pediatra bajo protocolo para reducir posibles errores de extraccion y a partir del
historial condensado en la institucion Clinica CES de Medellin. El control de sesgos
dependid de los registros clinicos de nacimiento documentados por la madre, del

reporte verificado del peso al nacer y de la edad gestacional.

Analisis estadistico
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En variables cuantitativas se empled distribucion de frecuencias y en cualitativas chi
cuadrado. En muestras independientes test de Mann-Whitney y para datos
dependientes pareados test de Friedman. El nivel de significancia es p<0,05 (ClI
95%). En el andlisis longitudinal de datos cuantitativos se adopta modelo lineal
(distribucidon de Poisson) empleando el programa STATA 16.1.

Los reportes EWAS confiables (p<0,01) dependieron de: 1) extraccion de datos
crudos, 2) preprocesamiento y verificacion de calidad (BMIQ), 3) pruebas
estadisticas (delta mean, T independiente, Odds ratio y fold change), 4) seleccion
de resultados significativos p<0,05 y delta mean 20,2 y, 5) conformacion de grupos
jerarquicos. Segun M la correlacidon de Pearsons’s estuvo entre -1 r < 1; la
reduccion de falsos positivos se hico con FDR (g-valor) para p<0,05 (método de p-
valor secuencial o fdr-p-val).

Aportes a un modelo predictivo obesogénico

Se cuenta con pmvADN segun librerias R y RStudio reportadas por la plataforma
HumanMethylationEPIC BeadChip (EPIC) ®; se suman algunas caracteristicas
sociodemograficas y clinicas; no se suma correlacion genotipo-fenotipo ni contexto
social, cultural y familiar. No se incluyen comorbilidades a largo plazo.

Resultados

No se encontr6 DM2. La magnitud de incremento del IMC mas alto corresponde a
nacidos con peso normal (promedio anual 1,59, IC 1,28 — 1,90); en obesos nacidos
con bajo peso es 1,06 (IC 0,74 — 1,38). La tabla 2 compara la estimacion cruda y
ajustada del cambio del IMC (IC 95%). En los casos, los antecedentes por los que
se ajusto la media del cambio anual del IMC no tuvo efecto confusor relevante; en
los nacidos con bajo peso hay mayor morbilidad materna. Los nacimientos ocurren
en promedio a los 28,59 afios (+ 5,37 DE) con 36,81 semanas gestacionales (£ 2,23
DE) y 2.612,97 g (+ 681,44 DE) (p< 0,05).
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Tabla 2. Estimacion cruda y ajustada de la media de cambio anual en el IMC (estimacion marginal) en obesos
segun antecedente de peso al nacer

Observado Ajustado
Grupo Cambio medio valor p 1C95% Cambio medio valor p 1C95%
Obesidad y peso normal al nacer 1,60 <0,0001 1,25 1,95 1,59 <0,0001 1,28 1,90
Obesidad y bajo peso al nacer 0,97 <0,0001 0,64 1,29 1,06 <0,0001 0,74 1,38

Se valor¢6 el IMC y la metilaciéon del ADN por EWAS a 16 menores de 18 afios (8
obesos). El promedio del IMC en obesos fue 30,07 vs 17,05 en los no obesos
(p<0,05). El 17,8% de la metilacion del ADN se encontré en islas CpG y el 35,9 %
en el cuerpo de los genes (gréfico 1). Se detectaron 865.646,1 CpG por p<0,05 y
865.561 por p<0,01. La reproducibilidad entre muestras segun correlacién de
Pearsons’s fue = 0,98.

Gréfico 1. Caracterizacion de la metilacion de sitios CpG segun MethylationEPIC BeadChip de 16 nifios obesos
y no obesos.

@ Chromosome Infinium design © Gene region @ CpG context
& .
21(12%) (2.1%) X (2.2%) 1stExon 3'UTR

Infinium |
(16.2%)

Infinium 1l (83.8%)

(4.4%)
49%) 3.0%)

A: Distribucion de sitios CpG por cromosoma (%). B: deteccion de sitios CpG segun la plataforma introducida por EPIC. C:
ubicacion detallada de los sitios CpG considerando la posicién en los cromosomas. D: ubicaciéon de sitios CpG segun la
nomenclatura sugerida por EPIC.

Posiciones de metilacidn variable del ADN (pmvADN)
Se encontraron 385 sitios CpG hipermetilados y 603 hipometilados con 41 pmvADN

de interes (p<0,05), 38 relacionadas con la comparacion entre grupos (9 genes), 2
en PER3y 1 en PTPRS (tabla 3).
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Tabla 3. Variables durante el desarrollo de obesidad pediatrica a considerar en la construccion de un modelo
predictivo

VARIABLES (p<0,05)

METILACION DEL ADN SEGUN EWAS

Tipo Descripcion Caracterizacion Caracterizacion de las pmvADN Estadode  Gen Otras pmvADN
metilaciones por grupos de metilacion segun EWAS
hipermetilado hipometilado interes

Sociodemogréficas  Bajo peso al nacer Pesoengalnacery = e seemeeeen s e

y comorbilidad enfermedad materna
antenatal

Clinicas Incremento anual Cambio del IMC entre ™ ccccocccee et e e e e

del IMC entre obesos segun el peso
obesos segun al nacer
peso al nacer
Cambio del IMC Cambiodel IMCen s e cg04917262  Hipometilado PER3 cg08764927
entre obesos y no adolescente obeso vs €g23022034  Hipometilado PTPRS —memmeees
obesos sano
Obesos con BPN vs no 70 (41,92 %) 97 (58,08 %) cg14007688  Hipometilado DBH 914301000
obeso nacido con peso €g19169023  Hipermetilado TYRO3 €g01050433
normal €g04760526
€g17208363
€g26741380
cg04798314  Hipermetilado SMYD3 cg03045478
€g09016610
€g09692889
€g10557782
cg13977623
€g14640420
916652841
€g16838795
€g21119962
€g24589017
Obesos con BPNvsno 82 (27,06 %) 221 (72,94 %)  cg03730546  Hipermetilado ZNF117 e
obesos nacidos con
BPN
Obesos nacidos de 66 (45,21 %) 80 (54,79 %) cg02037122  hipometilado ARHGAP17 = -----eeeee
peso normal vs no cg11201297 Hipermetilado ~ SETBPL ~ -w--e-ome
obesos nacidos de
peso normal
Obesos nacidos de 88 (45,15%) 107 (54,87 %) €g23439621  Hipometilado PPP2R5C €g02997573
peso normal vs BPN no cg05020081
obeso cg05071770
€g13696228
€g14512008
€g16954369
€g19405711
€g21570168
€g27022326
€g27055481
Obesos nacidos de 79 (45,14 %) 96 (54,86 %) €g25879395  Hipermetilado SPG21 cg04090599
peso normal vs cg07448057
obesos nacidos con €g16992257
bajo peso €g18399988
cgl7669433  Hipermetilado MTF2 e
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Posiciones de metilacién variable de ADN segun grupos de comparacion.

1. Comparacién entre obesos con bajo peso al nacer (PO) vs sano (S). Se
identificaron 18 pmvADN en los genes DBH, SMYD3 y TYRO3 (p<0,05)

(figura 1).

Figura 1. llustracién empleando volcano plot, mapas de calor y seleccion de tres 3 genes con pmvADN al
comparar PO vs sanos.

Obesos con BPN (PO) vs sano (S)

gen valor p FDR cg Metilacion Ubicacion Posicion de metilacion
PO DBH 0,00000001  0,00257366 14007688 Hipometilado Cuerpo del gen TSS1500;3'UTR

TYRO3  0,00000001  0,00257366 19169023 Hipermetilado S-shore 41561147-41561149

SMYD3 0,00000005 0,013028 04798314 Hipermetilado N-shore 246505298-246505300

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias

-Log10 p-value

Volcano plot between PO_VS_S Color Key Heat map of the two-way Hierarchical Clustering
(167 CpGs satisfying with p_0.05_dm_0.2)

(p-value vs. delta_mean)

HEY TR |- [dm{ >=0.2
~~~~~ p-value < 0.05

°
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$_28(5)
5 26(5)
$_25(8)
$_19(

-0.5 0.0 05 1.0

PO_10(PO)
FO_1(PO)
PO_4(P0)
FO_2(PO)

Delta_mean

Panel A (eje X) cambio del pliegue vs control determinado por valor M: externo a las lineas azules es distribucion
normal de la prueba estadistica. Eje de Y (logaritmo negativo del valor de p en base 10) o cambios de pliegue
gue se aleja de cero. Puntos grises: sitios cg con cambio de pliegue de poca significancia. Flechas rojas: puntos
de interés (cambios de pliegue) de gran magnitud y significancia. Linea roja discontinua hacia arriba es p<0,05.
Panel B. Lectura en cuatro dimensiones para 2 dendrogramas. Eje de X superior grupo a comparar (rojo) vs
grupo con el que se compara (azul). Eje Yo asociaciones por jerarquias: azul o pobre significancia y amarillo o
mejor significancia. Cada brazo del dendrograma (familias) asocia componentes con caracteristicas similares.
Addptese esta explicacion para las figuras 2 a 5.
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2. Comparacion entre obesos con bajo peso al nacer (PO) vs sano nacidos de
peso bajo (SP). Se encontrd 1 pmvADN con hipermetilacion en cg03730546
(p<0,05) del gen ZNF117 (figura 2).

Figura 2. llustracién empleando volcano plot y mapa de calor que representa el gen ZNF117 al comparar obesos
con BPN (PO) vs nacidos con bajo peso sin desarrollo de obesidad (SP).

Obesos con BPN (PO) vs sano nacidos de peso normal (SP)

gen valor p FDR cg Metilacion Ubicacién  Posicién de metilacion
PO ZNF117 0,04604839  0,74225562 cg03730546 Hipermetilado  Cuerpo 64994432-64994434

-Log10 p-value

Panel A. grupos analizados Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias
Volcano plot between PO_vs_SP _— Hea[tarlr;;%:fst: i:tT:f,T:; ::tehr;ml:] Il;:saldcr:-u;t;]rmg
(p-value vs. delta_mean)
------ Jdmi »=0.2 gg
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3. Comparacién entre obesos nacidos de peso normal (NP) vs obesos con bajo
peso al nacer (PO). Se identifica 1 pmvADN en MTF2 (hipermetilado en
€g17669433) (p<0,05) y 5 pmvADN en SPG21 (p<0,05) (figura 3).

Figura 3. llustracion empleando volcano plot y mapa de calor segun sitios con pmvADN al comparar obesos
nacidos con adecuado peso (NP) vs obesos con bajo peso al nacer (PO). Solo se caracteriza la p de menor

valor (*)
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Obeso nacido de peso normal (NP)

vs obesos con bajo peso al nacer (PO)

Gen valor p FDR cg Metilacién Ubicacién  Posicion de metilacién
MTF2 0,02014284 074225562 17669433 Hipermetilado Cuerpo ~ 93128782-93128784
NP SPG21 0,00005866*  0,33306003 25879395 Hipermetilado Cuerpo 64980221-64980223

Panel A. grupos analizados

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias

Color Key

Heat map of the two-way Hierarchical Clustering
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4. Comparacién entre obesos nacidos de peso normal (NP) vs sano (S). Se
identificaron 2 pmvADN de interés (p<0,05), hipometilacion de cg02037122
de ARHGAP17 e hipermetilacion de cg11201297 en SETBP1, figura 4.

Figura 4. llustracién empleando volcano plot y mapa de calor que representa los genes ARHGAP17 y SETBP1
al comparar obesos nacidos de peso normal (NP) vs sanos (S).

Obeso nacido de peso normal (NP) vs sano (S)

gen Valor p FDR cg Metilacién Ubicacién  Posicion de metilacion
NP ARHGAP17 0,02562303  0,74225562  cg02037122 Hipometilado  Cuerpo 1stExon;TSS1500;3'UTR;
SETBP1 0,03912991  0,74225562  cg11201297 Hipermetilado  Cuerpo 44693467-44693469

Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias

Panel A. grupos analizados
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5. Comparacién entre obesos nacidos de peso normal (NP) vs sano nacidos
con bajo peso (SP). Se encontraron 11 pmvADN en el gen PPP2R5C

(p<0,05), figura 5.

Figura 5. llustracion empleando volcano plot y mapa de calor de 1 sitios con pmvADN para el gen PPP2R5C al
comparar NP vs SP. Solo se caracteriza un valor de p correspondiente con una isla CpG (*).

Obeso nacido de peso normal (NP) vs no obesos nacidos con bajo peso (SP)

gen Valor p FDR cg Metilacion Ubicacién Posicion de metilacion
NP PPP2R5C 0,01649816* 0,74225562 23439621 Hipometilado Isla 101761878-101761880
Panel A. grupos analizados Panel B. Mapa de calor segun ajuste por jerarquias

106




-Log10 p-value

Color Key Heat map of the two-way Hierarchical Clustering
(195 CpGs satisfying with p_0.05_dm_0.2)
Volcano plot between NP_vs_SP

(p-value vs. delta_mean)

e [ [dmj ==0.2
\ [ LS p-value < 0.05 2 4 0 12
: Valus

o o
e ® ..
) e
e
(=]
° ° . %‘3
° i
® o

Delta_mean

NP_27(NP)
NP_15(NP)
NP_13(NP)
NP_16(NP)
SP_12(SP)
SP_21(SP)
SP_G(SP)
SP_30(SP)

Discusion.

En nuestro grupo de casos la obesidad se establece anticipadamente (antes de los
8 afos) con incremento diferencial del IMC (p=0,042), observacioén a relacionar con
el peso al nacer, el comportamiento de la ganancia compensadora del peso posnatal
y las condiciones obesogénicas ambientales (sociofamiliares), situacién ya
analizada en otros modelos (13). Las condiciones obesogénicas ambientales
determinan el mayor cambio anual del IMC observado en nacidos de peso adecuado
y el modelo ecosocial de Rivera Donmarco et al (14) aplica con ajustes. En este, el
microsistema conformado por el hogar participa en la ganancia compensadora de
peso antes de los 4 afios de edad generando nifios obesos ya para la edad escolar
a integrar en un meso sistema obesogénico externo conformado por el entorno

social.

Para la OMS la edad materna avanzada es determinante en nacimientos de nifios
con bajo peso (15) observacion que no se correspondié en nuestro grupo (~18-35
afnos); la exposicibn ambiental fetal depende de la salud gestacional materna,
hébitos de vida y cambio del IMC, caracteristicas que no se evaluaron dada las
inconsistencias en la fuente primaria de la informacién (historia clinica); estas y las
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condiciones medioambientales posnatales se deben relacionar con el cambio del
IMC vy los perfiles de metilacion del ADN; al cierre del estudio el analisis de estos
ultimos resulté de interés.

Nuestros resultados reportan 41 pmvADN (p<0,05) en genes de inflamacion
sistémica, proliferacion de adipocitos, RI, cambio del IMC, ciclo circadiano, HGNA,
incremento de la masa hepética y sindrome metabdlico (SM), observaciones no
reportadas en nifios colombianos obesos (16-19). Al comparar obesos nacidos con
bajo peso vs nacidos de peso normal no obesos, las pmvADN en el cuerpo de DBH
(cg14007688), SMYD3 (cg04798314) y TYRO3 (cg19169023) se relacionan con
proliferacion de adipocitos, inflamacion sistémica y disfuncién endotelial,
situandolos como candidatos a enfermedad metabdlica temprana (20-25); si se
comparan con individuos sanos nacidos de bajo peso, la pmvADN cg03730546
(ZNF117) se relaciona con un desarrollo adipocitico avanzado (26, 27); estos
resultados proponen avanzar en el analisis que relacione modificaciones
introducidas por el medio ambiente (desde la vida fetal, los primeros mil dias de vida
y la pubertad) con el fenotipo ahorrador de las hipétesis de Hales y Barker (28).

Al comparar obesos con el mayor cambio anual del IMC (obesos nacidos de peso
adecuado) (p<0,05) vs obesos nacidos con bajo peso, las pmvADN involucran
genes del desarrollo de HGNA vy lipotoxicidad derivada de la dieta (21, 23, 24, 29),
a relacionar con medio ambiente obesogénico; los cg de interés son cg25879395
(SPG21), cgl17669433 (MTF2) y cg 11201297 (SETBP1); todos en el cuerpo del
gen. Este grupo vs nacido con bajo peso que no desarrolla obesidad tiene pmvADN
en ¢g23439621 (PPP2R5C) a relacionar con el control metabdlico post ingesta de
glucidos y lipidos (29, 30). El obeso vs sano (p<0,05) tiene pmvADN en cg23022034
(PTPRS), cg 04917262 (PER3) y cg 08764927 (PER3).

La mayoria de pmvADN se ubican en el cuerpo del gen y su relaciéon con obesidad
infantil tiene interpretacion incierta como lo sugiere la literatura; estas se deben
correlacionar con caracteristicas medioambientales que modifiquen el IMC posnatal
a caracterizar en modelos predictivos de obesidad infantil. La tabla 3 reune las
variables encontradas en este estudio (p<0,05) a considerar en la construccién de
un modelo predictivo de obesidad infantil.

Nuestros resultados sugieren que el escenario comun para menores de 18 afios
gue desarrollan obesidad es la alteracion del IMC segun haya sido su peso al nacer
y dependiente respectivamente del ambiente; estas observaciones son consistentes
en parte con la reportada por Aguilera et al. (3) empleando EWAS en nifios obesos
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y calificando el IMC (lllumina 450K). Nuestras observaciones encuentran que las
caracteristicas ambientales relacionadas con el grupo de mayor incremento del IMC
(obesos nacidos con peso normal) alteran el metiloma en los sitios cg02037122
(ARHGAP117), cg11201297 (SETBP1), cg23439621 (PPP2R5C), cg25879395
(SPG21) y cgl17669433 (MTF2); en individuos obesos con deterioro del bienestar
fetal estas correspondieron con los sitios cg14007688 (DBH), cg19169023 (TYRO3)
y ¢g04798314 (SMYD3). En ambos casos las influencias ambientales seleccionan
escenarios diferentes segun las circunstancias. La hipometilacién en cg04917262 y
cg08764927 de PER3 se debe seguir explorando durante el desarrollo de obesidad
pediatrica; su relacion con el medio ambiente se establece a través del ciclo
circadiano.

Aungue la obesidad persistente y exagerada en adolescentes genera riesgo de
obesidad para la adultez (77-92%) (3, 14), nuestros resultados no determinan si el
estado de metilacion encontrado sobre el ADN se corresponde con el reportado en
adultos obesos; algunas caracteristicas de metilacion del ADN relacionadas con el
cambio del IMC, el estado de salud materno y las condiciones metabdlicas del
afectado se presentan en la tabla 4 (31-36).

Conclusiones

El peso al nacer y el incremento acelerado del indice de masa corporal son variables
clinicas de alto impacto en la evolucién de la obesidad infantil en menores de 18
afios, ambas estrechamente relacionadas con el medio ambiente. Una vez se
determine incremento anormal del IMC en el nifio, se debe correlacionar con
indicadores metabdlicos y epigenéticos de comorbilidad a largo plazo.

Se describen 11 sitios cg con patron de metilacion variable durante el desarrollo de
obesidad infantil, fuertemente influenciados por el ambiente pre y posnatal; la
revision de las caracteristicas de sus genes se relaciona con comorbilidad
metabdlica; se amplia la relacion entre ciclo circadiano, medio ambiente y obesidad.

Se determinan los primeros sitios cg de interés como aporte epigenético a la
elaboracién de un modelo predictivo en obesidad infantil. Este aporte debe
complementarse con seguimiento a la exposicion a otros factores de riesgo
extrauterinos, valoracion de un nimero mayor de caracteristicas sociodemograficas
gestacionales y correlacion genotipo-fenotipo.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas de nifios obesos segun morbilidad antenatal, peso al nacer, edad

materna al parto y edad gestacional

Obesos (n=20)

BPN (n=10) No BPN (n=10)
Categoria n % n %
Género
Masculino 2 5,4% 6 16,21%
Femenino 8 21,62% 4 10,81%
Diabetes gestacional 1 2, 7% 1 2,7%
Hipertension gestacional 2 5,4% 0 0%
Hemorragia gestacional 8,11% 0 0%
Peso neonatal <1000 ¢ 0 0% 0 0%
1000 - 1499 ¢ 0 0% 0 0%
1500 - 2499 ¢ 8 21,62% 0 0%
2500-3799 g 2 5,4% 9 24,32%
> 3800 g 0 0% 1 2,7%
Edad materna al parto < 18 afios 0 0% 0 0%
18 a 34 afios 7 18,92% 9 24,32%
=35 afios 3 8,11% 1 2,70%
Edad gestacional <30 semanas 0 0% 0 0%
30 <37 semanas 6 16,2% 1 3,7%
37-41 semanas 4 10,8% 9 24,3%
>41 semanas 0 0% 0 0%

BPN: nacido con bajo peso.
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Tabla 4. Relacion entre el cambio IMC y la metilacion del ADN en estudios EWAS.

Gen Nombre Muestra Metilacion del Estudio n Caracterizacion Estudio
ADN
HIF3A Gen de la subunidad alfa del Leucocitos de Hipermetilacién del Casosy 220 Cambio del IMC Wang et al. **
factor 3 inducible por hipoxia sangre periférica gen controles
POMC Gen de la proopiomelanocortina Sangre venosa Nivel de metilacién Casos 66 Cambio del peso materno Kuhnen et al. 3*
del gen gestacional
IRS1 Gen del sustrato del receptor de Células Metilacion Casos y 40 Nifios severamente Fradin et al. %2
la insulina 1 sanguineas diferencia en sitios controles obesos
especificos
SNED1 (IRE-BP1) y Gen para dominios similares a Células Metilacion Casos 374 Cambio del IMC Rzehk P. etal.*®
9 mas sushi, nidogen y EGF o gen de sanguineas diferencial segin
la secuencia de respuesta 1 a la el gen analizado
insulina en unién al ADN
ADIPOQ Gen de la adiponectina Células Cambios del Casos y 70 Tratamiento de obesos McMorrow et al.
mononucleares de patrén de controles con resistencia a la 33
sangre periférica metilacion del gen insulina
MC4R Gen del receptor 4 de Células del cordén Hipometilacion de Casos 'y 90 Elevacion de triglicéridos Kwon et al. 3*
melanocortina umbilical Su promotor controles en la infancia
LEP Gen de la leptina Células de mucosa  Hipermetilacion del Casos y 101 Menor adiposidad a los Pauwels et al.®®
oral durante la gen controles 12 meses de vida
lactancia materna
Células Hipermetilacion Casos 65 Modificacion del peso en Kochmanski J.
sanguineas del gen la infancia etal. 3
ESR1 Gen del receptor de estrogenos Células Hipometilacién del Casos 65 Modificacién del peso en Kochmanski J.
alfa (factor de transcripcion sanguineas gen la infancia etal. 3
activado por ligando)
SIM1 (bHLHel4)y Gen para el factor de Células Hipermetilacién en Casos 391 Segun estado del IMC He F. et al. 16
14 mas transcripcion 1 de la familia sanguineas sitios especificos

bHLH, relacionado con Prader
Willi
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Discusion General

La obesidad pediatrica es un desorden inflamatorio cronico multifactorial que se
comporta como enfermedad primaria y como factor de riesgo, derivada de la
expansion exagerada del tejido blanco adiposo, secundaria a interacciones entre
factores ambientales y susceptibilidad genética, relacionada con pérdida del estado
de salud (1-3). En su origen, son determinantes los factores ambientales
influenciados por la cultura, la economia, el entorno familiar y el ambiente
intrauterino. Su persistencia hasta la adolescencia se relaciona con alta probabilidad
de generar adultos obesos por lo que el incremento acelerado de peso durante la
infancia precisa medidas inmediatas de promocion y prevencion para su control.

La obesidad y el bajo peso al nacer (BPN) se relacionan fisiopatolégicamente a
través de condiciones de programacion fetal; la programacion fetal disefia los
mecanismos que soportan las reglas metabdlicas para la vida extrauterina segun
haya sido su curso involucrando la morbilidad materna, la funcion placentaria y las
condiciones sociales durante la gestacion; estos determinantes participan en el
desarrollo de las enfermedades empleando mecanismos epigenéticos o puentes
entre el medio ambiente y la expresion de los genes, adecuadamente demostrados
por el concepto del origen de la salud y la enfermedad en el curso de la vida
(DOHaD) (1, 4); en materia de obesidad, este concepto considera que la nutricion
durante la gestacion es factor influyente de la programacion epigenética facilitando
el desarrollo de complicaciones metabdlicas tardias a través de cambios de
metilacion del ADN individualmente dependientes del evento desencadenante (1,
5).

Si bien desde el punto de vista prenatal el desarrollo de obesidad se relaciona con
el peso al nacer, en las variables aqui evaluadas para poblacién nacida de bajo
peso no se encontré un grupo de ellas determinantes o especificas; tampoco se
encontro relacion con la edad materna avanzada, frecuentemente reconocida como
de méxima importancia; pocos nifios de este grupo desarrollaron criterios de
sindrome metabdlico pediatrico (SMP) al compararlos con obesos nacidos de peso
normal, estos Ultimos con mayor incremento del indice de masa corporal (IMC)
(p<0,05), del perimetro de la cintura (PC) (p<0,05), del colesterol ligado a proteinas
de alta densidad (p<0,05) y de los triglicéridos (p<0,05), a relacionar con influencias
sociales, nutricionales, educativas y familiares. Ningun obeso desarrollé diabetes
tipo 2 (DM2).
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A partir de los 5 afios de edad la obesidad se determina por el valor del IMC; su
exagerado incremento durante periodos criticos del desarrollo posnatal modifica el
riesgo de presentar enfermedades complejas empleando mecanismos
epigenéticos; en este sentido, la principal marca epigenética analizada fue la
metilaciéon del ADN que mayoritariamente se encontro en el cuerpo de los genes
con interpretacion incierta como lo sugiere la literatura; nuestros resultados precisan
gue en la relacion medioambiente-obesidad hay cambios del patron de metilacién
en genes de la familia periodo del ciclo circadiano; al respecto, si bien los dos sitios
CpG encontrados para PER3 no se correspondieron con lo publicado (2017) (6), se
ratifica como fundamental en la comparacion de obesos contra sanos como reflejo
de modificaciones a los estilos de vida. Nuestros resultados no coinciden con los de
otros autores como Samblas et al, (6) que reportan diferencias altamente
significativas en la metilacion de los genes PER3 y PTPRS quiz& porque nuestra
poblacién de estudio no es caucasica sino correspondiente con poblacion mestiza
con demostrada participacion de europeos (74,6%), asiaticos (indigenas
precolombinos) (18,1%) y africanos (7,3%) (7, 8)

Desde el 2014 el estudio de las caracteristicas epigenéticas asociadas a obesidad
y a otras enfermedades se puede realizar analizando la metilacién global de todo el
genoma (“epigenome-wide association studies”, EWAS), modelo aplicado en esta
tesis doctoral para evaluar mas de 850.000 sitios CpG. La metilacion del ADN es
una herramienta exploratoria en la relacion salud-enfermedad buscando
interpretacion adicional a la expresion de los genes; este modelo de andlisis
determind que 41 posiciones de metilacion variable del ADN estan relacionadas con
el desarrollo de obesidad en nifios colombianos.

Nuestros resultados se ajustan al concepto de que un gen no puede ser candidato
individual durante el desarrollo de obesidad con excepcion de los ya reportados para
enfermedades de impronta, para algunos sindromes con BPN y obesidad tardia
como Silver Russell y los ya reconocidos con cambios de metilacion en genes de
las vias de regulacion del apetito (POMC) o protagonicos de adipogénesis
exagerada (LEP). En nuestro caso el avance con el uso de EWAS determin6 nuevas
marcas epigenéticas a integrar al mapa del epigenoma humano; al respecto, este
mapa en nifios se construye con muestras de sangre periférica, células del cordon
umbilical y saliva, en tanto que en adultos se emplea musculo, corazon, piel, higado,
leucocitos, placenta y espermatozoides (9). Esta tesis doctoral utilizo leucocitos de
sangre periférica.
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En nuestro grupo de obesos nacidos con peso adecuado existen condiciones
medioambientales extrauterinas adversas que permiten desarrollo de componentes
del SMP; si bien su analisis no se consider6 como objetivo de tesis doctoral, el
cambio acelerado del IMC fue el factor de riesgo anticipado determinante,
especificamente si se relaciona con incremento del PC y con alteracion de los
lipidos y la glucemia; en obesos con BPN nuestros resultados se deben
correlacionar con enfermedad metabdlica asintomética donde la inflamacion
sistémica, el desorden endotelial y la temprana resistencia a la insulina (RI) son las
variables a calificar.

Al profundizar en la busqueda de marcas epigenéticas durante el desarrollo de
obesidad infantil, nuestros resultados sefialan metilacion diferencial del ADN en 11
genes; estos genes participan en mecanismos de inflamacion sistémica, RI, higado
graso no alcohdlico (HGNA) e incremento de la masa hepatica, observaciones
ligadas a epigenética no reportadas en nifios obesos colombianos. Estas
comorbilidades son inherentes a la expansion morbida de la grasa (10,11). Los
obesos con BPN ademas de menor progresion del IMC al ser comparados con
obesos nacidos de peso normal, tienen cambios de metilacién relacionados con
proliferacion de adipocitos, inflamacion sistémica y disfuncion endotelial (12-14); los
sitios de interés para estos fueron cg14007688 (DBH, hipometilado), cg04798314
(SMYD3, hipermetilado), ¢g19169023 (TYRO3, hipermetilado) y cg03730546
(ZNF117, hipermetilado).

La proteina TYROS3 hace parte de los receptores transmembrana de tirosina kinasa
con funciones en inmunidad, sobrevida celular, integridad de endotelios e
inflamacion; su receptor se activa por dimerizacion a partir de factores de origen
endotelial (entre otros). Adicionalmente, SMYD3 codifica una metiltransferasa con
funciones sobre la supervivencia celular y con papel epigenético desde la
embriogénesis modulando genes de la fisiologia vascular y ZNF117 (cg03730546)
se relaciona con el desarrollo adipogénico tardio, normalmente inactivado
epigenéticamente.

La hipometilacibn encontrada para PTPRS (cg23022034) entre nifios que
desarrollan obesidad vs sanos se debe correlacionar con la susceptibilidad
anticipada a DM: ya reportada en adultos. PTPRS codifica la proteina sigma del
receptor de membrana celular de la familia protein-tirosin-fosfatasa, relacionada con
el crecimiento de las neuronas y el desarrollo cerebral. Estas y otras asociaciones
se deben revisar con muestras mas amplias, mayor numero de variables y
considerando caracteristicas clinicas que acompafien el cambio del IMC.
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Nuestros resultados reconocen desarrollo de obesidad desde la primera infancia
aun sin haber evaluado las cifras de ganancia compensadora de peso durante los
primeros 4 afios de vida, situacion comdnmente determinante en BPN. Una vez
analizados 865.561 sitios CpG con posiciones de metilacién variable del ADN, el
grupo de mayor incremento del indice de masa corporal sefala alteracion del
metiloma en ¢g02037122 (ARHGAP17, hipometilado), cg11201297 (SETBP1,
hipermetilado), ¢g23439621 (PPP2R5C, hipometilado), cg25879395 (SPG21,
hipermetilado) y cg17669433 (MTF2, hipermetilado).

El gen MTF2, codifica una proteina del grupo Polycomb represiva de la expresion
geénica, relacionada con lipotoxicidad inducida por acidos grasos y desarrollo de
HGNA,; a esta ultima complicacion se suma la proteina maspardina codificada por
SPG21 sugiriendo que la hipermetilacion en el cuerpo de estos dos genes se
comporta como agregado epigenético posnatal derivado de los estilos de vida
(dieta). Por otro lado, la hipometilacion de ARHGAP17 permite menor capacidad de
reclutar receptores GLUT4 dejando latente un estado hiperglucémico preprandial,
situacion a su vez relacionable con la metilacion de SETBP1 (hipermetilado),
dependiente del cambio del incremento del IMC. SETBP1 codifica una proteina
relacionada con un complejo epigenético facilitador de acceso al ADN en la
transcripcion. Como se advierte, el desarrollo HGNA aunado al deterioro del
equilibrio glucosado secundario al incremento del IMC y al avance del PC, sefalan
complicaciones anticipadas del tipo DMz; a este curso se sumaria la metilacion de
PPP2R5C (hipometilado), de mayor expresién si se incrementa el PC, perdiendo
parte de su actividad regulatoria encargada de armonizar la glicemia y los
triglicéridos postprandiales. PPP2R5C codifica una enzima reguladora del control
metabdlico post ingesta.

Para aumentar la capacidad predictiva en la construccion de un modelo de obesidad
infantil se debe profundizar en caracteristicas medioambientales que determinen el
incremento del IMC posnatal considerando un mayor nimero de variables de la vida
prenatal (estado marital, ingresos econémicos, cambio de peso en las madres antes
o durante la gestacion, etc.); en todos los casos también incluir observaciones del
comportamiento de la retoma de peso posnatal y la correlacion fenotipo-genotipo;
nuestros resultados aportan a esta construccion con los valores de p inferiores a
0,05 derivados del andlisis sociodemogréfico y clinico junto a los incluidos en el
modelo predictivo intrinseco (sugerido) derivado de los recursos estadisticos de la
plataforma R y RStudio.
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Conclusiones

Esta tesis doctoral encuentra que el desarrollo de obesidad en nifios resulta
altamente dependiente de errores en las relaciones del individuo con su entorno;
como desorden multifactorial con caracteristicas de cronicidad y de recurrencia, es
nosologia de dificil control especialmente si no se intervienen factores
desencadenantes ligados a procesos culturales, econdmicos y de la vida
intrauterina.

Nuestros resultados son concordantes con este macro modelo aportando evidencia
etiolégica en lo sociodemografico y en lo epigenético; su caracteristica inflamatoria
subyacente y su reversibilidad permiten un intervalo de accion para proponer
medidas de intervencion tanto prenatales como posnatales y modular efectos sobre
el individuo susceptible. Esta tesis doctoral asume como susceptible a todo nifio que
durante la infancia y adolescencia desarrolla incontrolado avance del indice de
masa corporal independiente del peso al nacer.

Nuestros resultados también sefialan dos caracteristicas durante el desarrollo de
obesidad infantil; en primer lugar y como un efecto a largo plazo de las condiciones
prenatales hay genes ancestrales probablemente ahorradores y en su mayoria
ignotos con capacidad de determinar la salud o la enfermedad posnatal; en segundo
lugar y como efecto nocivo de un modelo social contemporaneo (ambiental), otro
grupo de genes tienen implicaciones inmediatas especialmente frente al cambio de
la composicién corporal y el deterioro de la tolerancia a la glucosa. En ambos, la
metilacién del ADN se analizé empleando una plataforma de ultima generacién y
reconociendo posiciones variables de metilacion relacionadas con antecedentes
clinicos ajustados a caracteristicas sociodemograficas de los individuos.

Nuestros resultados muestran una metilacion diferencial en once genes que no han
sido asociados a obesidad pediatrica, realizando una importante contribucion al
mapa epigenético de la obesidad en los nifios. Se ratifica en su origen una alta
influencia ambiental con morbilidad anticipada, se pone en consideracion el
protagonismo del entorno social y ambiental como base del metiloma de la obesidad
infantil en una muestra de nifios colombianos y, dadas las caracteristicas complejas
para analizar el entono, se introdujeron como modelos referentes la exploracion de
un gen del ciclo circadiano y de uno de la familia de los receptores de protein tirosin
fosfatasa.
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Esta tesis reconoce en el ciclo circadiano un modelo ambiental milenario (arcaico)
que establece condiciones para cada 24 horas al exponernos a la luz diurna;
nuestros resultados encuentran cambio en el patron de metilacion en una region del
cuerpo del gen PER3 y de una de su islas al comparar los nifios obesos con los
sanos; este patron diferencial sefiala la relacion inmediata entre el humano y las
rutinas de alimentacién demostrando actividad diaria de reescritura del epigenoma.
De otro lado, analizando la metilacién sobre el gen del receptor sigma de la protein
tirosin fosfatasa, se propone informacion novedosa por su reciente asociacion con
la susceptibilidad para el desarrollo de diabetes tipo 2.

Esta tesis avanzo en la valoraciéon de algunas caracteristicas sociodemogréficas de
la poblacion y determina que entre otras, el incremento del peso reflejado como
cambio en el indice de masa corporal, especialmente si adopta un modelo
progresivo y acelerado, es el componente clinico de mayor impacto integrado a los
estilos de vida. No se duda que la creciente urbanizacién y las nuevas dindmicas de
los entonos culturales y familiares transmitieron informacion al susceptible
seleccionandolo para el desarrollo de obesidad a partir de dos escenarios: la vida
intrauterina y el medio ambiente posnatal.

En el primer escenario reconocemos que los lineamientos de una programacion de
ejes endocrinos y metabdlicos son ciertos cuando se enfrenta un ambiente prenatal
adverso, planteamiento desarrollado desde 1992 y consolidado con la teoria del
desarrollo de la salud y la enfermedad en el curso de la vida (DOHaD). Al respecto,
identificamos 4 genes, tres de ellos hipermetilados en su cuerpo, todos con
sefializacion a favor de enfermedad endotelial pediatrica silenciosa con
caracteristicas de inflamacion crénica, fundamentada en la opcion de reescritura del
epigenoma. El segundo escenario se demuestra con los cambios de metilacién en
5 genes, en donde proponemos una accion epigenética de borrado y reescritura,
incluyendo en ello una isla CpG; sus consecuencias parecen ser esencialmente
catastroficas por su amplia relacion con el desarrollo de higado graso no alcohdlico,
resistencia a la insulina, incremento del perimetro de cintura y diabetes tipo 2.

Esta tesis considera que exploré algunas caracteristicas de morbilidad antenatal
(gestacional) y su relacion con el desenlace obesogénico, y si bien ningan factor
individual analizado demostro relacion directa, todos contribuyen a un producto con
bajo peso al nacer y optan por asumirlo como un conjunto que refleja el ambiente
prenatal adverso; si bien el cambio de la composicién corporal incluyendo el
perimetro de la cintura aunado al deterioro metabdlico en algunos parametros de la
guimica analitica resultaron en mayor compromiso en obesos nacidos con peso
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normal, aquellos tienen un proceso silente de deterioro si se habla de enfermedad
a largo plazo (por el momento asintomatica).

Esta tesis doctoral sugiere la elaboracion y adopcion de un modelo global de
promocién y prevencion para el control de la obesidad, en donde la familia, vista en
un contexto social y cultural, sea el punto de partida; esto implica el desarrollo de
politicas de salud para la gestante y los nifios en donde se vigile la restauracion
idonea del peso antenatal y postnatal dado el permanente avance de su prevalencia
y su relacion con el desarrollo de enfermedades crénicas no trasmisibles.

El peso al nacer y el incremento acelerado del indice de masa corporal son variables
de impacto en la evolucion de la obesidad infantil en menores de 18 afios, ambas
estrechamente relacionadas con el medio ambiente. Frente al incremento anormal
del indice de masa corporal se deben verificar indicadores de enfermedad
metabdlica anticipada a relacionar con los cambios de metilacion del ADN.

Desde la perspectiva epigenética, en obesos nacidos con peso adecuado, hay
genes influenciados por el ambiente extrauterino y, en los nacidos con bajo peso
hay metilaciéon diferencial de genes constitutivos de rutas metabdlicas; estas
observaciones contribuyen a la elaboracion de un modelo predictivo de obesidad
infantil que se debe complementar con seguimiento a otros riesgos obesogénicos
pre y posnatales, mayor numero de caracteristicas sociodemogréficas
gestacionales y correlacion genotipo-fenotipo.
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PERSPECTIVAS

La obesidad es una enfermedad de contrastes que moviliza las fuerzas sociales,
econdmicas y politicas de las naciones. Es una enfermedad con mayor impacto en
las economias industrializadas aunque potencialmente afecta a todos los individuos.

Colombia tiene desde el 2009 la ley 1355 o “Ley de obesidad” la misma que en su
parte sustantiva establece que “el estado se compromete a través de sus diferentes
ministerios a promover politicas de seguridad alimentaria y nutricional, asi como de
actividad fisica dirigidas a favorecer ambientes saludables y seguros para el
desarrollo de las mismas. Estas politicas se complementarian con estrategias de
comunicacion, educacion e informacion”.

Si bien las perspectivas a corto plazo de los resultados de esta tesis doctoral se
relacionan con el arte de comunicar e informar, se deben integrar al campo
educativo dado que demuestran que el deterioro clinico del padecimiento en los
nifios hace parte de la dialéctica milenaria del proceso salud-enfermedad en donde
el ambiente determina el epigenotipo. A largo plazo estos resultados van dirigidos
al deber de seleccionar mejores ambientes nutricionales para la poblacion materna
e infantil.

El paso siguiente es la construccion para Colombia de la correlacién genotipo—
fenotipo en obesidad dada la diversidad étnica a la que pertenecemos.

Juan Manuel Alfaro Velasquez, M.D.
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3. Atrticulo original sometido a Acta Pediatrica de México.
i Cinthya Tapia Ponce <editor@actapediatrica.org.mxs
& To: Juan Manuel Alfarc Velasquez

Juan Manuel Alfaro VE|éISQUEZZ

Gracias por enviar el manuscrito "Peso al nacer y comportamiento del indice
de masa corporal entre los 4 v 17 afios. Articulo original " a Acta

Pediatrica de México. Con nuestro sistema de gestion de revistas en

linea, podra iniciar sesion en el sitio web de Ia revista y hacer un
seguimiento de su progreso a través del proceso editorial.

URL del manuscrito:
https:/iojs.actapediatrica.org. mx/index. php/APM/author/'submission/2 356
MNombre de usuario/a: 71596808

En caso de dudas, contacte conmigo. Gracias por elegir esta revista para
publicar su trabajo.

Cinthya Tapia Ponce
Acta Pediatrica de Mexico
Psic. Cinthya Tapia Ponce - Editora Ejecutiva - Acta Pediatrica de México

m Acta Pediatrica de México <actapediatricademexico@yahoo.com.mic /=1 Mon, Nov & at 12:10 AM
4 To: Juan Manuel Alfaro

Estimado Dr. Alfaro:

Le informo que recibi su version corregida, en cuanto tenga noticias de la Re-revision de primer filtro por parte del Corrector y del
Encargado de seccion de articulos originales para ver si ya me aprueban someterlo a revision de los especialistas. me pondre en
contacto con usted.

Reciba un saludo cordial.

Psic. Cinthya Tapia Ponce
Editora Ejecutiva

Revista Acta Pediatrica de México
Instituto Nacional de Pediatria

Insurgentes Sur 3700-C. Col. Insurgentes Cuicuilco. Deleg. Coyoacan. c.p. 04530. Tel. 91506229, conm. 10-84-09-00 ext. 1112

t Instituto
e AP didtrica Nagional
——de México —— ]NP de Pediatria

INICIO ACERCA DE AREA PERSONAL BUSCAR ACTUAL ARCHIVOS ESTADISTICAS ENVIO DE MANUSCRITOS

Inicio > Usuario/a > Autor/a > Envios activos _ .
Espafiol | Inglés

Envios activos

> ACTIVO/A > ARCHIVAR Usuario/a
Ha iniciado sesién como...
- 71596808
ID. ENVIAR SECC AUTORES/AS TiTULO ESTADO > Miperfil
> Cerrar sesion
2356 08-05 AORI Alfaro Velasquez, Urrego PESO AL NACER Y COMPORTAMIENTO DEL EN REVISION
Alvarez,... iNDICE DE MASA...
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5. Ponencia nacional. Medellin, septiembre de 2019.

' La Sociedad Colombiana
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loinvita al webinar: |

RIS

Juan Manuel Alfaro Velasquez
Pediatra Endocrinélogo

Docente U de A, CES, Clinica Noel
Conferencista:
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ESCUELA DE GRADUADOS - Doctorado en Ciencias de la Salud

127



6. Ponencia internacional, Puebla, México, 12 al 14 de abril de 2018.
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EM, Urrego-Alvarez RA.

L
ll“’"l

LI i WL
ESCUELA DE GRADUADOS - Doctorado en Ciencias de la Salud :::II“ v " f:i
1 m= A il _3

= . & 2 1)

23 (G| A

Medellin, noviembre 24 de 2020

128



8.

Infografia examen de cualificacion

Un CES Asociacidn entre el uso de la Hormona de Crecimiento Humana Recombinante
T ERSIDAD %52 (rhGH) con el perfil de metilacién de los genes Leptina y Adiponectina y la compasicion
corporal en una cohorte de nifios pequefios gestacionales (PEG).
Alfaro-Veldzquez Th, Visquez-Trespalacios EML T’ﬂlrldﬂ'lﬂﬂlnthlil La Salued
-UIIEEO—A.I'G.I' B rea de profundizacidn: Patologia

Linea de irvestiacide: Bases Moleculaes de La Enfermedad
i Estwdiante de Doctorado Coborte 20172

INTRODUCCION
FEG [OMS) < 3500 gramas  -96% nacen en paises en desamolo
Prevalencia del 9,7 Codombia [2043)

Lemmn i ¢+ mepm e e (e e b 4
- r - B
= =T 1 111 fal -
e L -
1= I\ I
s W 8
sl I I O I | |
e W T
mpms_-:m.n o LEF‘;I::- METOOOLOGIA
S — i 112 pacientes {cohors) Clivia CES
287 bp (12 2tis CpE) 17 stims Cp3 57 tratados con tiGH
Estutio chearvacionsl analiico con diszfo de cohortes v ambispective
MARCO TEORICO 1. Digram e Vbl
2-4 afo de retoma en alla

Aprobacidn dl uso de hGH desde 2002 STATS detanminants de ks

que quien com cuands
Informacion | Informacida tomada | Entrevists com los | Cita  programada
o [. Eandte | reunida en la | por ¢l imvestigador | padres de familia | coa los padees en

[ 1
s __- Ermpoiar LEF Pramotor ADIFOQ 5a . ink
l..?u_H L) ._H_ Fat da matiacidn Fort s matlacde | historia clinica | principal encita personal | In Clinica CES
DEJETIVD GENSAAL R Para el gem LEP s&
Bnslizar | asociaciin enire & uso de thGH con los patrones de metilacian de :;;:"m“““ ymp:r PEMR m"—“
kﬁ-prmmﬁ:rﬁdeLEFyADlFDﬂylammsk:ﬁnmwﬂennﬁdeh fragmenios de su . e e T O
cohorte de pequedios  osshacionales atendidos em |3 comsulis de T
) . . . o 3528p en donde se reconccen Bisuliito I
Endocrrologia Pediatica entre & 1 de julio de 2008 v & 30 de junio de 2013 A7 sitics Cp3
en la Clirica CES de |2 ciudad de Medalin ’
32  Pam & pen ADIFGE se PCR (LEP-ANPOO)]
FREGUNTA DE INVESTIGACION. ampificara con cebadores

; Existe azoziazion entre ol 1=0 a largo plazo de tGH y 2l peHil de metilacicn dal especificas y por PCR, dos
promaior de LEP y ADIPCC en rifics de la cohore de paguefios pestacionsles fragmenios de =W promoion; A
aizrdidos en corsulia de EndocAnologia Pediatrca entre e 1 da julic d= 2008 y el region 1 de 391bp con 21 sities

30 de jurin de 018 e la Clnica CES de la ciudad de Medsllin?. CpG y s region 2 con 12 sities
Cp5
- I E e e p caran A e ST A 4 D i e e e Tl i by
. i T = el e TR TCr B
1 Tmnn, T i P b 8 L R e
e Rt M ML U L0 il o e s . T ——
[ A ' Ca R Frnmws. P s L (1 A A s 6 e e e ST, S, T B . o= w. e d|

g B s A e i e - g sk e P L o e AR
i i Dt ] ot S s s Cmans g i 3 T Borans o Snsioms B 557 1 (T B - 1

129
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ANEXOS

Anexo 1. Instrumento de recoleccidon de lainformacion

INSTRUMENTO INDIVIDUAL DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

Grupo Genero P/neonatal
Titulo de la investigacion: Factores sociodemograficos, clinicos y de metilacién global del ADN
asociados a obesidad en pacientes pediatricos.
Fecha:
|dentidad:
Qué quien como y cuando
Informacion reunida en HC Informacién tomada por el investigador principal Entrevista a padres en cita
Informacién secundaria. Historia clinica de seguimiento Informacién primaria. Padres.
Prenatal Posnatal
Edad Emb APP AA Edad Controles HTA crénica Diabetes Toxemia Hemorragia Tabaco Edad Composicion
materna # gestac prenatales gestacional corporal
S | n|s | n si | no si | no si \ no si | no si | no IMC Perc
Edad [ IMC [ Perc } Cint
Fecha Glicemia mg% Colesterol en mg % Triglicéridos Perfil de metilacion
Total HDL LDL PER3 PTPRS
Otros genes

APP: amenaza de parto pretermino. AA: amenaza de aborto. HTA: hipertension arterial. IMC: indice de masa corporal. Per:
percentil. Cint: perimetro de cintura. PER3: gen de la familia periodo tipo 3. PTPRS: gen de la proteina sigma del receptor de
protein quinasa
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Anexo 2. Diagrama de variables segln obijetivos.
Objetivo Variables Plan de analisis Como se va a
representar
Caracterizacion de  factores | Género Se reportaran frecuencias absolutas y | Graficos de sectores
clinicos y sociodemograficos de | Edad relativas; para variables cualitativas | y barras.
una cohorte de pacientes | Edad gestacional (EG) medidas de tendencia central como
atendidos en una unidad de | Peso al nacer promedio y mediana; medidas de
consulta externa endocrinolégica. | Peso consecutivo dispersiéon como la desviacion estandar
Talla consecutiva y el rango intercuartilico.
indice de masa corporal (IMC)
Determinar el perfil de metilacion | PTPRS Se reportaran frecuencias absolutas y | Graficos de sectores
PTPRS y PER3 de una cohorte | PER3 relativas; para variables cualitativas | y barras.
de pacientes atendidos en una | Hipometilado medidas de tendencia central como

unidad de consulta externa
endocrinoldgica.

Hipermetilado

promedio y mediana; medidas de
dispersion como la desviacion estandar
y el rango intercuartilico.

Establecer la asociacion entre los
perfiles de metilacion PTPRS y
PER3 y los factores clinicos y
sociodemograficos que  se
relacionan con el desarrollo de
obesidad pediatrica de wuna
cohorte de pacientes atendidos
en una unidad de consulta
externa endocrinoldgica.

PTPRS
PER3

IMC
Hipometilado
Hipermetilado
Edad

Sexo

Talla

IMC

Chi cuadrado, Test de Fisher, calculo de
RR e IC 95 %, exceso de riesgo, RAF,
RAP; en variables cuantitativas t
Student / U de Mann-Whitney

Cajas y bigotes.
Barras de error

Explorar las variables que mejor
expliquen el desarrollo de
obesidad pediatrica y plantear un
modelo  predictivo para el
desarrollo de obesidad pediatrica.

PER3
PTPRS

Edad

Sexo

Talla

Género

Peso al nacer
IMC

Chi cuadrado
Calculo de RR
En variables cuantitativas t Student

Modelo de regresion
logistica binaria y
seleccion manual de
variables retenidas
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Anexo 3. Tablade variables

VARIABLE Definicion Naturaleza Nivel de Unidad de Categoria o Categorias Valores Relacion Segun proceso
Medicion Medida valores que toma de Medicion
Género Sexo bioldgico del paciente Cualitativa Nominal No aplica 0 (Mujer) Dicotémica Discreta Independiente Dura
1 (Hombre)
Edad cronolégica Tiempo en meses desde el nacimiento Cuantitativa Continua Meses No aplica No aplica continua Independiente Dura
hasta el momento del examen clinico Razén
inicial.
Edad gestacional Semanas estimadas de prefiez desde la Cuantitativa Discreta Semanas Semanas no aplica continua Independiente Blanda
(EG) fecha de la dltima gestacion hasta el +dias gestacionales
parto cumplidas + dias
Peso al nacer Masa corporal en gramos del recién Cuantitativa Nominal Gramos Gramos al nacer no aplica continua Independiente Dura
nacido
Pequefio Menor de Percentil 10 de peso para EG Cualitativa Nominal No aplica PEG Dicotémica Discreta Independiente Blanda
gestacional
No PEG
(PEG)
IMC (1) inicio Relacion peso/ mt2 Cualitativa Ordinal No aplica Obeso Dicotémica Discreta Dependiente Dura
No obeso
IMC (>1-<F) Relacion peso/ mt2 Cualitativa Ordinal No aplica Obeso Dicotémica Discreta Dependiente Dura
No obeso
IMC final (F) Relacion peso/ mt2 Cualitativa Ordinal No aplica Obeso Dicotémica Discreta Dependiente Dura
No obeso
Patrén de metilacion Metilacion en sitios CpG Cuantitativa Ordinal No aplica Hipometilado Dicotémica Discreta Dependiente Blanda
PETPRS
Hipermetilado
Patrén de metilacion Metilacion en sitios CpG Cuantitativa Ordinal No aplica Hipometilado Dicotémica Discreta Dependiente Blanda
PER3 Hipemetilado
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Anexo 4.

Experimento

1. Glosario
Denominacion Caracteristicas

North shore Costa norte

South shore Costa sur

North shelf Plataforma norte

South shelf Plataforma sur

CpG shores Regiones con menor densidad de CpG localizada hasta 2 kb
corriente arriba y corriente debajo de una isla CpG

CpG shelf Se define como los 2 kb exteriores a un CpG shore, entre 2y 4 kb de
una isla CpG

Open sea Regiones con baja mutilacidon no caracterizadas en ninguna de las
anteriores.

Cuerpo del gen Regién entre el lugar de inicio de la trascripcion y el final del
transcripto

Gene desert Regiones con poco o ningdn gen en una regién de 500 kb

TSS Sitio de inicio transcripcional

TSS200 Distancia en pares de bases desde el inicio de la transcripcion

TSS1500 Distancia en pares de bases desde el inicio de la transcripcion

ENCODE open Regiones genémicas = 4 piezas de evidencia que apoyan el estado

chromatin evidence 24  de cromatina abierta de pistas ENCODE dentro de DNasal-FAIRE-
Chip-Synthesis-from-Encode-OpenChrom-Duke-UNC-UTA

ENCODE TFBS in open Regiones de ENCODE open chromatin para uniéon a factores de

chromatin evidence 23  transcripcion o TTBS

FANTOMS enhancers Regiones gendmicas identificadas como potenciadoras por el
proyecto FANTOMSS

3'UTR/5UTR Regiones no traducidas de cada gen ubicadas cerca al marco abierto
de lectura (ORF). Intervienen en la regulacion de la expresion génica
(3’UTR) al ser reconocida su secuencia por proteinas adaptadoras y
por estar implicadas en la correcta expresion espacial y temporal de
los genes.

2. Plataforma: lllumina HumanMethylationEPIC BeadChip (EPIC) ®

3. Metodologia.
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Procesamiento de datos.

e Correccion de fondo

e Normalizacion BMIQ (incluye B y sus
mezclas)

e Valor M

o Desgramas de cajas y bigotes

Filtrado de sondas metiladas

Media delta

Prueba T

Razdn de posibilidades del valor M
Cambio de pliegue

Comparacion de la regulacién del
pliegue y valor de p

Desarrollo del experimento.

Agrupacion jerarquica

/ e Herrarchical clustering
e Método Euclidiano
e Vinculacién completa

o BMIQ realiza normalizacion intra muestra y corrige sesgos metodolégicos de las sondas.

o B. Reconoce porcentaje de metilacion de sitios de interés de la muestra: valor cero es sitio CpG
no metilado y 1 es totalmente metilado (0 a 100 % respectivamente).

o T compara la media de dos poblaciones independientes de la muestra analizada.

o Larazdn de posibilidades del valor M (OR -odds ratio) establece la posibilidad de que un estado
de salud o enfermedad se presente en un grupo poblacional frente al riesgo que ocurra en otro si
las condiciones de vida son similares.

o Los cambios de pliegue (fold change) determinan la variacién de la intensidad de fluorescencia
(aplicada a microarrays) asignando un cambio si este llega a ser del 100%; su determinacién esta
dada por la relacion entre valor final — valor inicial dividido por valor inicial.

o La comparacion de la regulacion del pliegue y valor de p establece el cociente entre la expresion
génica normalizada de la muestra vs la del control del caso respectivo; mayor de 1 es regulacion
positiva (regulacion del pliegue es igual al cambio del pliegue); menor de 1 es regulacion negativa
(regulacién del pliegue es el inverso negativo del cambio del pliegue). Valores mayores de 2 se
sitian en color rojo y todos los valores inferiores o iguales a 0,5 incluyendo los negativos, estan
en azul.

o Herrargical clustering precisa patrones de comparacion de todo el grupo analizado determinando
gue componentes tienen caracteristicas similares. Se presenta en dendogramas.

o Método Euclidiano. Formulacion matematica que se aplica los dendogramas.
o Vinculacion completa. Modelo aplicado por EPIC para analizar sitios CpG muy
lejanos.

o Se elabora correccion pro test mdltiple sobre los resultados con p<0,05 empleando el control FDR
(g-valor) o proporcion esperada de descubrimiento falsos positivos entre todos los valores
aplicando el método de p-valor secuencial o fdr-p-val.
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Desarrollo

Sobre el 99% de los genes RefSeq y el 95% de las islas CpG se evaluaron regiones
potenciadoras, cuerpos de los genes y promotores seleccionando valores de p muy
pequenios.

Empleando micromatrices (microarrays) se identificaron genes diferencialmente expresados
con dos pasos consecutivos:

o eleccion de un estadistico que ordena la evidencia de expresion diferenciada de mayor
a menory

o eleccidon de un valor critico para el reordenamiento anterior: por encima de este se
seleccionaron los significativos (genes).

Se analiz6 el estado de metilacion de mudltiples genes en simultanea en micromatrices
(microarrays) por hibridacién; las plantillas solidas (cristal o plastico) albergaron sondas
especificas del ADN para genes predeterminados esperando su hibridacion sobre estas
segun secuencias complementarias controlando temperatura y pH.

Se reconocié la complementariedad entre la muestra y la sonda de la micromatriz para iniciar
la hibridacion; los resultados, calificados trazadores sobre un fluorocromo, se convirtieron en
imagenes que se analizaron con el programa informatico.

Esquema del experimento:

) ! e
11 e —— ¢ g pe———

Pasos 1y 2 (primer dia). DNA 200ng

|”‘::.“ '

Amplification
Hands-on Sm (25m)
Yot Time. 5Om

I 1) Setup DNA

El kit Zymo ® somete C no metiladas a

y conversién mayor al 99 %.

reaccion con bisulfito de sodio por
desulfonacion asegurando adecuada limpieza
-

El ADN convertido se amplificé por 16 horas

I en termociclador.

2) Incubate Amplified

. . DNA
El ADN amplificado se analizé en Hands-0n Sim 153

micromatrices mientras se organizaban las L omeebuesaathardod vons.

librerias (R).

500ng
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3) Fragment Amplified |
Product o UL
Hands-on 5m (15m) rdi i om
Total Teme. 10

=

4) Precipitate Amplified
Product

Hands-on 4m (28m)

Total Time 1h 40m \

|
: A
-~

5) Rosuspend Amplified

Product
Hands-on S (10m)
Total Teme 30m

Y

6) Propare BeadChip
Handson 40m

7) Hybridize BoadChip
Hands-0n 30m (35m)
Total Time: 30m ¢ 160 (o)

El

precipitado de

Pasos 3a 9 (dia2y3)

los fragmentos

amplificados pasa a andlisis en el
BeadChip y para la generacién de

imagenes.

8) Stain BeadChip
Mangs-on Sm (21 30m)
Total Time. 30

9) Imago BeadChip
Hands-on Sm
Total Teve 1h 20mvchp

e * Ognorel Sacppeg Powe

R L S
Varwal jrocew g trmes 1 jar e Teses
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