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ADIPOSIDAD Y CARCINOGENESIS HEPATICA:
UNA APROXIMACION EPIGENETICA

La enfermedad del higado graso no alcohdlica (NAFLD) es la principal
causa del incremento de la incidencia del carcinoma hepatocelular
(HCC) y se estima que su prevalencia relacionada con la NAFLD
aumente concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad.
Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que la obesidad es un
factor de riesgo relevante para el HCC, sin embargo, los mecanismos
moleculares a través de los cuales la obesidad causa el HCC todavia no
estan claros. De hecho, en la literatura no se han encontrado trabajos
sobre la asociacion entre la obesidad y el HCC centrados en estudiar si
los mecanismos relacionados con las primeras fases del desarrollo
tumoral podrian ser modificados hacia un estado procarcinogénico por
efecto de la obesidad, antes incluso de la manifestacion de una masa
tumoral detectable en el higado. Por tanto, el principal objetivo de la
presente tesis doctoral consistio en evaluar la expresion de genes
implicados en las primeras fases del desarrollo tumoral,
especificamente en higado, y su reflejo y regulacion epigenética en los
leucocitos circulantes de sangre periférica, segun el grado de adiposidad
y tras una intervencion nutricional para inducir pérdida de peso en
modelos animales y pacientes con obesidad. Los hallazgos de este
trabajo determinaron que el exceso de adiposidad, caracteristico de la
obesidad, fue capaz de desencadenar una respuesta procarcinogenica en
el higado antes de la manifestacion de una masa tumoral, asociada al
estrés oxidativo e inflamacién inducido por el tejido adiposo
disfuncional obeso, y regulada por mecanismos epigenéticos como la
metilacion del ADN. Tras pérdida de peso por restriccion caldrica, los
factores relacionados con la disfuncién hepatica y la expresion de los
genes relacionados con la carcionogénesis se revirtio. Dichos resultados
indican que una reduccion en el grado de adiposidad es fundamental
para prevenir la progresion hacia el HCC relacionado con la NAFLD
causada por la obesidad.
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ADIPOSITY AND LIVER CARCINOGENESIS:
AN EPIGENETIC APPROACH

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the main cause of the
increased incidence of hepatocellular carcionoma (HCC) and its
prevalence related to NAFLD is estimated to increase concomitantly
with the growing obesity epidemic. Several epidemiological studies
have shown that obesity is a relevant risk factor for HCC, however, the
molecular mechanisms through which obesity causes HCC are still
unclear. In fact, no studies have been found in the literature on the
association between obesity and HCC focused on studying whether the
mechanisms related to the early stages of tumor development could be
modified towards a procarcinogenic state due to the effect of obesity,
even before the manifestation of a detectable tumor mass in the liver.
Therefore, the main objective of this thesis consisted in evaluating the
expression of genes involved in the early stages of tumor development,
specifically in the liver, and their reflection and epigenetic regulation in
circulating peripheral blood leukocytes, according to the degree of
adiposity and after a nutritional intervention to induce weight loss in
animal models and obese patients. The findings of this work determined
that excess adiposity, characteristic of obesity, was able to trigger a
procarcinogenic response in the liver before the manifestation of a
tumor mass, induced by oxidative stress and inflammation, and
regulated by epigenetic mechanisms such as methylation. of DNA.
After weight loss intervention by energy restriction, the liver
dysfunction and expression of carcinogenesis-related genes was
reverted. These results indicate that a reduction in the degree of
adiposity is essential to prevent progression of NAFLD towards HCC
related to obesity.
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ADIPOSIDADE E CARCINOXENESE DO FIGADO:
UN ENFOQUE EPIXENETICO

A enfermidade do figado graxo non alcohdlico (NAFLD) € a
enfermidade hepatica cronica mais comun no mundo e a principal causa
da maior incidencia de carcinoma hepatocelular (HCC). Estimase que a
prevalencia de HCC relacionado coa NAFLD aumente concomitante co
incremento da crecente epidemia de obesidade, considerada a principal
causa de morte nos proximos anos. Estudos epidemioloxicos recentes
demostraron que a obesidade é un factor de risco relevante para o
HCCs, non obstante, mecanismos moleculares a través dos cales a
obesidade causa HCC ainda non estadn claros. Varias investigacions
tenden a suxerir que a resistencia & insulina, os cambios nos lipidos
séricos, a NAFLD e a esteatose non alcohdlica exercen un papel
importante. En suma, € sospeitoso de que os mediadores inflamatorios,
metabdlicos e endocrinos asociados & obesidade tamén contriblen para
a promocion da hepatocarcinoxénese. Neste contexto, as hipoteses mais
apoiadas pola comunidade cientifica sobre a asociacion entre a
obesidade e unha maior susceptibilidade ao desenvolvemento do cancro
implica mecanismos bioloxicos responsables da resistencia & insulina, a
inflamacidn xeral e de baixo grao do tecido adiposo, o estrés oxidativo,
as alteracions na funcion inmune ou o papel dos perturbadores
endocrinos, entre outros.

En relacion ao papel da inflamacién e o estrés oxidativo como
mediadores da conexion entre a obesidade e o cancro, traballos
anteriores do noso grupo de investigacion evidenciaron que factores
secretados polo tecido adiposo obeso disfuncional tefien un efecto
procarcinoxénico e son responsables da xeracién dun microambiente
favorable para o desenvolvemento tumoral. En consonancia con estes
achados, alguns estudos realizados nos ultimos anos demostraron o
efecto da obesidade e da inflamacion asociada & promocion da
carcinoxénese e a progresion tumoral de varios tipos importantes de
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cancro, incluido o cancro de figado. Ainda que o vinculo entre a
obesidade e o cancro é relativamente recente, hai actualmente evidencia
cientifica suficiente sobre o efecto da obesidade como factor de risco
potencial para o desenvolvemento do tumor. Segundo a Axencia
Internacional para a Investigacion do Cancro (IARC), 0 exceso de graxa
corporal esta asociado cun aumento do risco de 13 tipos diferentes de
cancro, incluindo endometrio, mama postmenopausica, colorrectal,
esofaxico, renal, meningioma, pancreas, estbmago (cardias gastricas),
figado, mieloma multiple, ovario, vesicula biliar e tiroide, destacando o
cancro de mama, o colorrectal e o de figado, xa que son dos mais
prevalentes na poboacion nos ultimos anos.

Durante as Ultimas décadas, propuxéronse diversas intervencions
para o control do sobrepeso e a obesidade. Entre as estratexias eficaces
actuais para o tratamento da obesidade estan as intervencions
nutricionais para a perda de peso, 0s tratamentos farmacoloxicos e 0s
procedementos cirlrxicos como a cirurxia bariatrica nos casos mais
graves de obesidade. Unha das intervenciéns para perda de peso que
reportou importantes beneficios foi a dieta cetoxénica moi baixa en
calorias (VLCKD), concretamente na mellora da calidade de vida dos
doentes, na reduccion da graxa visceral con preservacion do musculo o
una disminucion da esteatose fidica. En consonancia cos beneficios
reportados polas terapias de perda de peso en pacientes obesos, varios
estudos demostraron que unha intervencion no estilo de vida pode ser
efectiva no tratamento de pacientes con NAFLD, o que resulta nun
menor risco de desenvolver HCC. Describiuse que a perda de peso pode
contribuir & regresion de enfermidades hepaticas, o que indica que
incluso unha perda de peso moderada tamén pode contribuir
positivamente & mellora da esteatose do figado e da lipotoxicidade,
consecuencia da acumulacion excesiva de lipidos intrahepaticos desde a
hiperplasia ata a hipertrofia dos adipocitos do tecido adiposo visceral
obeso disfuncional. A actividade fisica e o0 exercicio tamén mostraron
resultados satisfactorios na terapia de doentes con NAFLD.
Recentemente, acordouse que a reducién do peso corporal lograda
mediante restricion calorica, con ou sen maior actividade fisica, leva a
unha mellora da graxa no figado, do grao de inflamacion e da fibrose.
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Ante as evidencias cientificas descritas e baseadas en achados
anteriores do grupo, platedmonos que a inflamacion e o estrés oxidativo
desencadeados pola graxa do tecido adiposo disfuncional poidan actuar
como indutores na creacién dun microambiente para a aparicion da
carcinoxénese no figado e que este efecto protumoral asociado &
obesidade poderia estar mediado por mecanismos epixenéticos como a
metilacion do ADN. Neste contexto, sabese que, en resposta a un
balance enerxético positivo, hai unha remodelacion do tecido adiposo.
Na obesidade, unha situacion de equilibrio enerxético positivo
prolongada no tempo, a remodelacion do tecido adiposo sofre diferentes
procesos celulares e estruturais que consisten nunha expansion tisular
ligada a unha infiltracién de células inmunes no tecido e na matriz
extracelular. Como resultado desta expansion do tecido e do
desequilibrio dos mecanismos homeostaticos adaptativos, producese
unha disfuncion do tecido adiposo que desencadea un microambiente
proinflamatorio. Esta inflamacion local leva a un maior risco de
comorbilidades metabdlicas asociadas & obesidade como NAFLD, onde
0 estrés oxidativo xerado tamén € clave na patoxénese da obesidade e as
stas comorbilidades asociadas. Neste sentido, propuxose que
mecanismos epixenéticos como a metilacion do ADN poden actuar
como mediadores subxacentes nestes procesos patoldxicos. As marcas
epigenéticas son adquiridas, herdadas e reversibles e son directamente
moduladas pola accion do medio ambiente e axentes externos, xogando
un papel importante na regulacién de diversos procesos celulares
importantes no corpo, incluindo a patoxénese da enfermidade, de xeito
gue a presenza de alteracions aberrantes nos perfis de metilacion
globais do ADN foi asociada ao cancro, a obesidade e a enfermidade do
figado graxo.

Como consecuencia, o principal obxectivo da tese doutoral foi
avaliar a expresion de xenes implicados nas fases iniciais do
desenvolvemento do tumor, especialmente no figado, e a sua reflexion e
regulacion epixenética nos leucocitos de sangue periférico circulantes,
segundo o grao de adiposidade. e despois dunha intervencion
nutricional para inducir a perda de peso en modelos animais e doentes
con obesidade. Para facelo, investigamos se a obesidade e 0 seu
microambiente relacionado, o estrés oxidativo e a inflamacion, poderian
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inducir a expresion diferencial dos xenes asociados coa fase inicial da
carcinoxénese do figado e tecido adiposo en ratos obesos e a sUa
reflexion nos leucocitos de doentes con obesidade. A continuacion,
quixemos explorar se a disfuncion e a carcinoxénese do figado asociada
ao exceso de adiposidade poderian reverterse despois das intervencions
de adelgazamento. Asi mesmo, quixemos determinar o posible efecto
do secretoma do tecido adiposo e do soro de doentes con obesidade
grave na expresion de xenes relacionados coa esteatose e carcinoxénese
nunha lifia celular de figado e a sUa reversibilidade a través do
tratamento con corpos cetdnicos, baseado nos datos semellantes
anteriores do grupo con este tipo de tratamentos in vitro. Finalmente,
quixemos explorar o papel da regulacién epixenética na expresion dos
xenes estudados en relacién a carcinoxénese e a esteatose no figado,
estudando os niveis de metilacion de xenes en leucocitos circulantes de
doentes con obesidade e despois da perda de peso inducida por unha
intervencion nutricional.

Os principais resultados observados ao longo desta tese mostran
que o exceso de adiposidade, ligada a manifestacion de estrés oxidativo
e inflamacion esta asociada a desregulacion dos xenes implicados nas
fases iniciais da carcinoxénese no figado e no tecido adiposo de animais
obesos e reflexada nos leucocitos de doentes obesos. E importante
observar que a perda de peso inducida nos estudos in vivo foi capaz de
reverter o patron de expresion dos xenes implicados no inicio do
desenvolvemento do cancro, xa que a diminucién do peso corporal
detectada despois das intervencions foi concomitante & reducion de
adiposidade, que reportou unha mellora na esteatose do figado e na
proteccion antioxidante. Estes resultados reforzaronse cos datos obtidos
nunha lifia celular de hepatocitos humanos, que recreou a desregulacion
xénica relacionada coa carcinoxénese nos tratamentos con secretoma de
tecido adiposo e soro de doentes con obesidade grave, que foron
capaces de reproducir o fenotipo de esteatose no figado definido en
probas de células tratadas con oleato de sodio. Ademais, o tratamento
con corpos cetdnicos en células con esteatose tratadas con oleato soubo
inverter o patron de expresion dos xenes ligado & carcinoxénese,
concomitante coa reducion da acumulacion de pingas lipidicas
citoplasmaticos vistas nas células despois do tratamento con butirato de
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sodio, resultados similares aos obtidos en estudos in vivo despois da
perda de peso. Os nosos descubrimentos sobre a asociacion entre a
adiposidade e a desregulacion dos xenes implicados na iniciacién da
carcinoxénese poderian ser modulados pola accion das marcas
epixenéticas, xa que a andlise dos perfis de metilacion do ADN dos
xenes diana estudados en leucocitos circulantes de doentes obesos
revelou cambios significativos en comparacion cos perfis observados en
voluntarios sans de peso normal e despois da intervencion nutricional
destes pacientes tras unha VLCKD.

En suma, 0s nosos descubrimentos mostran que 0 exceso de
adiposidade caracteristico da obesidade € capaz de desencadear unha
resposta procarcindxena no figado antes da manifestacion dunha masa
tumoral. Esta resposta protumoral é inducida por estrés oxidativo e
inflamacién e esta regulada por mecanismos epixenéticos como a
metilacion do ADN. Do mesmo Xxeito, determinouse que a perda de
peso xoga un papel fundamental para contrarrestar as caracteristicas do
fenotipo da obesidade. Os beneficios observados consistiron nunha
diminucion dos marcadores de estrés oxidativo e inflamacion,
concomitante cunha reducion do grao de adiposidade, o que deu lugar a
unha regulacion descendente dos xenes implicados na promocion da
carcinoxénese. Polo tanto, é esencial unha reducion significativa do
grao de adiposidade para evitar a progresion ao HCC relacionada coa
NAFLD causada pola obesidade.
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Introduccién

1. OBESIDAD

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién excesiva
de grasa corporal, la cual se desencadena como consecuencia de un
desequilibrio en el balance energético donde la ingesta calérica excede
al gasto de energia (1). La obesidad se describe como una enfermedad
cronica grave que afecta negativamente la funcion de diferentes de
sistemas de 6rganos, disminuyendo de manera significativa la calidad
y la esperanza de vida, ocasionando importantes costes sanitarios
(2,3). Su etiopatogenia es compleja e incluye factores ambientales,
socioculturales, fisiolégicos, médicos, conductuales, genéticos y
epigenéticos. Estos factores contribuyen tanto a la aparicién, al
desarrollo como al mantenimiento de este trastorno metabolico (4-6).
Ademas, la obesidad es el principal factor de riesgo para un conjunto
cada vez mayor de enfermedades cronicas, especialmente para
diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares,
sindrome metabolico, enfermedad de higado graso no alcohdlico
(NAFLD) y diferentes tipos de cancer (Figura 1) (7-9). Esta
naturaleza multifactorial, refuerza la idea de que la obesidad es una
enfermedad compleja que requiere un nuevo enfoque
multidimensional para integrar y comprender todos los mecanismos
subyacentes que la causan (10). Asi mismo, el desconocimiento acerca
de los mecanismos patogénicos involucrados en el vinculo entre la
obesidad y sus comorbilidades asociadas, pone de manifiesto la
necesidad de nuevos avances en investigacion que permitan
desarrollar y consolidar potentes estrategias para la prevencion, el
control y el tratamiento de esta enfermedad. Por todo ello, en los
ultimos afios, el sobrepeso y la obesidad estan siendo uno de los
principales problemas de salud publica en todo el mundo (11,12).
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Figura 1. Representacion de algunas de las enfermedades crénicas para las que la
obesidad se ha descrito como el principal factor de riesgo. Fuente: elaboracion
propia creada con BioRender.com

1.1. CLASIFICACION Y EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad han aumentado
notablemente a nivel mundial en las Gltimas décadas (13). De hecho, la
obesidad esta considerada como la pandemia del siglo XXI (14,15) y se
estima que se convertird en la principal causa de mortalidad en los
proximos afos (2), debido a la actual incapacidad para contener su alta
prevalencia (11). Estimaciones recientes ajustadas por edad informan
que en 2016 el 39% de la poblacion adulta mundial tenia sobrepeso y
que el 13% de esta padecia obesidad, segin los datos del ultimo
informe de 2018 de la Organizacion Mundial de la Salud (14). Esta
tendencia al alza de la obesidad en todo el mundo es extremadamente
alarmante y convierte a esta enfermedad metabdlica en un factor de
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riesgo prioritario en la implementacion de estrategias efectivas de
control saludables (2). La incidencia ha aumentado tanto en los paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo debido, entre
otros determinantes, a dietas desequilibradas, escasa actividad fisica,
estrés cronico, ciertos tratamientos farmacoldgicos y contaminantes
ambientales (16-20).

Desde el punto de vista clinico, en la actualidad existen marcadores
clasicos que se utilizan habitualmente para la definicion y el diagnéstico
de la obesidad. Al respecto, se ha propuesto el indice de masa corporal
(IMC), que se calcula como la relacion entre el peso corporal (kg) y la
altura en metros al cuadrado (m?), como método més utilizado para
definir el sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m®) y la obesidad (IMC>30
kg/m?) (21,22), debido a su facil empleo en la practica clinica (11,23).
Recientes estudios epidemioldgicos han identificado que un IMC alto se
asocia a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades cronicas (13).
Asi, por cada aumento de 5 unidades en el IMC por encima de 25
kg/m?, la mortalidad global aumenta en un 29%, la mortalidad vascular
en un 41% y la mortalidad relacionada con la diabetes en un 210% (24).
Sin embrago, este indice evalta indirectamente la adiposidad, por lo
que otros marcadores basados en las mediciones de la circunferencia de
la cintura (CC) y la composicion corporal estdn siendo ampliamente
usados en clinica con el objetivo de cuantificar la adiposidad con méas
precision que solo empleando los puntos de corte del IMC (25-27)
(Tabla 1). El porcentaje de grasa corporal es uno de los estimadores
méas recomendados por su mayor capacidad para estratificar a los
pacientes segun sus riesgos metabolicos y cardiovasculares (28). En
cuanto a su determinacion, los métodos mas precisos disefiados para
medir la grasa corporal son la pletismografia por desplazamiento de
aire, la impedancia bioeléctrica, la absorciometria de rayos X de energia
dual y los calibradores de pliegues cutaneos (29).
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Tabla 1. Marcadores empleados en clinica para definir y diagnosticar la obesidad.

Obesidad
Obesidad Obesidad Obesidad
Sobrepeso : ) .
IMC (kg/mz) tipo | tipo Il tipo Il
25-29,9 30 - 34,9 35,0- 39,9 240
Hombres Mujeres
CC (cm) >102 >88
Grasa corporal (%) >25 >32

IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura.

1.2. TRATAMIENTOS PARA LA OBESIDAD

Los tratamientos para la obesidad deben adaptarse a las necesidades de
cada paciente individual y deben estar enfocados a cumplir una serie de
objetivos relacionados principalmente con la reduccion del peso
corporal a largo plazo, la mejora de factores de riesgo relacionados con
la obesidad, la reduccion de enfermedades relacionadas con la obesidad
y la mejora de la calidad de vida (30). Ademas, todos los pacientes
deben recibir por parte de los profesionales de la salud un
asesoramiento sobre cambios potenciales en el estilo de vida basados en
la promocion de una dieta saludable y actividad fisica (31). Durante las
Gltimas décadas se han propuesto varias intervenciones para el manejo
del sobrepeso y la obesidad. Entre las actuales estrategias efectivas para
el tratamiento de la obesidad se encuentran las intervenciones
nutricionales para pérdida de peso, los tratamientos farmacologicos v,
en los casos mas severos de obesidad, los procedimientos quirdrgicos
como la cirugia bariéatrica (29,32,33).

La base de cualquier tratamiento de la obesidad implica disminuir la
ingesta energética y/o aumentar el gasto energetico (ejercicio) para
crear un balance energético negativo (34-37). Respecto a las terapias
dietéticas, en términos generales, se han descrito cuatro tipos de
intervenciones para pérdida de peso utilizados en el tratamiento de las
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personas con sobrepeso u obesidad, que incluyen dietas bajas en
calorias (LCD), dietas bajas en grasas, dietas bajas en carbohidratos y
dietas muy bajas en calorias (VLCD) (38-41). EI método o estrategia
de tratamiento mediante el cual se logra la reduccion de la ingesta
caldrica varia de una dieta a otra, aunque en Ultima instancia resultan en
una reduccién de las calorias consumidas (42). Los investigadores
clinicos afirman que el impacto de la restriccion cal6rica que produce
una dieta supera el impacto de la composicién de macronutrientes de las
calorias consumidas en esa dieta (42,43) y que la adherencia a la dieta
es un factor importante determinante de la pérdida de peso (44,45). En
este sentido, se hace imprescindible identificar dietas capaces de
producir una pérdida de peso significativa y mantenida en el tiempo.
Por ello y de acuerdo a los alentadores resultados de las dietas VLCD,
en los Ultimos afios esta intervencion ha evolucionado a las actuales
dietas cetogénicas muy bajas en calorias (VLCKD), cuyos resultados
han evidenciado ser efectivas para lograr una pérdida de peso rapida y
significativa (46).

1.2.1. Dieta cetogénica muy baja en calorias

Recientemente, las VLCKD han ganado un creciente interés como
opcion terapéutica eficaz para el tratamiento de la obesidad y sus
comorbilidades, asi como herramienta util para la pérdida de peso antes
de procedimientos quirdrgicos como la cirugia bariatrica (47-50).
Representa una intervencion nutricional que imita el ayuno mediante
una marcada restriccion de la ingesta diaria de carbohidratos,
generalmente inferior a 30 g/dia (=13% del total ingesta energética),
con un aumento relativo de las proporciones de grasas (=~44%) y
proteinas (=~43%) y una ingesta de energia diaria total <800 kcal
(47,48). Se caracteriza por un bajo contenido en lipidos, principalmente
derivados del aceite de oliva (=20 g/dia) y, a pesar de los porcentajes
indicados, no es considerada como una dieta alta en proteinas, ya que la
ingesta diaria de proteinas de alto valor biologico es de
aproximadamente 1,2-1,5 g/kg de peso corporal ideal (51-53).

El programa de adelgazamiento se estructura en diferentes etapas e
incluye un periodo cetogeénico, caracteristico de este tipo de dieta. La
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cetogénesis ocurre en las mitocondrias de los hepatocitos (54,55) y hace
referencia a la produccion de un grupo de pequefias moléculas
colectivamente conocidas como cuerpos cetonicos, entre los que se
incluyen el betahidroxibutirato, el acetoacetato y la acetona, siendo el
betahidroxibutirato el cuerpo ceténico mas abundante en la sangre (56).
Aunque los cuerpos cetonicos se producen en bajo grado en individuos
sanos, la cetogénesis aumenta sustancialmente en condiciones de
disponibilidad reducida de glucosa y después del agotamiento de las
reservas celulares de glucégeno, incluyendo el ayuno, la actividad fisica
intensiva y la VLCKD. Bajo estas circunstancias, los cuerpos ceténicos
transfieren la energia almacenada como lipidos en el higado a los
organos extrahepaticos, como corazon, rifion, muasculo esquelético,
sistema nervioso central, actuando como una fuente de combustible
alternativa para los tejidos periféricos (57,58). Cabe remarcar, que la
cetosis que ocurre durante la VLCKD representa un mecanismo
fisiologico, completamente diferente de la condicion patol6gica
conocida como cetoacidosis diabética (59). De hecho, los estudios
evidencian que las concentraciones de betahidroxibutirato durante este
periodo de cetosis no suelen exceder de 0,70 mmol/l (60),
concentracion que se encuentra muy por debajo de la detectada en
sangre en adultos con cetoacidosis diabética (3,8 mmol/l) (61).

Entre los actuales hallazgos y principales beneficios reportados
desde los estudios realizados con intervenciones basadas en VLCKD
destacan la disminucién significativa del tejido adiposo visceral (62), la
preservacion de la masa muscular y la fuerza (63), la no afectacion de la
tasa metabdlica en reposo (64), el mantenimiento de un estado de animo
favorable y calidad de vida (65) asi como, la seguridad en términos de
equilibrio acido-base (60). Actualmente, las VLCKD se recomiendan
como una intervencién dietética rapida y eficaz, donde los cuerpos
cetdnicos generados actlan como poderosos agentes anorexigénicos,
dando como resultado una reduccion general de la percepcion de
hambre e ingesta de alimentos (46,48,66,67).
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2. OBESIDAD Y CANCER

La asociacion entre la obesidad y el cancer es relativamente reciente,
siendo publicado en 2001 el primer metaanalisis que evidencio la
asociacion entre la obesidad y el céncer (68). Las investigaciones
llevadas a cabo en esta linea han evolucionado rapidamente durante las
Ultimas dos décadas y en la actualidad existe suficiente evidencia
cientifica sobre el efecto de la obesidad como potencial factor de riesgo
para el desarrollo tumoral (69). Segun la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) el exceso de grasa corporal se asocia
con un mayor riesgo de 13 tipos diferentes de cancer (Figura 2),
incluidos endometrio, mama posmenopausica, colorrectal, esofagico,
renal, meningioma, pancreas, estdbmago (cardias gastrico), higado,
mieloma multiple, ovario, vesicula biliar y tiroides (70), destacando el
cancer de mama, el colorrectal y el hepatico por encontrarse entre los
mas prevalentes en la poblacion en los ultimos afios (71).

Las elevadas tasas de sobrepeso y obesidad en la poblacion mundial
constituyen el determinante principal de la creciente prevalencia de
muchos de estos tipos de cancer, incluso superando al tabaquismo como
la principal causa prevenible de cancer (72). En este sentido, se estima
que entre el 30% y el 40% de los canceres se podrian prevenir mediante
cambios en el estilo de vida, como una mejora de la dieta, promocién de
la actividad fisica y menor exposicion a factores ambientales de riesgo
(73-77).
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Figura 2. Representacion de los 13 tipos de cancer asociados a la obesidad.
Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com

Sin embargo, a pesar de las consistentes evidencias epidemioldgicas
hasta la fecha, los mecanismos moleculares subyacentes que podrian
explicar como el exceso de adiposidad corporal se vincula con una
mayor incidencia de cancer todavia se desconocen. Las hipoOtesis méas
respaldadas por la comunidad cientifica, acerca del vinculo entre la
obesidad abdominal y la susceptibilidad tumoral hacen referencia a los
mecanismos bioldgicos responsables de la resistencia a la insulina, la
inflamacion general y de bajo grado del tejido adiposo, el estrés
oxidativo, las alteraciones en la funcion inmunoldgica, o el papel de los
disruptores endocrinos, entre otros (78-82).
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En relacion al papel de la inflamacion y el estrés oxidativo como
mediadores del vinculo entre la obesidad y el cancer, anteriores trabajos
realizados por nuestro grupo de investigacion evidencian que los
factores secretados por el tejido adiposo disfuncional obeso tienen un
efecto procarcinogénico y son los responsables de la generacién de un
microambiente favorable para el desarrollo tumoral (80,83,84).

En linea con estos hallazgos, algunos estudios llevados a cabo en los
ultimos afios han demostrado el efecto que ejerce la obesidad y la
inflamacion asociada a la obesidad en la promocién de la
carcinogénesis y la progresion tumoral de varios tipos de cancer
importantes (79), como el cancer de mama (85-87) el cancer colorrectal
(88-91) y cancer de higado (92-95), entre otros.

Estudios epidemiol6gicos han demostrado que la obesidad es un factor
de riesgo relevante para el carcinoma hepatocelular (HCC) (96,97). En
este sentido, se ha postulado que la asociacién del HCC con la obesidad
represente muy probablemente la progresion de la enfermedad del
higado graso no alcohdlico (NAFLD) subyacente a la cirrosis (97), por
lo que se estima que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD
aumente concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad
(98,99).

Los mecanismos a través de los cuales la obesidad causa el HCC
todavia no estan claros, aunque se ha observado que la resistencia a la
insulina, las alteraciones de los lipidos séricos, la NAFLD y la
esteatosis no alcohdlica juegan un papel importante (100). Ademas, se
sospecha que los mediadores inflamatorios, metabdlicos y endocrinos
asociados a la obesidad también contribuyen a la hepatocarcinogénesis
(101).
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3. ENFERMEDAD DE HIGADO
GRASO NO ALCOHOLICO

La NAFLD es la forma més comun de enfermedad hepética cronica en
el mundo, afectando aproximadamente al 25% de la poblacion general
(98,102). La NAFLD es la principal causa del incremento de la
incidencia del HCC, definido como el sexto cancer mas comdn en el
mundo y la tercera causa de muerte relacionada con el cancer
(99,103,104). Ademas, debido al aumento alarmante de las
enfermedades metabolicas, se espera que la incidencia del HCC
relacionado con NAFLD se multiplique en el futuro y que este aumento
sea concomitante a la creciente epidemia de la obesidad (99,103).

Clinicamente, NAFLD abarca un espectro de caracteristicas
histologicas que van desde la esteatosis simple, caracterizada por la
acumulacion de grasa en el higado, hasta la esteatohepatitis no
alcoholica (NASH), asociada con la hinchazon de los hepatocitos,
inflamacién y/o fibrosis, conduciendo finalmente a cirrosis hepatica y
HCC (105) (Figura 3).

Espectro NAFLD

Higado NASH clrrf:\sns He
graso hepitica

Reversible
+ Esteatosis « Esteatosis * Fibrosis avanzada
« Inflamacién
« Hinchazén
« Fibrosis

Higado sano

Figura 3. Representacion del espectro de caracteristicas histolégicas de NAFLD.
NAFLD, enfermedad del higado graso no alcohdlico; NASH, esteatohepatitis no
alcohdlica; HCC, carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboracion propia creada con
BioRender.com
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La patogenia de NAFLD y los mecanismos moleculares subyacentes de
su progresion a NASH se han estudiado extensamente. Sin embargo,
aunque los procesos que determinan la acumulacion de grasa son en su
mayoria claros, los mecanismos asociados con la progresion de la
enfermedad no estan completamente caracterizados (106). Se sabe que
el primer paso en el desarrollo de NAFLD/NASH esta representado por
la acumulacién de grasa en el higado, una condicion que cominmente
se asocia con caracteristicas del sindrome metabolico, como obesidad,
diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertension (102). La obesidad
incrementa el riesgo de NAFLD (107,108) y datos recientes reflejan
que la prevalencia de NAFLD es proporcional al incremento de IMC y
que aumenta a mas del 90% para las personas con obesidad (109). En
este contexto, cada vez son mas los estudios que demuestran que el
efecto perjudicial que ejerce la obesidad sobre el desarrollo de NAFLD
puede revertirse en las primeras fases de la esteatosis hepatica mediante
intervenciones para pérdida de peso basadas en dieta y ejercicio (110-
113), donde las VLCKD también han evidenciado ser una alternativa
eficaz para el tratamiento de NAFLD (114) .

Otros mecanismos que participan en la patogénesis y progresion de
NAFLD estan asociados con la resistencia a la insulina y el sindrome
metabolico, incluyendo, ademas de la acumulacion de lipidos, la
lipotoxicidad, el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y las
alteraciones en la sefializacion del eje intestino-higado (115) (Figura
4).

Desde el punto de vista patologico, se han identificado al menos 3
mecanismos como fuente de acumulacion excesiva de lipidos en el
higado. EI mecanismo principal esta representado por el aumento de la
lipdlisis de los depdsitos de grasa visceral y su consiguiente flujo
excesivo de acidos grasos libres al higado (59%), seguido de la
activacion de la lipogénesis de novo hepética (26%) y el alto contenido
de calorias y/o grasas en la dieta (15%) (116). La acumulacion de
lipidos puede promover la lipotoxicidad y la disfunciéon mitocondrial,
desencadenando asi la muerte de los hepatocitos, la inflamacion y la
fibrosis (106). Mientras que la esteatosis simple se considera una
afeccion mas benigna, su evolucion a NASH se asocia con un mayor
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riesgo de cirrosis y desarrollo de HCC (117), resultado de una
interaccion compleja que involucra a las células hepéticas y a sefiales
patolégicas provenientes de otros 6rganos, como el tejido adiposo y el
intestino (115).
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Figura 4. Esquema de los sellos de identidad de NAFLD. RE, reticulo
endoplasmatico. Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com

Los mecanismos moleculares asociados con el desarrollo y la
progresion de NAFLD deben explorarse mas a fondo. En este contexto,
la identificacion precoz de los pacientes predispuestos a desarrollar
NAFLD seria util para establecer procedimientos que modifiquen el
estilo de vida de los pacientes para evitar la progresion a enfermedad
hepatica grave y sus complicaciones (118). Durante la Gltima década,
los estudios de asociacion genética han demostrado ser Utiles para
identificar biomarcadores de susceptibilidad a enfermedades complejas
multifactoriales, incluida la NAFLD (119), aunque en la mayoria de los
casos, las pruebas funcionales de los genes identificados son
insuficientes. Por lo tanto, son necesarias mas investigaciones que
permitan identificar los genes y las vias subyacentes que estan
asociadas e influyen directamente en el desarrollo de NAFLD.
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3.1. ACUMULACION DE LIPIDOS Y LIPOTOXICIDAD COMO
MECANISMOS PRINCIPALES EN EL DESARROLLO DE NAFLD

Como se ha mencionado, la distribucion de los depdsitos de grasa en el
cuerpo es importante. Los acidos grasos libres que proceden de la lipdlisis
activa del VAT son absorbidos por el higado para convertirse en la
principal fuente de lipidos que contribuyen al almacenamiento de
triglicéridos hepéticos en NAFLD (120,121). Esta liberacion masiva de
acidos grasos libres por parte del tejido adiposo tiene lugar en un estado de
resistencia a la insulina, evento patogénico clave asociado con el desarrollo
de esteatosis hepatica (122). Ademas de la acumulacion de triglicéridos, la
lipotoxicidad es otro de los mecanismos mas investigados en la patogenia
de NAFLD. La lipotoxicidad juega un papel relevante en la patogénesis de
la esteatosis hepatica, la inflamacion y la fibrosis, dado que no sélo la
cantidad de lipidos acumulados es importante en la lesion de las
celulas hepaticas, sino también el tipo de molécula lipidica (123,124).

En este contexto, los triglicéridos representan una forma principal de
lipidos intrahepaticos acumulados en NAFLD y son responsables de la
esteatosis hepatica. El aumento de la ingesta de triglicéridos en la dieta y
el transporte de &cidos grasos liberados del tejido adiposo resistente a la
insulina, asi como la lipogénesis de novo intensiva en el higado, son las
vias mas importantes que conducen a la acumulacion intrahepatica de
triglicéridos, almacenados como pequefias gotas lipidicas (125,126).

Otras moléculas lipidicas, los &cidos grasos no esterificados, se
encuentran entre las moléculas mas comunes susceptibles de producir
lipotoxicidad. Los acidos grasos hepaticos derivan principalmente de la
reserva de plasma (lipolisis del tejido adiposo), de la sintesis o
lipogenesis de novo en el higado o liberados de los lisosomas después de
la autofagia (127). La acumulacion de acidos grasos hepaticos como
lipidos complejos promueve la esteatosis y el exceso que no es
incorporado como formas méas complejas es lipotoxico, conduciendo a
los hepatocitos a estrés del reticulo endoplasmico, disfuncion
mitocondrial y estrés oxidativo seguido de la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Estos procesos activan vias
proinflamatorias y profibréticas, promoviendo la progresion de la
enfermedad hacia NASH (126,128).
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3.2. PRINCIPALES MODELOS IN VITRO E IN VIVO DE NAFLD

Los modelos in vitro de NAFLD han variado desde sistemas basados en
cultivos celulares simples expuestos a varios lipidos y citocinas hasta
modelos mas sofisticados basados en cultivos de organoides
multicelulares en 3D (129,130). Los hepatocitos humanos primarios se
consideran el modelo “estandar de oro” a corto plazo para representar el
modelo de higado humano in vitro para los estudios de toxicidad y
metabolismo de xenobidticos, debido a su alta funcionalidad en relacién
con el 6rgano humano in vivo (131). Sin embargo, a causa de sus
importantes limitaciones (obtencidn de la muestra, variabilidad y escasa
duracion en cultivo), en los Ultimos afios se ha propuesto el uso de
lineas celulares de hepatoma humano como alternativa fiable para
modelizar la esteatosis y NAFLD in vitro (130,132).

En este contexto, las células HepG2 se han utilizado ampliamente (133—
135), sin embargo, un inconveniente importante en el uso de HepG2 es
la pérdida de diversas funciones especificas del higado, como su falta o
baja expresion de enzimas metabolizadoras de farmacos. Estudios
recientes realizados con la linea celular HepaRG exhiben mejoras
relevantes (136-138). Estas celulas se caracterizan por formar colonias
tipicas de tipo hepatocito rodeadas por células de tipo epitelial biliar,
por expresar varios citocromos (CYP1A2, 2B6, 2C9, 2E1, 3A4) y
receptores nucleares constitutivos a niveles comparables a los
encontrados en hepatocitos humanos primarios cultivados, junto con
albimina, haptoglobina y aldolasa B, un marcador especifico de los
hepatocitos adultos (139-141). Asi, se evidencia la utilidad de las
células HepaRG como un sistema de ensayo para el cribado de la
esteatosis hepatica inducida por farmacos (141) y para estudios de
toxicidad y metabolismo xenobidtico (142).

Los modelos animales de NASH se pueden clasificar en términos
generales como modelos inducidos por la dieta, modelos genéticos o
una combinacion de méas de una intervencion (143). Aunque muchos
modelos pueden conducir a la acumulacién de lipidos en el higado, no
todos lo hacen por vias que se sabe que son relevantes para NASH
humana, y aunque la apariencia histoldgica de muchos modelos puede
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parecerse es posible que las caracteristicas metabdlicas y
transcriptomicas en el higado no lo sean (144). Por ello, cada vez mas
los modelos se evallan sobre la base de las caracteristicas protedémicas,
lipidomicas y transcriptomicas, en lugar de la histologia sola, para
evaluar su relevancia para las enfermedades humanas (128).

Dentro de los modelos animales de NASH desarrollados a partir de
obesidad inducida por la dieta, es muy comin emplear ratones de la
cepa C57BI/6J (145,146) y ratas Sprague Dawley (147,148), aunque
estos roedores no desarrollan de forma constante esteatohepatitis o
fibrosis avanzada con una dieta rica en grasas (149).

Los principales modelos animales genéticos de NASH incluyen los
ratones ob/ob (deficiencia de leptina) y db/db (deficiencia del receptor
de leptina), y las ratas Zucker (fa/fa, deficiencia del receptor de leptina).
Entre estos, el modelo mas cominmente usado de NAFLD es
empleando ratas Zucker obesas, también utilizadas como modelo
animal de obesidad genética y sindrome metabdlico (150).

Las ratas Zucker se caracterizan por desarrollar obesidad grave, son
hiperleptinémicos, hiperfagicos, inactivos, resistentes a la insulina, con
presion arterial sistélica aumentaba (a las 28 semanas) y niveles de
adiponectina plasmatica mas altos en comparacion a las ratas delgadas
(Fa/fa) (151-154). En los animales con fenotipo obeso (fa/fa), la
acumulacion de grasa en forma de triglicéridos en el higado se localiza
en el area periportal (155,156), la esteatosis macrovesicular o
microvesicular estd presente (157) y se detectan bajas cantidades de
GSH y vitamina E junto con una actividad disminuida de la catalasa,
relacionado con la presencia de estrés oxidativo (158).
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3.3. GENES RELACIONADOS CON EL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS
DESREGULADOS EN NAFLD

3.3.1. Genes regulados positivamente

La acetil-CoA carboxilasa beta (ACACB) es una enzima asociada
a la membrana de la mitocondria que regula negativamente la oxidacion
de &cidos grasos, produciendo malonil-CoA, sustrato para la biosintesis
de &cidos grasos e inhibidor de la cetogenesis (159). Juega un papel
crucial en el metabolismo de los &cidos grasos y se expresa
principalmente en tejidos oxidativos como corazon y masculo
esquelético (160), y en higado (161), donde su expresion génica esta
regulada por el estado nutricional (162). En modelos animales de
NAFLD Yy resistencia a la insulina, modelos de obesidad inducida por
dieta y en pacientes con higado graso se ha descrito que tratamientos
que inhiben o disminuyen los niveles de expresion hepatica de ACACB
dan como resultado una reduccién de la esteatosis hepatica con
elevacion de los triglicéridos plasmaticos (163-166). También se ha
observado un aumento de la expresion de ACACB en HCC, por lo que
varios estudios postulan que los inhibidores de ACACB podrian ser
agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento eficaz de los
canceres relacionados con la obesidad (167).

La piruvato deshidrogenasa quinasa isoenzima 4 (PDK4) es una
enzima mitocondrial que juega un papel clave en el metabolismo de la
glucosa, regulando la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa
(168). PDK4 esta altamente expresada en higado, corazén y musculo
esquelético, y es un regulador de control para el metabolismo de la
glucosa (169,170). La expresion hepatica de PDK4 esta aumenta tanto
en humanos como en ratones con NAFLD, asi como en hepatocitos
tratados con é&cido oleico, cuya funcion se ha relacionado con el
metabolismo de los lipidos hepéticos (171,172). Cuando se produce una
deficiencia de PDK4, se observa una alteracion del metabolismo de la
glucosa y los lipidos en el higado. Como consecuencia de esta
deficiencia, en ratones NASH se evidencia una mejora significativa de
la esteatosis hepatica, reflejada como un menor peso del higado y
niveles reducidos de TG hepaticos (173). Estos hallazgos evidencian
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que PDK4 contribuye potencialmente a la patogenesis de NAFLD y
NASH a traves de la regulacion de vias del metabolismo de la glucosa y
de los lipidos en higado, por lo que puede ser una nueva estrategia
terapéutica contra NAFLD (173,174).

La perilipina 2 (PLIN2) o proteina relacionada con la
diferenciacion adiposa es una proteina constitutivamente ubicada en la
superficie de las gotas de lipidos (175). En NAFLD esta regulada al
alza y se encuentra asociada a los hepatocitos inflamados, demostrando
que PLIN2 se une preferentemente a lipidos proinflamatorios
(176,177). En ratones, la ablacién global de PLIN2 disminuyd los
niveles de triglicéridos hepaticos y protegio contra la obesidad inducida
por la dieta, la inflamacion adiposa y la esteatosis hepatica (178,179),
Estos ratones también exhibieron una expresion hepatica disminuida de
marcadores proinflamatorios y una expresion reducida de las proteinas
de estrés del reticulo endoplasmico (180). La reduccion de sus niveles
de PLIN2 resultd en una disminucién de los lipidos hepaticos,
acumulacion y aumento de la sensibilidad a la insulina (181). Estos
datos apoyan el papel de PLIN2 en la promocién de la esteatosis
hepatica y su uso como objetivo terapéutico, aunque se sabe
relativamente poco acerca de si esta proteina contribuye a la
patogénesis de NAFLD relacionada con la inflamacion (180).

La interleucina 6 (IL-6) es una citoquina inflamatoria importante.
En condiciones fisiologicas, es esencial para la correcta homeostasis del
tejido hepatico, la regeneracion del higado, la defensa contra
infecciones y la regulacion de las funciones metabolicas. Sin embargo,
la activacion persistente de la IL-6 parece ser perjudicial e incluso
puede conducir al desarrollo de cancer de higado (182). La sintesis y
secrecion de IL-6 por parte de fibroblastos, monocitos, macréfagos,
células T y células endoteliales se induce durante condiciones
inflamatorias (183). Varios estudios han explorado las asociaciones
entre el gen de la IL-6 y la susceptibilidad a las enfermedades hepéticas.
Aunque los resultados siguen siendo ambiguos, la IL-6 podria
desempefiar un papel central en el desarrollo y progresion de las
enfermedades hepaticas, asi como en la regeneracion del higado (184—
186). En este contexto, se han evidenciado altos niveles séricos de 1L-6
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en las enfermedades hepaticas, (187) y niveles plasmaticos altos de IL-6
se han sugerido como un biomarcador para el prondstico precario de los
pacientes con HCC (188), ya que la IL-6 es crucial para el desarrollo
del HCC. El papel de la sefalizacion de IL-6 en el metabolismo
hepatico, la obesidad y la resistencia a la insulina también es
controvertido, aunque se ha detectado que los niveles séricos de IL-6 se
correlacionan con el grado de obesidad (189) y el desarrollo de diabetes
tipo 2 (190), lo que sugiere que la IL-6 estd relacionada causalmente
con el desarrollo de enfermedades metabdlicas (182).

3.3.2. Genes regulados negativamente

El miembro 1 de la familia de transportadores facilitadores de
glucosa (SLC2A1), esta expresado en mausculo, tejido adiposo y
particularmente en higado, donde recientemente se le ha definido como
marcador de enfermedades oncogénicas y metabdlicas hepaticas (191).
Aungue previamente SLC2A1 ha sido relacionado con diabetes tipo 2
(192), en los ultimos afios se ha observado que la expresion de SLC2A1
esta disminuida en biopsias hepaticas de pacientes con NAFLD y que
su silenciamiento en lineas celulares aumenta significativamente los
niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS), indicando que
SLC2A1 contribuye activamente a regular un entorno proinflamatorio
en las primeras etapas de la enfermedad del higado graso (119,193).
Estas observaciones ponen de manifiesto el papel potencial de SLC2A1
en el higado, por su implicacion en el almacenamiento de lipidos y en la
respuesta inflamatoria y dafiina, ambas caracteristicas criticas de
NAFLD, proporcionan nuevos conocimientos relevantes sobre la
patogénesis de NAFLD (194,195).

La apolipoproteina C3 (APOC3) es una proteina de union a lipidos
que circula principalmente en lipoproteinas ricas en TG. Es secretado
principalmente por el higado y afecta al metabolismo de los TG a través
de multiples mecanismos (196-198). Su desregulacion se asocia con un
metabolismo anormal de los TG, de ahi su importancia en la patogenia
de la hipertrigliceridemia (199,200). Sin embargo, la contribucion
funcional de APOC3 como factor predisponente para NAFLD sigue
siendo controvertido, aunque estudios en esta linea han evidenciado que
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APOC3 es un factor de riesgo para NAFLD y podria contribuir a un
mayor contenido de grasa hepatica (201-203), ya que en un estudio en
humanos se determiné que una disminucion de la expresion de APOC3
se correlacionaba con un aumento del nivel de TG hepaticos y una
mayor prevalencia de NAFLD (203).

La estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima involucrada en
la biosintesis de acidos grasos monoinsaturados (principalmente oleato
y palmitato), sustratos principales para la sintesis de triacilgliceroles y
otros lipidos, a partir de la conversion de los acidos grasos saturados
(204). Se considera una enzima clave en la regulacion del metabolismo
de los lipidos y la sintesis de triacilgliceroles y se expresa de forma
diferencial en el higado (205). Diversos estudios han demostrado que
SCD participa en la modulacién de fenotipos asociados al sindrome
metabdlico (206), incluida la obesidad (207), la resistencia a la insulina
(208) y NAFLD (209), aunque su papel especifico en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas humanas es controvertido. Estudios han
indicado que la actividad y la expresion de SCD no estan reguladas
positivamente en sujetos con higado graso y que el indice de actividad
de SCD hepatico se correlaciona negativamente con el contenido de
grasa hepatica (210). En modelos animales de NAFLD inducido por la
dieta, higado graso se asocia con la regulacion a la baja de la
transcripcion hepética de SCD, cambios que no se vieron muy afectados
por el estado de resistencia a la insulina periférica (205).
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4. TEJIDO ADIPOSO EN LA
FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

En mamiferos, el tejido adiposo se divide en tejido adiposo pardo,
responsable de la actividad termogénica, y tejido adiposo blanco,
responsable del almacenamiento de grasa (211-213), sobre el que
centraremos este apartado. El tejido adiposo blanco se distribuye en
maltiples depdsitos en el cuerpo y se compone de células grasas o
adipocitos, células progenitoras adiposas 0 preadipocitos y otros tipos
de células no adipogénicas (fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos y otras células inmunes) (214). Los adipocitos, el principal
componente celular, son células secretoras metabolicamente activas y
potentes capaces de liberar una gran cantidad de adipocinas
involucradas en la regulacion del apetito, funciones inflamatorias e
inmunes, metabolismo de la glucosa y de los lipidos, homeostasis
cardiovascular y reproduccion, entre otras importantes funciones
bioldgicas y fisiologicas (215,216).

El tejido adiposo blanco es muy heterogéneo y desempefia un papel
clave en el metabolismo energético, ya que su principal funcién es el
mantenimiento de la homeostasis energética (217). Atendiendo a la
disposicion anatdémica, el tejido adiposo blanco consta principalmente
de un componente intraabdominal central, denominado tejido adiposo
visceral (VAT), y un depdsito periférico superficial, denominado tejido
adiposo subcutaneo (SAT) (217,218). Estos depositos de grasa
presentan importantes diferencias entre ellos. En concreto, el VAT
comparado con el SAT se ha descrito como mas vascular e inervado,
caracterizado por contener un mayor nimero de células inflamatorias e
inmunes, menor capacidad de diferenciacion de preadipocitos, mayor
porcentaje de adipocitos maduros grandes y mas receptores de
glucocorticoides y andrégenos. Ademas, los adipocitos de tipo visceral
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son mas activos metabdlicamente, méas sensibles a la lipdlisis y mas
resistentes a la insulina, tienen una mayor capacidad para generar
acidos grasos libres y captar glucosa. En cambio, el SAT presenta una
mayor capacidad de absorcion de &cidos grasos libres y triglicéridos
circulantes (219,220).

En términos generales, el VAT se ha asociado con riesgo metabdlico y
el SAT con efectos protectores sobre la homeostasis energética (218), o
lo que es lo mismo, la adiposidad central, mas que la adiposidad
periférica, es un factor de riesgo importante en el establecimiento de
enfermedades metabdlicas (221,222). En este sentido, la distribucion
anatomica de los diferentes depdsitos de grasa en el interior del cuerpo
determina su identidad metabolica y roles fisiologicos siendo también
un factor relevante que influye en el desarrollo de comorbilidades
asociadas a la obesidad (223).

4.1. TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO ENDOCRINO

Tradicionalmente, se consideraba al tejido adiposo como un 6rgano de
almacenamiento de energia a largo plazo a partir del cual se liberan
acidos grasos libres durante el ayuno para cubrir las demandas de
energia del organismo (224). Actualmente, la vision del tejido adiposo
ha cambiado significativamente y ahora se reconoce como un 6rgano
endocrino complejo y dindmico que ejerce un papel importante en la
homeostasis corporal (225-227).

El tejido adiposo se comunica con otros 0rganos centrales y periféricos
mediante la sintesis y secrecion de una gran cantidad de moléculas
denominadas adipocinas, sustancias bioactivas que participan en la
homeostasis de varios procesos fisioldgicos (228). Entre las principales
adipocinas secretadas por el tejido adiposo encontramos la leptina, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina-6 (IL-6), el
inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1), la adiponectina, la
resistina, la visfatina, la omentina y la apelina (228,229). Los niveles de
algunas adipocinas se correlacionan con estados metabdlicos
especificos y su desregulacion se ha relacionado con obesidad, diabetes
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tipo 2, hipertension, enfermedades cardiovasculares y una lista cada vez
mayor de cambios patoldgicos en varios 6rganos (228).

La implicacion de las adipocinas en la respuesta inflamatoria también
ha sido descrita, destacando el papel de la leptina, TNFa, IL-6 y
adiponectina. La leptina es secretada en proporcion al contenido de
grasa y estado nutricional para regular la ingesta de alimentos creando
una sensacion de saciedad (230), de ahi que la obesidad se haya
asociado con niveles altos de leptina, lo que promueve inflamacion y
estrés oxidativo (231-233). El TNFa, una de las primeras citocinas
identificadas, participa en la respuesta inflamatoria sistémica (234,235)
y en la patogénesis del sindrome metabdlico incluyendo resistencia a la
insulina, obesidad y diabetes (236,237). La IL-6 ejerce muchos efectos
en relacion a la inflamacién y dafio tisular (238) y sus niveles
circulantes se han correlacionado con IMC, resistencia a la insulina e
intolerancia a los carbohidratos (239,240). La adiponectina tiene fuerte
accion antiinflamatoria, participa en la regulacion de la homeostasis
energética y el metabolismo de la glucosa y los lipidos (241,242) y su
expresion estd disminuida en obesidad y resistencia a la insulina
(243,244). Ademés, una produccion irregular de adipocinas se ha
asociado con la generacion de estrés oxidativo en enfermedades
metabolicas (245-248).

4.2. DISFUNCION DEL TEJIDO ADIPOSO

En respuesta a un balance energético positivo, una serie de eventos y
mecanismos dinamicos reorganizan el tejido adiposo, proceso que se
conoce como "remodelaciéon del tejido adiposo” (249). En obesidad,
situacion de balance energético positivo prolongado en el tiempo, el
remodelado del tejido adiposo experimenta diferentes procesos de tipo
celular y estructural para adaptarse a esta captacion y almacenamiento
excesivo de grasa (250,251). Estos procesos consisten en una expansion
tisular mediante la regulacion de la hiperplasia de adipocitos (aumento
del nimero de células) y la hipertrofia (aumento del tamafio de las
células) (252) junto con una infiltracién de células inmunitarias en el
tejido (253,254) y la matriz extracelular (255) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de la disfuncionalidad del tejido adiposo y sus
principales consecuencias en el organismo. ROS, especies reactivad del oxigeno;
HCC, carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboracion propia creada con
BioRender.com

Resultado de esta expansién tisular y desequilibrio de los mecanismos
homeostaticos adaptativos, se produce una disfuncionalidad del tejido
adiposo (252,256), donde los adipocitos hipertroficos-hiperplasicos
estimulan la infiltracibn de monocitos al estroma adiposo
desencadenando un microambiente proinflamatorio (228). En
consecuencia, se induce la desregulacion de las citocinas secretadas por
el tejido adiposo dando lugar a wuna inflamacion sistémica y
adipogénesis alterada de las células precursoras (257). La inflamacion
local conduce a una resistencia a la insulina y un mayor riesgo de
comorbilidades metabdlicas asociadas a la obesidad (258). Estas
alteraciones metabdlicas junto con la limitacion en la capacidad de
expansion del tejido adiposo (plasticidad) afectan a su correcto
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funcionamiento, interfiriendo en la homeostasis metabolica global y
provocando una acumulacion de grasa ectopica en tejidos periféricos,
con consecuencias lipotdxicas como la NAFLD y su posterior
evolucion al HCC (259-261).

4.2.1. Estrés oxidativo e inflamacién asociado a la disfuncién
del tejido adiposo obeso

El estrés oxidativo se desencadena como consecuencia de un
desequilibrio entre la produccién de ROS y las defensas antioxidantes
(82,262). Concentraciones bajas de radicales libres y de ROS son
necesarias para estado redox normal de las células, para la funcion
celular y para la sefializacion intracelular (263). Sin embargo, en
situaciones no fisioldgicas, se produce un exceso de radicales libres y
un aumento en la concentracion de ROS, los cuales generan estrés
oxidativo celular pudiendo ocasionar dafio en el ADN, en las proteinas
0 en los componentes lipidicos y por consiguiente promoviendo el
desarrollo de enfermedades (264). Para evaluar el estrés oxidativo, a
menudo se utilizan técnicas simples que miden biomarcadores o
productos finales de procesos oxidativos mediados por radicales libres.
El malondialdehido (MDA), biomarcador de estrés oxidativo de
referencia, se utiliza ampliamente como indicador del dafio por
peroxidacion lipidica (265).

En este contexto, estudios recientes evidencian que el estrés
oxidativo juega un papel critico en la patogenesis de la obesidad y sus
comorbilidades asociadas (266-268). Entre los posibles factores que
contribuyen al estrés oxidativo en la obesidad se incluyen
hiperglucemia, niveles elevados de lipidos tisulares, baja defensa
antioxidante, inflamacion, hiperleptinemia, deterioro de la funcion
mitocondrial y tipo de dieta, entre otros (246,266,269-272). La
obesidad per se también puede inducir estrés oxidativo sistémico a
través de varios mecanismos bioquimicos, como la generacion de
superoxido a partir de las NADPH oxidasas, la fosforilacion oxidativa,
la autooxidacion de gliceraldehido o la activacion de proteina quinasa C
(268). Este estrés oxidativo inducido por la obesidad provoca el
desarrollo de varios eventos patoldgicos, como resistencia a la insulina
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y diabetes, complicaciones cardiovasculares, trastornos del suefio,
carcinogénesis e insuficiencia hepéatica (246,273). Ademas, se ha
demostrado que el estrés oxidativo puede desencadenar la obesidad,
provocando un aumento de la proliferacion de los preadipocitos, de la
diferenciacion de los adipocitos y del tamafio de los adipocitos maduros
(274,275), o debido a la implicacién de las ROS en el control del peso
corporal, ejerciendo diferentes efectos sobre las neuronas hipotalamicas
que controlan el comportamiento de saciedad y hambre (276).

La inflamacion se desencadena como consecuencia de un excesivo
incremento de la adiposidad asociada a la disfuncionalidad del tejido
adiposo (277,278). La disfuncion del tejido adiposo obeso altera la
funcionalidad celular y modifica el perfil de secrecion de varias
adipocinas proinflamatorias y citosinas (215,279). El aumento en la
secrecion de TNFa, IL-6, IL-8 y la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) (280-282) por parte de los adipocitos
hipertroficos conduce a cambios en la sefializacion de la insulina (283),
promueve la inflamacion local y sistémica y aumenta el reclutamiento
de macrdfagos y células T (257,284). Esta hipertrofia también induce
hipoxia local del tejido adiposo (285,286) y compromete la
diferenciacion a adipocito maduro, ya que se inhibe la adipogénesis por
la liberacion del factor de crecimiento transformante beta (TGFB) por
parte de los adipocitos hipertroficos (287,288). En este sentido, la
obesidad ha sido asociada con la generacion de un microambiente
inflamatorio crénico de bajo grado consecuencia de una disfuncién del
tejido  adiposo  (279,289,290). La secrecion de  citocinas
proinflamatorias también se ha vinculado a un incremento de la lipdlisis
basal, aumentando la fuga de A&cidos grasos libres hacia tejidos
periféricos (291,292), efecto relevante en enfermedades asociadas a la
obesidad. Algunos biomarcadores clasicos implicados en el proceso
inflamatorio son la proteina C reactiva (PCR) y, especialmente, MCP-1
(293-295).

En resumen, en estado de obesidad, el tejido adiposo experimenta
una produccién aberrante de varios factores moleculares debido al
significativo aumento del grado de adiposidad corporal. En
consecuencia, se genera un tejido adiposo disfuncional capaz de
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desencadenar una respuesta inflamatoria crénica y un aumento del
estrés oxidativo, potenciales mediadores en la promocién de un
microambiente celular favorable para el desarrollo de comorbilidades
asociadas a la obesidad como la carcinogénesis (296-298), la esteatosis
hepatica 'y el HCC (123,299) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion de la disfuncionalidad del tejido adiposo obeso como
promotor de un microambiente favorable para el desarrollo de la carcinogénesis.
ROS, especies reactivad del oxigeno; NASH, esteatohepatitis no alcohodlica; HCC,
carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com
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5. CARCINOGENESIS Y GENES
RELACIONADOS CON LAS PRIMERAS
FASES DEL DESARROLLO TUMORAL

La carcinogénesis se define como el proceso a través del cual las células
normales son transformadas en células cancerosas. Este complejo
proceso comprende tres etapas bien diferenciadas, tales como inicio,
promocion y progresion, donde las dos primeras etapas subyacen al
desencadenamiento de la transformacion celular y la tercera determina
la transformacién, el mantenimiento y la evolucion de la malignidad
(300,301). Se sabe que en la compleja etiologia de la carcinogénesis
contribuyen tanto factores exdgenos como endogenos (302).

En los ultimos afios, los conocimientos acerca de los mecanismos
moleculares y celulares que median la carcinogenesis han evolucionado
notablemente (303). Entre los principales determinantes de la
carcinogénesis, se estima que la inflamacion cronica contribuye a
aproximadamente el 25% de los canceres humanos (304). Como se ha
mencionado anteriormente, en condiciones inflamatorias, las células
liberan ROS capaces de causar dafio al ADN, el cual puede provocar
mutaciones e inestabilidad gendmica si no se repara adecuadamente.
Esta respuesta al dafio del ADN también puede inducir un
microambiente inflamatorio, caracterizado por hipoxia, que aumenta los
niveles de ROS intracelulares dando como resultado dafio del ADN en
progresion con mal prondstico. La interconexion entre el dafio del ADN
y la inflamacion puede desempefiar un papel importante en el desarrollo
del cancer (305,306).

Entre los principales genes descritos con potenciales acciones en las

primeras fases de la carcinogénesis, recopilamos una serie de genes
implicados en la proliferacion celular, la proteccion antioxidante y la

73



ANDREA GONZALEZ IZQUIERDO

supresion de tumores en base a los hallazgos obtenidos acerca de la
modulacién de su expresion génica en estudios previos del grupo sobre
la asociacion entre la obesidad y el cAncer de mama (83) (Figura 7).

SURVIVINA/BIRCS GSTM2 TP53
MYC SIRT1 PTEN
SIRT6 TGFB1
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K/ \"x, / ‘.,_\' ]
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Progresion de la angiogénesis

Inestabilidad
genomica

Epitelio normal Carcinoma in situ

Figura 7. Principales genes implicados en las primeras fases de desarrollo de la
carcinogénesis. Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com

5.1. ONCOGENES

El oncogen SURVIVINA, también designado como BIRCS5, es un
miembro de la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis que
funciona como un regulador clave de la apoptosis y la proliferacion
celular. Se expresa en tejidos fetales y apenas esta presente en tejidos
diferenciados, aunque su expresion se incrementa en la mayoria de
tumores (79,307-310). Niveles altos de SURVIVINA/BIRCS pueden
afectar a la respuesta al tratamiento de las células tumorales y su
sobrexpresion se ha asociado con alteraciones en la supervivencia y
peor prondstico de los pacientes en diversos procesos carcinogénicos
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(310-313). En los ultimos afios se ha demostrado que la SURVIVINA
actla sobre varios tipos de células no tumorales y tejidos libres de
tumor (314), como la fraccion de células madre derivadas del tejido
adiposo (ADSC) de sujetos obesos (315), y ha sido identificado como
un regulador clave del almacenamiento de lipidos y el metabolismo de
los adipocitos (316). En estudios previos de nuestro grupo, se ha
encontrado una expresion alterada de SURVIVINA/BIRCS en tejido
mamario no tumoral de ratas y en una linea celular humana de mama no
tumoral en asociacion con el efecto de factores secretados por el tejido
adiposo en obesidad (83). Estos efectos se reflejaron en los leucocitos
circulantes de mujeres con obesidad con cancer de mama y libres de
tumor (83). Ademas, la sobreexpresion de SURVIVINA/BIRCS ha sido
ampliamente descrita en HCC humano (317-320). Recientemente, un
estudio ha evidenciado que la SURVIVINA/BIRCS5 impulsa la
reprogramacion de macréfagos asociados a tumores, descrito como un
mecanismo novedoso con potencial impacto para la obesidad (321).

El oncogen de la familia MY C tiene un papel central en casi todos los
aspectos del proceso oncogénico, orquestando la proliferacion,
apoptosis, diferenciacion y metabolismo (322,323). Esta desregulado en
mas del 50% de los canceres humanos, y esta desregulacion se asocia
con frecuencia con un pronostico desfavorable y una supervivencia
desfavorable del paciente (324). La mayor parte de los datos muestran
que la sobreexpresion de MYC estimula progresion del ciclo celular,
mientras que su regulacion a la baja la inhibe (325-327). Aunque la
inhibicion de MYC seria un enfoque eficaz para el tratamiento de
muchos tipos de canceres, esto ha supuesto un desafio en las Gltimas
décadas debido a su estructura proteica "no farmacoldgica” (324).
Diversos estudios han reflejado que la sobreexpresion de MYC es uno
de los eventos genéticos mas frecuentes en HCC (328-331).

5.2.  GENES VINCULADOS A LA PROTECCION ANTIOXIDANTE

La glutation S-transferasa Mu 2 (GSTMZ2) es una enzima antioxidante
gue desemperfia un papel importante en el metabolismo celular y en la
detoxificacion, por lo que es clave en la resistencia al estrés oxidativo
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confiriendo proteccion contra insultos toxicos (332—335). GSTM2 es
una isoenzima especifica del musculo estriado (336) implicadas en
muchos procesos celulares importantes, como las respuestas al estrés, la
proliferacion, la apoptosis, la oncogénesis, la progresion tumoral y la
resistencia a los farmacos (337-339). Aunque se conoce poco acerca de
la relacién entre GSTM2 y el prondstico del cancer, se ha reportado que
la falta de expresion de GSTM2 puede estar relacionada con la
susceptibilidad al cancer y que su actividad tiene un papel relevante en
la prevencion del dafio del ADN (340,341). Se expresa en niveles bajos
en algunos tipos de cancer (339,342), en cambio, estd altamente
expresada en cancer de higado de ratén (343). En cancer de prostata se
ha propuesto como un potencial supresor de tumores (344).

La sirtuina 1 (SIRT1), una proteina desacetilasa, es el miembro mas
ampliamente expresado y estudiado de la familia de las sirtuinas
(345,346). Se encuentra tanto en el nicleo como en el citoplasma y
tiene un papel fundamental en el desarrollo del cancer, la muerte celular
programada, la regulacion de la expresion génica, la reparacion del
ADN y los mecanismos de envejecimiento (347-350). SIRT1 controla
la homeostasis energética durante el estrés celular y en ausencia de
control promueve el envejecimiento celular para evitar la inestabilidad
genomica (351). Asi, SIRT1 regula la estabilidad del ADN y asegura la
supervivencia de la célula (352,353). Estd involucrada en las
enfermedades del higado graso y desempefia funciones beneficiosas en
la regulacion del metabolismo de los lipidos hepéticos, el control del
estrés oxidativo hepéatico y la mediacion de la inflamacion hepatica
(354-357) por lo que se ha postulado como un potencial objetivo
terapéutico para el tratamiento de NAFLD (358).

La sirtuina 6 (SIRT6), es una enzima histona desacetilasa considerada
como la enzima pro-longevidad, la cual presenta multiples funciones en
el mantenimiento de la homeostasis celular, siendo critica en la
modulacion de la expresion genica, el metabolismo, o la reparacion del
ADN vy regulacién de la vida util (359-362). Se ha demostrado que
SIRT6 desempefia un papel clave como supresor de tumores y
modulador critico de la homeostasis metabdlica (363,364). En este
contexto, recientemente se ha evidenciado que SIRT6 se relaciona con
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la iniciacion y desarrollo de tumores, como cancer hepatico, cancer de
pulmén, cancer de mama y tumores del sistema genital, generalmente
actuando como supresor tumoral (365), aunque se ha demostrado una
funcion dicotomica en la determinacion del destino celular que
interfiere en la iniciacion y progresion del cancer (365). Los trastornos
asociados con la deficiencia de SIRT6 incluyen diabetes, obesidad,
disfuncién inflamatoria, cancer y envejecimiento poco saludable de los
organismos (366-368). En cuanto al papel de SIRT6 en higado, se ha
descrito que la delecion hepética especifica de SIRT6 en ratones
conduce a un aumento de la glucdlisis, sintesis de triglicéridos,
reduccion de la beta-oxidacion y formacion de higado graso (369), que
SIRT6 juega un papel critico en la proteccion contra el desarrollo de
NASH y puede servir como un objetivo terapéutico potencial para
combatir NASH (370) y como un biomarcador pronéstico del HCC
(371). Ademés, SIRT6 regula varias vias metabdlicas y prepara la
transcripcion para responder rapidamente a las fluctuaciones de energia,
como los cambios en la disponibilidad de nutrientes, lo que sugiere un
mecanismo por el cual SIRT6 mantiene un higado sano (372). En
definitiva, la importancia de SIRT6 en la biologia humana y las
enfermedades justifica mas investigaciones sobre su funcion y potencial
utilidad como diana terapéutica (373).

5.3. SUPRESORES TUMORALES

La proteina tumoral (TP53) es un supresor de tumores critico que juega
un papel fundamental y multifacético en el desarrollo y la terapia del
cancer (374-376), afectando practicamente a todas las caracteristicas
distintivas del cancer (377). La importancia de TP53 como supresor
tumoral se destaca en el cancer humano, donde es el gen mutado con
mas frecuencia, con mutaciones encontradas en una amplia variedad de
tipos de cancer (378-380). Las terapias dirigidas especificamente a
aumentar o restaurar la funcién de TP53 han demostrado ser efectivas
para provocar la regresion tumoral en modelos preclinicos (381,382).
Puede ser activado por diversos estreses celulares, incluida la expresion
de oncogenes, dafio del ADN, hipoxia, disfuncion metabolica y estrés
replicativo, resultando su activacién en una variedad de respuestas
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celulares como apoptosis, senescencia celular, detencion del ciclo
celular, reparacién del ADN, adaptaciones metabdlicas y cambios en las
caracteristicas celulares (374,381). Ademas, ejerce un control sustancial
sobre la homeostasis celular en estado estable, incluso antes de la
activacion por sefiales de estrés (383). Las perturbaciones de las
funciones metabdlicas reguladas por TP53 contribuyen a diversos
trastornos metabolicos y son fundamentales durante la progresion del
cancer, jugando un papel fundamental en obesidad, diabetes tipo 2 y
NAFLD (384-388).

La fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) se descubrio6
por primera vez como un supresor de tumores con funciones
reguladoras de crecimiento y supervivencia (389-391) y, en los ultimos
anos, se ha evidenciado su funcion como regulador metabdlico (392),
con efectos en la glucdlisis, la gluconeogénesis, la sintesis de
glucogeno, el metabolismo de lipidos y el metabolismo mitocondrial
(392-394). Su papel en la carcinogénesis como supresor tumoral ha
sido bien definido (395,396), pero se requiere mas informacion acerca
de su uso en aplicaciones clinicas y posibles terapias contra el cancer
(397). En este contexto, la pérdida de funcion PTEN es uno de los
eventos mas comunes observados en muchos tipos de cancer humanos
primarios y metastasicos (398,399). Ademas, respecto a las funciones
de PTEN en la regulacion metabdlica, existen estudios que demuestran
su accion en el desarrollo de la esteatosis hepatica (395,396), asi como
su participacion en resistencia a la insulina asociada con la obesidad
(400).

El factor de crecimiento transformante betal (TGFB1) es una potente
citocina que participa en la regulacion del crecimiento celular, la
proliferacion celular y la apoptosis (401,402). TGF-B1 tiene un papel
importante en procesos fisiopatoldgicos como la reparacion de tejidos,
la defensa inmunoldgica, la inflamacion y la carcinogénesis (403). El
papel de TGFB1 como supresor de tumores en la carcinogénesis es
fundamental para mantener el control homeostatico del crecimiento, no
solo en las células premalignas, sino también en las células que
progresan a través de las primeras etapas de la carcinogénesis
(404,405). Sin embargo, se han encontrado datos contradictorios sobre
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su participacion en el desarrollo del cancer, probablemente relacionado
a su efecto pleiotropico (406-408). También se ha estudiado el papel
TGFBL1 en el desarrollo de la fibrosis hepatica (409), en la enfermedad
del higado graso asociado a la obesidad (410), en la progresion de
NAFLD (411), en obesidad (412,413) y en la asociacion entre obesidad
y envejecimiento (414).

En los ultimos afios, numerosas evidencias cientificas sefialan que
procesos bioldgicos fundamentales implicados en la carcinogénesis son
regulados por la accién de mecanismos epigenéticos, como procesos
relacionados con el ciclo celular, el crecimiento y la diferenciacion
celular, la replicacion y la recombinacion del ADN y/o la
transformacion y la progresion de la enfermedad, poniendo de
manifiesto la importancia de comprender sistematicamente esta
regulacion de la maquinaria celular y su papel en la patogenia del
cancer (415-419).

Por tanto, a luz de estos hallazgos, hoy en dia la comunidad cientifica
ha corroborado y reforzado el papel central de las aberraciones
epigenéticas en la etiologia del cancer (420), manifestando que marcas
epigenéticas, como la metilacion del ADN, pueden considerarse
marcadores potenciales del desarrollo y la progresion del cancer
(421,422).
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6. REGULACION EPIGENETICA

El concepto de epigenética (del griego epi, “en” o “sobre”, y —
genética) fue establecido por primera vez en 1942 por Conrad
Waddington, quien la definié como la rama de la biologia que estudia
las interacciones causales entre los genes y sus productos que dan
lugar al fenotipo (423). Posteriormente, el término epigenética fue
redefinido por varios autores y en la actualidad se define como la
ciencia encargada de estudiar los cambios en la expresion de los genes
que no implican alteraciones en la secuencia de nucleétidos del ADN
subyacente del organismo (424-426).

En los ultimos afios, los estudios realizados en el campo de la
epigenética han demostrado que el epigenoma, a diferencia del
genoma que generalmente permanece inmutable a lo largo de la vida,
puede ser modulado por el ambiente, en concreto por la accion de
determinados factores externos como el estilo de vida, la dieta, la
actividad fisica, el estrés, los ritmos circadianos, la exposicion a
toxinas o los tratamientos farmacol6gicos (427,428), de esta forma
permitiendo al organismo proporcionar una respuesta dinamica en un
corto periodo de tiempo (429). Asi, la epigenética actla como una
conexion entre el genotipo y el fenotipo, determinando las complejas
interacciones que tienen lugar entre el genoma y el ambiente y que
afectan al desarrollo y la diferenciacion de organismos pluricelulares
(430).

Las marcas epigenéticas son estables y pueden transmitirse a las
siguientes generaciones (431), aunque también pueden cambiar en
respuesta a estimulos especificos del organismo (432). Por tanto,
las marcas epigenéticas se caracterizan por ser adquiridas, heredables
y reversibles (433).
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6.1. MECANISMOS EPIGENETICOS

En la regulacion epigenética estan involucrados diversos mecanismos
moleculares (Figura 8). Entre ellos, los mas relevantes son (428,434):

O Metilaciéon del ADN.
La metilacion del ADN, foco de interés en nuestros estudios, es el
mecanismo epigenético méas abundante en el organismo humano v,
en consecuencia, ha sido uno de los mas estudiados en las Gltimas
décadas (435).

O Modificaciones postraduccionales de las histonas (PTM).

OO ARN no codificantes (ARNNC).
Estos incluyen a los microARN (mi-ARN) y a los ARN largos no
codificantes (ARNINc).

MECANISMOS EPIGENETICOS
MODIFICACIONES

POSTRADUCCIONALES
DE LAS HISTONAS

..

ARN NO
CODIFICANTES

W

P mi-ARN ARNInc
METILACION

DEL ADN

@
LT

Figura 8. Representacion esquematica de los principales mecanismos
epigenéticos. Mi-ARN, micro ARN; ARNlnc, ARN pequefios no codificantes. Fuente:
elaboracion propia creada con BioRender.com
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6.1.1. Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es una marca epigenética por excelencia.
Desempefia un papel importante en la regulacion de la estructura de la
cromatina y la expresion génica (435), es elativamente estable,
especifica de tejido, dinamica y heredada entre generaciones (436-438).
En la mayoria de las células eucariotas, se define como el proceso
bioquimico que implica la adicion covalente de un grupo metilo (-CH3)
al quinto carbono de la citosina (C), dando como resultado la 5-
metilcitosina (5mC) (439). Esta actividad enzimatica es catalizada por
las enzimas ADN metiltransferasas (DNMTSs) (440). Las principales
DNMTSs incluyen a la DNMT1, que interviene principalmente en el
mantenimiento de los perfiles de metilacion en cada replicacion celular
y preferentemente metila el ADN hemimetilado (441) y a las DNMT3a
y DNMT3b, con una actividad de metilacion de novo relativamente alta
(442).

En mamiferos, la metilacién del ADN generalmente se limita a las
citosinas que estan unidas a las guaninas por los grupos fosfato,
llamados sitios CpG (440,443), aunque un pequefio porcentaje de
metilacion puede ocurrir en sitios no CpG como CHG y CHH (H =
Adenina (A), Citosina (C) o Timina (T)) (440,444). Nuestro genoma
tiene aproximadamente 28 millones de sitios CpG, de los cuales del 60
al 80% estan metilados (444). Las regiones gendmicas con una alta
densidad de dinucleétidos CpG, conocidas como islas CpG (CGl), a
menudo se encuentran en las regiones promotoras de los genes
(445,446), aunque también aparecen en otros contextos como los
cuerpos del gen, los sitios de inicio de la transcripcion, los elementos
reguladores y las secuencias de repeticion (447,448). En general, la
mayoria de las CGI ubicadas en los promotores no estan metilados para
mantener la transcripcion del gen activo (449), al contrario de lo que
suele ocurrir en los sitios CpG de las regiones intergénicas (450).

Segun esto, se ha establecido como regla general que la metilacion
en las regiones promotoras del gen se correlaciona con el silenciamiento
génico, mientras que en el resto de regiones gendmicas se correlaciona
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positivamente con la expresion génica (435,447), aunque recientes
estudios han determinado que no siempre ocurre asi (451,452).

Recientemente, el andlisis de la metilacion del ADN se ha
centrado en identificar las regiones diferencialmente metiladas
(DMRs) entre diferentes condiciones bioldgicas (453). Las DMRs
constituyen areas del genoma con mdltiples sitios CpG adyacentes con
diferentes estados de metilacién entre los fenotipos, consideradas
potenciales regiones funcionales involucradas en la regulacion
transcripcional de los genes (454,455). Desde el punto de vista
bioldgico, la metilacion diferencial del ADN ha sido definida como
una herramienta mas interpretable y con mayor poder estadistico que
los sitios CpG medidos individualmente (456). Estas caracteristicas
hacen que las DMRs sean consideradas potentes biomarcadores, los
cuales podrian emplearse como alternativa a tratamientos basados en
intervenciones terapéuticas (457,458).

La metilacion del ADN esta implicada en una multitud de
procesos bioldgicos como la represion transcripcional, la inactivacion
del cromosoma X, el desarrollo embrionario, la impronta genémica o
la inactivacion de los transposones, entre otros (447,459). Sin
embargo, la participacién mas significativa de la metilacion del ADN
en las células es el papel que ejerce en la expresion de los genes (435).

En este sentido, la evaluacion de los niveles de metilacion del
ADN en el genoma humano se ha postulado como una herramienta
poderosa en el manejo de enfermedades (439,460,461). En los Gltimos
afios, se han descrito importantes hallazgos acerca del uso de la
metilacion del ADN en las enfermedades autoinmunes, las
enfermedades metabdlicas, los trastornos psicolégicos y en el
envejecimiento (462).

83



ANDREA GONZALEZ I1ZQUIERDO

6.1.2. Modificaciones postraduccionales de las histonas (PTM)

Las PTM son los principales reguladores de la maquinaria
epigenética debido a su capacidad para modular la expresion génica, la
reparacion del ADN vy la condensacion cromosémica (463). Las
histonas son los componentes principales de la cromatina, proteinas
que forman junto con el ADN los cromosomas (424). Después de la
traduccion, las histonas se pueden modificar mediante metilacion,
fosforilacion, acetilaciébn o ubiquitinacién (464). Estos procesos
quimicos estdn asociados con la remodelacion de la cromatina,
produciendo un estado mas o0 menos compactado que activa
(eucromatina) o inactiva (heterocromatina) la transcripcion del ADN
(424).

Estas modificaciones pueden ocurrir en diferentes sitios de
manera simultanea y su regulacion puede tener lugar dentro del mismo
sitio, entre diferentes colas de histonas o en la misma cola de histonas
(430). Ademas, estos procesos requieren de metabolitos que actlen
como cosustratos activadores o inhibidores, lo que ocasiona que el
metabolismo pueda verse influenciado por el cambio en las
concentraciones locales de estos metabolitos clave (465).

Las PTM estan involucradas tanto en la homeostasis celular como
en condiciones patoldgicas relacionadas con diversas enfermedades
(464). Los ultimos avances en metodologias analiticas han aportado
informacion adicional sobre las PTMs de factores transcripcionales
implicados en el desarrollo de enfermedades, evidenciando asi su
relevancia en la clinica (466). Especificamente, estudios recientes han
revelado el efecto de las PTM sobre procesos celulares como la
adipogenesis (467,468) y sobre trastornos metabdlicos como la
obesidad (469-471), la resistencia a la insulina (466) y la diabetes tipo
2 (472,473).
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6.1.3. ARN no codificantes (ARNNC)

Los ARNNc son reguladores epigenéticos caracterizados por su
potencial papel en la regulacion de la cromatina (474). Estan
involucrados en el establecimiento y mantenimiento de muchas marcas
epigenéticas y en la transmision multigeneracional de los rasgos
epigenéticos (475). Participan como factores transcripcionales
relevantes en la modulacién de las vias adaptativas en condiciones
fisiologicas y patoldgicas, por lo que su uso en procesos de
silenciamiento génico podria utilizarse como estrategia terapéutica
(476). Estudios de genoma completo han determinado la existencia de
diferentes tipos de ARNNc, clasificados en funcion de su tamafio en el
genoma humano en mi-ARN y ARNInc (477).

Los mi-ARN se definen como pequefias moléculas de ARN no
codificantes monocatenarias de entre 21 a 25 nucledtidos, conservadas
evolutivamente. Representan del 1 al 5% del genoma humano y regulan
al menos el 30% de los genes que codifican a las proteinas (478).
Actualmente, se sabe poco sobre sus funciones bioldgicas, aunque
existen evidencias de su papel en la regulacion de la expresion génica
en el control de diversas rutas metabolicas (479). Estudios recientes han
destacado su uso potencial como dianas terapéuticas (480,481) y cada
vez son mas los estudios que describen a los mi-ARN como moléculas
gue afectan a vias determinantes para el control metabdlico en los
organismos superiores (482—-484). En esta linea, varios mi-ARN se han
relacionado con la regulacion del desarrollo y metabolismo del tejido
adiposo y con la secrecion y accion de la insulina, indicando que su
desequilibrio puede jugar un papel relevante en el desarrollo de la
obesidad y sus complicaciones metabolicas asociadas (485-487).

Los ARNInc se definen como moléculas de ARN no codificantes
con mas de 200 nuclettidos presentes en grandes cantidades en el
genoma e implicadas en procesos como la remodelacion de la
cromatina y la regulacion transcripcional y postranscripcional (488).
Durante mucho tiempo se los consideré como el "ruido™ transcripcional
del genoma, por lo que su funcion es ain menos conocida que la de los
mi-ARN (425). Sin embargo, en los Ultimos afios estudios han
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determinado que pueden ser elementos clave de la homeostasis celular
(PMID: 22094949). Se han identificado varios ARNInc por su papel en
la regulaciéon de la adipogénesis y el metabolismo energético (489—
491), por lo que actualmente se estan considerando como nuevas dianas
terapéuticas para combatir enfermedades metabdlicas y patologias
asociadas (492-494).

6.2. LAEPIGENETICA EN LA ENFERMEDAD HUMANA

Como se ha descrito, la epigenética juega un papel importante en la
regulacion de muchos procesos celulares importantes en el organismo,
incluyendo la patogenia de la enfermedad (461). La presencia de
alteraciones aberrantes en los patrones globales de metilacion del ADN
se han asociado con diversas enfermedades humanas, como el cancer
(495,496), la hipertension (497), las enfermedades cardiovasculares
(498), los procesos inflamatorios (499), las enfermedades autoinmunes
(499), la obesidad (500), la diabetes tipo 2 (501), el sindrome
metabdlico (502) y NAFLD (503).

A pesar de las evidencias cientificas y de los recientes avances
tecnoldgicos, los procesos moleculares implicados en la determinacién
de estos perfiles epigenéticos todavia se desconocen (417),
evidenciando la necesidad por comprender cémo la epigenética regula
la maquinaria celular en la patogénesis de la enfermedad (Figura 9).

En los Ultimos afos, el creciente interés por el epigenoma se ha
centrado en avanzar en el conocimiento de las marcas epigenéticas
subyacentes a la fisiopatologia de las enfermedades, con el objetivo de
dirigir los tratamientos hacia una medicina de precision y terapia
personalizadas (504,505). En consecuencia, marcas epigenéticas como
la metilacion del ADN estan emergiendo como potenciales
biomarcadores de diagndstico y prondstico de numerosas patologias y
enfermedades metabolicas (506-508).
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Figura 9. Representacion de los principales factores y agentes externos
contribuyentes a la modulacién de la accion de los mecanismos epigenéticos y su
potencial efecto sobre la salud y la enfermedad. Fuente: elaboracién propia
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6.2.1. Metilacion del ADN en la obesidad y sus enfermedades
asociadas

Cada vez son mas las evidencias cientificas que demuestran la
importancia de la metilacion del ADN en el estudio de la obesidad y sus
comorbilidades. Este creciente interés radica en el hecho de que esta
marca epigenética estd modulada por diferentes agentes externos, lo que
la conecta con el efecto que ejercen factores como el ambiente y el
estilo de vida en la determinacion de las enfermedades metabolicas
(509-511). En la actualidad, es posible identificar biomarcadores
epigenéticos para la obesidad y sus patologias asociadas, los cuales se
postulan como potenciales predictores del estado bioldgico especifico
de gran utilidad para el futuro de la medicina personalizada (512,513).

Los descubrimientos acerca del perfil de metilacion global del
ADN en obesidad han sido numerosos en la Gltima década. Los
principales hallazgos en esta linea han proporcionado nuevos y valiosos
biomarcadores epigenéticos relevantes en la patogénesis del tejido
adiposo relacionada con la obesidad (514-516).

Ademas, estudios recientes llevados a cabo en nuestro grupo de
investigacion también han evidenciado el reflejo de estas marcas
epigenéticas del tejido adiposo obeso en leucocitos circulantes de
sangre periféerica de pacientes con obesidad (427,517), poniendo de
manifiesto el potencial uso de este tipo de muestras minimamente
invasivas en estudios en lo que la recoleccion de muestras de tejido
diana es cada vez mas compleja (518,519).

En cuanto al efecto de la metilacién del ADN en la promocion de
las comorbilidades de la obesidad, existe abundante evidencia en la
literatura. En este contexto, se han realizado andlisis del perfil de
metilacion global del ADN en obesidad asociada a la resistencia la
insulina (418,520-522), en obesidad y NAFLD (523-525) y en la
asociacion entre la obesidad y el cancer (91,526,527). Algunos de estos
estudios fueron realizados por nuestro grupo de investigacion.
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Ademas, las conexiones entre intervenciones para pérdida de peso y las
alteraciones epigenéticas también han sido analizadas. En esta linea,
existen estudios que han demostrado el efecto que ejerce una
determinada dieta, suplemento dietético o intervencion nutricional, asi
como el tratamiento quirdrgico de la obesidad mediante cirugia
bariatrica (528-530), sobre el epigenotipo en la obesidad (511,531-533)
y enfermedades asociadas (75,534-536).
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Hipétesis

Numerosos estudios han demostrado que la obesidad es el principal
factor de riesgo para un conjunto cada vez mayor de enfermedades
cronicas, entre las que se incluyen la NAFLD y el HCC. En este
sentido, cada vez son mas las evidencias epidemioldgicas que muestran
la fuerte asociacion entre la obesidad y el HCC, indicando que muy
probablemente la progresion del NAFLD inducido por la obesidad
represente el puente o el vinculo en esta asociacion. De hecho, se estima
que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD aumente
concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad. Sin
embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a la asociacion entre
la obesidad y el HCC todavia no estan claros.

En la literatura se ha propuesto que la NAFLD y la esteatosis no
alcohdlica juegan un papel importante o que mediadores inflamatorios,
metabdlicos y endocrinos asociados a la obesidad también contribuyen
a la hepatocarcinogénesis. En este contexto, la mayor parte de la
investigacion reciente se ha centrado en la disfuncién del tejido adiposo
obeso como potencial mediador entre la obesidad y sus comorbilidades
y se ha puesto de manifiesto la relevancia de la regulacion epigenética
en la fisiopatologia de la obesidad.

En base a estos hallazgos y a estudios realizados previamente por el
grupo, hipotetizamos que los factores secretados por el tejido adiposo
obeso disfuncional, responsables de desencadenar inflamacion y estrés
oxidativo en tejidos periféricos como el higado, podrian actuar como
potenciales promotores en el desarrollo de un microambiente favorable
para el inicio de la carcinogénesis hepatica y que este efecto podria
estar mediado por mecanismos epigenéticos como la metilacion del
ADN.
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Obijetivos

El principal objetivo de la presente tesis doctoral consistio en evaluar la
expresion de genes implicados en las primeras fases del desarrollo
tumoral, especificamente en higado, y su reflejo y regulacion
epigenética en los leucocitos circulantes de sangre periférica, segun el
grado de adiposidad y tras una intervencidn nutricional para inducir
pérdida de peso en modelos animales y pacientes con obesidad.

Dicho objetivo principal se desglos6 en los siguientes objetivos
especificos:

1.

Investigar si la obesidad en si misma y el microambiente relacionado
con la obesidad (p. ej., estrés oxidativo e inflamacién) pueden
inducir la expresion diferencial de genes comunmente asociados con
la fase inicial de la carcinogénesis en el higado y tejido adiposo de
ratas obesas y su reflejo en leucocitos circulantes de pacientes con
obesidad.

. Explorar si los cambios moleculares observados en el modelo de

obesidad en ratas y en pacientes con obesidad en relacién a la
disfuncion y carcinogénesis hepatica podrian revertirse después de
intervenciones para pérdida de peso.

Evidenciar el efecto del secretoma de tejido adiposo y el suero de
pacientes con obesidad severa sobre la expresion de genes
relacionados con la esteatosis y la carcinogénesis en una linea celular
hepéatica y su reversibilidad mediante el tratamiento con cuerpos
cetonicos.

. Estudiar los niveles de metilacion de los genes relacionados con la

esteatosis y la carcinogénesis hepatica en leucocitos circulantes de
pacientes con obesidad y tras pérdida de peso inducida por una
intervencion nutricional.
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Material y métodos

1. ESTUDIOS IN VIVO

1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los procedimientos experimentales con animales incluidos en la
presente tesis doctoral fueron realizados en la Universidad de Santiago
de Compostela y aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion
Animal (CEEA) de la Conselleria de Medio Rural de la Xunta de
Galicia, registrados bajo el numero de procedimiento 15005/2015/003
(IP: Felipe Casanueva Freijo), de acuerdo a la legislacion vigente
europea y espafola para el cuidado y uso de animales de
experimentacion (Directiva 2010/63/UE del Parlamento y Consejo
Europeo del 22 de septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los
animales utilizados para fines cientificos; Real Decreto 53/2013, del 1
de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia).

Los certificados de capacitacion en materia de proteccion de animales
utilizados, criados o subministrados con fines de experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo son B522, C560 y D316, expedidos por
la Conselleria de Medio Rural de la Xunta de Galicia — Agencia Gallega
de la Calidad Alimentaria.

Los centros usuarios autorizados donde se realizé la experimentacion
con animales fueron las instalaciones del Animalario de la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universidad de Santiago de Compostela,
con codigo REGA ES 150780263401, y del Instituto de Investigacion
Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS), con cédigo REGA ES
1507802928[01].
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Todos los animales de experimentacion fueron mantenidos bajo
condiciones controladas de temperatura de 20-24°C y ciclos de 12h de
luz/oscuridad, con un periodo de aclimatacion de 4-7 dias previo al
inicio de cualquier experimento donde tuvieron acceso libre a agua y
comida estandar. La estabulacion de los animales fue colectiva (a
excepcion de los casos en los que se requiera una estabulacion
individual) para preservar el comportamiento social de los mismos. Una
valoracion del correcto aspecto fisico y adaptacion de los animales fue
seguida periédicamente con el fin de minimizar el posible estrés,
sufrimiento o angustia generado durante el desarrollo de los distintos
procedimientos experimentales.

Para todos los animales, la monitorizacion semanal del peso corporal e
ingesta de alimentos se determin6 mediante una balanza de precision y
el registro la composicion corporal se evalud periédicamente por
resonancia magnética nuclear usando un sistema EchoMRI-700 (Echo
Medical Systems, Houston, TX, EE. UU.). La ingesta de alimentos fue
promediada en funcion del nimero de individuos por caja.

Al término de los experimentos, los animales fueron eutanasiados por
decapitacion. Inmediatamente, se recogieron muestras de sangre del
tronco, que se mantuvieron a 4°C vy, su llegada al laboratorio, se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C
para la obtencion de plasma, que fue almacenado a -80°C para
posteriores mediciones bioquimicas.

Los 6rganos Yy tejidos extraidos fueron pesados y congelados en hielo
seco Y, su llegada al laboratorio, almacenados a -80°C hasta el momento
de su posterior procesamiento y analisis. Para el estudio histoldgico de
las muestras hepaticas, la fijacion de las piezas se realizd en
paraformaldehido al 4% para su posterior inclusion en parafina.
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1.1.1. Cepas de roedores y dietas

La caracterizacion de los animales empleados en los distintos
modelos experimentales se detalla a continuacion.

O Ratas macho de la cepa Zucker de 5 y 8 semanas de edad,
fenotipo delgado (Fa/fa) y obeso (fa/fa), procedentes de los
Laboratorios Charles River de Barcelona.

O Ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 3 semanas de edad,
procedentes del Animalario Central de la Universidad de
Santiago de Compostela.

O Ratones macho de la cepa C57BL/6J de 8 semanas de edad,
procedentes del Animalario Central de la Universidad de
Santiago de Compostela.

La alimentacion de los animales se realizd en base a dos tipos de
dieta, cuya composicion calérica de macronutrientes constaba de lo
siguiente:

= Dieta estandar de animalario, compuesta por 5,5% de lipidos,
23% de proteinas y 70% de carbohidratos (3,5 Kcal/g) (SAFE-
Panlab, Barcelona, Espafia).

= Dieta alta en grasa, compuesta por 60% de lipidos, 20% de

proteinas y 20% de carbohidratos (5,24 Kcal/g) (High Fat Diet
D12492; Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ, EE. UU.).
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1.1.2. Disefios experimentales
1.1.2.1. Modelo de obesidad monogénica

Se seleccionaron las ratas de la cepa Zucker como modelo de
obesidad genética (153,537), cuyo proceso experimental constd de dos
partes (Figura 10).

JOVENES

Delgadas (g

Fa/fan=10

5 6 semanas
Obesas
-t

fa/fan=10 Llegada Sacrificio

ADULTAS

Intervencién para
g% perdlda de peso

Delgadas Fa/fan=10

_
8 16 20 semanas
Y _ JE :
Llegada Sacrificio

Obesas fa/fan=40

Figura 10. Representacion del disefio experimental empleado en ratas Zucker
como modelo de obesidad genética. n, tamafio muestral. Fuente: elaboracion
propia creada con BioRender.com
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En la primera parte, se emplearon un total de 20 ratas jovenes
(5 semanas de edad) obesas y delgadas (n=10/grupo experimental),
mantenidas ad libitum con dieta estandar y eutanasiadas después de una
semana de experimento (6 semanas de edad).

En la segunda parte, se emplearon un total de 50 ratas adultas
(8 semanas de edad) obesas (n=40) y delgadas (n=10), mantenidas ad
libitum con dieta estandar durante 8 semanas y eutanasiadas tras 12
semanas de periodo experimental (20 semanas de edad). Parte del set de
ratas adultas obesas (n=30) fueron sometidas a intervenciones para
pérdida de peso basadas en restriccion energética y/o ejercicio durante
las Gltimas 4 semanas de experimento, mientras que el grupo de ratas
obesas control (n=10) se mantuvieron ad libitum con dieta estandar, al
igual que el grupo de ratas adultas delgadas.

Al término de la fase 1 o fase de engorde, después de las 8
semanas de alimentacion ad libitum con dieta estandar, las ratas adultas
obesas se dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos
experimentales de acuerdo a los protocolos para pérdida de peso
seleccionados (Figura 11): grupo Ad-L, ratas obesas control, grupo ER,
ratas sometidas a restriccion energética, grupo EX, ratas sometidas a
gjercicio, y grupo EREX, ratas sometidas a restriccién energética y
ejercicio (n=10/grupo experimental).

A lo largo de este periodo de intervenciones de 4 semanas,
designado como fase 2 o fase de dieta y ejercicio, las ratas del grupo
Ad-L control continuaron su alimentacién ad libitum con dieta estandar,
como se ha descrito previamente, y el resto de grupos se sometieron a
los distintos protocolos experimentales que se detallan seguidamente.
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Figura 11. Representacion de los protocolos de intervencion para pérdida de peso
basados en restricciéon energética y/o ejercicio en ratas Zucker adultas. n, tamafno
muestral; Ad-L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas
restriccion energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restriccion
energética y ejercicio. Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com

1.1.2.1.1. Protocolo de restriccion energética de la dieta

En el grupo ER, el protocolo de restriccion energética se
basd en una reduccion del 30% de la ingesta de alimento respecto a los
datos medios registrados la semana anterior. Para ello, las ratas se
estabularon de manera individual durante el tiempo establecido para la
intervencion (4 semanas). En la primera semana, se registro la ingesta
individual de los animales para promediar la cantidad de comida (peso
en gramos) correspondiente a un 30% menos del total que ingerian en
cada caso. El resto de semanas del protocolo, consistieron en alimentar
a las ratas con esta restriccion del 30% respecto a la ingesta ad libitum.

En el grupo EREX, las ratas fueron sometidas a una
intervencion para pérdida de peso que combina este protocolo de
restriccion energética junto con el un protocolo de ejercicio, el cual se
describe a continuacion.
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1.1.2.1.2. Protocolo de ejercicio fisico

En el grupo EX, el protocolo de ejercicio se baso en poner
a correr a las ratas en una cinta rodante para roedores (Treadmill system
303401-R-04/C, TSE-Systems, Inc., Chesterfield, MO, EE. UU.).
Durante la primera semana, el tiempo de exposicion a la cinta fue de 10
minutos/dia, con una velocidad inicial de 10 m/min aumentada hasta
una final de 20 m/min, y con una inclinacion de 0°. Una vez los
animales se familiarizaron con el equipo, durante las Gltimas semanas el
tiempo sobre la cinta alcanz6 los 30 minutos/dia, a una velocidad
estable de 20 m/min y con una inclinacién de 0°. Para incitar a las ratas
a correr y permanecer en la cinta, el equipo incorpora en la parte de
atrds un dispositivo que aplica un ligero estimulo eléctrico cuya
intensidad no supera los 3 mA.

Por ultimo, como se ha mencionado anteriormente, los
animales pertenecientes al grupo experimental EREX fueron alojados
individualmente y sometidos a ambos protocolos de pérdida de peso
descritos (restriccion energética + ejercicio).

1.1.2.2.Modelo de obesidad inducida por la dieta

Se adquirieron ratas de la cepa Sprague Dawley y ratones de la
cepa C57BL/6J para seguir una alimentacion basada en una dieta alta
grasa con el fin de obtener roedores con obesidad inducida por la dieta
(DIO) (Figura 12).

Se emplearon 26 ratas Sprague Dawley (3 semanas de edad),
asignadas al azar en dos grupos experimentales, grupo de ratas DIO
(n=14) y grupo de ratas delgadas control (n=12). Durante un periodo de
12 semanas, ambos grupos fueron mantenidos ad libitum hasta su
sacrificio (21 semanas de edad), bajo una dieta alta en grasa para el
grupo de ratas DIO y una dieta estandar para el grupo de ratas delgadas.
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Figura 12. Representacion del disefio experimental empleado en ratas Sprague
Dawley y ratones C57BL/6J como modelo de obesidad inducida por la dieta. n,
tamafno muestral; Ctrl, grupo de roedores control; DIO, grupo de roedores con
obesidad inducida por la dieta; ER, grupo de ratones con restriccion energética.
Fuente: elaboracion propia creada con BioRender.com

Se emplearon 20 ratones de la cepa C57BL/6J (8 semanas de
edad), agrupados al azar como grupo de ratones DIO (n=16) y grupo de
ratones delgados control (n=4). Se empled una dieta alta en grasa para
el grupo de ratones DIO y una dieta estandar para el grupo de ratones
delgados, cuya alimentacion ad libitum se mantuvo durante 29 semanas
hasta el sacrificio de los animales (38 semanas de edad). Antes de
finalizar el presente experimento, parte del grupo de ratones DIO (n=8),
se sometieron a un protocolo de pérdida de peso durante las 3 Gltimas
semanas. Esta intervencion se basd en una restriccion calorica, bajo la
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cual los animales fueron alimentados con un 30% menos en cantidad de
ingesta respecto a los datos medios registrados las semanas anteriores.
El protocolo llevado a cabo fue el mismo que se especifica en el
apartado anterior sobre la restriccidn energética de la dieta.

1.2. PACIENTES

Los procedimientos experimentales realizados a partir de muestras
procedentes de los participantes reclutados en las distintas cohortes de
estudio e incluidos en la presente tesis doctoral fueron realizados en el
Grupo de Epigendémica en Endocrinologia y Nutricion del Instituto de
Investigacion Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS).

Todos los participantes de los estudios recibieron un consentimiento
informado por escrito validado y aprobado por el Comité de Etica y los
protocolos de estudio fueron aprobados por las Juntas de Revision
Institucional correspondientes a cada institucion participante (CEIC
Galicia No. 2009/076; ClI: 40/13, PNK-DHA 2013-01).

Todas las mediciones antropométricas se realizaron por duplicado y en
condiciones de reposo, despues de un ayuno nocturno de 8 a 10 horas.
Todos los participantes fueron pesados en una bascula calibrada
(bascula Seca 200, Medical Resources, EPI Inc OH, EE.UU.). El IMC
se calculé como el peso corporal en kg, dividido por el cuadrado de la
altura corporal en metros (IMC=peso (kg)/altura (m?). La circunferencia
de la cintura (CC) se midi6 utilizando una cinta métrica estandar
flexible no elastica colocada sobre el punto medio entre la Ultima
costilla y la cresta iliaca, con el paciente de pie y exhalando.

Para todas las cohortes de estudio, la recoleccion de las muestras de
sangre se realizd después de ayunar durante la noche en tubos
especificos para la obtencion de plasma y células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) (Tubos con EDTA Vacutainer, BD
Biosciences, Madrid, Espafia) y en tubos especificos para la obtencion
de suero (Tubos con gel SST™ II Vacutainer, BD Biosciences, Madrid,
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Espafia), segun la cohorte de estudio y procedimiento experimental
posterior.

El plasma y el suero se separaron por centrifugacion a 3.500 g durante
15 minutos a 4°C y seguidamente se conservaron en alicuotas a -80°C
para analisis posteriores. La fraccion de PBMCs se aisl6 mediante
centrifugacion por gradiente de densidad utilizando el reactivo
Polymorphprep Axis Shield (Axis-Shield Diagnostics, Oslo, Noruega)
de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Tras la centrifugacion
diferencial, la fraccién celular correspondiente a las PBMCs se
resuspendio en 1,5 ml de reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.
UU.) e inmediatamente las alicuotas se congelaron a -80°C para
procedimientos posteriores de extraccion de ARN.

La recoleccion de las muestras de sangre total para la extraccion de
ADN gendmico se realizd después de ayunar durante la noche en tubos
especificos (Tubos con EDTA Vacutainer, BD Biosciences, Madrid,
Espafa) y se conservaron en alicuotas a -80°C.

La recoleccion de las muestras de tejido adiposo blanco se realizo en el
momento en el que se intervino a los pacientes con obesidad severa a
una cirugia bariatrica. Las muestras extraidas desde depositos de tejido
adiposo subcutaneo bajo la piel (zona hipocondrial izquierda), y desde
depositos de tejido adiposo visceral localizados alrededor de 6rganos
internos (zona hipocondrial-flanco izquierdo), se recogieron en
condiciones estériles en tubos con solucion salina tamponada con
fosfato 1X (PBS) (Lonza Group, Basilea, Suiza) suplementado con 1%
penicilina/estreptomicina (Lonza Group, Basilea, Suiza) para la
posterior obtencidn de secretoma.
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1.2.1. Cohortes
1.2.1.1. Cohortes transversales
1.2.1.1.1. Sujetos normopeso

La poblacién incluyé 41 sujetos con una edad
comprendida entre 18 y 65 afios y un IMC<25 kg/m?.

Todos los participantes fueron reclutados en colaboracién
con el Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela y manifestaban un buen
estado de salud de acuerdo a un examen fisico inicial y a los resultados
hematoldgicos y bioguimicos analizados de rutina.

Los participantes informaron que no usaban suplementos
a base de vitaminas y/o minerales, ni que recibieran prescripcion
regular de medicamentos durante los 3 meses anteriores.

1.2.1.1.2. Pacientes con obesidad

La poblacion incluyé 28 sujetos con una edad
comprendida entre 18y 65 afios y un IMC>35 kg/m?.

Todos los participantes fueron reclutados en colaboracion
con el Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela. Ninguno de los participantes
padecia ninguna otra enfermedad distinta a la obesidad, de acuerdo a su
historial médico, asi como a un examen fisico inicial y a los resultados
hematoldgicos y bioguimicos analizados de rutina.

Los participantes informaron que no usaban suplementos
a base de vitaminas y/o minerales, que estuvieron libres de cualquier
infeccion en el mes anterior al estudio y su peso corporal se habia
mantenido estable durante al menos 3 meses antes del estudio.
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1.2.1.2. Cohortes longitudinales

1.2.1.2.1. Pacientes con obesidad sometidos a una
intervencién nutricional

La poblacion incluy6 un grupo de pacientes con obesidad
(IMC>30 kg/m?) participantes en un estudio longitudinal de
intervencion nutricional para pérdida de peso. Especificamente, 10
sujetos con una media de edad de 48,8+9,2 afios y un IMC promedio de
32,9+14 kg/m? reclutados en colaboracién con el Servicio de
Endocrinologia y Departamento de Nutricion del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid.

Esta intervencion tuvo una duracion maxima de 6 meses y
los analisis se realizaron a partir de las muestras recogidas a los 0
(Basal), a los 30 (Maxima Cetosis) y a los 180 dias (Punto Final) desde
el inicio del tratamiento.

Todos los participantes del estudio estaban recibiendo
tratamiento por obesidad y manifestaron no presentar ninguna
condicion médica grave distinta a la obesidad y el sindrome metabolico,
informacion validada por su historial médico, examen fisico inicial y
resultados hematologicos y bioquimicos analizados de rutina.

Los criterios generales de inclusion fueron tener una edad
comprendida entre 18 y 65 afios, IMC>30 kg/m? peso corporal estable
en los 3 meses anteriores, deseo manifiesto de perder peso y
antecedentes de esfuerzos dietéticos fallidos. Los principales criterios
de exclusion fueron alteracion tiroidea, diabetes mellitus, obesidad
inducida por otros trastornos endocrinos o farmacos y participacion en
cualquier programa activo de pérdida de peso en los 3 meses anteriores.

Ademas, pacientes con cirugia bariatrica previa, abuso reportado
0 sospechado de narcoticos o alcohol, depresion severa o cualquier otra
enfermedad psiquidtrica, insuficiencia hepatica grave, cualquier tipo de
insuficiencia renal o episodios de gota, nefrolitiasis, neoplasia, casos
previos de enfermedad cardiovascular o enfermedad cerebrovascular,
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hipertensiébn no controlada, hipotension ortostatica y alteraciones
hidroelectroliticas o electrocardiograficas fueron excluidos. Mujeres
embarazadas, en periodo de lactancia, con intencion de embarazo y en
edad fértil potencial que no estaban usando métodos anticonceptivos
adecuados también fueron excluidas.

1.2.2. Disefios experimentales

1.2.2.1. Intervencién nutricional basada en wuna dieta
cetogénica muy baja en calorias

La intervencién nutricional se bas6 en un programa de
adelgazamiento comercial de cinco pasos (método PNK®) (63). Este
método consiste en un tratamiento médico de pérdida de peso que
combina dieta y recomendaciones de ejercicio (Figura 13).

Los primeros tres pasos del programa de pérdida de peso
radican en el seguimiento de una VLCKD (600-800 kcal/dia), baja en
carbohidratos (<50 g de vegetales/dia) y lipidos (10 g de aceite de
oliva/dia) y con aporte de proteinas de alto valor bioldgico (0,8-1,2 g de
proteina’lkg de peso corporal ideal). A lo largo de estas fases
cetogénicas, la cetosis se determind midiendo los cuerpos cetdnicos,
especificamente beta-hidroxibutirato, en sangre capilar utilizando un
medidor portatil (GlucoMen LX Sensor, A. Menarini Diagnostics,
Neuss, Alemania) tras un ayuno nocturno de 8-10 horas y el estado de
cetosis total no superd los 60 dias.

En los dos dltimos pasos del programa, se inicia el
seguimiento de una dieta hipocaldrica (800-1500 kcal/dia) que
incorpora de manera progresiva los diferentes grupos de alimentos. La
dieta de mantenimiento consisti6 en un plan de alimentacion
equilibrado (1500-2000 kcal/dia) con el objetivo de mantener la pérdida
de peso y promover un estilo de vida saludable.
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Intervencién nutricional para
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Figura 13. Representacion del programa de intervencién nutricional y esquema de
visitas basado en una dieta cetogénica muy baja en calorias. n, tamafo muestral;
IMC, indice de masa corporal; VLCKD, dieta cetogénica muy baja en calorias. Fuente:
elaboracion propia creada con BioRender.com

Durante este estudio, los pacientes siguieron los pasos del
método hasta alcanzar el peso objetivo 0 hasta un maximo de 6 meses
de seguimiento, aunque los pacientes permanecieron bajo supervision
medica durante los meses siguientes.

Para determinar la evolucion de cada paciente y evaluar la
adherencia y los posibles efectos secundarios, se establecieron visitas de
acuerdo a los pasos del programa de cetosis y pérdida de peso: visita 1
(Inicio o Basal), visita 2 (Maxima cetosis), visita 3 (Cetosis reducida) y
visita 4 (Punto final o criterio de valoracion). En todas las visitas, los
pacientes se sometieron a antropometria completa, composicion
corporal y evaluacion bioquimica, ademas de recibir instrucciones
dietéticas, asesoramiento de apoyo y estimulo para hacer ejercicio de
forma regular.
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1.2.2.2. Obtencion de secretoma de tejido adiposo

Como se ha indicado previamente, las muestras de SAT y
VAT a partir de las cuales se obtuvo el secretoma, procedian de 6
pacientes con obesidad severa sometidos a cirugia bariatrica en el
Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela.

Las muestras recogidas en tubos con PBS 1X (Lonza Group,
Basilea, Suiza) suplementado con 1% penicilina/estreptomicina (Lonza
Group, Basilea, Suiza) se procesaron en condiciones estériles. Se
realizaron una serie de lavados en PBS con 1%
penicilina/estreptomicina y se retiraron restos de vasos sanguineos con
ayuda de un bisturi.

Con las muestras ya limpias, fragmentos de aproximadamente
2-3 g de tejido se distribuyeron en placas de 6 pocillos conteniendo 3
ml de Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) con 4,5 g/L
glucosa, sin L-glutamina, sin rojo fenol (Lonza Group, Basilea, Suiza)
suplementado con 1% penicilina/estreptomicina y se mantuvieron en
cultivo a 37°C con 5% CO, durante 2 horas. Seguidamente, se retird
este medio, se afiadié medio fresco y se incub6 a 37°C con 5% CO,
durante 16-18 horas. Tras este tiempo, se realizd otro reemplazo de
medio que se mantuvo en cultivo a 37°C con 5% CO; durante 24 horas.

Finalizada esta incubacion, los medios conteniendo factores
secretados por las muestras de tejido adiposo o secretomas, se
recogieron en condiciones estériles en alicuotas de 1,5 ml y se
conservaron a -80°C hasta su uso posterior.
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2. ESTUDIOS IN VITRO

2.1. LINEA CELULAR HEPARG

La linea celular HepaRG se estableci6 a partir de una paciente afectada
por hepatocarcinoma, en concreto un tumor hepatico bien diferenciado
grado | de Edmondson, e infeccion por hepatitis C. Es una linea celular
progenitora bipotente humana capaz de diferenciarse hacia dos
fenotipos celulares diferentes, células similares a las biliares y células
similares a los hepatocitos (538).

Las células HepaRG diferenciadas (dHepaRG) comparten algunas
caracteristicas y propiedades con los hepatocitos adultos y poseen la
capacidad de expresar de manera estable las caracteristicas especificas
del higado, como los genes albumina (ALB), aldolasa B (ALDOB) y
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) (539,540).

2.1.1. Cultivo celular

Las células HepaRG (HPRGC10, Gibco, ThermoScientific,
Waltan, MA, EE.UU.) fueron mantenidas en monocapa a 37°C con 5%
CO, utilizando como medio de crecimiento E de William con
GlutaMAX (Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.),
suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich;
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 1% penicilina/estreptomicina
(Lonza Group, Basilea, Suiza).

El subcultivo se produjo al 80% de confluencia mediante un lavado
con solucién salina tamponada con fosfato 1X (PBS) (Lonza Group,
Basilea, Suiza) e incubacién de 1-2 minutos con solucion de tripsina-
EDTA al 0.25% (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
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en ratios 1:3-1:5. El medio de crecimiento fue renovado cada 2-3 dias
durante la fase de mantenimiento, donde las células proliferan con un
tiempo de duplicacion de alrededor de 24 horas.

La criopreservacion se realizé a partir del pellet celular, obtenido
tras una centrigufacion a 500 g durante 3 minutos, en medio de
congelacion (FBS (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) suplementado con 10% dimetilsulféxido (DMSQ) (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)).

2.1.2. Tratamientos
2.1.2.1.Diferenciacion

El proceso de diferenciacion de la linea celular HepaRG
consiste en la exposicion de las células al 2% DMSO tras 21 dias de
mantenimiento en cultivo a 37°C con 5% CO..

Los medios empleados durante este proceso fueron los
siguientes:

e Medio de proliferacion: E de William con GlutaMAX
(Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.),
suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 1%
penicilina/estreptomicina (Penicillin-Streptomycin Mixture,
Lonza Group, Basilea, Suiza), 5 pg/ml de insulina (Insulina
humana 100 Ul/ml, Actrapid, Novo Nordisk Pharma S.A.,
Bagsveerd, Dinamarca) y 0,5 pM hemisuccinato de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania).

e Medio de diferenciacion: E de William con GlutaMAX
(Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.),
suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 1%
penicilina/estreptomicina (Penicillin-Streptomycin Mixture,
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Lonza Group, Basilea, Suiza), 5 pg/ml de insulina (Insulina
humana 100 Ul/ml, Actrapid, Novo Nordisk Pharma S.A.,
Bagsveerd, Dinamarca), 50 MM hemisuccinato de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) y 2% DMSO (Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania).

El procedimiento experimental seguido durante el proceso de
diferenciacion se realizd6 de acuerdo a un protocolo previamente
disefiado (138) que se describe a continuacion (Figura 14):

Dia 0 - Siembra: Se siembran las células HepaRG a baja
densidad (2,5 x 10* células/cm?) en placas de cultivo con el
volumen apropiado de medio de proliferacion. En nuestro
caso, las condiciones fueron en placas de 6 pocillos con
250.000 células/pocillo en 2 ml de medio.

Dia 2 y 4 - Cambio de medio: Se aspira el medio, se lavan
las células con 1 ml de PBS y afiaden 2 ml de medio de
proliferacion por pocillo. Las células se mantienen en
crecimiento hasta la confluencia.

Dia 7 - Adicién de medio de diferenciacion: Las células
100% confluentes se lavan con 1 ml de PBS y se afiaden 2
ml de medio de diferenciacion por pocillo.

Dia 8, 9, 12, 15 y 18 - Cambio de medio: Se aspira el
medio, se lavan las células con 1 ml de PBS y afiaden 2 mi
de medio de diferenciacion por pocillo.

Dia 21 - Diferenciacion: Las células se observan bajo el

microscopio como cultivos diferenciados confluentes que
denominamos células HepaRG diferenciadas (dHepaRG).
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Figura 14. Representacion esquematica del proceso de diferenciacion de la linea
celular HepaRG. DMSO, dimetilsulfoxido. Fuente: elaboracion propia creada con

BioRender.com

Tras finalizar la diferenciacion, parte de las células dHepaRG
se recogen como extractos celulares y se conservan a -80°C para

extracciones de ARN.

El resto de las células dHepaRG se mantienen en cultivo a
37°C con 5% CO; en medio de diferenciacion para continuar con

tratamientos de induccion de esteatosis.
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2.1.2.2. Modelos de induccion de esteatosis in vitro
2.1.2.2.1. Induccién mediante oleato

El tratamiento de células dHepaRG con la sal de &cido
graso oleato de sodio ha sido establecido como modelo celular in vitro
de esteatosis vesicular hepatica, ya que dicho tratamiento conduce a la
generacion de pequefias gotas de lipidos citoplasmaticos imitando los
efectos del higado graso (136,539).

La induccion de esteatosis in vitro en células dHepaRG
tratadas con 250 uM de oleato de sodio se realiz6 de nuevo en base a un
protocolo previamente disefiado (138) que se describe a continuacion
(Figura 15):

= Dia 21 - Inicio esteatosis: Se diluye el oleato de sodio
(100 mM de concentracion stock) con un volumen
apropiado de medio de diferenciacion hasta una
concentracion final de 250 pM (1:400). Se afiade 99%
metanol en medio de diferenciacion, el mismo volumen
que el usado con el oleato de sodio (1:400), para
emplear como control (vehiculo). Se lavan las células
con 1 ml de PBS y afiade el vehiculo o medio de oleato
de sodio segun el caso. Nuestras condiciones por
pocillo fueron 5 pl de 100 mM oleato de sodio/99%
metanol por cada 2 ml de medio de diferenciacion.

» Dia 23 y 25 - Cambio de medio: Se aspira el medio y
afiaden 2 ml de medio de diferenciacion por pocillo con
vehiculo u oleato de sodio segun el caso.

= Dia 26 - Esteatosis: Se observa bajo el microscopio una

acumulacion de pequefias gotas lipidicas en el
citoplasma de las células tratadas con oleato.
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INDUCCION DE ESTEATOSIS

Células
diferenciadas

Células con esteatosis

dHepaRG dHepaRG tratadas
f -
21 26 Dias
+ 250 uM

Oleato de sodio

Figura 15. Representacion esquematica del modelo de induccion de esteatosis
mediante tratamiento con oleato de sodio en la linea celular HepaRG. Fuente:
elaboracion propia creada con BioRender.com

Tras la induccion de esteatosis, parte de las células se
recogieron como lisados celulares y se conservaron a -80°C para
extracciones de ARN vy otras se emplearon para la determinacion del
contenido lipidico mediante tincién con Oil Red O.

El resto de las células dHepaRG tratadas con oleato se
mantuvieron en cultivo a 37°C con 5% CO, para continuar con el
proceso de reversion de esteatosis.
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2.1.2.2.2. Induccién mediante secretomas de tejido
adiposo y suero de pacientes con obesidad

El tratamiento de lineas celulares con secretomas
obtenidos a partir de fragmentos de SAT y VAT, asi como con
tratamientos con suero, han reportado hallazgos relevantes, como
cambios en la proliferacién celular y desregulacion de la expresion
génica (83).

En base a estos datos, evaluamos el efecto de la obesidad
per se como inductor de la esteatosis in vitro reflejada a través de la
acumulacion de gotas lipidicas en el citoplasma celular, como se ha
descrito en el modelo con el &cido graso oleato de sodio.

Para ello, las células dHepaRG fueron sometidas a
tratamientos con secretomas de SAT, de VAT o con suero obeso (OB),
a distintas concentraciones de estudio. Las muestras a partir de las
cuales se elaboraron estos tratamientos proceden de pacientes con
obesidad severa, extraidas en el momento de someterse a una cirugia
bariatrica para pérdida de peso.

El protocolo a seguir para la obtencion de los secretomas
de tejido adiposo y del suero desde muestras de sangre se ha explicado
en el apartado de pacientes.

Los tratamientos se elaboraron a partir de la mezcla o pool
de 3-6 muestras desde las diferentes alicuotas obtenidas de los pacientes
con obesidad, y las concentraciones ensayadas fueron a 1, 2,5 y 5%
(v/v), seleccionadas de acuerdo a estudios previos del grupo donde se
aplicaron tratamientos similares (83).
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La induccion de esteatosis in vitro en células dHepaRG

tratadas con secretomas SAT y VAT y con suero OB se realizd a partir
del seguimiento del protocolo para tratamiento con oleato de sodio
(138) incluyendo las siguientes modificaciones que se detallan a
continuacion (Figura 16):
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= Dia 21 - Inicio esteatosis: Se prepararon los pools de

muestras de secretomas SAT, VAT o suero OB y se
adicionaron a un volumen apropiado de medio de
diferenciacion hasta las concentraciones de 1, 2,5 y
5%. Se afiade FBS al medio de diferenciacion, a las
mismas concentraciones usadas en los tratamientos,
para emplear como control (vehiculo). Se lavaron las
células con 1 ml de PBS y afiadio el vehiculo o medio
con secretomas 0 suero segun el caso. Nuestras
condiciones por pocillo fueron 20 pl de pool para
tratamientos al 1%, 50 pl de pool para 2,5 % y 100 pl
de pool para tratamientos al 5%, por cada 2 ml de
medio de diferenciacion.

Dia 23 y 25 - Cambio de medio: Se aspir6 el medio y
afiadieron 2 ml de medio de diferenciacion por pocillo
con vehiculo o tratamiento segun el caso.

Dia 26 - Esteatosis: Se esperaba observar bajo el
microscopio una acumulacion de grasa en forma de
pequefas gotas lipidicas en el citoplasma de las células
tratadas con los tratamientos de secretomas SAT y
VAT y con suero OB.
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INDUCCION DE ESTEATOSIS

Células Células
diferenciadas con esteatosis

dHepaRG dHepaRG tratadas
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21 26 Dias

t
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Secretoma SATy VAT | Suero OB

Figura 16. Representacion esquematica del modelo de induccion de esteatosis
mediante tratamiento con secretoma de tejido adiposo y suero de pacientes con
obesidad en la linea celular HepaRG. SAT, tejido adiposo subcutaneo; VAT, tejido
adiposo visceral; OB, obesidad. Fuente: elaboracion propia creada con
BioRender.com

Tras la induccidn de esteatosis, parte de las células fueron
recogidas como lisados celulares y conservadas a -80°C para realizar
extracciones de ARN.

El resto de las células se emplearon para la determinacion
del contenido lipidico mediante tincién con Oil Red O.
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2.1.2.3. Modelo de reversion de esteatosis in vitro

La suplementacion con cuerpos cetdnicos se ha asociado con
una mejora del perfil metabdlico y con una mejora del estado oxidativo
celular (541-543). El tratamiento de lineas celulares con cuerpos
cetonicos ha evidenciado hallazgos interesantes en esta linea (544-546).

Por ello, evaluamos el efecto del tratamiento con cuerpos
cetonicos sobre la esteatosis hepatica in vitro inducida por oleato de
sodio. El procedimiento llevado a cabo consistio en la exposicién de las
células dHepaRG tratadas con oleato de sodio (compuesto de referencia
ya descrito como inductor de esteatosis) a un tratamiento con la sal de
sodio del &cido butirico.

Asi, en células dHepaRG tratadas con 250 uM de oleato de
sodio se adicionaron concentraciones crecientes de butirato de sodio
(Sodium 3-hydroxybutyrate, Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) y la exposicion de las células a este compuesto se mantuvo
durante 72 horas. El protocolo experimental se detalla a continuacion
(Figura 17):

» Dia 26 - Inicio del tratamiento con butirato: Diluir el
butirato de sodio (1M de concentracion stock, diluyente
H,O DEPC) con un volumen apropiado de medio de
diferenciacion hasta las concentraciones finales de 10, 25,
50, 75y 100 mM. Se lavan las células a tratar con 1 ml de
PBS y se afiade el medio con butirato a las distintas
concentraciones segun el caso. Se reemplaza el medio con
oleato en los pocillos que se mantienen como control.
Nuestras condiciones por pocillo fueron 20, 50, 100, 150 y
200 pl de 1M butirato de sodio por cada 2 ml de medio de
diferenciacion para las concentraciones finales establecidas
de 10, 25, 50, 75 y 100 mM, respectivamente. Para las
células mantenidas como control, las condiciones por
pocillo fueron 5 ul de 100 mM oleato de sodio por cada 2
ml de medio de diferenciacion.
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= Dia 29 — Reversion de esteatosis: Tras 72 horas de
exposicién al tratamiento con butirato, se espera observar
bajo el microscopio una reduccion en el numero o
contenido de gotas lipidicas presentes en el citoplasma de
las células previamente tratadas con oleato.

REVERSION DE ESTEATOSIS

Células
con esteatosis

Células con i esteatosis

dHepaRG tratadas dHepaRG post-tto
con oleato
“ >
26 29 Dias

%

+10-25-50-75-100 mM
Butirato de sodio

Figura 17. Representacion esquematica del modelo de reversion de esteatosis
mediante tratamiento con butirato de sodio en células dHepaRG tratadas con
oleato. post-tto, post-tratamiento. Fuente: elaboracion propia creada con
BioRender.com

Finalizado el proceso, parte de las células se recogieron como
lisados celulares y se conservaron a -80°C para extracciones de ARN.
El resto de las células se emplearon para la determinacion del contenido
lipidico mediante tincién con Qil Red O.
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2.1.3. Evaluacion del contenido lipidico (Oil Red O)

La acumulacion de gotas de lipidos se puede detectar facilmente

mediante la tincion Oil Red O, un colorante quimico liposoluble del
grupo de los lisocromos que tifie los triglicéridos y lipidos neutros de
rojo anaranjado (547,548).

Para determinar el contenido de lipidos presente en el citoplasma

de las células dHepaRG tras los distintos tratamientos descritos para la
induccion y reversién de esteatosis vesicular hepatica in vitro, se
realizaron tinciones con el reactivo Oil Red O al final de cada
tratamiento como se detalla a continuacion:
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Se prepara la solucion de trabajo Oil Red O con 6 ml de
solucion madre (0,35 g de reactivo en 100 ml de isopropanol)
por cada 4 ml de H,O destilada. Se agita, se deja reposar a
temperatura ambiente durante 20 minutos y se filtrar con un
filtro de 0,2 pum.

Se lavan las células con PBS y se afiade 1ml de
paraformaldehido frio al 4% por pocillo durante 1 hora a 37°C
para fijar las células.

Se elimina el paraformaldehido y se lavan las células con H,O
destilada (3 veces).

Se aflade 1ml de isopropanol al 60% por pocillo durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se retire el isopropanol y se
dejan secar las células completamente a temperatura ambiente o
durante 5-10 minutos en estufa a 50°C.

Afadir 1 ml de la solucion de trabajo Oil Red O y se incuba
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se retira el
colorante y se lavan las células con H,O destilada (4 veces). Se
dejan secar las tinciones completamente a temperatura ambiente
o0 durante 10 minutos en estufa a 50°C.
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- Se adquieren imagenes bajo el microscopio para su analisis a 40
aumentos (Leica MC170 HD, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania).

- Se eluye el colorante Oil Red O para determinar la cantidad de
tincion en las células por medicidn de la absorbancia. Se afiade 1
mL de isopropanol durante 10 minutos con agitacion suave a
temperatura ambiente. Se transfiere el eluido a placas de 96
pocillos en triplicado, usando isopropanol al 100% como
blanco, y se mide la absorbancia 500 nm en un
espectrofotometro  para microplacas (Epoch 2, Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.).

2.1.4. Ensayos de viabilidad celular

La evaluacion de la viabilidad celular in vitro se realizé mediante el
uso del reactivo de proliferacion celular WST-1 (Cell Proliferation
Reagent WST-1, Roche Applied Science, Penzberg, Alemania).

Se trata de un ensayo colorimétrico simple disefiado para medir las
tasas de proliferacion relativa de las células en cultivo. El principio del
ensayo se basa en la conversion de la sal de tetrazolio WST-1 en un
tinte de color mediante enzimas deshidrogenasas mitocondriales, color
que es directamente proporcional a la cantidad de deshidrogenasa
mitocondrial en un cultivo dado.

Como resultado, el ensayo mide realmente la actividad metabolica
neta de las células, lo que refleja el nimero de células (cuantas mas
células, mas deshidrogenasa disponible para reducir el reactivo).

Este kit también se puede utilizar para medir la viabilidad celular o

la citotoxicidad y ha sido aplicado de acuerdo a las indicaciones del
fabricante.
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En concreto, se utilizd un protocolo previamente descrito (138), el
cual se especifica seguidamente:

Se sembraron las células dHepaRG en una placa de 96 pocillos
con una densidad de 1 x 10° células/pocillo en un volumen final
de 100 pl de medio de diferenciacion.

Pasadas 24 horas, se adicionan a las células los distintos
tratamientos y controles/vehiculos anteriormente explicados en
cuadruplicado. Adicionalmente, se ensaya el oleato de sodio a
125 uM y 500 uM y el compuesto palmitato de sodio 125 uM,
250 uM y 500 uM. Todos los tratamientos se diluyen en un
volumen final de 100 pl por pocillo.

Se reemplazan los medios con los correspondientes tratamientos
cada 24 horas hasta alcanzar las 96 horas de exposicion a dichas
condiciones.

Se anaden 10 pL de reactivo WST-1 en cada pocillo de la placa
de ensayo. Se incluye un control de fondo o background
adicionando 10 pL de reactivo en 100 pL de medio de
diferenciacion sin células. Se incuba la placa a 37°C con 5%
CO;, durante 60 minutos. Se registra la absorbancia a 450 nm en
un espectrofotometro para microplacas (Epoch 2, Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). Se corrigen los
valores de absorbancia obtenidos tras la lectura restando el valor
medio los pocillos background.
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3. TECNICAS ANALITICAS

3.1. ANALISISHISTOLOGICOS

El analisis histologico de tejidos se desarroll6 en colaboracién con el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de
Santiago de Compostela. Las tinciones de Hematoxilina/Eosina y de Oil
Red O se realizaron en la Plataforma de Inmunohistoquimica
perteneciente a este mismo servicio empleando los protocolos que se
describen a continuacion.

Las secciones de las muestras hepaticas fueron examinadas a ciegas por
un patologo certificado perteneciente al servicio colaborador, el cual
calific el grado de esteatosis hepatica promediando las calificaciones
en 10 campos de aumento de alta potencia (200x).

Las puntuaciones utilizadas fueron las siguientes: (0) no esteatosis, (1)
<33% de esteatosis en el parénquima hepatico, (2) 34% -66% de
esteatosis en el parénquima hepético y (3) >66% de esteatosis en el
parénquima hepatico.

Las fotografias de los cortes a 40 aumentos se tomaron en el
microscopio Axio Vert.Al (Carl Zeiss Meditec Iberia S.A.U., Madrid,
Espafia).

3.1.1. Tincién Hematoxilina/Eosina

Se fija el tejido hepatico en paraformaldehido al 4% y se incluye en
parafina para ser seccionado en cortes de 5 um en un criostato (Leica
CM1850 UV Cryostat, Leica Biosystems, Barcelona, Espafia). Los
cortes se desparafinan con xilol y se rehidratan con etanol a
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concentraciones decrecientes de 100, 95 y 70°C. Se realiza un lavado
con H,O destilada, se sumergen los cortes en hematoxilina (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 10 minutos, se
lavan nuevamente y se sumergen durante 1 minuto en eosina (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Se realiza un lavado con
H,0, se deshidratan los cortes a concentraciones crecientes de etanol
(2x96°C y 2x100°C) y se sumergen en xilol durante 10 minutos antes de
montaje en medio permanente (Entellan).

Esta técnica histolégica tifie diferencialmente las estructuras
celulares, otorgando un color azul a las partes acidas como el ndcleo
celular y un color rosa a las partes basicas como el citoplasma,
permitiendo analizar la estructura general del tejido.

3.1.2. Tincion Oil Red O

Las muestras de tejido hepatico se depositaron en criomoldes y se
embebieron en OCT o gel crioprotector. Se congelaron en isopentano a
-160°C y se cortaron en secciones de 8 um en un criostato (Leica
CM1850 UV Cryostat, Leica Biosystems, Barcelona, Espafia). Los
cortes se tifien con una solucién filtrada de Oil Red O (Sigma-Aldrich;
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 15 minutos. Se realiza un
lavado con H,O destilada, las secciones se contratifien con solucion de
hematoxilina modificada segun Gill Il (Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) durante 30 segundos, se lavan los cortes con H,O
destilada a 30°C durante 10 minutos y se realiza el montaje con medio
de acuoso.

Esta técnica se basa en la deteccion de grasas neutras o granulos de
polietileno en tejidos histoldgicos, proporcionando una intensa y
luminosa coloracion en rojo de los lipidos en contraste al color azul de
los nucleos celulares tefiidos con la solucion de hematoxilina segun Gill
Il. Al tratarse de una tincion especifica de lipidos permite evaluar la
esteatosis hepatica.
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3.2.  ANALISIS DE METABOLITOS
3.2.1. Determinacién del contenido de triacilglireroles
3.2.1.1.Extraccion de triacilgliceroles en higado

La extraccién de lipidos se realizé a partir de fragmentos de
aproximadamente 100 mg desde tejido hepatico criopreservado
(congelados a -80°C). Los fragmentos de higado se introdujeron en
tubos con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) con una bola de acero inoxidable y una solucién
2:1 de cloroformo:metanol a 4°C, para su disgregacion y rotura celular
mecanica mediante un homogeneizador (TissueLyser II, Qiagen,
Germantown, MD, EE.UU.) durante 2-3 minutos a 25-30 Hz. Los
homogeneizados hepaticos se mantuvieron en agitacion durante 4 horas
a temperatura ambiente. Para la separacion de fases, se anadieron 300 pl
de H20O DEPC por muestra, se centrifugaron a 13.000 rpm durante 30
minutos y se recogid la fase organica conteniendo los extractos
lipidicos. El solvente organico se evapordé completamente durante la
noche en una campana de extraccion de gases a temperatura ambiente.

3.2.1.2.Cuantificacion de triacilgliceroles hepaticos

La determinacion de la cantidad de triacilgliceroles a partir de
los homogeneizados hepaticos se realizd en un espectrofotometro para
microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.)
por medio de una deteccion colorimétrica mediante el uso de un kit
comercial  especifico  (Triglicéridos GPO-POD.  Enzymatic-
Colorimetric, SPINREACT, Girona, Espafia). La absorbancia de cada
muestra se midio a 505 nm por triplicado y la cuantificacion se calculo
a partir de los valores obtenidos respecto a la recta patrén del Kkit. Los
datos se corrigieron por la masa del fragmento de tejido y se
presentaron como mg de triacilgliroles/g de tejido hepatico, medida
utilizada como reflejo del grado de esteatosis hepatica.
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3.2.2. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo
3.2.2.1.Cuantificacion de malondialdehido

Los perdxidos de acidos grasos poliinsaturados generan MDA
al descomponerse, el cual se ha utilizado como indicador de
peroxidacion lipidica, mecanismo de dafio celular utilizado para
determinar el estrés oxidativo en células y tejidos (549).

La cuantificacion de los niveles de MDA se realizd en
muestras de lisados de higado y plasma, obtenidos segun la aplicacion
de protocolos previamente descritos, utilizando un kit comercial
(BIOXYTECH LPO-586 Colorimetric Assay For Lipid Peroxidation
Markers, OXIS Health Products, Inc., Portland, OR, EE. UU.). Este
ensayo colorimétrico se basa en la reaccion a 45°C del MDA con un
reactivo cromogénico, N-metil-2-fenilindol (R1), la cual produce un
cromoforo estable. La medicidon de este producto a una absorbancia
maxima de 586 nm se realiza en un espectrofotometro para microplacas
(Epoch 2, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.) para
determinar la cantidad de MDA presente en las muestras ensayadas.

3.2.2.2.Cuantificacion de la capacidad antioxidante

La deteccion de la capacidad antioxidante total es util para
valorar la cantidad o contenido de antioxidantes presentes en una
muestra y determinar asi su efecto potencial contra reacciones de
oxidacion (550).

La cuantificacion de los niveles de la potencia total
antioxidante (AOP) activa se realiz6 en muestras de lisados de higado y
plasma, obtenidos segin la aplicacion de protocolos previamente
descritos, utilizando un kit comercial (BIOXYTECH AOP-450 Assay
for Total Antioxidant Potential, OXIS Health Products, Inc., Portland,
OR, EE. UU.). Este ensayo colorimétrico cuantitativo se basa el
potencial de reduccion de la muestra o estdndar para convertir de
manera efectiva Cu*? en Cu*. Esta forma reducida de cobre formara
selectivamente un complejo estable con el reactivo cromogénico. La
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medicion de este complejo a una absorbancia de 450 nm en un
espectrofotometro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.) determina el nivel de AOP presente en las
muestras ensayadas.

3.2.2.3.Cuantificacion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina

La determinacion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG),
producido durante la reparacién del ADN, es considerada como un
marcador de dafio oxidativo (551).

La cuantificacion de los niveles de 8-OHdG se realiz6 en
muestras de lisados de higado y plasma, obtenidos segun la aplicacion
de protocolos previamente descritos, utilizando un kit comercial
(Highly Sensitive 8-OHdG Check ELISA, Japan Institute for the
Control of Aging (JalCA), Shizuoka, Japan). Este kit se basa en un
ensayo ELISA competitivo que cuantifica la cantidad de reaccion
antigeno-anticuerpo de forma colorimétrica tras la adicion de
cromogeno. La medicion de la absorbancia a 450 nm en un
espectrofotometro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.) determina el nivel de 8-OHdG presente en las
muestras ensayadas.

3.2.3. Determinacién de marcadores de inflamacion

Las citocinas y las quimiocinas, un tipo de citocinas de pequefio
tamafio, juegan un papel relevante en la respuesta inmunitaria e
inflamatoria, por lo que son consideradas como marcadores
inflamatorios (552).

La cuantificacion de los niveles de una seleccion de marcadores
inflamatorios se realiz6 en muestras de plasma, obtenido en base a
protocolos previamente descritos, mediante el uso de un panel multiplex
de citocinas/quimiocinas comercial (The Bio-Plex Pro Rat Cytokine 5-
Plex Immunoassay, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
EE.UU.), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este panel
permite la deteccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el
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factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la interleucina 10
(IL10), la interleucina 6 (IL6) y la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) a partir de muestras de plasma sanguineo
mediante un ensayo ELISA, que cuantifica las citocinas y quimiocinas
segun la cantidad de reaccion antigeno-anticuerpo mediable por
absorbancia en un espectrofotometro para microplacas (Epoch 2, Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.).

3.3.  ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA
3.3.1. Extraccion de ARN
3.3.1.1.Extraccion desde tejido

Se selecciond el uso del Reactivo TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU.) como método de extraccion de ARN para
tejidos criopreservados (congelados a -80°C). EI ARN total se aislo a
partir de muestras de higado y de tejido adiposo subcutaneo y visceral
de aproximadamente 100 mg.

Dichas muestras se introdujeron en tubos con cierre de
seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
conteniendo 800 ul de reactivo junto con una bola de acero inoxidable,
para proceder a su disgregacion y rotura celular mecanica mediante un
homogeneizador (TissueLyser I, Qiagen, Germantown, MD, EE.UU.)
durante 2-3 minutos a 25-30 Hz.

Finalizado el proceso de extraccion de ARN, tras el
seguimiento del protocolo y recomendaciones del fabricante, el ARN
total aislado se resuspendié en 50ul de H20 DEPC y se conservo a -
80°C.
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3.3.1.2.Extraccion desde células mononucleares de sangre
periférica

De nuevo se seleccion6 el uso del Reactivo TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) como método de extraccion de
ARN total desde PBMCs. En este caso, el ARN se aislé desde alicuotas
de PBMCs conservadas en 1,5 ml de reactivo TRIzol y congeladas a -
80°C, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Finalizado el proceso de extraccion, el ARN total aislado se
resuspendi6 en 30 ul de H20 DEPC y se conservd a -80°C. La
separacion de PBMCs a partir de muestras de sangre periférica fue
descrita anteriormente.

3.3.1.3.Extraccion desde linea celular

El aislamiento de ARN total desde células mantenidas en
cultivo fue con el uso del kit comercial GeneJet RNA Purification Kit
(ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.), basado en un método de
separacion por columnas. Las células se lisaron y homogeneizaron en
600 pl de tampodn de lisis suministrado en el kit y suplementado con [3-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
de acuerdo al protocolo del fabricante. Finalmente, se eluy6 el ARN
total en 50 ul de H20O DEPC y se conservo a -80°C.

3.3.2. Cuantificacién de ARN

La determinacion de la concentracion del ARN total extraido desde
las distintas muestras de origen se cuantificO mediante un
espectrofotometro de gota en pedestal utilizando el equipo NanoDrop
2000c (ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.) ajustado a las
longitudes de onda 260 y 280 nm. El grado de pureza de las muestras se
determind en base a la ratio 260/280, segun el cual un valor cercano a 2
es considerado como 6ptimo o aceptable para mediciones de ARN.
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3.3.3. Retrotranscripcion

Previo al proceso de retrotranscripcion, se realizo la purificacion de
las muestras de ARN extraidas con TRIzol aplicando un tratamiento
con DNasas con un kit comercial ((DNase Free, Ambion, Austin, TX,
EE.UU.), a partir de 1 pg de cantidad de ARN total. La conversion
cuantitativa de ARN total a ADN complementario (ADNC)
monocatenario se realiz6 con un kit de transcripcion inversa de gran
capacidad (High-Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), basado en una Unica reaccion
que parte de 1 ug de ARN en 20 pl de volumen final y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El equipo utilizado fue el
termociclador Swift MaxPro (Esco Healthcare Pte. Ltd., Singapore)
bajo las condiciones de incubacién de 25°C durante 10 minutos, 37°C
durante 120 minutos y 85°C durante 5 minutos.

3.3.4. PCR en tiempo real

Los experimentos cuantitativos de PCR en tiempo real (RT-gPCR)
se realizaron en el equipo Step One Plus system de acuerdo a las
indicaciones del fabricante para ensayos de expresion génica TagMan
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Todas las reacciones,
a un volumen final de 10 pl, se ensayaron por duplicado y/o triplicado
para cada gen y muestra analizada utilizando los siguientes parametros
de ciclado: 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos, seguido
de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos + 60°C durante 1 minuto. Las
sondas TagMan adquiridas para los diferentes genes de interés
ensayados se detallan en la tabla 2.

Para el analisis de los datos, los niveles de expresion génica de
ARNmM se normalizaron utilizando beta-actina (ATCB) vyl/o
gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (GAPDH) como control
interno o housekeeping dependiendo del experimento. El célculo se
basd en el método de cuantificacion relativa de 2T (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).
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Tabla 2. Lista de sondas TagMan utilizadas para la técnica RT-qPCR.

Gen Referencia Casa comercial ESPeC'e
diana
. . Rn00574012_m1, . . Rata,
Survivina/BIRC5 Hs04194392 s1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn00561507_m1, . . Rata,
MYC Hs00153408_m1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn00598597_m1, . . Rata,
GSTM2 Hs03044640_gH Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn01428093_m1, . . Rata,
SIRT1 Hs01009000_m1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn01408249_m1, . . Rata,
SIRT6 Hs00213036_m1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn00572010_m1, . . Rata,
TGFB1 Hs00998133_m1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn00755717_m1, : . Rata,
TP53 Hs01034249_mf Applied Biosystems, EE.UU. humano
Rn00477208_m1, . . Rata,
PTEN Hs02621230_ s1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
CYP3A4 Hs00604506_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
ALB Hs00609410_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
ALDOB Hs01551887_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
SLC2A1 Hs01682761_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
APOC3 Hs00163644_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
SCD Hs01682761_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
ACACB Hs01565914_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
PLIN2 Hs00605340_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
PDK4 Hs01037712_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
IL6 Hs00174131_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
DNMT 1 Hs00945875_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
DNMT3A Hs01027162_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
DNMT3B Hs00171876_m1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
GAPDH Hs02758991_g1 | Applied Biosystems, EE.UU. Humano
Rn00667869_m1, - . Rata,
ACTB Hs03023943_ g1 Applied Biosystems, EE.UU. humano
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3.4. ANALISIS DE EXPRESION DE PROTEINA
3.4.1. Extraccion de proteina

La extraccion de proteinas desde tejido se realizd a 4°C en muestras
de higado criopreservados (congelados a -80°C) a partir de fragmentos
de aproximadamente 50 mg. Los fragmentos de tejido se introdujeron
en tubos con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) con una bola de acero inoxidable y 1 ml de
tampén RIPA frio (200 mM Tris-HCI a pH 7,4, 130 mM NacCl, 10%
Glicerol, 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS), 1% Triton X-100 y 10
mM MgCI 2, suplementado con un céctel de anti-proteasas y anti-
fosfatasas (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), para
su disgregacion y rotura celular mecanica mediante un homogeneizador
(TissueLyser I1, Qiagen, Germantown, MD, EE.UU.) durante 3 minutos
a 25-30 Hz. Los lisados de tejido se centrifugaron a 13.000 rpm durante
30 minutos a 4°C. Este proceso se repitié 3 veces, transfiriendo los
sobrenadantes a nuevos tubos cada vez, para eliminar la presencia de la
pelicula lipidica que se genera en las muestras que proceden de higados
grasos.

3.4.2. Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de los extractos proteicos se realiz6 con el kit DC
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.),
basado en el método de Bradford, siguiendo las instrucciones del
fabricante y midiendo la absorbancia a 750 nm por triplicado en un
espectrofotometro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.). La concentracion de las muestras se calculo en
base a una recta patrén de calibrado de concentraciones conocidas
(Protein Assay Standard Il, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
EE.UU.). Se prepararon alicuotas a una concentracion de 20 pg de
proteina para cada muestra, se afiadieron 5 pl de tampdn de carga (400
mM Tris-HCI a pH 6,8, 50% Glicerol, 10% SDS, 0,5% Azul de
Bromofenol y 5% B-mecaptoetanol) y se calentaron a 95°C durante 5
minutos (thermoblock Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburgo,
Alemania).
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3.4.3. Western blot
3.4.3.1.Electroforesis

La separacién de las proteinas en funcion del tamafio o peso
molecular se realizd mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida con 10% de SDS (SDS-PAGE). Los geles se prepararon
a partir de bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) conteniendo una fraccion
concentradora en la parte superior (5% de acrilamida) y una fraccion
separadora en la parte inferior (10% de acrilamida). Para determinar el
tamafio de las proteinas de interés se empled un marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) y las condiciones de
electroforesis establecidas fueron 15 minutos a 60 V seguidos de 1-2
horas a 120 V.

3.4.3.2. Transferencia

Las proteinas ya separadas se transfirieron membranas de
nitrocelulosa de 0,45 pum (Nitrocellulose Membrane, 0.45 um, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.)) mediante una
electrotransferencia himeda en el equipo Trans-Blot Transfer System
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.). La transferencia
se realizo durante 1 hora a 4°C bajo las condiciones de 100 V 'y 0,25 A,
en los casos en los que se transfirieron 4 membranas a la vez.

3.4.4. Inmunodeteccién

Las membranas se bloquearon en albumina de suero bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) al 5% en PBS-T
(20 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20) durante 1
hora a temperatura ambiente y en agitacion.

Para la deteccion de proteinas, las membranas se incubaron con los
anticuerpos primarios especificos de las proteinas de estudio (Tabla 3)
durante la noche a 4 ° C y en agitacion. Tras el overnight, las
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membranas se incubaron en presencia de los anticuerpos secundarios
(Tabla 3) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion. La
inmunodeteccion o unidn especifica antigeno-anticuerpo se visualizo
con un sistema de quimioluminiscencia (Clarity Western ECL
Substrate, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) usando
el equipo ChemiDoc MP Imager System (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la técnica
Western blot.

Proteina Referencia | Casa comercial Reactividad Dilucion
Santa Cruz Rat6n
SURVIVINA/BIRC5 sc-17779 Biotechnology, ‘ 1:500
. monoclonal
Alemania
MYC ab32072 | Abcam, Espafia Sy, 1:1.000
monoclonal
GSTM2 ab175282 | Abcam, Espana | Conejo, policlonal | 1:1.000
Santa Cruz Ratén
SIRT1 sc-74465 Biotechnology, ’ 1:500
. monoclonal
Alemania
Cell Signaling
TGFB1 3711 Technology, Conejo, policlonal | 1:1.000
EE.UU.
P53 AF1355 ES%SV“G”‘S’ Conejo, policlonal | 1:1.000
Santa Cruz Ratén
PTEN sc-7974 Biotechnology, ’ 1:500
. monoclonal
Alemania
Life
GAPDH AM4300 | Technologies Raton, 1:2000
Ltd, Reino monoclonal
Unido
Thermo Fisher
HRP Anti-raton 31430 Scientific, Cabra,monoclonal | 1:10.000
EE.UU.
Thermo Fisher
HRP Anti-conejo 31460 Scientific, Cabra,monoclonal | 1:10.000
EE.UU.
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Para la determinacion semicuantitativa de sefial de la cantidad de
proteina presente en la muestra se midié la densidad Optica de los
volumenes de las bandas especificas utilizando el Software ImageJ
(Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD, EE. UU.). Los valores
obtenidos en cada muestra para las distintas proteinas estudiadas fueron
corregidos por los niveles de proteina de un gen de expresion
constitutiva, nuestro caso gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). Los resultados se expresaron como porcentaje de nivel de
proteina frente al control.

3.5. ANALISIS DE LA METILACION DEL ADN
3.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico a partir de las muestras de sangre
total criopreservadas (congelacion a -80°C) se realizdé usando un kit
comercial de purificacion de ADN (MasterPure DNA Extraction Kit,
Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Finalmente, el ADN se resuspendio en
40 pl de tampon TE suministrado en el propio kit.

3.5.2. Cuantificacion de ADN

La determinacion de la concentracion del ADN genomico extraido
desde las distintas muestras de origen se cuantificO mediante un método
fluorimetrico usando un kit comercial (Quan-iT PicoGreen DsDNA
Assay, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Reino Unido) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El grado de pureza de las muestras se determind en base a la ratio
260/280, segun el cual un valor cercano a 1,8 es considerado como
optimo o aceptable para mediciones de ADN. Las mediciones se
realizaron en un espectrofotometro de gota en pedestal utilizando el
equipo NanoDrop 2000c (ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.)
ajustado a las longitudes de onda 260 y 280 nm.

143



ANDREA GONZALEZ I1ZQUIERDO

3.5.3. Conversioén con bisulfito

Tras verificar la integridad del ADN gendémico mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Promega Biotech Corporation,
Madison, WI, EE.UU.), las muestras de ADN, 500 ng de cantidad, se
trataron con bisulfito de sodio usando el kit EZ DNA Methylation-
Direc KIT (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.) segun las
indicaciones del fabricante. Este kit comercial combina en un solo paso
la desnaturalizacién del ADN por temperatura con la conversion con
bisulfito, proceso en el que las citosinas metiladas se convierten a
uracilos.

El equipo utilizado fue el termociclador Swift MaxPro (Esco
Healthcare Pte. Ltd., Singapore) bajo las condiciones de incubacion a
95°C durante 30 segundos + 50°C durante 60 minutos en 16 ciclos.

3.5.4. Metilacion del ADN

Las muestras de ADN gendmico de alta calidad, tras el proceso de
conversion con bisulfito, se hibridaron en la plataforma Infinium
MethylationEPIC BeadChip (Illumina Inc., CA, EE.UU.) de acuerdo al
seguimiento del protocolo de metilacion Hlumina Infinium HD del
fabricante. Este kit comercial emplea una tecnologia de microarrays
que permite determinar el estado de metilacion del ADN de mas de
850.000 sitios CpG en todo el genoma con una resolucion de un solo
nucledtido. La hibridacion al microarray se hace por
complementariedad de bases con las sondas inmovilizadas al soporte,
generando sefiales luminicas en dos canales que permiten distinguir las
hibridaciones de secuencias metiladas y no metiladas.

La deteccion se realiz6 en el HiScan SQ System (lllumina Inc.,
CA, EE.UU.), un secuenciador de nueva generacion y analizador de
alto rendimiento integrados en un mismo equipo. La visualizacion de
los datos de metilacion del ADN y el analisis de la metilacion
diferencial se realizé con el modulo GenomeStudio (Illumina Inc., CA,
EE.UU.), software empleado para datos generados en este tipo de
plataformas de arrays en estudios a pequefia escala. La anotacion y
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categorizacion gendmica fue en base a la distancia y posicién respecto a
las regiones con alta densidad de sitios CpG, denominadas como islas
CG (CGils). En el contexto de distancia, se distinguieron las regiones
adyacentes a las CGls designadas como shore y shelf (shore, secuencias
de 2 kb que flanquean una CGl; shelf, secuencias de 2 kb que flanquean
un shore) y las regiones que no incluyen CGIls u open sea. En el
contexto de posicion relativa a los genes, se distinguieron entre regiones
localizadas en el promotor, regiones intragénicas o body y regiones
intergénicas.

Los niveles de metilacion del ADN de cada citosina se calcularon
cuantitativamente a partir de la ratio de las sefiales fluorescentes de los
sitios metilados frente a los no metilados, expresado como valor beta
(B), que oscila entre 0 (completamente no metilado) y 1
(completamente metilado). EI control de calidad y la normalizacion de
los datos se realizd utilizando diferentes controles internos presentes en
el Infinium MethylationEPIC BeadChip a través del software
GenomeStudio, de acuerdo a procedimientos experimentales
previamente descritos (553,554).
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4. ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el software GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc., EE.UU.) y el software IBM SPSS
Statistics 25 (SPSS Inc, EE. UU.) para Windows 10 (Microsoft, EE.
UU.). En general, el tamafio muestral de los estudios se calcul6 en base
a un nivel de significacion (o) igual a 0,05 y una potencia estadistica (1-
B) de 0,80. Los datos obtenidos en los distintos experimentos son
expresados como media = desviacion estandar en las tablas y como
media = error estandar de la media en las figuras. En todos los analisis,
se consideraron estadisticamente significativos los resultados con un
p<0,05, y se considerd indicativo de una tendencia a la significacion un
p=0,1.

La normalidad de la distribucion de los datos se evalué mediante la
prueba Shapiro-Wilk y la prueba Kolmogorov-Smirnov, segln el caso.
En base al resultado obtenido para evaluar la normalidad, se aplicaron
test paramétricos, cuando los datos seguian una distribucién normal, o
test no paramétricos, en el caso contrario.

En concreto, se aplicaron:

e Prueba t de Student, para comparar las diferencias entre las medias
de dos grupos.

e Andlisis de la varianza (ANOVA), para examinar las diferencias
entre las medias de tres o mas grupos, aplicando un post-hoc o
prueba de comparacién multiple de Bonferroni para determinar qué
medias difieren.

e ANOVA de medidas repetidas (en los estudios con cohortes
longitudinales), para estudiar el efecto de uno o mas factores cuando
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al menos uno de ellos es un factor intra-sujetos, aplicando un post-
hoc de Bonferroni para determinar qué medias difieren.

e Coeficiente de correlacion de Pearson y Spearman, para evaluar la
asociacion o relacion lineal entre variables cuantitativas.

Para el filtrado y analisis estadistico de los niveles de metilacion global,
se consideraron validos los valores de deteccion con un p<0,01. La
identificacion de patrones consistentes de sitios DMCpGs entre los
diferentes pasos de la intervencion nutricional fueron evaluados
mediante un modelo de regresion lineal B-spline, ajustado por
comparaciones multiples mediante un test de “false discovery rate”
(FDR) de Bejamini and Hochberg, donde un valor FDR<0,10 se
considerd  estadisticamente  significativo.  Adicionalmente, se
seleccionaron las DMCpGs con un cambio en la metilacion >2%.
Estos analisis se realizaron utilizando el software R Project (The R
Foundation for Statistical Computing, EE. UU.).
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1. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DE
GENES RELACIONADOS CON LA
CARCINOGENESIS LIGADA A LA

ESTEATOSIS HEPATICA EN RATAS
ZUCKER

Empleamos ratas Zucker, modelo animal de obesidad monogénica, para
estudiar el papel que ejerce una acumulacién excesiva de grasa corporal
sobre el desarrollo de la esteatosis hepatica y sobre la regulacion de la
expresion de genes implicados en el inicio de la carcinogénesis en el
higado. Los distintos grupos experimentales incluidos en este estudio se
establecieron en funcion de la edad y el fenotipo, asi como por el
método de intervencidn en el grupo de ratas adultas obesas sometidas a
pérdida de peso.

1.1. PAPEL DE LA OBESIDAD

1.1.1. Cuantificacion del contenido de lipidos intrahepatico
segun el grado de adiposidad

Se analizo el grado de adiposidad en las ratas delgadas y obesas de
ambos grupos de edad, jovenes (6 semanas de edad) y adultas (20
semanas de edad), examinando el peso y la composicion corporal. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso
corporal, en la masa grasa y en la masa libre de grasa entre el grupo de
ratas delgadas y obesas jovenes (Figura 18A). En el grupo de ratas
adultas, las ratas obesas presentaron un mayor peso corporal y una
mayor cantidad de masa grasa que sus homologas delgadas, los cuales
tambien fueron valores mas altos que los observados en el grupo de
ratas jovenes obesas (Figura 18A).

151



ANDREA GONZALEZ IZQUIERDO

[ Delgadas| 750 —
Jovenes
[l Obesas ab
[] Delgadas 500
Adultas B b
Il Obesas )
8 bp
X ab
& 250
0
Peso Masa Masa libre
corporal grasa de grasa
8 Jovenes Adultas

Delgada Obesa Delgada Obesa

H&E

Oil Red O

C 4o D 4_ E 02—

El I3 )

EX b =

o 3 - s 6 2 2 g5 a
2 a a 8 a
5 8 ]

T 2 g 4 £ 010

3 c 35

B < =

5 1 & 24 3 005+

0 & oA = 000

Figura 18. Evaluacién del contenido de lipidos intrahepaticos relacionado con el
grado de adiposidad en ratas jovenes y adultas. (A) Peso y composicion corporal en
ratas delgadas y obesas. (B) Imagenes representativas de secciones de higado tefidas
con hematoxilina y eosina y con Oil Red O (magnificacion 40x). Las manchas rojas
muestran pequefas gotas de lipidos en los hepatocitos. (C) Grado de esteatosis. (D)
Relacion entre el peso del higado y el peso corporal (%). (E) Contenido hepatico total
de triacigliceroles. Los datos se presentan como media + error estandar de la media
(n=7-10 animales/grupo). La significacion estadistica se calculd mediante ANOVA y
prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo de ratas homologas delgadas (p<0,05). b, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de ratas jovenes
(p<0,05). H&E, tincion hematoxilina y eosina; u.a., unidades arbitrarias.
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Para evaluar si este incremento en la adiposidad se manifestaba en
el contenido de lipidos intrahepatico, se realizaron las siguientes
determinaciones. Las tinciones histoldgicas hematoxilina y eosina y Oil
Red O de muestras hepéaticas mostraron una mayor acumulacién de
lipidos en el higado de las ratas obesas (Figura 18B) que se tradujo de
manera estadisticamente significativa en niveles mas altos de grado de
esteatosis (Figura 18C), en la proporcion de peso del higado/peso
corporal (Figura 18D) y en el contenido total de
triacilgliceroles (Figura 18E).

1.1.2. Analisis de marcadores de estrés oxidativo e
inflamacion segun grado de adiposidad

En base a la cantidad de masa grasa y grado de esteatosis hepatica,
observamos que las ratas adultas obesas  registraron
niveles circulantes mas elevados y estadisticamente significativos de
MDA y AOP en comparacion con las ratas delgadas (jévenes y adultas)
y con sus homologas jovenes (Figura 19A). En cambio, niveles
circulantes de 8-OHdG mas bajos se registraron en el grupo de ratas
adultas, los cuales fueron estadisticamente significativos entre ellos y en
comparacion con el grupo de ratas jovenes (Figura 19A). En el lisado
de higado, no se observaron diferencias en la concentracion de MDA
entre las ratas delgadas y obesas, aunque el aumento de los niveles en el
grupo de ratas adultas obesas mostré significancia estadistica respecto
de sus homologas jovenes (Figura 19A). Sin embargo, los niveles de
AOP y 8-OHdG medidos en el lisado fueron opuestos a los obtenidos
en el plasma (Figura 19A).

En cuanto a los marcadores de inflamacion, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de animales
en los niveles de TNFa, VEGF e IL-6, (Figura 19B). En cambio, las
ratas jovenes obesas mostraron mayores niveles circulantes de 1L-10 y
las ratas adultas obesas presentaron mayores niveles de MCP-1, ambos
marcadores  con  diferencias  estadisticamente  significativas
(Figura 19B).
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Figura 19. Niveles de biomarcadores de estrés oxidativo e inflamacidon segiin grado de
adiposidad en ratas jovenes y adultas. (A) Niveles plasmaticos y tisulares hepaticos de los
marcadores de estrés oxidativo MDA, AOP y 8-OHdG. (B) Niveles plasmaticos de los
marcadores de inflamacién TNFa, VEGF, IL-10, IL-6 y MCP-1. Los datos se presentan como
media * error estandar de la media (n=7-10 animales/grupo). La significacion estadistica se
calculé mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacién con el grupo de ratas homdlogas delgadas (p<0,05). b,
Diferencias estadisticamente significativas en comparaciéon con el grupo de ratas jévenes
(p<0,05).

1.1.3. Analisis de la expresion de genes relacionados con la
carcinogénesis segun grado de adiposidad

Cuando se evaluo la expresion de genes relacionados con el inicio
de la carcinogénesis, los cambios estadisticamente significativos se
evidenciaron en las muestras hepaticas del grupo de ratas adultas
obesas. Se observd un importante incremento en la expresion del gen
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SURVIVINA/BIRC5 acompariado de una disminucién en los niveles de
expresion de los genes MYC, GSTM2 y SIRT1, junto con un aumento
del gen TP53 (Figura 20A). Tras comparar este grupo de ratas adultas
obesas con sus homodlogas jovenes, los cambios descritos fueron
significativos para los genes SIRT1, TGFB1 y TP53 (Figura 20A).
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Figura 20. Expresion hepatica de genes relacionados con la carcinogénesis en ratas jovenes y
adultas. (A) Niveles de expresion génica en muestras de higado (ensayos realizados por
triplicado). (B) Niveles de expresion de proteina en lisados de higado (ensayos realizados por
triplicado). Los datos se presentan como media + error estandar de la media (n=7-10
animales/grupo). La significacion estadistica se calculé mediante ANOVA y prueba post-hoc de
Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresidon proteica). a, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de ratas homadlogas delgadas
(p<0,05). b, Diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el grupo de ratas
jovenes (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias; KDa, kilodalton.
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Las diferencias detectadas en los perfiles de expresion génica se
reflejaron en los niveles de proteina medidos en las muestras de higado,
a excepcion de TGFB1 (Figura 20B).

1.2. EFECTO DE LA PERDIDA PESO
1.2.1. Contenido de lipidos intrahepaticos tras pérdida de peso

Tras finalizar el periodo establecido (4 semanas) para las distintas
intervenciones para pérdida de peso, el grupo de ratas bajo restriccion
energética (ER) y el grupo de ratas bajo restriccion energética y
ejercicio (EREX) exhibieron de media un 25% menos de peso corporal
junto una menor cantidad de masa grasa y masa libre de grasa en
comparacién con el grupo de ratas obesas control (Ad-L), diferencias
todas ellas estadisticamente significativas (Figura 21A). Sin embargo,
el grupo de ratas con ejercicio (EX) no mostrd diferencias en cuanto al
peso y la composicion corporal respecto al grupo control (Ad-L)
(Figura 21A).

Cuando investigamos si estos cambios sobre el grado de adiposidad
se manifestaban en cambios en el contenido de los lipidos en el higado,
observamos una disminucion en el acimulo lipidico hepético del grupo
de ratas ER y EREX respecto del grupo control. Esta disminucion
estadisticamente significativa fue determinada en base a las imagenes
de las tinciones histologicas Oil Red O (Figura 21B), a la
cuantificacién del grado de esteatosis (Figura 21C), al porcentaje de la
ratio peso del higado/peso corporal (Figura 21D) y al contenido
hepatico total de triacilgliceroles (Figura 21E). En el grupo de ratas EX
no se observaron cambios estadisticamente significativos en ninguno de
los parametros observados respecto al grupo control (Ad-L) (Figura
21B - E).
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Figura 21. Efecto de la intervencion para pérdida de peso sobre el contenido de
lipidos intrahepaticos relacionado con el grado de adiposidad en ratas adultas
obesas. (A) Peso y composicion corporal de los grupos experimentales de ratas
obesas. (B) Imagenes representativas de secciones de higado tefhidas con
hematoxilina y eosina y con Oil Red O (magnificacion 40x). Las manchas rojas
muestran pequefas gotas de lipidos en los hepatocitos. (C) Grado de esteatosis. (D)
Relacion entre el peso del higado y el peso corporal (%). (E) Contenido hepatico total
de triacigliceroles. Los datos se presentan como media + error estandar de la media
(n=7-10 animales/grupo). La significacion estadistica se calculd mediante ANOVA y
prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo de ratas Ad-L (p<0,05). b, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-
L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas restriccion
energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restriccion energética
y ejercicio; H&E, tincion hematoxilina y eosina; u.a., unidades arbitrarias.
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1.2.2. Evaluacién de marcadores de estrés oxidativo e
inflamacion tras pérdida de peso

De manera concomitante a la disminucion observada en el peso
corporal, la masa grasa y el acimulo de lipidos intrahepaticos, los tres
grupos de ratas sometidos a pérdida de peso (ER, EX y EREX)
mostraron diferencias en los marcadores de estrés oxidativo analizados.

En concreto, se observaron niveles plasmaticos de MDA mas bajos
y estadisticamente significativos respecto al grupo obeso control Ad-L,
aunque sin diferencias detectadas en lisado de higado (Figura 22A).

Asi mismo, los niveles circulantes de AOP también disminuyeron
de manera estadisticamente significativa tras pérdida de peso
(especificamente en ER), mientras que los niveles observados en el
lisado hepético fueron més altos en el grupo ER y EREX que en el
grupo Ad-L (especialmente en EREX) (Figura 22A). En cambio, los
niveles de 8-OHdG no mostraron diferencias entre los grupos de
estudio, ni en plasma ni en lisado hepatico (Figura 22A).

En cuanto a los marcadores de inflamacién estudiados, en el grupo
de ratas ER se observé un aumento estadisticamente significativo sobre
los niveles circulantes de IL-10 en comparacion con el grupo obeso
control Ad-L y respecto a los otros grupos de pérdida de peso (Figura
22B).

Los niveles plasmaticos de MCP-1 se muestran mas bajos en los
grupos de ER y EREX en comparacion el grupo Ad-L, ambos con
significacion estadistica. No fueron detectados cambios significativos
en los niveles circulantes de los marcadores TNFa, VEGF y IL-6
(Figura 22B).
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Figura 22. Efecto de la intervencion para pérdida de peso sobre los niveles de
biomarcadores de estrés oxidativo e inflamacion relacionado con el grado de
adiposidad en ratas adultas obesas. (A) Niveles plasmaticos y tisulares de los
marcadores de estrés oxidativo MDA, AOP y 8-OHdG. (B) Niveles plasmaticos de los
marcadores de inflamacion TNFa, VEGF, IL-10, IL-6 y MCP-1. Los datos se presentan
como media + error estandar de la media (n=7-10 animales/grupo). La significacion
estadistica se calculdé mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a,
Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de ratas Ad-L
(p<0,05). b, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo
de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER,
grupo de ratas restriccion energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de
ratas restriccion energética y ejercicio.
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1.2.3. Cuantificacion de la expresion de genes relacionados
con la carcinogénesis hepatica tras pérdida de peso

El grupo de ratas ER y el grupo de ratas EREX mostraron una
disminucion en la expresion del gen SURVIVINA/BIRCS junto con un
incremento en la expresion de los genes GSTM2 y SIRT1, cambios que
fueron estadisticamente significativos en comparacion al grupo control
Ad-L (especialmente en ER). En ambos grupos, no se observaron
diferencias estadisticas en la expresion de los genes MYC, TGFBL,
TP53 y PTEN, aunque sus perfiles presentaron una tendencia opuesta a
la observada en el grupo Ad-L (Figura 23A).

El grupo de ratas EX no exhibié diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo Ad-L en los niveles de expresién de los
genes relacionados con la carcinogénesis ensayados en este estudio,
aunque si presentd diferencias respecto al grupo ER y EREX,
particularmente en los genes SURVIVINA/BIRC5, GSTM2 y SIRT1
(Figura 23A).

En cuanto a los niveles de proteina medidos en el higado del grupo
de ratas ER en comparacion con el grupo Ad-L, los resultados
obtenidos fueron equivalentes a los niveles de expresion geénica
observados para SURVIVINA/BIRC5, MYC, TGFB1 y PTEN. En
cambio, el patron de expresion de proteinas para GSTM2, SIRT1 y
TP53 fue opuesto al medido a nivel transcripcional (Figura 23B).
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Figura 23. Efecto de la intervencién para pérdida de peso sobre la expresion
hepatica de genes relacionados con la carcinogénesis en ratas adultas obesas. (A)
Niveles de expresion génica en muestras de higado (ensayos realizados por
triplicado). (B) Niveles de expresion de proteina en lisados de higado (ensayos
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media + error estandar de la
media (n=7-10 animales/grupo). La significacion estadistica se calculdé mediante
ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresion
proteica). a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo
de ratas Ad-L (p<0,05). b, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-L, grupo de ratas obesas control
ad libitum; ER, grupo de ratas restriccion energética; EX, grupo de ratas ejercicio;
EREX, grupo de ratas restriccion energética y ejercicio; u.a., unidades arbitrarias;
KDa, kilodalton.
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2. REGULACION DE LA EXPRESION
HEPATICA DE SIRT6 EN ASOCIACION AL
ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR
EXCESO DE ADIPOSIDAD

La SIRT6 fue propuesta como un factor implicado en la obesidad y
desordenes metabdlicos como la esteatosis hepatica (366,555,556) y
juega un papel importante en la regulacién del estrés oxidativo y la
carcinogénesis (368,557). Por tanto, en este estudio se analizaron los
niveles transcripcionales de SIRT6 en las muestras de higado de los
distintos grupos experimentales.

2.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE SIRT6 EN OBESIDAD

En las ratas Zucker adultas (20 semanas de edad), observamos una
disminucion estadisticamente significada en los niveles de expresion de
SIRT6 en comparacion con el grupo de ratas delgadas control (Figura
24A).

De manera relevante, observamos una correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre los niveles de expresion de SIRT6 y
los niveles de GSTM2 y SIRT1 (Figura 24B), dos genes relacionados
con la proteccion antioxidante.

De hecho, cuando analizamos la correlacion entre el perfil de expresion
de SIRT6 con el peso corporal y los marcadores de estrés oxidativo
MDA y AOP cuantificados previamente, se observo también una
correlacion negativa y estadisticamente significativa entre los
parametros ensayados (Figura 24C).
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Figura 24. Expresion hepatica del gen SIRT6 en relacion con marcadores de estrés
oxidativo en ratas adultas delgadas y obesas. (A) Niveles de expresion génica de
SIRT6 en muestras de higado (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociacion entre
los niveles de expresion de SIRT6 con los niveles de expresion de SIRT1 y GSTM2,
genes relacionados con la proteccion antioxidante (ensayos realizados por triplicado).
(C) Asociacion entre los niveles de expresion de SIRT6 con el peso corporal y con
niveles plasmaticos de los marcadores de estrés oxidativo MDA y AOP. Los datos se
presentan como media + error estandar de la media (n=7-10 animales/grupo). La
significacion estadistica se calculd mediante prueba t de Student y mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman (r). a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo de ratas delgadas (p<0,05). u.a., unidades
arbitrarias.
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2.2.  ANALISIS DE LA EXPRESION DE SIRT6 TRAS PERDIDA DE PESO

Con el fin de reforzar la asociacion entre la expresion de SIRT6 vy el
grado de adiposidad, se analizaron los niveles de expresion de este gen
en las muestras hepaticas de los animales tras pérdida de peso. Tras el
analisis, el grupo de ratas ER y EREX mostraron niveles méas altos y
estadisticamente significativos en comparaciéon con el grupo de ratas
obesas Ad-L control, aunque dichos cambios no fueron detectados en el
grupo de ratas EX (Figura 25A).

Estos resultados fueron concomitantes al menor acimulo de grasa
intrahepética observada previamente en los higados de las ratas de los
grupos ER y EX en comparacion a los grupos Ad-L y EX, reflejado en
las imagenes representativas (Figura 25B).
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Figura 25. Efecto de la intervencion para pérdida de peso sobre la expresion
hepatica del gen SIRTé6 en ratas adultas obesas. (A) Niveles de expresion génica en
muestras de higado (ensayos realizados por triplicado). (B) Imagenes representativas
de los higados de los grupos experimentales de animales incluidos en el estudio. La
significacion estadistica se calculé mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni
y mediante prueba t de Student (expresion proteica). a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo de ratas Ad-L (p<0,05). Ad-L, grupo de
ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas restriccion energética; EX, grupo
de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restriccion energética y ejercicio; u.a.,
unidades arbitrarias.
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3. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION
DEL ONCOGEN SURVIVINA/BIRCS5 EN
TEJIDO ADIPOSO EN RELACION AL
GRADO DE ADIPOSIDAD

Dado que la expresion hepética de los genes relacionados con el inicio
de la carcinogénesis se relacionaba con parametros de adiposidad, nos
planteamos evaluar el oncogen SURVIVINA/BIRCS en tejido adiposo en
relacion a diferentes grados de adiposidad.

Para ello empleamos diferentes modelos animales de obesidad y
cohortes de pacientes con obesidad y tras pérdida de peso para estudiar
su expresion genica en tejido adiposo y leucocitos de sangre periférica.

3.1. PAPEL DE LA OBESIDAD Y LA PERDIDA DE PESO EN ANIMALES

3.1.1. Analisis de la expresion de SURVIVINA/BIRCS en el
tejido adiposo de roedores obesos

Los niveles trancripcionales de SURVIVINA/BIRCS se evaluaron
en muestras procedentes de tejido adiposo subcutaneo (SAT) y visceral
(VAT) de modelos animales de obesidad genética (Ratas Zuckers) y
modelos animales de obesidad inducida por la dieta (DIO) (Ratas
Sprague Dawley y ratones C57BL/6J). Las caracteristicas de los grupos
evaluados en este estudio se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas de los grupos experimentales de animales segun el tipo de
modelo de obesidad.

Ratas obesidad genética
(Zucker)
Grupo Delgadas Obesas ER EX EREX
n 10 10 10 10 10
Edad 20 20 20 20 20
(sem)
Peso
corporal | 428,4:20,2 | 617,7+46,3% | 462,2+38,5° | 606,3+44,8*° | 455,3+37,6>¢
final (g)
SAT (g) | 2,85:0,65 | 9,44:0,82% | 7,50+1,49*° | 8,72+1,57° 7,19+1,352P
VAT (g) | 3,60:0,63 | 10,3420,99° | 8,42+1,62*> | 9,85:1,99% | 7,99+1,342Pd
Ratas DIO Ratones DIO
(Sprague Dawley) (C57BL/6J)
Grupo Delgadas Obesas Delgados Obesos ER
n 12 14 4 8 8
Edad 16 16 38 38 38
(sem)
Peso
corporal | 225,2+11,7 | 246,7+18,8° | 34,5:2,70 | 53,0+2,71>° | 42,5+5,50*°
final (g)
SAT (g) | 2,25:+0,18 | 2,79:0,29* | 0,35:0,10 1,87+0,332 1,25+0,30>°
VAT (g) | 2,22:0,21 | 3,29:0,19° | 0,42+0,12 0,95:0,182 0,53+0,17°

Los datos se muestran como media + desviacion estandar. La significacion estadistica
se calculé mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni y mediante prueba t de
Student (ratas DIO). a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con
el grupo de roedores delgados correspondiente a cada modelo (p<0,05). b,
Diferencias estadisticamente significativas con el grupo de roedores obesos
correspondiente a cada modelo (p<0,05). c, Diferencias estadisticamente
significativas con el grupo de ratas ER (p<0,05). d, Diferencias estadisticamente
significativas con el grupo de ratas EX (p<0,05).

ER, restriccion energética; EX, ejercicio; EREX, restriccion energética y ejercicio; n,
tamafno muestral; sem, semanas; SAT, tejido adiposo subcutaneo, VAT, tejido adiposo
visceral; DIO, obesidad inducida por la dieta.
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En las ratas Zucker (20 semanas de edad), el grupo de ratas obesas
exhibié un incremento estadisticamente significado en los niveles de
expresion de SURVIVINA/BIRCS en muestras de VAT en comparacion
con el grupo de ratas delgadas control. Sin embargo, los niveles de
expresion de SURVIVINA/BIRC5 medidos en muestras de SAT no
revelaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 26A).
Los cambios detectados a nivel de expresion génica fueron confirmados
con los niveles de proteina ensayados sobre las mismas muestras de
tejido (Figura 26B).

En las ratas DIO (Sprague Dawley, 16 semanas de edad),
observamos resultados de expresion de SURVIVINA/BIRC5 similares a
los observados en las ratas Zucker. En concreto, el grupo de ratas
obesas DIO exhibi6 niveles mas altos y estadisticamente significados en
VAT en comparacion con el grupo de ratas delgadas control (Figura
26C), mientras que la expresion del gen en SAT no revel6 diferencias
entre grupos (Figura 26C).

En los ratones DIO (C57BL/6J, 38 semanas de edad), de nuevo
observamos una mayor expresion del gen SURVIVINA/BIRCS en las
muestras de VAT procedentes del grupo de ratones obesos respecto al
grupo de ratones delgados control (Figura 26D). Curiosamente, en este
modelo la expresion de SURVIVINA/BIRCS en muestras SAT también
mostrd un incremento estadisticamente significativo en el grupo de
ratones obesos en comparacion con los niveles observados en el grupo
de ratones delgados (Figura 26D).
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Figura 26. Expresion del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en tejido adiposo segun el
grado de adiposidad en roedores. (A) Niveles de expresion génica en muestras de
SAT y VAT de ratas Zucker delgadas y obesas (modelo de obesidad genética) (ensayos
realizados por triplicado). (B) Niveles de expresion de proteina en muestras de SAT y
VAT de ratas Zucker delgadas y obesas (modelo de obesidad genética) (ensayos
realizados por triplicado). (C) Niveles de expresion génica en muestras de SAT y VAT
de ratas Sprague Dawley delgadas y obesas (modelo DIO) (ensayos realizados por
triplicado). (C) Niveles de expresion génica en muestras de SAT y VAT de ratones
C57BL/6 delgados y obesos (modelo DIO) (ensayos realizados por triplicado). Los
datos se presentan como media + error estandar de la media (n=10 animales/grupo
en ratas Zucker; n=12-14 animales/grupo en ratas Sprague Dawley; n=4-8
animales/grupo en ratones C57BL/6). La significacion estadistica se calculé mediante
prueba t de Student. a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo de roedores delgados correspondiente a cada modelo (p<0,05). u.a.,
unidades arbitrarias; KDa, kilodalton.

170



Resultados

3.1.2. Andlisis de la expresion de SURVIVINA/BIRCS en el
tejido adiposo de roedores después de intervenciones
para pérdida de peso

En el contexto de la pérdida de peso, las ratas Zucker obesas
sometidas a intervenciones para pérdida de peso basadas en restriccion
energética y/o ejercicio mostraron cambios en los niveles de expresion
del gen SURVIVINA/BIRCS5 (Figura 27A-D).

En el grupo de ratas ER y EREX se observaron niveles
transcripcionales mas bajos en comparacion con el grupo de ratas
obesas, los cuales fueron estadisticamente significativos para el grupo
ER en muestras de SAT (Figura 27A) y para ambos grupos en
muestras de VAT (Figura 27C). Dichos cambios, fueron reflejados en
los niveles de proteina, tanto en muestras procedentes de SAT (Figura
27B) como VAT (Figura 27D), con significacion estadistica en ambos
grupos de pérdida de peso.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas sobre los
niveles de expresion genica y proteica entre los grupos de ratas EX y
obesas (Figura 27A-D).

En los ratones DIO sometidos a restriccion calorica para perdida de
peso, el grupo experimental de restriccion exhibe una disminucién de la
expresion del gen SURVIVINA/BIRCS hasta niveles similares a los
observados en el grupo de ratones delgados control, la cual fue
estadisticamente significativa en las muestras de VAT (Figura 27E).
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Figura 27. Efecto de intervenciones para pérdida de peso sobre la expresion del
oncogen SURVIVINA/BIRC5 en tejido adiposo segin el grado de adiposidad en
roedores. Niveles de expresion génica (A) y proteica (B) en muestras de SAT de ratas
Zucker obesas tras pérdida de peso (modelo de obesidad genética) (ensayos
realizados por triplicado). Niveles de expresion génica (C) y proteica (D) en muestras
de VAT de ratas Zucker obesas tras pérdida de peso (modelo de obesidad genética)
(ensayos realizados por triplicado). (E) Niveles de expresion génica en muestras de
SAT y VAT de ratones C57BL/6 obesos tras restriccion calorica (modelo DIO) (ensayos
realizados por triplicado).
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Los datos se presentan como media + error estandar de la media (n=10
animales/grupo en ratas Zucker; n=8 animales/grupo en ratones C57BL/6). La
significacion estadistica se calculd mediante mediante ANOVA y prueba post-hoc de
Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresion modelo DIO). a, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de roedores obesos
correspondiente a cada modelo (p<0,05). b, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo de ratas ER (p<0,05). c, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de ratas EX (p<0,05). ER,
restriccion energética; EX, ratas ejercicio; EREX, ratas restriccion energética y
ejercicio; SAT, tejido adiposo subcutaneo; VAT, tejido adiposo visceral; u.a.,
unidades arbitrarias; KDa, kilodalton.

3.1.3. Asociacién entre parametros de adiposidad e
inflamacién y el perfil de expresion del oncogen
SURVIVINA/BIRC5

Con el fin de estudiar méas en profundidad la asociacion entre la
expresion de SURVIVINA/BIRCS vy el exceso de grasa corporal, en el
modelo animal de obesidad monogénica realizamos un analisis de
correlacion entre los niveles transcripcionales de SURVIVINA/BIRCS en
tejido adiposo (SAT y VAT) y pardmetros de composicion corporal,
tales como peso corporal, masa grasa, masa libre de grasa, y niveles
plasmaticos de MCP-1 (Figura 28).

Los resultados del andlisis revelaron una asociacion positiva y
estadisticamente significativa entre los niveles de expresion de
SURVIVINA/BIRCS en VAT vy el peso corporal (Figura 28A), la masa
grasa (Figura 28B) y los niveles circulantes de MCP-1 (Figura 28D),
pero no con la masa libre grasa (Figura 28C).
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Figura 28. Asociacion entre los niveles de expresion de SURVIVINA/BIRC5 con
parametros de adiposidad e inflamacion en ratas Zucker delgadas y obesas
sometidas a intervenciones pérdida de peso. Asociacion entre los niveles de
expresion con el peso corporal (A), con la masa grasa (B), con la masa libre de grasa
(C) y con los niveles plasmaticos del marcador de inflamacién MCP-1 (D). Los datos se
presentan como media + error estandar de la media (n=8-10 animales/grupo). La
significacion estadistica se calculd mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman (r), significativo para p<0,05. ER, restriccion energética; EX, ejercicio;
EREX, restriccion energética y ejercicio; SAT, tejido adiposo subcutaneo; VAT, tejido
adiposo visceral; u.a., unidades arbitrarias.

La misma correlacion ensayada sobre los niveles de transcripcién
de SURVIVINA/BIRCS en SAT no reveld asociaciones significativas
con ninguno de los parametros estudiados (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis de correlacién con test estadistico rho de Spearman (r).

Masa Niveles de

0 L) libre de | MCP-1 en
corporal | grasa
grasa plasma

® ® © (pg/ml)

Niveles de Coeficiente

expresion del gen r 0,11 0,15 0,14 0,22
2g§\/§/¥/mf\;.13)/RC5 p-valor 0,516 0,373 0,388 0,17

SAT, tejido adiposo subcutaneo; u.a., unidades arbitrarias.

Estos  hallazgos  determinan que la  expresion  de
SURVIVINA/BIRC5 asociada a la adiposidad es directamente
proporcional al grado de inflamacion vinculado a la disfuncién del
tejido adiposo visceral obeso.

3.2. PAPEL DE LA OBESIDAD Y LA PERDIDA DE PESO EN HUMANOS

3.2.1. Analisis de la expresion de SURVIVINA/BIRC5 en
leucocitos sanguineos de pacientes con obesidad

Tras demostrar los hallazgos del incremento de la expresion del
oncogen SURVIVINA/BIRC5 en modelos animales de obesidad, nos
planteamos evaluar la capacidad de traslacion de estos resultados a
humanos. Para estudiar la expresion del gen en humanos, partimos de
leucocitos de sangre periférica 0 PBMCs, dado que son muestras
minimamente invasivas y accesibles y se han definido como alternativa
valida a las biopsias de tejidos diana como el tejido adiposo
(427,558,559). Empleamos una cohorte transversal de pacientes
normopeso y una cohorte longitudinal de pacientes con obesidad que
siguieron un tratamiento de pérdida de peso basado en una VLCKD.
Las caracteristicas clinicas de dichas cohortes se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas y parametros antropométricos de los sujetos de estudio.

Cohorte transversal Cohorte longitudinal
o | Nomopeso | oS S| o | Puofa
(30 Dias)

n 29 22 25 25 25
Sexo

W) 10/19 10/12 10/15 10/15 10/15
Edad 35,8494 | 40,1:11,3 | 47,4195 | 47,4195 | 47,4495
(anos)

Peso

corporal | 62,0¢8,8 | 110,5:25,7° | 92,4:10,5 | 83,3:9,3* | 72,1%9,1>"
(kg)

?r:)“ra 1,7:0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,7:0,1
IMC a a a,b
(kg/m?) 22,1:2,2 39,119,2 33,1:1,6 | 29,9¢1,7° | 25,8:1,7
CC(cm) | 82,611,6 | 116,8+17,2° | 109,4:8,1 | 101,0:7,4* | 88,2+6,5*"

Los datos se muestran como media = desviacion estandar. La significacion
estadistica se calculd mediante prueba t de Student (cohorte transversal) y
mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de Bonferroni (cohorte
longitudinal). a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
grupo normopeso/basal (p<0,05). b, Diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo maxima cetosis (p<0,05).

n, tamano muestral; M, hombres; F, mujeres; IMC, indice de masa corporal; CC,
circunferencia de cintura.

En la cohorte transversal, el analisis de la expresion del gen
SURVIVINA/BIRC5 en PBMCS revel6 niveles mas altos y
estadisticamente significativos en los pacientes con obesidad en
comparacion con los pacientes normopeso (Figura 29A), reflejando los
resultados observados en el VAT de los modelos animales.

Ademas, para reforzar estos hallazgos de asociacion entre la
expresion de SURVIVINA/BIRCS y el grado de adiposidad, se
realizaron andlisis de correlacién entre los niveles transcripcionales de
SURVIVINA/BIRC5S y el IMC de los sujetos incluidos en el estudio.
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Los resultados muestran una correlacion positiva y estadisticamente
significativa entre los perfiles de expresion de SURVIVINA/BIRCS en
PBMCsy el IMC de los individuos (Figura 29B).
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Figura 29. Expresion del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en leucocitos circulantes
segun el grado de adiposidad en pacientes. (A) Niveles de expresion génica en
muestras de PBMCs (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociacion entre los
niveles de expresion de SURVIVINA/BIRC5 con el IMC de los sujetos de estudio. Los
datos se presentan como media + error estandar de la media (n=22-29
sujetos/grupo). La significacion estadistica se calculdé mediante prueba t de Student y
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (r). a, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de sujetos sanos
normopeso (p<0,05). PBMCs, células mononucleares de sangre periférica; IMC, indice
de masa corporal; u.a., unidades arbitrarias.

3.2.2. Analisis de la expresion de SURVIVINA/BIRC5 en
leucocitos sanguineos de pacientes con obesidad que
siguieron una intervencién nutricional para pérdida de
peso

En la cohorte longitudinal de pacientes con obesidad que siguieron
una terapia de pérdida de peso basada en una VLCKD, mostraron una
disminucion estadisticamente significativa en el punto de méaxima
cetosis (media de 9 kg de pérdida de peso corporal tras 30 dias de dieta)
y en el punto final (media de 20 kg de pérdida de peso corporal tras 180
dias de dieta) en comparacion con los niveles de expresion en el punto
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basal (0 dias de dieta) (Figura 30A), resultados que corroboran los
obtenidos en los modelos animales tras intervenciones para pérdida de
peso.

Estos hallazgos se reforzaron en base a la correlacion positiva y
estadisticamente significativa analizada entre los perfiles de expresion
de SURVIVINA/BIRC5 en PBMCs y el IMC (Figura 30B).
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Figura 30. Efecto de una terapia para pérdida de peso basada en una VLCKD sobre
la expresion del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en leucocitos circulantes segun el
grado de adiposidad en pacientes con obesidad. (A) Niveles de expresion génica en
muestras de PBMCs a los 0 (Basal), 30 (Maxima cetosis) y 180 dias (Punto final) desde
el inicio de la intervencion (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociacion entre
los niveles de expresion de SURVIVINA/BIRC5 con el IMC de los pacientes. Los datos se
presentan como media + error estandar de la media (n=25 sujetos). La significacion
estadistica se calculdo mediante prueba ANOVA de medidas repetidas y prueba post-
hoc de Bonferroni y mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (r). a,
Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el punto Basal
(p<0,05). PBMCs, células mononucleares de sangre periférica; u.a., unidades
arbitrarias; IMC, indice de masa corporal.
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4. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DE
GENES RELACIONADOS CON LA
CARCINOGENESIS EN UN MODELO IN
VITRO DE ESTEATOSIS HEPATICA

4.1. INDUCCION DE ESTEATOSIS EN UNA LINEA CELULAR DE
HEPATOCITOS HUMANA MEDIANTE SECRETOMA Y SUERO DE
PACIENTES CON OBESIDAD

Se empled un modelo previamente descrito de induccion de esteatosis
vesicular in vitro en una linea celular de hepatocitos humana (HepaRG).
El modelo seleccionado se desarrolla mediante un método eficaz para
inducir la esteatosis en células HepaRG diferenciadas con DMSO
mediante un tratamiento con oleato de sodio (138).

En este apartado se reflejan los resultados obtenidos durante la puesta a
punto de la metodologia de referencia y se compara con el efecto
inducido por el tratamiento con el secretoma de tejido adiposo o suero
sanguineo procedente de pacientes con obesidad.

4.1.1. Diferenciacion de la linea celular HepaRG

Antes de iniciar el proceso de induccion de esteatosis vesicular, se
requiere que las células HepaRG estén diferenciadas. Para ello, tras 7
dias en cultivo con medio de proliferacion, las células alcanzaron la
confluencia y fueron mantenidas con medio suplementado con DMSO
al 2% (medio de diferenciacion) durante 14 dias. Finalizado el proceso,
el dia 21 las células HepaRG se han diferenciado y han formado
colonias tipicas de tipo hepatocito rodeadas por células de tipo epitelial
biliar (Figura 31A).
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Para confirmarlo, se analizO la expresion de marcadores
hepatoespecificos, en concreto los genes ALB, CYP3A4 y ALDOB. Tras
el analisis, observamos que los niveles de expresion de estos genes
marcadores de hepatocito son mas altos y estadisticamente
significativos en las células HepaRG diferenciadas (dHepaRG) en
comparacion con las células en proliferacion (Figura 31B). Dichos
resultados demuestran que el tratamiento de diferenciacion a hepatocito
ha sido eficaz.
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Figura 31. Diferenciaciéon de las células HepaRG. (A) Imagenes representativas de
las células en cultivo a dia 0 (siembra), dia 7 (confluencia) y dia 21 (diferenciacion)
durante el proceso. (B) Niveles de expresion génica de marcadores hepatoespecificos
en lisados celulares (ensayos realizados por triplicado). Los datos se presentan como
media + error estandar de la media. La significacion estadistica se calculé mediante
prueba t de Student. a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con las células control no diferenciadas (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias.

4.1.2. Induccion de esteatosis hepatica en células dHepaRG
mediante el tratamiento con oleato de sodio

La induccion de esteatosis hepatica in vitro se basa en la adicion de
oleato de sodio a una concentracion de 250 uM durante 5 dias. Para
corroborar la reproducibilidad e idoneidad de las condiciones
experimentales ensayadas de acuerdo al protocolo de referencia, se
evaluo la viabilidad celular con un ensayo WST-1 sobre oleato de sodio
y palmitato de sodio, compuestos ensayados por su capacidad para
inducir esteatosis (560-562).
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A las concentraciones de referencia ensayadas (125, 250 y 500
uM), los resultados en la linea dHepaRG reflejaron que el tratamiento
con palmitato de sodio disminuia de manera significativa el nimero de
células vivas en cultivo respecto al tratamiento con oleato de sodio,
excepto a la concentracion de 500 uM (Figura 32A), datos que
confirman la validez del método elegido.

[] dHepaRG + vehiculo B
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125uM 250 yM 500 uM ACACB PUN2 PDK4 IL-6 SLC2A1APOC3 SCD

Figura 32.Tratamiento las células dHepaRG con oleato de sodio para induccion de
esteatosis vesicular in vitro. (A) Evaluacion de la viabilidad celular con ensayo WST-
1 tras 5 dias de tratamiento para inducir esteatosis. (B) Imagenes representativas de
las células tenidas con Oil Red O (magnificacion 40x) y medicion de la absorbancia
del colorante eluido desde las células. (C) Niveles de expresion de genes relacionados
con el metabolismo de los lipidos e inflamacion en lisados celulares (ensayos
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media * error estandar de la
media. La significacion estadistica se calculd mediante prueba t de Student.a,
Diferencias estadisticamente significativas en comparaciéon con las células dHepaRG
control tratadas con vehiculo (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias.

Tras el tratamiento con oleato de sodio, observamos que las células
dHepaRG tratadas presentaban una acumulacion de grasa en forma de
pequefas gotas de lipidos en el citoplasma visibles en el microscopio
optico y positivas para la tincion Oil Red O (Figura 32B), en
comparacién con las células dHepaRG control tratadas con vehiculo.
Ademas, la absorbancia del Oil Red O eluido de las células fue
directamente proporcional y estadisticamente significativa a la
acumulacion de las gotas lipidicas citoplasmaticas (Figura 32B).
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Dado que el tratamiento con oleato de sodio desencadena
inflamacidn y provoca la desregulacion del metabolismo de los lipidos,
se evalud la expresion de una serie de genes vinculada a dichos
procesos en los lisados celulares.

En las células dHepaRG tratadas con oleato observamos un
incremento en los niveles de expresion de los genes ACACB, PLIN2,
PDK4 e IL-6 junto con una disminucion en los niveles de los genes
SLC2A1, APOC3 y SCD. Dichos cambios fueron estadisticamente
significativos comparados con los niveles de las células dHepaRG
control tratadas con vehiculo (Figura 32C).

4.1.3. Tratamiento de las células dHepaRG con secretoma de
tejido adiposo y con suero de pacientes con obesidad

Una vez confirmada la reproducibilidad del protocolo experimental
de referencia, evaluamos si la induccion de esteatosis por oleato podia
reproducirse mediante el tratamiento con secretoma de SAT y VAT o
con suero OB procedentes de muestras de pacientes con obesidad
severa obtenidas antes de someterse a cirugia bariatrica (52,0+3,5 afios,
IMC=54,1+7,6 kg/m? n=6).

Las condiciones establecidas respecto a las concentraciones de los
tratamientos (1, 2,5 y 5%) se seleccionaron en base a estudios similares
previos del grupo (83) y el tiempo de exposicion a los mismos segun el
protocolo de induccidn de esteatosis hepatica por oleato de sodio (138).

En primer lugar, se cuantificd la viabilidad celular con un ensayo
WST-1. Los tratamientos realizados en las células dHepaRG no
mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al
porcentaje de células vivas cuando se compararon con las mismas
ceélulas tratadas con FBS a las concentraciones ensayadas 0 en ausencia
de tratamiento (mantenidas con medio de diferenciacion), a excepcion
de las células tratadas con secretoma de VAT y suero OB al 5% donde
se observa un incremento en la absorbancia vinculado a una mayor
proliferacion celular (Figura 33A).
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Figura 33. Tratamiento de las células dHepaRG con secretomas de tejido adiposo
y suero de pacientes con obesidad. (A) Evaluacion de la viabilidad celular con
ensayo WST-1 tras 5 dias de tratamiento. (B) Imagenes representativas de las células
tefidas con Qil Red O (magnificacion 40x). (C) Medicion de la absorbancia del
colorante eluido desde las células. Los datos se presentan como media + error
estandar de la media. La significacion estadistica se calculd mediante prueba t de
Student. a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con las células
dHepaRG control tratadas con FBS (p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido
adiposo subcutaneo; VAT, tejido adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades
arbitrarias.
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Transcurridos los 5 dias de tratamiento, tanto las células dHepaRG
tratadas con el secretoma de SAT y de VAT como a las que se les
adicion6 suero OB, mostraron un acimulo de gotas lipidicas en el
citoplasma semejante al observado en las células tratadas con oleato,
como refleja la tincion Oil Red O positiva en comparacion con las
células dHepaRG control tratadas con FBS para todas las
concentraciones ensayadas (Figura 33B).

La medicion de la absorbancia sobre el Oil Red O eluido fue
directamente proporcional y estadisticamente significativa a esta
acumulacion de grasa detectada (Figura 33C).

Para determinar si estos tratamientos también podian ocasionar un
efecto sobre los marcadores anteriormente estudiados asociados a
inflamacion y metabolismo de los lipidos, de nuevo se analiz6 su
expresion génica.

En términos generales, todos los tratamientos y concentraciones
ensayadas tuvieron un efecto sobre los niveles de expresion respecto a
los medidos en las células control tratadas con FBS.

Se observo una regulacion positiva de los genes ACACB, PLIN2,
PDK4 e IL-6 junto con una regulacion negativa de los genes SLC2A1,
APOC3 y SCD, cuya significacién estadistica fue mayoritaria en las
concentraciones de 2,5 y 5%, aunque ello no refleja un efecto
proporcional de dosis-respuesta (Figura 34).
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Figura 34. Expresion génica tras tratamiento de las células dHepaRG con
secretomas de tejido adiposo y suero de pacientes con obesidad al 1%, 2,5% y 5%
de concentracion. Niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de
los lipidos e inflamacion en lisados celulares (ensayos realizados por triplicado). Los
datos se presentan como media * error estandar de la media. La significacion
estadistica se calculé mediante prueba t de Student. a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con las células dHepaRG control tratadas con FBS
(p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido adiposo subcutaneo; VAT, tejido
adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades arbitrarias.
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4.1.4. Perfil de expresion de genes relacionados con la
carcinogénesis en células dHepaRG esteatoticas

En base a los hallazgos observados en el modelo animal sobre el
papel de la obesidad en el desarrollo de un microambiente protumoral,
analizamos los perfiles de expresién de los genes ya estudiados en
relacion con el inicio de la carcinogénesis en estos modelos de
esteatosis in vitro.

En el modelo de esteatosis inducida mediante tratamiento con
oleato de sodio, observamos un patrén de expresion génica comparable
al descrito en los modelos in vivo de obesidad previamente estudiados.

En concreto, se detecta un incremento en la expresion de los genes
SURVIVINA/BIRC5 y MYC acompafiado de una disminucion en la
expresion de los genes GSTM2, SIRT1, SIRT6 y TP53, en comparacion
con las células dHepaRG tratadas con vehiculo (Figura 35). Estos
cambios, estadisticamente significativos, no se reflejaron en los genes
TGFB1ly PTEN (Figura 35).

[ dHepaRG + vehiculo
[l dHepaRG + Oleato

Niveles de expresion (u.a.)

BIRCS MYC GSTM2SIRT1 SIRT6 TGFB1 TP53 PTEN

Figura 35. Expresion de genes relacionados con la carcinogénesis en células
dHepaRG tras tratamiento para induccién de esteatosis vesicular in vitro. Niveles
de expresion génica en células dHepaRG tratadas con oleato de sodio. a, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con las células dHepaRG control
tratadas con vehiculo (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias.

En el modelo de esteatosis inducida mediante tratamiento de las
células dHepaRG con secretoma de SAT y VAT y con suero OB a
distintas concentraciones, también detectamos cambios sobre los
perfiles de expresion de los genes estudiados en relacion con la
carcinogenesis (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de genes relacionados con la carcinogénesis en células
dHepaRG tras tratamientos con secretomas de tejido adiposo y suero de pacientes
con obesidad al 1%, 2,5% y 5% de concentracion. Los datos se presentan como
media + error estandar de la media (ensayos realizados por triplicado). La
significacion estadistica se calculd mediante prueba t de Student. a, Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con las células dHepaRG control
tratadas con FBS (p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido adiposo subcutaneo;
VAT, tejido adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades arbitrarias.
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En los tratamientos al 1%, a nivel global se observo una cierta
modulacién de la expresion génica respecto a las células dHepaRG
tratadas con FBS, donde las mayores diferencias y estadisticamente
significativas se encuentraron en las células tratadas con secretoma de
VAT, a excepcion del gen TGFB1 que no muestré cambios bajo este
tratamiento (Figura 36). Curiosamente, se evidencié un incremento
significativo sobre los niveles de expresion del gen GSTM2 en los 3
tratamientos (Figura 36).

Los tratamientos al 2,5% reflejaron un patron de expresion similar
al observado en las células dHepaRG tratadas con oleato de sodio
cuando se comparan con las células control tratadas con FBS. Dicho
patron estaba definido por niveles altos en SURVIVINA/BIRC5 y MYC,
niveles bajos en GSTM2, SIRT1, SIRT6, TP53 y PTEN y ausencia de
cambios en TGFB1 (Figura 36), cuyas diferencias estadisticamente
significativas respecto a las células control fueron mas relevantes en los
tratamientos con secretoma de VAT y suero OB (Figura 36).

Por altimo, se observaron cambios en la expresion de esta serie de
genes en los tratamientos al 5%. A pesar de reflejar la tendencia
observada en la condicion anterior, mostraron unas diferencias
estadisticamente significativas menores (Figura 36), aunque destacé el
incremento en los niveles de expresion del gen SURVIVINA/BIRCS en
las células tratadas con secretoma de SAT y VAT, significativo
respecto al control con FBS, el cual parece evidenciar un efecto dosis-
respuesta (Figura 36).
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4.2. REVERSION DE LA ESTEATOSIS EN UNA LINEA CELULAR DE
HEPATOCITOS HUMANA MEDIANTE CUERPOS CETONICOS

Dado que la suplementacidn con cuerpos cetdnicos se ha asociado con
una mejora del perfil metabdlico y con una mejora del estado oxidativo
celular (541-543) y dado que el tratamiento de la obesidad con una
VLCKD reduce la masa grasa visceral preservando la masa y funcién
muscular (63,563) asi como reduce la esteatosis hepatica (48,114),
evaluamos el efecto de la adicion de butirato sobre la esteatosis de las
células dHepaRG inducida por el tratamiento con oleato.

4.2.1. Tratamiento con butirato de las células dHepaRG con
esteatosis inducida por oleato

Se adicion0 butirato de sodio a concentraciones crecientes de 10,
25, 50, 75 y 100 mM sobre las células dHepaRG previamente tratadas
con 250 uM de oleato de sodio. El tiempo de exposicion al compuesto
fue de 72 horas (3 dias) y se administro tras los 5 dias de tratamiento
con oleato. Primeramente, se determind la viabilidad celular con un
ensayo WST-1, el cual no reflejo cambios estadisticamente
significativos en comparacion con las células dHepaRG tratadas solo
con oleato (Figura 37A).

Tras la administracion del butirato de sodio, se evidencidé una
disminucion en la cantidad de grasa acumulada en las células dHepaRG
tratadas con oleato, la cual fue observada por la deteccion al
microscopio de un menor nimero de gotas lipidicas positivas en el
citoplasma, proporcional a la concentracion de Oil Red O en
comparacion con las células dHepaRG control tratadas con oleato
(Figura 37B).

De manera relevante, el tratamiento con butirato fue capaz de
revertir los niveles de expresion hallados en las células dHepaRG
tratadas con oleato, siendo estadisticamente significativo en los genes
ACACB, PLIN2, SLC2A1, APOC3 y SCD y mostrando una tendencia
hacia la significacion en el gen PDK4 (Figura 37C).
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Figura 37. Tratamiento con butirato de sodio en células dHepaRG tras induccion
de esteatosis vesicular in vitro con oleato. (A) Evaluacion de la viabilidad celular
con ensayo WST-1 tras 72 horas de tratamiento. (B) Imagenes representativas de las
células teiidas con Oil Red O (magnificacion 40x) y medicion de la absorbancia del
colorante eluido desde las células. (C) Niveles de expresion de genes relacionados
con el metabolismo de los lipidos e inflamacion en lisados celulares (ensayos
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media + error estandar de la
media. La significacion estadistica se calculé mediante ANOVA y prueba post-hoc de
Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con las
células dHepaRG tratadas con oleato (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias.
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4.2.2. Efecto del tratamiento con butirato sobre el perfil de
expresion de genes relacionados con la carcinogénesis en
las células dHepaRG con esteatosis inducida por oleato

Concomitante a los resultados observados sobre el efecto del
butirato en la atenuacién de la esteatosis inducida por oleato,
evidenciamos una regulacion sobre el patron de expresion de genes
implicados en las primeras fases de desarrollo de la carcinogénesis.
Tras 72 h de exposiciébn al butirato, los mayores cambios
estadisticamente significativos en comparacion a los observados en las
células dHepaRG tratadas con oleato se reflejan en el gen
SURVIVINA/BIRCS5, con niveles transcripcionales bajos, y en los genes
GSTM2, SIRT1, SIRT6 y TP53, con niveles mas altos (Figura 38). Las
diferencias observadas en los genes TGFB1 y PTEN sdlo alcanzaron
significacion estadistica para las concentraciones de 50 y 75 mM
(Figura 38). El gen MYC, a diferencia de lo esperado, mostré un
incremento  significativo de su expresion, a excepcion de la
concentracion mas alta ensayada de 100 mM (Figura 38).

De manera global, estos hallazgos son coincidentes a los resultados
de expresion génica observados en los modelos de obesidad después de
pérdida de peso.

dHepaRG + Oleato
dHepaRG + 10 mM

dHepaRG + 25 mM
dHepaRG + 50 mM | Butirato

dHepaRG + 75 mM

Niveles de expresion (u.a.)

EE OO @

dHepaRG +100 mM BIRCS MYC GSTM2SIRT1 SIRT6 TGFB1 TP53 PTEN

Figura 38. Expresion de genes relacionados con la carcinogénesis tras tratamiento
con butirato en células dHepaRG tratadas con oleato para induccion de esteatosis
vesicular in vitro. Los datos se presentan como media + error estandar de la media
(ensayos realizados por triplicado). La significacion estadistica se calculé mediante
ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con las células dHepaRG tratadas con oleato (p<0,05).
u.a., unidades arbitrarias.
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5. ESTUDIO DEL PERFIL DE METILACION
DE LOS GENES ANALIZADOS EN
RELACION A ESTEATOSIS HEPATICAY
CARCINOGENESIS

Los cambios hallados en asociacién con la esteatosis hepatica y la
promocién de la carcinogénesis, podrian estar regulados por
mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN. Para
demostrarlo, se realiz6 un analisis de los perfiles de metilacion de los
genes evaluados a lo largo de la presente tesis doctoral en obesidad y
pérdida de peso. Estos datos proceden de un analisis de metilacion
global del ADN en el genoma de pacientes con obesidad que siguieron
un tratamiento de pérdida de peso basado en VLCKD (564) (tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas y parametros antropométricos de los sujetos de estudio.

Normopeso Basal Aé\eé;((i)rsr;sa Punto final
n 12 10 10 10
Tiempo (Dias) - 0 30 180
Sexo (M/F) 6/6 5/5 5/5 5/5
Edad (afhos) 50,3+6,2 48,8+49,2 48,849,2 48,8+9,2
Peso corporal (kg) 63,8+8,7 93,4+9,92 84,3+8,4 73,9+6,7°
Altura (m) 1,67+0,1 1,68+0,1 1,68+0,1 1,68+0,1
IMC (kg/m?) 22,7+1,5 32,9+1,4° 29,8+1,7 26,1+1,8°
CC (cm) 77,4+7,2 111,1+6,6° 102,3+7,4 90,2+3,1°

Los datos se muestran como media + desviacion estandar. La significacion estadistica
se calculé mediante prueba t de Student y mediante ANOVA de medidas repetidas y
post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias con normopeso (p<0,05). b, Diferencias con
basal (p<0,05).

n, tamano muestral; M, hombres; F, mujeres; IMC, indice de masa corporal; CC,
circunferencia de cintura.
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5.1. DESCRIPCION GENERAL DEL METILOMA TRAS EL
TRATAMIENTO CON UNA VLCKD Y COMPARACION CON
NORMOPESO

La metilacién global del ADN se evalué en PBMCs a partir de muestras
procedentes de una cohorte de pacientes que siguieron una intervencién
nutricional basada en una VLCKD y una cohorte de voluntarios sanos
normopeso. Tras la intervencion con una VLCKD, el anélisis revel6
diferencias estadisticamente significativas en 988 sitios CpG de un total
de 739.222 CpGs validos, en comparacion con los niveles de metilacion
global. Los sitios DMCpGs se localizaron en 786 genes Unicos y fueron
capaces de separar las muestras de acuerdo a los puntos de intervencion
analizados (basal, maxima cetosis y punto final) utilizando un enfoque
de agrupamiento jerarquico (Figura 39A).

De manera relevante, los DMCpGs mostraron niveles de metilacion
similares a los observados en las muestras procedentes de voluntarios
sanos normopeso, lo que determind que fueran incluidos en el mismo
nodo del agrupamiento (Figura 39A). Estos DMCpGs se caracterizaron
principalmente por una disminucién en los niveles de metilacién, tanto
en el punto de maxima cetosis como en el punto final de la intervencion
nutricional, reflejado en los DMCpGs totales (Figura 39B) y en los
DMCpGs ubicados en la region del promotor e isla-shore (Figura
39C).

Ademas, esta disminucion en los niveles de metilacion global del ADN
observada tras una VLCKD, se correlaciond con una menor expresion
génica de las DNMTSs, ya que se observd una disminucion en los
niveles de expresion de los genes DNMT1, DNMT3A y DNMT3B, que
fue estadisticamente significativa ya desde el punto de maxima cetosis
(Figura 39D).
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Figura 39. Perfil de metilacion del ADN en leucocitos circulantes de pacientes con
obesidad tras el seguimiento de una VLCKD. (A) Agrupacion supervisada de los 988
sitios CpG diferencialmente metilados entre los grupos de pacientes con obesidad y
los voluntarios sanos normopeso. Los DMCpGs identificados mediante el analisis
Infinium MethylationEPIC BeadChip se asignaron a 786 genes Unicos. (B) Diferencias
globales en los niveles de metilacion de los 988 DMCpGs. (C) Diferencias globales en
los niveles de metilacion de los DMCpGs ubicados en el promotor e isla-shore. (D)
Niveles de expresion génica en muestras de PBMCs de pacientes con obesidad tras
una VLCKD. Los datos se presentan como media + error estandar de la media (n=10-
12 sujetos/grupo). La significacion estadistica se calculé mediante ANOVA de medidas
repetidas y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el punto basal del grupo de pacientes con obesidad
(p<0,05). b, Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el punto
de maxima cetosis del grupo de pacientes con obesidad (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG
diferencialmente metilados; PBMCs, células mononucleares de sangre periférica;
u.a., unidades arbitrarias.
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5.2. PERFIL DE METILACION ESPECIFICO DE LOS GENES IMPLICADOS
EN LA ESTEATOSIS Y LA CARCINOGENESIS EN OBESIDAD Y TRAS
PERDIDA DE PESO INDUCIDA POR UNA VLCKD

Para el analisis de metilacion dirigido de los genes evaluados en esta
tesis doctoral, se aislaron los datos de metilacion de los sitios CpGs
localizados en la region del promotor y en el promotor e isla, segun el
caso, del total de sitios CpGs correspondientes a cada gen estudiado.

Cuando se analizaron los perfiles de metilacion del ADN de los genes
diana en las PBMCs de pacientes con obesidad en comparacion con
voluntarios normopeso se observaron diferencias en gran parte de los
sitios CpG analizados. En concreto, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas al menos en wuna de las cgs
correspondientes a los genes estudiados (Tabla 8).

Tabla 8. Lista de DMCpGs estadificamente significativos entre el grupo de
pacientes con obesidad y el grupo de sujetos normopeso.

Gen Sitio CpG Normopeso Con Obesidad | p-valor
SURVIVINA/BIRC5 | cg05679113 0,035 0,069 0,0092
SURVIVINA/BIRC5 | cg26127449 0,003 0,006 0,0276
MYC cg00611675 0,089 0,163 0,0037
MYC €g24666276 0,122 0,208 <0,0001
MYC €g25080152 0,130 0,191 0,0005
GSTM2 cg02337836 0,024 0,016 0,0067
GSTM2 cg14065576 0,050 0,036 0,0224
SIRT1 cg10582690 0,015 0,026 0,0106
SIRT6 €g20424398 0,032 0,057 0,0379
SIRT6 €g22566518 0,061 0,092 0,0201
SIRT6 €g24224658 0,025 0,082 0,0350
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Gen Sitio CpG Normopeso | Con Obesidad | p-valor
TGFB1 €g04547554 0,017 0,023 0,0209
TP53 cg07991600 0,038 0,159 0,0340
TP53 cg18311066 0,026 0,045 0,0430
PTEN cg03588460 0,021 0,033 0,0305
PTEN cg06947206 0,019 0,033 0,0243
ACACB cg10703506 0,872 0,893 0,0129
ACACB cg12178147 0,856 0,883 0,0066
PLIN2 cg04028107 0,012 0,030 0,0289
PLIN2 cg06797533 0,040 0,051 0,0372
PDK4 cg07372602 0,111 0,072 0,0469
SCL2A1 cg13790796 0,047 0,064 0,0157
SCL2A1 €g20345840 0,030 0,045 0,0191
APOC3 €g04048249 0,715 0,774 0,0034
APOC3 cg05618022 0,735 0,773 0,0367
APOC3 €g20386255 0,823 0,850 0,0152
APOC3 €g20691580 0,736 0,781 0,0103

Los datos se presentan como media (n=10-12 sujetos/grupo). La significacion
estadistica se calculé mediante prueba t de Student (p<0,05).

En global, se observaron altos niveles de metilacion en las muestras de
pacientes con obesidad en comparacion con las muestras de sujetos
normopeso, especificamente en los genes que presentaron diferencias
estadisticamente significativas en 2 0 més sitios CpG (Figura 40).
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Figura 40. Perfil de metilacion del ADN de los genes estudiados en relacion a la
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes. Niveles de metilacion de
los sitios DMCpGs ubicados en el promotor y en el promotor-isla en PBMCs de
pacientes con obesidad y sujetos normopeso. Los datos se presentan como media +
error estandar de la media (n=10-12 sujetos/grupo). La significacion estadistica se
calculé mediante prueba t de Student (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente
metilados.

De manera relevante, cuando se evaluaron los perfiles de metilacion de
los genes diana en los pacientes con obesidad que siguieron una
VLCKD, se evidenciaron cambios en los niveles de metilacion de los
sitios CpG seleccionados respecto a los niveles cuantificados en el
punto basal, antes del inicio del tratamiento. Dichas diferencias fueron
estadisticamente significativas al menos en wuna de las cgs
correspondientes a la mayoria de los genes diana (Tabla 9).

Tabla 9. Lista de DMCpGs entre Basal - Maxima cetosis - Punto final en el grupo de
pacientes con obesidad que siguieron una VLCKD.

Maxima | Punto | p-valor | p-valor

Gen Sitio CpG | Basal | cotogis | final | (B-MC) | (B-PF)

SURVIVINA/BIRC5 | cg05679113 | 0,076 0,059 0,058 | 0,0475 | 0,0353

SURVIVINA/BIRC5 | cg23302638 | 0,027 0,009 0,014 | 0,0353 | 0,1551

MYC cg03003858 | 0,065 0,026 0,025 | 0,0542 | 0,0456
MYC cg10836034 | 0,106 0,072 0,064 | 0,122 | 0,0326
GSTM2 cg14065576 | 0,036 0,051 0,037 | 0,0429 | >0,9999
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Gn | stiocpo | maat | Mirima a0 psler |
SIRT1 cg03251249 | 0,082 0,058 0,055 | 0,0519 0,0262
SIRT1 cg25513531 | 0,140 0,134 0,103 | >0,9999 | 0,0029
SIRT6 cg20424398 | 0,058 0,036 0,033 0,0806 0,047
SIRT6 €g22502319 | 0,062 0,038 0,039 | 0,0475 0,0629
SIRT6 €g24224658 | 0,070 0,031 0,035 | 0,0004 0,0014
TGFB1 cg01107031 | 0,076 0,044 0,047 | 0,0136 0,0264
TGFB1 cg11714801 | 0,109 0,070 0,067 | 0,0008 0,0003
TP53 cg07991600 | 0,132 0,071 0,068 | 0,0003 0,0002
PTEN cg01354923 | 0,106 0,058 0,062 | 0,0015 0,0034
PTEN cg10041390 | 0,054 0,017 0,020 | 0,0195 0,0359
PTEN cg17557106 | 0,088 0,053 0,052 | 0,0324 0,0274
ACACB cg23921871 | 0,853 0,826 0,830 0,016 0,0494
PLIN2 cg04028107 | 0,031 0,016 0,014 | 0,0039 0,0016
PDK4 cg07372602 | 0,062 0,094 0,090 | 0,0091 0,0257
SCL2A1 cg03106288 | 0,086 0,067 0,076 | 0,0341 0,4011
APOC3 cg04048249 | 0,774 0,734 0,754 | 0,0238 0,378
APOC3 cg05618022 | 0,776 0,736 0,744 | 0,0317 0,0317
SCD cg13695515 | 0,135 0,085 0,086 | 0,0048 0,0058
SCD cg23508052 | 0,077 0,035 0,038 | 0,0204 0,0342
SCD cg23740044 | 0,119 0,080 0,080 | 0,0453 0,0455

Los datos se presentan como

Bonferroni(p<0,05).

media (n=10 sujetos/grupo). La significacion
estadistica se calculdé mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de

B, basal; MC, maxima cetosis; PF, punto final.
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Asi, tras el tratamiento con la VLCKD se observo una disminucion de
los niveles de metilacion de los genes SURVIVINA/BIRCS, SIRTS,
TGFB1, TP53, PTEN, ACACB, PLIN2 y SCD, junto con un incremento
en el gen PDK4, cuyas diferencias en los sitios CpG fueron
estadisticamente significativas en ambos tiempos (30 y 180 dias)
respecto al basal (Figura 41).
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Figura 41. Perfil de metilacion del ADN de los genes estudiados en relacion a la
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes de pacientes con obesidad
tras una VLCKD. Niveles de metilacion de los sitios DMCpGs ubicados en el promotor
y en el promotor-isla en PBMCs de pacientes con obesidad a los 0 (basal), 30 (maxima
cetosis) y 180 (punto final) dias de seguimiento de una VLCKD. Los datos se presentan
como media + error estandar de la media (n=10 sujetos/grupo). La significacion
estadistica se calculdo mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de
Bonferroni(p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente metilados.

Relevantemente, esta disminucion en la metilacion se aproxima a los
perfiles de metilacion medidos en la cohorte de sujetos sanos
normopeso, que se evidencia de manera estadisticamente significativa
sobre los mismos sitios CpGs de los genes SURVIVINA/BIRCS, SIRTS,
TP53 y PLIN2 (Figura 42).
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Figura 42. Perfil de metilacion del ADN de los genes diana en relacion a la
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes. Niveles de metilacion de
los mismos sitios DMCpGs ubicados en el promotor e isla en PBMCs de sujetos
normopeso y pacientes con obesidad siguiendo una VLCKD. Los datos se presentan
como media + error estandar de la media (n=10-12 sujetos/grupo). La significacion
estadistica se calculé mediante prueba t de Student (pacientes con obesidad vs
sujetos normopeso) y mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de
Bonferroni (pacientes con obesidad a los 0 (basal), 30 (maxima cetosis) y 180 (punto
final) (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente metilados; Cr, cromosoma.
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Discusion

La NAFLD es la enfermedad hepatica cronica mas comun en el mundo
y la principal causa del incremento de la incidencia del HCC. Se estima
que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD aumente
concomitantemente con la creciente epidemia de obesidad (98,99,103).
Cada vez son mas las evidencias epidemioldgicas que avalan la
asociacion entre la obesidad y el HCC (97,100,101), sin embargo, los
mecanismos moleculares subyacentes todavia se desconocen. Ante esta
necesidad por dilucidar las vias y los mecanismos responsables de la
patogenia de la enfermedad, modelos animales desarrollados para imitar
la enfermedad humana han supuesto una herramienta fiable, destacando
el importante papel de las ratas como organismo modelo (565). En este
contexto, las ratas Zucker obesas (fa/fa), modelo de obesidad genética
con una mutacién espontanea en el receptor de leptina, han sido muy
utilizadas para el estudio de NAFLD (566). Estos animales desarrollan
obesidad severa y se caracterizan por ser hiperleptinémicas,
hiperfagicas, inactivas y resistentes a la insulina. Ademas de tener un
peso corporal significativamente mayor, presentan esteatosis Yy
acumulacion de triglicéridos en el higado (567,568), eventos relevantes
dado que la caracteristica histologica mas importante de NAFLD es la
esteatosis de los hepatocitos (569).

Hasta la fecha, no se han encontrado en la literatura trabajos sobre la
asociacion entre la obesidad y el HCC que se hayan centrado en
estudiar si los mecanismos relacionados con las primeras fases del
desarrollo tumoral podrian ser modificados hacia un estado
procarcinogénico por efecto de la obesidad, antes de la manifestacion
de una masa tumoral detectable en el higado. En consecuencia y
basandonos en los hallazgos previos del grupo (80,83), nos planteamos
gue la inflamacion vy el estrés oxidativo desencadenados por el tejido
adiposo disfuncional obeso podrian actuar como inductores en la
generacion de un microambiente favorable para el inicio de la
carcinogénesis hepatica.

En primer lugar, para determinar el efecto de la acumulacién de lipidos
en el higado debida a un mayor grado de adiposidad corporal,
evaluamos la expresion de genes relacionados con las primeras fases de
la carcinogenesis en el higado de ratas Zucker obesas jovenes y adultas.
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Este estudio reveld por primera vez que el exceso de adiposidad se
asociaba con la desregulacion de varios genes implicados en las fases
iniciales del desarrollo del céncer, como las relacionadas con la
proliferacion celular, la proteccidn antioxidante y la supresion tumoral.
Concretamente, en el higado de las ratas Zucker obesas adultas se
observd una sobreexpresién de los genes implicados en la proliferacion
y la reparacion del ADN (SURVIVINA/BIRC5 y TP53) y una regulacion
a la baja de los genes implicados en la defensa frente al estrés oxidativo
celular (GSTM2 y SIRT1). Dichas diferencias no fueron detectadas en
las ratas Zucker obesas jovenes.

De manera general, las ratas Zucker obesas exhibieron un mayor
contenido de lipidos intrahepaticos en comparacion a sus homologas
delgadas. Sin embargo y a diferencia de las ratas obesas adultas, las
ratas obesas jovenes no mostraron diferencias significativas en el peso
corporal ni en la masa grasa en comparacion con sus homologas
delgadas, lo que parece indicar que el pequefio acumulo de lipidos
observado en el higado de estos animales ocurrié antes de que el
aumento de los depodsitos de grasa corporal fuera evidente. Estos
hallazgos muestran que la predisposicion genética a la obesidad en las
ratas no esta directamente involucrada en los resultados obtenidos, sino
que una mayor exposicion en el tiempo a la obesidad es la responsable
del exceso de adiposidad, manifestada en el incremento significativo en
la masa grasa y en el contenido de lipidos intrahepéaticos en las ratas
obesas adultas, la cual seria el desencadenante de esta desregulacion
génica ligada a la carcinogénesis. De hecho, durante la Gltima década,
los datos epidemioldgicos han demostrado asociaciones entre el exceso
de adiposidad corporal y el riesgo para muchos canceres en adultos
(570,571).

La alteracion en la expresion de los genes implicados en la
carcinogénesis observada en las ratas obesas adultas, debido al
incremento en la adiposidad corporal que se tradujo en el desarrollo de
esteatosis hepéatica (presencia de mayor contenido de lipidos
intrahepaticos), se relaciond con los cambios detectados en los
marcadores de estrés oxidativo e inflamacion medidos en este estudio.
Se sabe que, en la NAFLD, ademas de la acumulacion de grasa en el
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higado, se produce inflamacion y lesion de las células hepaticas, lo que
da como resultado estrés oxidativo y regeneracion compensatoria por
proliferacion celular, eventos fuertemente asociados con el aumento de
la incidencia del HCC (93,572). En este sentido, varios ejemplos en la
literatura sugieren la participacion de ROS en la promocion de la
hepatocarcinogénesis en animales (573,574) y en pacientes (575,576).
En consecuencia, este estudio demostrd que el aumento en marcadores
de estrés oxidativo y en citocinas inflamatorias circulantes como MCP-
1, asociado a un mayor contenido de lipidos intrahepaticos, ocurrié
concomitantemente con la sobreexpresion de los genes TP53 y
SURVIVINA/BIRC5 en el higado de ratas obesas adultas en
comparacién con los niveles observados en sus homologas delgadas.

Estos hallazgos sugieren que, ante procesos relacionados con estreses
celulares, como la expresidn de oncogenes, la proliferacién celular y el
dafio del ADN, seguidamente se activan procesos que inician la
reparacion del ADN (374,577). Ademas, los genes GSTM2 y SIRT1,
implicados en la proteccion contra el estrés oxidativo celular (332,354),
fueron regulados a la baja en el higado de las ratas obesas adultas. Estos
resultados son concordantes con la desregulacion de la proteccion
antioxidante y con la consiguiente promocion del estrés oxidativo
caracteristica de la obesidad (266). De hecho, las ratas obesas mostraron
niveles circulantes mas altos de peroxidacion lipidica (578)
acompafnada de altos niveles de AOP (579), lo que sugiere una
movilizacién de los antioxidantes solubles desde los tejidos al plasma
para contrarrestar la falta de defensas enzimaticas antioxidantes y para
restaurar el equilibrio oxidante/antioxidante y asi prevenir mas el dafio
del ADN (580). Esta asuncion fue reforzada por los niveles circulantes
de 8-OHdG (581) medidos en plasma. En cambio, los niveles tisulares
hepéticos de 8-OHdG estaban incrementados en las ratas obesas adultas
junto con niveles bajos de AOP, lo que justifica el aumento observado
en la expresion del gen TP53 en estos animales para contrarrestar el
dafo celular (577).

Estos resultados indican que los antioxidantes solubles son capaces de

neutralizar la peroxidacion lipidica a nivel circulante, pero son
ineficaces en el higado bajo la exposicion constante a caracteristicas
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relacionadas con la obesidad, permitiendo que se desencadene el dafio
del ADN y, por consiguiente, una posible transformacion tumoral.

En segundo lugar, para explorar la posibilidad de prevenir el efecto del
fenotipo obeso sobre la esteatosis hepatica y, por consiguiente, sobre los
perfiles de expresion procarcinogénicos observados, evaluamos la
capacidad de intervenciones para inducir pérdida de peso, basadas en
restriccion caldrica de la dieta y/o ejercicio fisico, como método
potencial para este fin, ya que la dieta y el ejercicio han sido
previamente estudiados en ratas Zucker como terapia en las
enfermedades ligadas al sindrome metabdlico (582,583). En este
sentido, en los Gltimos afios, varios estudios han evidenciado que una
intervencion en el estilo de vida puede ser eficaz en el tratamiento de
pacientes con NAFLD (584), resultando en un menor riesgo de
desarrollo de HCC. Se ha descrito que la pérdida de peso puede
contribuir a la regresion de la enfermedad hepatica, indicando que
incluso una pérdida de peso moderada (>5%) también puede originar
importantes beneficios (585). La actividad fisica y el ejercicio,
asociados con una salud cardiometabdlica, también han reportado
resultados satisfactorios en la terapia de pacientes con NAFLD
(110,586). Ademas, se ha consensuado que la reduccion del peso
corporal lograda mediante la restriccion calorica, con o sin aumento de
la actividad fisica (120), conduce a una mejora en la grasa hepatica, el
grado de inflamacion hepatica y la fibrosis (587).

En este contexto, este estudio determind que la pérdida de peso
inducida por la restriccion de energia por si misma y en combinacion
con el ejercicio, fueron capaces de revertir los perfiles de expresion
asociados a la obesidad de los genes implicados en la carcinogénesis.
Esta reversion ocurrié paralelamente a la reversion de los parametros
asociados a la disfuncion hepatica. En concreto, concomitante a la
disminucion significativa en el peso corporal y en la masa grasa en las
ratas ER y EREX, se evidencié una mejora de la esteatosis hepatica
debida a la reduccion significativa del contenido de lipidos
intrahepaticos, junto con cambios en los marcadores de estrés oxidativo
e inflamacion definidos por una disminucion significativa en los niveles
circulantes de MDA y MCP-1. Ademas de una subida relevante en los
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niveles de IL-10 observada especificamente en las ratas ER. Esta
citocina presenta propiedades antiinflamatorias y fue propuesta como
objetivo para el tratamiento del dafio tisular y el cancer (588). De
manera relevante, estos hallazgos observados sobre pardmetros de
disfuncién hepatica tras las intervenciones para pérdida de peso, se
asociaron con una regulacion a la baja de la expresion del gen
SURVIVINA/BIRC5, promotor de la proliferacion celular. Esta
regulacion se acompafid de una regulacion al alza de los genes GSTM2
y SIRT1 implicados en la proteccion antioxidante. De hecho, el gen
SURVIVINA/BIRC5 ha suscitado un creciente interés como gen
asociado a un mayor riesgo de neoplasias malignas y como potencial
objetivo terapéutico del cancer (308,589,590). La expresion de este gen
en tejidos no tumorales es regulada por el desarrollo y se ha informado
gue es bajo en la mayoria de los tejidos diferenciados, mientras que en
las células transformadas estd fuertemente sobreexpresado (314,591).
Este trabajo demostr6 que los resultados acerca del patron de expresion
de SURVIVINA/BIRCS en tejido hepatico obeso no tumoral estan
asociados con el estrés oxidativo y que puede revertirse por efecto de la
pérdida de peso, hallazgos relevantes dado que se ha descrito que juega
un papel clave en la progresion tumoral (308,592).

Respecto a la SIRT1, varios estudios han demostrado que es un
mediador crucial en la regulacion de la funcion hepética, la homeostasis
lipidica y que puede su accion puede ser importante en la prevencion de
las enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad (593,594). La
sobreexpresion del gen SIRT1 en el higado se ha asociado a una mejora
en el estrés del reticulo plasmatico y la resistencia a la insulina (595).
En consecuencia, en los ultimos afos se ha postulado a la SIRT1 como
potencial diana terapéutica para el tratamiento de NAFLD (358), por lo
que los hallazgos observados en este estudio acerca de la modulacion en
la expresion hepatica de SIRT1 tras la pérdida de peso inducida a las
ratas obesas aportan nuevo conocimiento sobre la relevancia de esta
proteina en la disfuncidn hepatica y el efecto de una terapia para perder
peso sobre su modulacion.

Cabe destacar que los resultados obtenidos tras la intervencion con la
restriccion calorica de la dieta sugieren que la restriccion de energia por
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si sola fue capaz de revertir el efecto cancerigeno de la obesidad sobre
higado, sin ser necesaria una combinacién de esta intervencion con el
gjercicio  fisico. [Estos resultados concuerdan con lo citado
anteriormente en la literatura acerca de los beneficios observados con
una restriccion calorica sin aumento de la actividad fisica en el
tratamiento de NAFLD (120), concretamente la mejora en la grasa
hepatica, el grado de inflamacion hepética y la fibrosis (587). Sin
embargo, en el presente estudio es dificil de discernir si el ejercicio no
tuvo los efectos esperados sobre la expresion de los genes relacionados
con la carcinogénesis y los marcadores de estrés oxidativo o si para
poder detectar estos cambios se requiere de un protocolo de mas
tiempo. De hecho, el patron de ejercicio llevado a cabo en este estudio
fue capaz de inducir una reduccién en el contenido total de
triacilgliceroles hepaticos y una disminucion en el estrés oxidativo
(MDA), junto con la preservacion de la masa libre de grasa tras el
tratamiento. Este hallazgo concuerda con la reduccién del contenido de
grasa intrahepatica y la supresién de la sobreproduccion de ROS
observados en un estudio previo tras un tratamiento eficaz de ejercicio
regular como terapia para NAFLD (299).

Los genes evaluados presentaron la misma tendencia a nivel de proteina
que los niveles transcripcionales en cuanto a la SURVIVIN/BIRCS,
MYC y PTEN después de la pérdida de peso tratamiento con restriccion
caldrica de la dieta, mientras que GSTM2, SIRT1 y TP53 los niveles de
proteina presentaron una tendencia inversa en relacion a sus niveles
transcripcionales. La existencia de una dindmica temporal podria
explicar estas diferencias entre la expresion génica y proteica (596) por
efecto de la pérdida de peso, aunque se necesitan mas estudios para
dilucidar la razon de la falta de una correlacion positiva global entre la
expresion de los genes estudiados y sus niveles de proteina después de
las intervenciones para pérdida de peso, a diferencia de la correlacion
positiva observada al comparar las ratas adultas obesas con sus
homélogas delgadas.

En linea con los datos anteriormente presentados donde se observa que
el estrés oxidativo asociado a la adiposidad estd implicado en la
modulacién de los perfiles de expresion génica estudiada en relacion a
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procesos carcinogénicos, a continuacion, nos planteamos analizar los
niveles transcripcionales de SIRT6, considerada como la proteina de la
longevidad, en las muestras de higado de los distintos grupos
experimentales de ratas Zucker adultas y su relacion con el estrés
oxidativo resultado del exceso de adiposidad. La SIRT6 desempefia un
papel clave como supresor de tumores y modulador critico de la
homeostasis metabdlica (362,363). Participa en la iniciacion y el
desarrollo tumoral en el cancer de higado (365,597), en procesos como
la formacion del higado graso (369) y el desarrollo de NASH (370), y
como biomarcador prondstico del HCC (371). Ademas, la SIRT6
desempefia un papel fundamental en la proteccion del higado ante una
lesion hepética inducida por estrés oxidativo (598). Por tanto, el estudio
realizado sobre la expresién hepéatica de SIRT6 mostré que el estrés
oxidativo inducido por el exceso de adiposidad estaba relacionado con
una regulacion a la baja de los niveles transcripcionales en el higado de
las ratas Zucker obesas. De manera relevante, después de la pérdida de
peso inducida por la restriccion energética sola o combinada con
gjercicio, la expresion hepatica del gen SIRT6 aumento,
concomitantemente con la mejora en la esteatosis hepatica y en el estrés
oxidativo hallados en los estudios previos descritos anteriormente.
Estos resultados estan en linea con lo descrito en la literatura acerca de
gue la ausencia de SIRT6 se ha relacionado con la captacion hepética de
acidos grasos de cadena larga y con la reduccion de la beta-oxidacion,
lo que conduce a la acumulacion de triglicéridos, enfermedad del
higado graso y esteatosis hepética (367,369).

De acuerdo con una posible asociacion entre la expresion de SIRT6 con
el estrés oxidativo, observamos una correlacion positiva entre de los
niveles transcripcionales de SIRT6 y los de SIRT1 y GSTMZ2, analizados
anteriormente por su papel en la proteccion antioxidante contra el estrés
oxidativo (599,600). Estos resultados sugieren una desregulacion en las
defensas antioxidantes que promueven el estrés oxidativo caracteristico
de la obesidad (266), datos que fueron reforzados y avalados por la
correlacion negativa observada entre los niveles de expresion de SIRTS6,
el peso corporal y los niveles circulantes de MDA y AOP, determinados
en los estudios descritos previamente. La conexion entre el estrés
oxidativo, la restriccion energética y la actividad de SIRT6 también se
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ha demostrado en la literatura, indicando que una restriccion prolongada
da como resultado un aumento de la actividad de SIRT6 en cerebro,
mausculo, tejido adiposo blanco e higado (556,601). En este sentido, los
datos obtenidos en este estudio mostraron que la reduccion en el
contenido de grasa intrahepética asociada a la pérdida de peso corporal
se vinculaba con un aumento de la expresion hepatica de SIRT6. De
nuevo, se observé que el ejercicio fisico por si mismo no tuvo efecto
sobre la modulacion de la expresion de SIRT6, lo que nos lleva a
determinar la ausencia de efecto o la falta de tiempo para ejercerlo, en
linea con lo que se argumentd anteriormente. En definitiva, nuestros
resultados sugieren el papel clave de la SIRT6 en la proteccion frente al
dafio por estrés oxidativo, postulandola como potencial diana
terapéutica en enfermedades asociadas a la obesidad como el NAFLD
con el objetivo de actuar contra el estrés oxidativo y asi prevenir la
futura progresion hacia un HCC.

Seguidamente, tras haber observado el potencial efecto del grado de
adiposidad sobre la regulacion de la expresion hepatica de
SURVIVINA/BIRC5, oncogen implicado en el inicio de la
carcinogenesis y asociado a la obesidad (308,315,321), nos planteamos
evaluar si la expresion de SURVIVINA/BIRC5 también puede ser
modulada en relacion al grado de adiposidad en diferentes depdsitos de
tejido adiposo, concretamente en SAT y VAT de animales, y su reflejo
en los leucocitos circulantes de sangre periférica de pacientes. En
ambos estudios in vivo se determind la expresion de
SURVIVINA/BIRCS en presencia de obesidad y tras intervenciones para
pérdida de peso, siguiendo la tendencia analizada en los anteriores
estudios. Este estudio demostré que la expresion de SURVIVINA/BIRCS
en obesidad estaba elevada en VAT en comparacion con los niveles
observados en SAT, la cual fue reflejada en la expresion analizada
sobre los leucocitos circulantes de pacientes con obesidad. Ademas,
interesantemente la sobreexpresion de SURVIVINA/BIRCS asociada a la
obesidad fue revertida en condiciones de restriccion de calorica de la
dieta sola y combinada con ejercicio fisico, hallazgos que también se
demostraron en los leucocitos sanguineos de pacientes con obesidad
tras el seguimiento de una intervencion nutricional para pérdida de peso
con una VLCKD.
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Primeramente, se retomé el modelo de obesidad genética con ratas
Zucker junto con modelos animales de obesidad inducida por la dieta,
especificamente ratas Sprague Dawley y ratones C57BL/6J. Los
resultados evidenciaron una significativa regulacion al alza del gen
SURVIVINA/BIRCS5 en el VAT de los animales obesos de ambos
modelos. Estudios previos han revelado que los niveles de leptina
inductores de carcinogénesis podrian estar mediados en parte por
SURVIVINA/BIRCS (315,602). Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que la expresion del gen SURVIVINA/BIRCS observados en
obesidad podrian ser independientes de la accion de la leptina, ya que la
sobreexpresion medida en el VAT de las ratas Zucker, animales con
una mutacién para el receptor de la leptina (150), también fue
observada en los animales DIO. Curiosamente, cuando se evalud la
expresion de SURVIVINA/BIRCS5 en los ratones alimentados con una
dieta alta en grasas durante un tiempo prolongado, también se observd
el incremento en la expresion de SURVIVINA/BIRCS en el SAT de
estos animales en relacion a la obesidad. Estos resultados podrian
sugerir que la exposicion a un estado de obesidad durante un largo
periodo de tiempo también desencadenaria perturbaciones sobre la
funcionalidad del SAT y que, al igual que ocurre con la
disfuncionalidad del tejido adiposo obeso visceral (252,256), estos
eventos originen inflamacion y en consecuencia mayor susceptibilidad
al desarrollo tumoral. En linea con esta hipotesis, se haya un estudio en
el que se ha determinado que la expresién de genes proinflamatorios
criticos es sustancialmente mayor en SAT que en VAT en individuos
con obesidad severa (603).

Tras las intervenciones para pérdida de peso, relevantemente se observo
una clara disminucion en los niveles de SURVIVINA/BIRCS5, detectada
tanto en VAT como en SAT, evidenciando en ambos depositos una
reduccion de casi el 50% tras el tratamiento de restriccion energética.
Estos resultados sugieren que la expresion SURVIVINA/BIRCS se
asocia con caracteristicas de adiposidad, hecho que fue corroborado con
las correlaciones positivas observadas con el peso corporal y la masa
grasa en el modelo animal de ratas Zucker. Ademas, una correlacion
positiva entre los niveles transcripcionales de SURVIVINA/BIRCS en el
VAT de estos animales también fue observada con los niveles
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plasmaticos de MCP-1, un marcador relevante de inflamacion
relacionada con la obesidad (604,605). En este sentido, se ha
evidenciado que terapias para pérdida de peso reducen
considerablemente estas patologias intrinsecas del tejido adiposo obeso,
como la generacion de inflamacion de bajo grado, suponiendo un
potencial beneficio para la salud (30,606).

Con el fin de trasladar estos resultados a un entorno clinico, se evalud la
expresion de SURVIVINA/BIRC5S en PBMCs de pacientes con obesidad
en comparacion con sujetos normopeso y en pacientes con obesidad
sometidos a una intervencién nutricional para pérdida de peso con una
VLCKD. Los resultados generales obtenidos fueron similares a los
observados en el VAT de los modelos animales, indicando la capacidad
de replicacion de los leucocitos en el reflejo de los niveles
transcripcionales del oncogen SURVIVINA/BIRCS. Estos hallazgos
corroboran la potencial herramienta que supone el uso de leucocitos
sanguineos en la préactica clinica, muestras de facil recoleccion y
minimamente invasivas, que permiten la monitorizacion molecular del
tejido adiposo tanto en estados fisiolégicos como patoldgicos (427,607).

Por tanto, este estudio sobre la expresion del oncogen
SURVIVINA/BIRCS en relacion al grado de adiposidad reveldé un
aumento de las vias antiapoptéticas, especialmente en el VAT y su
reflejo en PBMCs, en condiciones de obesidad, patrén que fue capaz de
revertirse tras la pérdida de peso. Ademas, su correlacion con el grado
de inflamacion sistémica en ratas Zucker destacé su posible
participacion en la asociacion entre la obesidad y el cancer. Estos
hallazgos ponen de manifiesto el potencial uso de SURVIVINA/BIRC5
como biomarcador para la identificacion de un microambiente
procarcinogénico en la obesidad, el cual se podria prevenir mediante el
seguimiento de terapias para pérdida de peso.

En conjunto, estos resultados evaluados en modelos animales vy
reflejados en leucocitos circulantes en pacientes con obesidad indican
que el exceso de adiposidad y los factores secretados por el tejido
adiposo disfuncional en obesidad podrian ser el vinculo promotor mas
probable en el riesgo de esteatosis hepatica relacionado con la obesidad

214



Discusion

y su futura progresion a HCC y estrategias terapéuticas para reducir
dicha adiposidad podria prevenir este efecto.

Con el fin de demostrar dicha hipétesis mas en profundidad, llevamos a
cabo estudios in vitro empleando la linea HepaRG de hepatocitos
humana. Esta linea celular presenta capacidad para desarrollar esteatosis
tras tratamientos con diferentes compuestos (137,138,141,608) y
ampliamente usada en estudios metabdlicos (140,142). En primer lugar,
se sometio a las células dHepaRG a un tratamiento con oleato de sodio,
acido graso insaturado empleado como estimulo desencadenante de
NAFLD (609), para inducir esteatosis vesicular in vitro y asi analizar
los perfiles de expresion de los genes implicados en las primeras fases
del desarrollo tumoral estudiados a lo largo del presente trabajo en
relacion al grado de adiposidad. Este estudio demostré que el acimulo
de grasa, en forma de pequefias gotas lipidicas en el citoplasma de los
hepatocitos tras el tratamiento con el oleato se asocid con cambios
significativos sobre los niveles de expresion de los genes estudiados,
especificamente regulando al alza los oncogenes implicados en la
proliferacion celular, junto con la regulacion a la baja de los
relacionados con la proteccion antioxidante y reparacion del dafio al
ADN. Estos resultados corroboran los niveles de expresion de los genes
implicados en la carcinogénesis anteriormente observados en los
modelos in vivo de obesidad. Por tanto, estos hallazgos evidencian una
vez mas el potencial efecto de la adiposidad intrahepatica sobre el
desarrollo de NAFLD y progresién hacia HCC (106). Ademas, el
tratamiento con oleato de sodio también evidencid una modulacion
sobre los genes relacionados con el metabolismo de los lipidos, que se
interpretd como una consecuencia directa de la esteatosis inducida en
las células HepaRG.

Efectos similares al observado tras el tratamiento con oleato se
encontraron cuando se adiciond a las células dHepaRG secretoma de
SAT y VAT o suero OB procedentes de muestras de pacientes con
obesidad severa. Este estudio evidencié que los tratamientos con
secretoma y suero de pacientes con obesidad fueron capaces de inducir
esteatosis en los hepatocitos y, que, en asociacion al incremento en el
acumulo de grasa, se produjeron cambios en los perfiles de los genes
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ensayados en relacion al inicio del desarrollo tumoral. Concretamente,
los tratamientos adicionados a una concentracion del 2,5% mostraron
una modulacion global de los perfiles de expresion, que se asemejé de
manera relevante a los perfiles transcripcionales observados en los
anteriores estudios realizados en obesidad in vivo.

Estos hallazgos demuestran la hip6tesis generada a raiz de los hallazgos
previos en los modelos animales de obesidad y concuerdan con lo
descrito en la literatura acerca de que el primer paso en el desarrollo de
NAFLD/NASH esta representado por la acumulacién de grasa en el
higado asociada a la obesidad (102) y con que la obesidad incrementa el
riesgo de NAFLD (107,108) y por tanto su progresion hacia HCC
(99,103).

Dado que los resultados en modelos animales evidenciaron la capacidad
de un tratamiento con restriccion calorica para inducir pérdida de peso
sobre la reversion de los parametros de disfuncion hepatica y expresion
de genes relacionados con la carcinogénesis, evaluamos el efecto del
tratamiento con cuerpos cetonicos sobre las células dHeparRG con
induccion de esteatosis por oleato de sodio sobre los perfiles de
expresion de los genes implicados en la carcinogénesis hepatica. El
planteamiento de este estudio se basd en el efecto conocido de las
VLCKD sobre la reduccion de adiposidad (62) y sobre la esteatosis
hepatica (114). Para ello, se adiciond butirato de sodio, es una sustancia
conocida por su efectividad para atenuar NAFLD vy la inflamacién
(610-612), a concentraciones crecientes. Este estudio revel6 cambios
significativos sobre los niveles transcripcionales de los genes
relacionados con las primeras fases del desarrollo tumoral,
concomitante a la disminucion significativa en el acamulo lipidico de
los hepatocitos tratados.

De manera relevante, se evidencio una regulacion al alza de GSTM2,
SIRTL, SIRT6 y TP53, genes anteriormente estudiados por su papel en
la proteccion antioxidante (332,354,363) y reparacion del dafio al ADN
(374) que fueron significativamente modulados tras las intervenciones
de pérdida de peso ensayadas, junto con una regulacion a la baja de
oncogen SURVIVINA/BIRCS, estudiado por su papel en la inhibicion
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de la apoptosis y proliferacion celular (308) que también habia sido
fuertemente regulado por pérdida de peso en los estudios in vivo. Estos
resultados refuerzan lo descrito anteriormente en otros estudios acerca
de que NAFLD puede revertirse en las primeras fases de la esteatosis
hepatica mediante intervenciones para pérdida de peso basadas en la
dieta (110,111), donde las VLCKD se han puesto de manifiesto como
una alternativa terapéutica eficaz (114). En este sentido, la
suplementacion con cuerpos cetonicos se ha asociado con una mejora
del perfil metabdlico y con una mejora del estado oxidativo celular
(541-543). Ademas, el tratamiento de la obesidad con una VLCKD
reduce la masa grasa visceral preservando la masa y funcién muscular
(63,563) asi como la esteatosis hepatica (48).

Estudios previos de nuestro grupo han evidenciado que el efecto del
microambiente inducido por la disfuncion del tejido adiposo en
obesidad podria estar mediado por mecanismos epigenéticos (613). De
hecho, se ha demostrado la existencia de un perfil de metilacion
especifico de cancer de mama (526) y cancer de colon asociado a la
obesidad (91). Ademas, se han observado patrones de metilacion
diferenciales en la obesidad (500), resistencia a la insulina (520) y
NAFLD (503). Dichos patrones de metilacion pueden ser revertidos tras
un tratamiento para perder peso como es la intervencion nutricional con
una VLCKD (564). Por tanto, en este trabajo nos propusimos evaluar el
perfil de metilacion de los genes evaluados en relacion al metabolismo
lipidico y la carcinogénesis asociada a la obesidad y tras un tratamiento
de pérdida de peso basado en una VLCKD (564). Dicho analisis mostro
diferencias significativas en los perfiles de metilacion de los genes
implicados en la carcinogenesis y en la esteatosis hepatica en los
leucocitos circulantes de pacientes con obesidad en comparaciéon con
voluntarios sanos normopesos. Especificamente, se observo una
tendencia general al alza de los niveles de metilacion de los genes
relacionados con la proliferacion celular, la proteccion antioxidante, la
supresion tumoral y el metabolismo de los lipidos en los pacientes con
obesidad.

El seguimiento de la intervencién nutricional con la VLCKD en los
pacientes con obesidad también evidencié cambios significativos.
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Concretamente, tras la pérdida de peso inducida por la VLCKD, el
patron de metilacion observado en los pacientes con obesidad fue capaz
de revertirse y curiosamente esta disminucion general en los niveles de
metilacion se asemejé a los niveles observados en los sujetos
normopeso. Estos resultados concuerdan con el agrupamiento
jerarquico de las DMCpGs y la expresion génica de las DNMTs (564).
Concretamente, los niveles de metilacion de los sitios CpGs
cg05679113, c¢g24224658, ¢g07991600 vy ¢g04028107 fueron
significativamente mas bajos tras la pérdida de peso, coincidiendo con
la bajada en la metilacion detectada de estos sitios CpGs en los sujetos
normopeso en comparacion a los pacientes con obesidad. Estos sitios
CpGs estan contenidos en la secuencia de los genes
SURVIVINA/BIRC5, SIRT6, TP53 y PLIN2, respectivamente,
evidenciando una posible regulacién epigenética en los resultados
observados y su potencial papel como biomarcadores de NAFLD y
HCC en obesidad.

En los ultimos afios, se han descrito conexiones sobre las intervenciones
para pérdida de peso y las alteraciones epigenéticas. Varios estudios
han demostrado el efecto que ejerce una determinada dieta, suplemento
dietético o intervencion nutricional sobre el epigenotipo en la obesidad
(511,531-533) y enfermedades asociadas (75,534-536). En este
sentido, nuestros hallazgos acerca de la capacidad de la VLCKD para
modular cambios en la metilacion del ADN (564), junto a los actuales
beneficios reportados para este tipo de dietas cetogénicas (62—64), nos
llevan a determinar que una intervencion nutricional basada en una
VLCKD puede ser considerada como potencial herramienta terapéutica
para el tratamiento del NAFLD asociada a la obesidad y como
estrategia clave en la prevencion del HCC.

En sintesis, el trabajo realizado en la presente tesis doctoral ha
evidenciado que un exceso de adiposidad, vinculado a la manifestacion
de estrés oxidativo e inflamacion, se asocia con la desregulacion de
genes implicados en las primeras fases de la carcinogénesis, en el
higado y en el tejido adiposo de animales obesos y reflejado en los
leucocitos circulantes de sangre periférica de pacientes con obesidad.
De manera relevante, se ha observado que la pérdida de peso inducida
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en los estudios in vivo fue capaz de revertir el patron de expresion de
los genes implicados en el inicio del desarrollo tumoral, ya que la
disminucion en el peso corporal detectada tras las intervenciones fue
concomitante a la reduccion en la adiposidad, y se asoci6 a una mejora
de la esteatosis hepéatica y de la proteccion antioxidante. Estos
resultados fueron reforzados con los datos obtenidos en una linea
celular de hepatocitos humana, que recred la desregulacién génica
relacionada con la carcinogénesis en los tratamientos con secretoma de
tejido adiposo y suero de pacientes con obesidad severa, los cuales
fueron capaces de reproducir el fenotipo de esteatosis hepatica definido
en los ensayos de las células hepéticas tratadas con oleato de sodio.
Ademas, el tratamiento con cuerpos cetdnicos en las células esteatdticas
tratadas con oleato fue capaz de revertir el patron de expresion génica
ligado a la carcinogénesis, concomitante a la reduccion en el acimulo
de gotas lipidicas citoplasmaticas observada en las células tras el
tratamiento con el butirato de sodio, cuyos resultados se asemejan a los
obtenidos en los estudios in vivo tras la pérdida de peso. Nuestros
hallazgos acerca de la asociacién entre la adiposidad y la desregulacion
de los genes implicados en el inicio de la carcinogénesis indican que la
expresion de los genes estudiados podria estar modulada por
mecanismos epigenéticos, ya que el andlisis de los perfiles de
metilacion del ADN de los genes diana estudiados en los leucocitos
circulantes de pacientes con obesidad revel6 cambios significativos en
comparacion a los perfiles observados en voluntarios sanos normopeso
y tras la intervencion nutricional de estos pacientes siguiendo una
VLCKD.
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Conclusiones

El presente trabajo de investigacion ha permitido establecer las
siguientes conclusiones:

1.

La obesidad por si misma y su microambiente asociado, estrés
oxidativo e inflamacion, son capaces de inducir la expresion
diferencial de genes cominmente asociados con la fase inicial de la
carcinogenesis en el higado de ratas obesas.

. Las intervenciones para inducir pérdida de peso, que incluyen

restriccion caldrica de la dieta y/o ejercicio fisico, son capaces de
revertir los parametros relacionados con la disfuncion hepatica y la
expresion de los genes relacionados con la carcinogénesis observado
en ratas con obesidad.

La expresion hepatica de SIRT6 esta asociada al estrés oxidativo
inducido por el exceso de adiposidad de ratas obesas y esta
modulada por intervenciones para pérdida de peso.

El oncogen SURVIVINA/BIRCS esté sobreexpresado en el VAT de
animales obesos y en el SAT de animales expuestos a la obesidad
durante mas tiempo. Esta sobreexpresion estd asociada con
parametros de adiposidad e inflamacién y es revertida después de la
pérdida de peso.

Los leucocitos circulantes de pacientes con obesidad antes y después
del seguimiento de una terapia nutricional para adelgazar reflejan la
expresion de SURVIVINA/BIRCS observada en los animales obesos
y tras perdida de peso.

EL secretoma de tejido adiposo y el suero sanguineo, obtenidos
desde pacientes con obesidad severa, induce la expresion diferencial
de genes relacionados con la esteatosis y la carcinogénesis hepatica
en células dHepaRG.

. El tratamiento con cuerpos cetonicos sobre las células dHepaRG con

esteatosis revierte los patrones de expresion implicados en el inicio
de la carcinogénesis hepatica.

Los niveles de metilacion de los genes relacionados con la esteatosis
y la carcinogénesis hepéatica estdn modulados en los leucocitos
circulantes de pacientes con obesidad tras una VLCKD.
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Por tanto, el exceso de adiposidad caracteristico de la obesidad es capaz
de desencadenar una respuesta procarcinogénica en el higado antes de
la manifestacion de una masa tumoral, inducida por estrés oxidativo e
inflamacion, y regulada por mecanismos epigenéticos como la
metilacion del ADN. Asi mismo, la pérdida de peso juega un papel
clave para contrarrestar las caracteristicas del fenotipo obeso y, por
consiguiente, la promocion de la carcinogenesis, indicando que una
reduccion en el grado de adiposidad es fundamental para prevenir la
progresion hacia el HCC relacionado con la NAFLD causada por la
obesidad.
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Anexos

Edificio Administrativo Monelos
XUNTA DE GALICIA Ealii Asmii j alicia

DELEGACION TERRITORIAL 15071 A Coruna
DA CORUNA

Xefatura Territorial da Conselleria do

Medio Rural e do Mar

José Manuel Cifuentes

REXISTRO XERAL DA XUNTA DE GALICIA Departamento de Anatomfa

REXISTRO DD ELIFICIO ADIAINISTRATIVO DA CORUNA Facultade de Veterinaria
A CORUNA

Dala 2641202015 DY 8938 Campus Universitario
SAIDA 174511 / RX 1755490 27002 Lugo

UL L

NOTIFICACION DE RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION
ANIMAL

Expediente nim.: 15005/2015/003 Data de inicio: xaneiro de 2016
Interesado: Felipe Casanueva Breijo Forma de inicio: solicitude do interesado
Procedemento: resolucién de autorizacion

Notificolle que con data 23 de decembro de 2015, o xefe territorial da Conselleria do Medio
Rural emitiu unha resolucién de autorizacién do proxecto de experimentacion animal, cuxo
texto integro é o seguinte:

ANTECEDENTES

O interesado, como representante do centro da Facultade de Medicina da Universidade de
Santiago de Compostela presentou, con data 14.7.2015 e rexistro de entrada 83463 RX
1343433, unha solicitude para a realizacién do proxecto de experimentacion animal, cuxos
datos se detallan a continuacién:

Denominacién do proxecto: Modelos experimentais para o estudio da obesidade

Nome do centro usuario: Animalario da Facultade de Medicina

Persoa responsable do proxecto: Felipe Casanueva Freijo

Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Departamento de Fisioloxia da Facultade de Medicina da
Universidade de Santiago de Compostela

Clasificacién do proxecto : Tipo | [ Tipo Il [:] Tipo 1l

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE nim. 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bdasicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en
experimentacién e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33
as condicidns de autorizaciéns dos proxectos con animais de experimentacién,

2. O artigo 89 da Lei 30/1992, de 26 de novembro, do réxime xuridico das administraciéns
publicas e do procedemento administrativa comun (BOE nam. 285, 27 de novembro de
1992), modificada pola Lei 4/1999, de 14 de xaneiro, establece que a resolucién que pofia
fin 0 procedemento decidird todas asO cuestiéns expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.
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da Calidade Alimentaria

MODUL OS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “B” EUTANASIA DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1(2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Coidado, sadde e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recoriecemento do dolor, o sufrimento e a angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “B”
1.-Bioloxia bdsica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1(2 horas).

3.- Biologia baésica y adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1(5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “B”
1.-Biologia basica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

% Xacobeo 2021
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+ &4 15703 §am\ ago de Compostela Axencia Galega
.r. CONSELLERIA DO MEDIO RURAL A Corufia da Calidade Alimentaria

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou subministrados
con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme coa Orde
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con fines
de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden ECC/566/20175 de 20
de marzo.

1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apeltidos / Surname:

GONZALEZ IZQUIERDO

12.Nome /Nombre /First names: DNI /oNi / identity card number:

ANDREA 44463491Y

13. Categoria/categoria/Category: ub " 1.4. Especies/Especies/Species: 15. Valido ata/ valido hasta/expires:
ROEDORES 5/11/2028

2. N° DO CERTIFICADO / N°DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

B522

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

<
['4
] 3..Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing the
% certificate:
=
g 8 CONSELLERIA DO MEDIO RURAL — XUNTA DE GALICIA
I AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
4 08 Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
ﬁgg 15781 Santiago de Compostela
5%% A Corufia (Espafia)
Weoe
EE ‘;— 3.2Teléfono / Tetéfono / Tetephone: 3.3Fax/ Fax/Fax: 3.4.Correo electrénico / Correo electrénico / Email:
d
'§X% 981546 654 981546 651 formacion.cmrm@xunta.es
£ps
55’3 3.5Data / Fecha / Date: 3.6.Lugar/ Lugar/Place:
23/02/2021 Santiago de Compostela

3.7.Nome e sinatura / Nombre y firma / Name and signature
3.8.Selo / Sello / Stamp

Asdo.: Xiana Maria Perales Arroyo
Xefe do Departamento de Formacién
(asinado dixitalmente)

Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve
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1, 4 CONSELLERIADO MEDIO RURAL & (oqpa 0000 ComPostei Axencia Galega j

A Corufia da Calidade Alimentaria

MODUL OS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “C” REALIZACION DOS PROCEDEMENTOS - ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE
MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1(2 horas).

3.- Bioloxia bésica e adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Coidado, saude e manexo dos animais, nivel 1(5 horas).

5.- Recofiecemento do dolor, o sufrimento e a angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “C”

1.- Bioloxia bésica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1(5 horas)

3.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervencions cirdrxicas ou procedementos prolongados (8 horas)

6.- Principios de cirurxia (5 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1(2 horas).

3.- Biologia bdsica y adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimento y la angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “C”

1.- Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 1 (5 horas)
3.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

®
2
K
% 5.- Anestesia avanzada para intervenciones quirdrgicas o procedimientos prolongados (8 horas)
€
§ 6.- Principios de cirugia (5 horas)
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Cargo: Xefatura Servicio
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e ; | 15703 Santiago de Compostela Axencia Galega
¥ ¢§| CONSELLERIADOMEDIORURAL A Gonia da Calidade Alimentaria

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacion en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apetlidos / Surname:

GONZALEZ IZQUIERDO

1.2Nome /Nombre / First names: DNI /DNi / Identity card number:

ANDREA 44463491Y

13. Categoria/categoria/Category: llcll 1.4. Especies/Especies/Species: 15. Valido ata/ valido hasta/expires:
ROEDORES 21/12/2028

2. N° DO CERTIFICADO / N°DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

C560

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccion del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing
the certificate:

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

3.2Teléfono / Tetéfono / Telephone: 3.3Fax/Fax/Fax: 3.4.Correo electrénico / Correo electrénico / Email:
981546 654 981546 651 formacion.cmrm@xunta.es
3.5Data/ Fecha / Date: 3.6.Lugar/Lugar/Place:
16/02/2021 Santiago de Compostela

3.7Nome e sinatura/Nombre y firma / Name and signature

Asdo.: Xiana Maria Perales Arroyo
Xefe do Departamento de Formacion
(asinado dixitalmente)
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"8 XUNTA DE GALICIA Avda_do Camifio Francés, 10, Baixo AGACAL B I I C I B
1, 4 CONSELLERIADO MEDIO RURAL & (oqpa 0000 ComPostei Axencia Galega j

A Corufia da Calidade Alimentaria

MODUL OS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “D” DESENO DOS PROXECTOS E PROCEDEMENTOS - ORDE ECC/566/2015, DE
20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacién nacional (1 hora).

2.- Ftica, benestar animal e as “tres erres” nivel 1(2 horas).

3.- Bioloxia bésica e adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Coidado, saude e manexo dos animais, nivel 1(5 horas).

5.- Recoriecemento do dolor, o sufrimento e a angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “D”

1.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 2 (10 horas)

2.- Fundamentos de bioloxia e fisioloxia animal (20 horas)

3.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1(5 horas)
4.- Deserio de proxectos e procedementos, nivel 1(5 horas)

5.- Deserio de proxectos e procedementos, nivel 2 (10 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las "tres erres”, nivel 1(2 horas).

3.- Biologia basica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1(5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “D”

1.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 2 (10 horas)

2.- Fundamentos de biologia y fisiologia animal (20 horas)

3.- Procedimientos minimamente invasores sin anestesia, nivel 1 (5 horas)
4.- Disefio de proyectos y procedimientos, nivel 1(5 horas)

5.- Disefio de proyectos y procedimientos, nivel 2 (10 horas)

% Xacobeo 2021
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e ; | 15703 Santiago de Compostela Axencia Galega
¥ ¢§| CONSELLERIADOMEDIORURAL A Gonia da Calidade Alimentaria

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccion de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION

1. Apelidos / Apellidos / Surname:

GONZALEZ IZQUIERDO

1.2Nome /Nombre / First names: DNI/oN1/ dentity card number:

ANDREA 44463491Y

13. Categoria/categoria/Category: lld " 1.4. Especies/Especies/species: 1.5, Valido ata/ vatido hasta/expires:
TODAS 18/05/2028

2. N° DO CERTIFICADO / N°DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

d316

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

<
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] 3..Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing
§ the certificate:
Ed
x
g 2
o 9 .
£ 3 CONSELLERIA DO MEDIO RURAL — XUNTA DE GALICIA
; 8; AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
E';g Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
gog 15781 Santiago de Compostela
oo ~ ~
E%E A Corufia (Espafia)
i - - — —
Eas 3.2Teléfono / Teléfono / Telephone: 33Fax/Fax/Fax: 3.4.Correo electrdnico / Correo electrsnico / Email:
£
55’8 981546 654 981546 651 formacion.cmrm@xunta.es
3.5Data/ Fecha/ Date: 3.6.Lugar/Lugar/Place:
16/02/2021 Santiago de Compostela

3.7.Nome e sinatura / Nombre y firma / Name and signature
3.8.Selo / Sello / Stamp

Asdo.: Xiana Maria Perales Arroyo
Xefa fo Departamento de Formacién
(asinado dixitalmente)

Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve
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Anexos

Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Orden ECC 566/2015, de 20 de marzo

D./D.2 ANA BELEN CRUJEIRAS MARTINEZ, con N.I.F. 52935842P, ha obtenido el
reconocimiento de la capacitacion para realizar, sin limitacion de especie, las
funciones de:

REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS
DISENO DE LOS PROYECTOS Y PROCEDIMIENTOS

N° de certificado: CAP-T-1244-16

ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO
Direccién General de Agricultura y Ganaderia

Consejeria de Medio Ambiente, Administracion Local y Ordenacién del Territorio

El reconocimiento de la capacitacion para la realizacion de las funciones relacionadas
en este certificado surtira efecto en todo el territorio nacional.

Fecha Sello

3 de junio de 2016

Nombre y firma
EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA
(P.D.F. Resolucion 2 de noviembre de 2015)

EL SUBDIRECTOR GENERAL DE RECURSOS AGRARIOS

Fdo: Jesus Carpintero Hervas
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Ref.: CAP-T-1244-16

RESOLUCION DE RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION E INCLUSION EN EL REGISTRO DE
PERSONAL QUE MANEJA ANIMALES UTILIZADOS, CRIADOS O SUMINISTRADOS CON FINES DE
EXPERIMENTACION Y OTROS FINES CIENTIFICOS, INCLUYENDO LA DOCENCIA (Orden
ECC/566/2015, de 20 de marzo)

Vista la solicitud formulada por D./D.2 ANA BELEN CRUJEIRAS MARTINEZ, con N.IF.
52935842P, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, DISENO DE LOS PROYECTOS Y PROCEDIMIENTOS, de
animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccién Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuerdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: reconocer la capacitacion a D./D.2 ANA BELEN
CRUJEIRAS MARTINEZ, con N.L.F. 52935842P, para realizar, sin limitacion de especie, las
funciones de REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, DISENO DE LOS PROYECTOS Y
PROCEDIMIENTOS, de animales utilizados, criados o suministrados con fines de
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia, e incluirle en el
correspondiente registro.

El mantenimiento de la capacitacién se debe demostrar al menos cada ocho afios, en
los términos que establece el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, a partir
de la fecha de esta Resolucion.

La presente Resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma podré
interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracion Local y
Ordenaciéon del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia, o en
cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Comun, de conformidad con
lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.

Madrid, 07 de junio de 2016 )
EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA

(P.D.F. Resolucion 2 de noviembre de 2015)
EL SUBDIRECTOR GENERAL DE RECURSOS AGRARIOS

Fdo.: Jesus Qarpintero Hervas
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Ref.: CAP-T-1244-16
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D./D.2 ANA BELEN CRUJEIRAS
MARTINEZ

C/ MANUEL LUSTRES RIVAS, 3 - 12
15706 RIVEIRA (CORURIA)

Notifico a Vd. que el Sr. Director General de Agricultura y Ganaderia, ha dictado la
siguiente Resolucion:

“Vista la solicitud formulada por D./D.2 ANA BELEN CRUJEIRAS MARTINEZ, con N.I.F.
52935842P, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, DISENO DE LOS PROYECTOS Y PROCEDIMIENTOS, de
animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentaciéon y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccién Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuerdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la

docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: reconocer la capacitacién a D./D.2 ANA BELEN
CRUJEIRAS MARTINEZ, con N.L.F. 52935842P, para realizar, sin limitacién de especie, las
funciones de REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, DISENO DE LOS PROYECTOS Y
PROCEDIMIENTOS, de animales utilizados, criados o suministrados con fines de
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia, e incluirle en el

correspondiente registro.

El mantenimiento de esta capacitacion se debe demostrar al menos cada ocho afos,
en los términos que establece el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015, de 2C de marzo, a
partir de la fecha de esta Resolucion.

La presente Resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma podra

)
<
= interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcién
] i de esta notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracién Local vy
S —~Z
S ;E Ordenacion del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia o en
S ~a
§§ ._'Z cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
5e :
& 2,% las Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Comun de conformidad con
w
a2 :;::: lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.”
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Eg jﬁ Se adjunta Certificado de Capacitacion.
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B R Madrid, 07 de junio de 2016
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Lard Comité Etico de Investigacién Clinica de Galici
i XUNTA DE GALICIA Eg:;:dom;‘:m:tr:t‘;:;d':;an"ux:‘r:. RS BI B
4, ¢ CONSELLERIA DE SANIDADE 5781 SANTIACO D COMPOSTELA j ICI
Secretaria Xeral bt Ml

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE GALICIA

Paula M. Lopez Vazquez, Secretaria del Comité Etico de Investigaci6n Clinica de Galicia

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunién del dia 26/03/2013, la enmienda del estudio:

Titulo: Avaliacién dos efectos diferenciais do tecido adiposo de doantes con fenotipo obeso e normal
sobre a carcinoxénesis

Version Enmienda: modificacion del proyecto enero 2013

Promotor: Felipe Casanueva Freijo

Cédigo de Registro CEIC de Galicia: 2009/076

Y que este Comité acepta de conformidad con sus procedimientos normalizados de trabajo y tomando
en cuenta los requisitos éticos, metodolégicos y legales exigibles a los estudios de investigacion con
seres humanos, sus muestras o registros, que dicha enmienda sea incorporada al estudio de
investigacion que se esta realizando en los centros aprobados.

‘ Jmpostela a 10 de abril de 2013

Paula M. Logez Vazquez

En Santiago d
La Secretaria
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. HITIE

HQSP!‘I’AL UNIVERSITARIO

RIO HORTEGA

Sacyl

SANDAD DF CASTILLAY LEOK

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. FLORENTINO PINACHO PELAEZ, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Centro Hospitalario: Hospital Universitario del Rio Hortega de Valladolid,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en su reunién del dia 10 de Abril de 2013, el Estudio de
Intervencién con alimentos titulado: “Estudio para evaluar el efecto del DHA en los
mediadores involucrados en la resolucion de la inflamacion en pacientes obesos
sometidos a un programa de adelgazamiento”. C.P.: PNK-DHA-2013-01. Versién
4.0 de 22 de Marzo de 2013 Promotor: Protein Supplies S.L. Hoja de informacién al
paciente y consentimiento informado Version 4 del 26 de Marzo de 2013 y considera
que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio.

Y que este Comité acepta que dicho Estudio sea realizado en el Hospital Universitario
del Rio-Hortega de Valladolid por el Dr. D. de Luis Roman como Investigador
Principal.

Lo que firmo en Valladolid, a 11 de Abril de 2013

Fdo. D Florentino Pinacho Pelae
Secretario CEIC

W Junta de
Castilla y Leon
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SC

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO

DECOMPOS L PUBLICACIONES INCLUIDAS EN LA TESIS

Diia. Andrea Gonzalez lzquierdo

En condicion de:  Doctoranda

ADIPOSIDAD Y CARCINOGENESIS HEPATICA:

Titulode latesis: ;| APROXIMACION EPIGENETICA

INFORMA:

Que la presente tesis reproduce parcialmente la relacién
de publicaciones que se detallan a continuacion, en las
gue la participacion de la doctoranda fue decisiva para
su elaboracién, cuya contribucién es como primer autor.

En Santiago de Compostela, 16 de Septiembre de 2021

Firma electrénica
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Relacion de publicaciones

Titulo de la Publicacién

Oxidative Stress Induced by Excess of Adiposity Is Related to a Downregulation of
Hepatic SIRT6 Expression in Obese Individuals

Autores

Marcos C Carreira*, Andrea G Izquierdo*, Maria Amil, Felipe F Casanueva, Ana B
Crujeiras.

*Marcos C Carreira y Andrea G Izquierdo contribuyeron equitativamente en este
trabajo y deben ser considerados como autores co-primeros.

Fecha de la publicacién

20 diciembre 2018

Revista

Oxidative Medicine and Cellular Longevity. Hindawi. ISSN: 1942-0994

{ndice de impacto

6,543

Contribucién autor

Andrea G Izquierdo contribuyo en el disefio y realizacion de los experimentos,
analisis de los datos y redaccidon del manuscrito.

Contenido incluido en

RESULTADOS:

2. REGULACION DE LA EXPRESION HEPATICA DE SIRT6 EN ASOCIACION AL ESTRES
OXIDATIVO INDUCIDO POR EXCESO DE ADIPOSIDAD (pag. 163-165)

ID del articulo

DOI: 10.1155/2018/6256052

Enlace a la publicacién (Open Access)

https://www.hindawi.com/journals/omcl/2018/6256052/
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Titulo de la Publicacidn

An energy restriction-based weight loss intervention is able to reverse the
effects of obesity on the expression of liver tumor-promoting genes

Autores

Andrea G. Izquierdo, Marcos C. Carreira, Maria Amil, Carlos S. Mosteiro, Tomas
Garcia-Caballero, Alfredo Fernandez-Quintela, Maria P. Portillo, Felipe F.
Casanueva, Ana B. Crujeiras.

Fecha de la publicacién

16 diciembre 2019

Revista

The FASEB Journal. ISSN:1530-6860

[ndice de impacto

5,191

Contribucion autor

Andrea G Izquierdo contribuyd en el disefio y realizacién de los experimentos,
analisis de los datos y redaccién del manuscrito.

Contenido incluido en

RESULTADOS:

1. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON LA
CARCINOGENESIS LIGADA A LA ESTEATOSIS HEPATICA EN RATAS ZUCKER (pag.
151-161)

ID del articulo

DOI: 10.1096/fj.201901147RR

Enlace a la publicacion (Open Access)

https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1096/fj.201901147RR
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Titulo de la Publicacidon

Weight loss normalizes enhanced expression of the oncogene survivin in
visceral adipose tissue and blood leukocytes from individuals with obesity

Autores

Andrea G. Izquierdo, Marcos C. Carreira, Gemma Rodriguez-Carnero, Alfredo
Fernandez-Quintela, Aurelio M. Sueiro, Miguel A. Martinez-Olmos, German
Guzman, Daniel De Luis, Marcela A. S. Pinhel, Carolina F. Nicoletti, Carla B.
Nonino, Francisco J. Ortega, Maria P. Portillo, Jose M. Fernandez-Real, Felipe F.
Casanueva, Ana B. Crujeiras.

Fecha de la publicacién

16 junio 2020

Revista

International Journal of Obesity. ISSN: 1476-5497

{ndice de impacto

5,804

Contribucién autor

Andrea G Izquierdo contribuyo en el disefio y realizacion de los experimentos,
andlisis de los datos y redaccion del manuscrito.

Contenido incluido en

RESULTADOS:

3. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DEL ONCOGEN SURVIVINA/BIRCS EN
TEJIDO ADIPOSO EN RELACION AL GRADO DE ADIPOSIDAD (pag. 167-178)

ID del articulo

DOI: 10.1038/541366-020-0630-7

Enlace a la publicacion (Open Access)

https://www.nature.com/articles/s41366-020-0630-7
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Titulo de la Publicacidn

Epigenetic landscape in blood leukocytes following ketosis and weight loss
induced by a very low calorie ketogenic diet (VLCKD) in patients with obesity

Autores

Ana B. Crujeiras*, Andrea G. Izquierdo*, David Primo, Fermin I. Milagro, Ignacio
Sajoux, Amalia Jacome, Alfredo Fernandez-Quintela, Maria P. Portillo, J.Alfredo
Martinez, Miguel A. Martinez-Olmos, Daniel de Luis, Felipe F. Casanueva.

*Ana B. Crujeiras y Andrea G Izquierdo contribuyeron equitativamente en este
trabajo y deben ser considerados como autores co-primeros.

Fecha de la publicacién

20 mayo 2021

Revista

Clinical Nutrition Journal. ISSN: 0261-5614.

[ndice de impacto

7,324

Contribucién autor

Andrea G Izquierdo contribuyd en el disefio y realizacién de los experimentos,
analisis de los datos y redaccién del manuscrito.

Contenido incluido en

RESULTADOS:

5. ESTUDIO DEL PERFIL DE METILACION DE LOS GENES ANALIZADOS EN RELACION
A ESTEATOSIS HEPATICA Y CARCINOGENESIS (pag. 193-201)

ID del articulo

DOI: 10.1016/j.cInu.2021.05.010

Enlace a la publicacién (Open Access)

https://www.clinicalnutritionjournal.com/article/S0261-5614(21)00260-0/fulltext
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RESEARCH ARTICLE FASEBJQURNAL

An energy restriction-based weight loss intervention is able to
reverse the effects of obesity on the expression of liver tumor-
promoting genes

Andrea G. Izquierdo'? | Marcos C. Carreira®® | Maria Amil>® | Carlos S. Mosteiro®

Tomas Garcia-Caballero* | Alfredo Fernandez-Quintela>® | Maria P. Portillo>® |
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‘Laboramry of Epigenomics in Endocrinology and Nutrition, Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS), Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS/SERGAS), Santiago de Compostela, Spain

CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CIBERobn), Madrid, Spain

3Labormory of Molecular and Cellular Endocrinology, Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS), Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS) and Santiago de Compostela University (USC), Santiago de Compostela, Spain

“Department of Morphological Sciences, School of Medicine, University of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Spain

*Nutrition and Obesity Group, Department of Nutrition and Food Science, University of the Basque Country (UPV/EHU), Lucio Lascaray Research Institute
and Health Research Institute BIOARABA, Vitoria, Spain

Correspondence

Ana B. Crujeiras, Epigenomics Unit, Abstract

Instituto de Investigacion Sanitaria, The epidemiological evidence regarding the association of obesity with liver dis-
le malaro 6 S e ease and possibly hepatocellular carcinoma highlights the need for investigations of

(CHUS), C/Choupana, s/n. 15706 Santiago
de Compostela, Spain.
Email: anabelencrujeiras @hotmail.com associated with the initial phase of liver tumorigenesis, and whether such phenom-

whether obesity itself could induce the differential expression of genes commonly

enon could be reversed after a weight loss intervention. In this study, obese Zucker
Funding information i i .
MINECO | Instituto de Salud Carlos rats were found to have dysregulated cell proliferation, antioxidative defenses, and
I (ISCI), Grant/Award Number: tumor suppressor gene expression in association with liver dysfunction parameters,
PI17/01287, CP17/00088 and CIBERob! S g q 5

an oon as well as oxidative stress and inflammation. Importantly, after a 4-week weight
loss protocol of energy restriction and/or exercise, this effect on the liver carcino-
genesis-related genes was reversed concomitantly with reductions in the fat mass,

hepatic lipid content, oxidative stress, and inflammation. The findings indicate that
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1 | INTRODUCTION
The upward trend of obesity worldwide' has made this meta-
bolic disturbance a priority risk factor in the implementation
of healthy control strategies.2 This is because, in addition to
the widely known relationship between obesity and cardio-
vascular disease and insulin resislance,3 obesity itself is con-
sidered the second leading avoidable cause of cancer, after
smoking. Approximately 5% of cancers may be attributable
to excess weight,* and 15%-20% of all cancer-related deaths
in patients aged 50 years and over might be attributable to
obesity.” However, despite the numerous epidemiologi-
cal lines of evidence, the mechanisms underlying obesity-
associated cancer remain largely unknown. In this regard,
adipose tissue is emerging as a relevant factor in the associ-
ation between obesity and cancer because of the role it can
play in the promotion of inflammation and oxidative stress.®’
Over the past few years, accumulating evidence has shown
that obesity induces oxidative stress in humans, and this in-
duced stress was suggested to be the link between obesity
and its comorbidities.® Reactive oxygen species (ROS) are
an endogenous class of carcinogens that trigger mutation of
the cells,’ although paradoxically, ROS and reactive nitrogen
species can cause apoptotic or necrotic cell death. 10 Hi gh lev-
els of oxidative stress can be cytotoxic, inhibiting cell prolif-
eration and leading to apoptotic/necrotic cell death, whereas
low or intermediate level of oxidative stress are most effective
in damaging DNA, causing mutations and inflammatory re-
actions and promoting cell proliferation. Ultimately, the initi-
ation of these oxidative stress effects induces carcinogenesis,
which progresses to cancer developmem.g’11 Therefore, we
hypothesized that by creating a microenvironment that per-
mits malignant transformation, obesity-related factors may
regulate the expression of representative genes that are in-
volved in cell proliferation and known to be altered in tumor-
igenesis, as well as genes that protect against oxidative stress,
DNA damage, and tumor suppression.6 This hypothesis has
been previously demonstrated by our research group through
studies on obesity-related breast cancer risk in both rats and
humans.'? Similarly, other researchers have investigated the
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the oxidative stress and inflammation associated with excess adiposity promote dys-
regulation of the genes involved in liver tumorigenesis. This is clinically relevant
because these effects were detectable in the liver without evidence of a tumoral mass
and were reversed after weight loss. Consequently, this study reveals the susceptibil-
ity of obese individuals to the initiation of a hepatocarcinogenic process, and how
this can be prevented by achieving a healthy body weight.

adipose tissue dysfunction, carcinogenesis, inflammation, NAFLD, NASH, oxidative stress

mechanisms by which obesity promotes hepatocarcinogene-
sis."® Diet-induced obesity and genetically inherited obesity
were proposed to be potent liver tumor promoters in mice
through their induction of a chronic inflammatory response. 1
However, most of these studies were performed using animal
models of hepatocellular carcinoma (HCC) and followed a
high-fat diet before the administration of a chemical carcin-
ogen,15 whereas few studies had evaluated the potential of
weight loss in preventing the carcinogenic risk associated
with obesity,m’17 Weight loss therapies are effective in im-
proving most of the obesity-associated phenotypes, such as
body fat mass, lipid and glucose metabolism, and biomarkers
of inflammation and oxidative stress.'*** However, whether
these beneficial effects can reduce the risk of the liver injury
that leads to hepatocarcinogenesis remains an open question.

The current study was aimed at investigating whether obe-
sity itself could induce the differential expression of genes
commonly associated with the initial phase of liver tumor-
igenesis, and whether the obesity-related microenvironment
(eg, oxidative stress and inflammation) is associated with
the regulation of carcinogenic gene induction in the liver
of obese rats, which were used to model human obesity at
physiological conditions. Furthermore, we explored whether
the observed molecular changes in the rat model of obesity
could be reversed after a weight loss intervention (ie, energy
restriction or exercise or both combined) to counteract the
obesity phenotype.

2 | METHODS

2.1 | Animals and experimental design

The present study was conducted on male obese Zucker rats
(fa/fa, n = 50) and their control counterparts, lean Zucker rats
(Fal—, n = 20), which were purchased from Charles River
Laboratories (Barcelona, Spain). For the first experiment,
20 young rats (obese and lean; n = 10/group) were obtained
at 5 weeks of age and euthanized 1 week later. For the sec-
ond experiment, 50 adult rats (obese, n = 40; lean, n = 10)
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were obtained at 8 weeks of age and euthanized 12 weeks
later. This set of adult rats were fed a chow diet ad libitum
for 8 weeks, following which 30 of the animals in the obese
group were subjected to a weight loss protocol based on en-
ergy restriction and/or exercise for 4 weeks. The remaining
obese rats (the control group designated as ad libitum group
[Ad-L]) were maintained on an ad libitum diet.

The animals were kept according to protocols approved
by the Animal Care Committee of Santiago de Compostela
University (Ref. 15005/2015/003) in accordance with our
institutional guidelines and the European Union standards
for the care and use of experimental animals. The rats were
housed in air-conditioned rooms (22-24°C) under a con-
trolled (12:12 hours) light-dark cycle with free access to food
and water.

In the experimental weight loss protocol, obese rats
(n = 30) were randomly divided into three subgroups: an
energy restriction group (ER; n = 10), an exercise group
(EX; n = 10), and an energy restriction plus exercise group
(EREX; n = 10). These obese rats were first housed indi-
vidually for 1 week, and their individual food intake was
weighed and recorded. Then, the rats in the ER and EREX
groups were fed a diet of 30% less quantity than their indi-
vidual food intake (based on the food weight) for 4 weeks.
The animals from the EX and EREX groups were then
familiarized with running on a rodent treadmill (Treadmill
system 303401-R-04/C, TSE-Systems, Inc, Chesterfield,
MO, USA) for 10 minutes each day, with the initial speed
of 10 m/min being increased to 20 m/min over the course
of a week (with 0° incline). After that period, the animals
ran on the treadmill at a speed of 20 m/min (with 0° incline)
for 30 minutes each day for 4 weeks, considered a moderate
exercise.”> To encourage the rats to stay on the treadmill, a
slight electrical stimulus was applied from behind (minor
intensity up to 3 mA).

For all animals, the weekly food intake was recorded and
the body weight (BW) and composition were assessed by
nuclear magnetic resonance using an EchoMRI-700 system
(Echo Medical Systems, Houston, TX, USA). The animals
were euthanized by decapitation, and their trunk blood was
collected and immediately centrifuged. The plasma was
stored at —80°C for the biochemical measurements. The liver
was excised, immediately frozen on dry ice, and then stored
at —80°C until assay.

2.2 | Histological grading of hepatic
steatosis and the triacylglycerol content

For the histological examinations, 5-pm slices of liver were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and Oil Red O
(Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The
sections were examined blindly by a certified pathologist,
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and the steatosis was graded by averaging the grade scores
across 10 high-power (200x) magnification fields. The
scores used were as follows: 0: no obese hepatocytes; (a)
obese hepatocytes occupying less than 33% of the hepatic
parenchyma, (b) obese hepatocytes occupying 34%-66% of
the hepatic parenchyma, and (c) obese hepatocytes occupy-
ing more than 66% of the hepatic parenchyma. The content of
total liver triacylglycerol was measured using a commercial
kit (Spinreact, Barcelona, Spain).

2.3 | Analysis of oxidative stress and
inflammation in plasma and tissue lysates

The levels of malondialdehyde (MDA) and total antioxida-
tive power (AOP) in the tissue homogenates and plasma were
evaluated using colorimetric assay kits (OXIS International,
Portland, OR, USA). An enzyme immunoassay kit was
used for the quantification of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-OHdG; Japan Institute for the Control of Aging (JaICA),
Fukuroi, Japan) in the plasma and tissue lysates.

A multiplex cytokine/chemokine panel was used to assess
the plasma levels of inflammatory markers. The Bio-Plex
Pro Rat Cytokine, Chemokine, and Growth Factor Assay
Kit (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France)
was used to measure the expression of five cytokines and
chemokines in the trunk blood plasma; namely, tumor necro-
sis factor-alpha (TNF-o), vascular endothelial growth factor
(VEGF), interleukin (IL)-10, IL-6, and monocyte chemoat-
tractant protein-1 (MCP-1; also known as chemokine (C-C
motif) ligand 2).

2.4 | Gene expression assessment

Total RNA was isolated from the liver homogenates using the
TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according
to the manufacturer's recommendations. The extracted total
RNA was purified by DNase treatment with a DNA-free kit
(Ambion, Austin, TX, USA) and then used as a template to
generate first-strand cDNA, using the High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The quantitative reverse transcription polymer-
ase chain reaction (RT-qPCR) was performed using a Step
OnePlus Real-Time PCR system (Applied Biosystems)
together with a sequence detection system (Applied
Biosystems) and specific TagMan RT-qPCR primers and
probes. The gene expression levels were normalized by using
beta-actin as an internal control, and were expressed as the
average value for the control group.% The RT-qPCR experi-
ments were performed in compliance with the guidelines of
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments (http://www.rdml.org/miqge).

321



ANDREA GONZALEZ IZQUIERDO

IZQUIERDO ET AL.

* L FASEB s

2.5 | Protein extraction and western
blot analysis

Cells were homogenized in cold RIPA buffer containing
200 mmol/L Tris HCI (pH 7.4), 130 mmol/L NaCl, 10%
(v/v) glycerol, 0.1% (v/v) sodium dodecyl sulfate (SDS),
1% (v/v) Triton X-100, and 10 mol/L MgCl, with an anti-
protease and anti-phosphatase cocktail (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). The tissue lysates were centrifuged 3
times at 13 000 g, for 30 minutes each time, in a microfuge
at 4°C. The total protein lysates from the cells (20 ug) were
separated on a 10% SDS polyacrylamide gel, and the bands
were then electroblotted onto a nitrocellulose membrane.
The membranes were blocked for 1 hour in 5% bovine
serum albumin (Sigma-Aldrich, USA) and then succes-
sively probed with the primary antibodies at 4°C overnight.
For protein detection, horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies were added to the membranes for
1 hour at room temperature. Specific antigen-antibody
binding was visualized using reactive chemilumines-
cence detection (Clarity Western ECL Substrate; Bio-
Rad Laboratories) on the ChemiDoc MP Imaging System
(Bio-Rad Laboratories), according to the manufacturer's in-
structions. ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) was used to quantify the volumes of
the specific bands. The data are expressed as percentages
corrected for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (arbitrary units).

The primary monoclonal (mAb) and polyclonal (pAb)
antibodies used were as follows: mouse anti-survivin mAb
(dilution 1:500; catalog number sc-17779, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany), rabbit anti-MYC
proto-oncogene (c-Myc) mAb (dilution 1:1,000; catalog
number ab32072, Abcam Spain), rabbit anti-glutathione-
S-transferase (GST-M2) pAb (dilution 1:1,000; catalog
number ab175282, Abcam), mouse anti-sirtuin 1 (SIRT1)
mAb (dilution 1:500; catalog number sc-74465, Santa
Cruz Biotechnology), rabbit anti-transforming growth fac-
tor-beta (TGFB) pAb (dilution 1:1,000; catalog number
3711, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA),
goat anti-tumor protein p53 (TP53) pAb (dilution 1:1,000;
catalog number AF1355, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), mouse anti-phosphatase and tensin homolog
(PTEN) mAb (dilution 1:500; catalog number sc-7974,
Santa Cruz Biotechnology), and anti-GAPDH mAb (dilu-
tion 1:2,000; catalog number AM4300, Life Technologies
Ltd, Northumberland, UK). The secondary antibodies
used were goat anti-mouse secondary antibodies (dilution
1:10 000; catalog number 31430, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) for survivin, SIRT1, TP53, PTEN,
and GAPDH; and goat anti-rabbit secondary antibodies
(dilution 1:10 000; catalog number 31460, Thermo Fisher
Scientific) for c-Myc, GST-M2, and TGFB.
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2.6 | Statistical analysis

The normal distribution was explored with the Kolmogorov-
Smirnov test and the Shapiro-Wilk test. One-way and
two-way analysis of variance followed by the Bonferroni
multiple comparison test were used to determine statistical
differences between the experimental groups, young and
adult rats, and subsets of adult rats following the weight
loss intervention. The Mann-Whitney U test was applied
when the data were not normally distributed. The fold
change in gene expression was calculated using the pmasct
relative quantification method according to the manufac-
turer's guidelines (Applied Biosystems), and the data are re-
ported as the geometric mean + standard error of the mean
(SEM). All other data are expressed as the mean + SEM.
All differences were considered statistically significant at
a P valueof <.05, whereas a P value of <.1 was consid-
ered to indicate a trend for significance. The potential as-
sociation between the oxidative stress biomarkers and gene
expression levels was evaluated using the Spearman rank
correlation coefficient. Statistical analysis was performed
using SPSS 21.0 software (SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
for Windows XP (Microsoft, Redmond, WA, USA) and
GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Software Inc,
La Jolla, CA, USA).

3 | RESULTS

3.1 | Association between adiposity-related
oxidative stress, inflammation, lipid content,
and carcinogenesis-related gene expression

As expected, no statistically significant differences were
observed between the young obese and lean rats (6 weeks
old) in terms of BW, fat mass, and fat-free mass (Figure 1A).
By contrast, liver lipid content was found in the obese rats
but not in their lean counterparts (Figure 1C-E). With
regard to the adult rats (20 weeks old), the obese animals
presented higher BW and fat mass values than their lean
counterparts and the young obese rats (Figure 1A). Oil Red
O staining of the liver tissue revealed higher lipid accumu-
lation (Figure 1B) in the obese rats, which translated into
a higher steatosis grade (Figure 1C) and liver weight/BW
ratio (Figure 1D), as well as total triacylglycerol content
(Figure 1E). These parameters were statistically significant
higher in the adult obese rats than in the young obese ani-
mals (Figure 1B,C).

In agreement with the observed fat mass and hepatic ste-
atosis levels, the obese rats showed higher circulating levels
of MDA than the lean rats, with the values being statisti-
cally significant higher in the adult obese rats than in the
young animals (Figure 2A). In the liver lysates, there were
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FIGURE 1 Assessment of the obesity-related liver lipid contents in young and adult rats. A, Body weight and body composition in lean and
obese rats. B, Representative images from liver sections stained with hematoxylin & eosin and with Oil Red O (magnification 40x). The red blots
demonstrate lipid droplets in hepatocytes. C-E, Steatosis grade, liver-to-body weight ratio (%), and total liver triacyglycerol content, respectively.
Data are presented as the mean + SEM (n = 7-10 animals/group). “Statistically significant differences compared with control lean counterparts

(P < .05). bStatistically significant differences compared with the young group (P < .05). BW, body weight; FFM, fat-free mass; FM, fat mass;
H&E, hematoxylin & eosin; TG, triacylglycerol
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FIGURE 2 Plasma and tissue levels of oxidative stress biomarkers (A), plasma levels of inflammatory biomarkers (B), and hepatic
expression of carcinogenesis-related genes and their protein levels in young and adult rats (C). Data are presented as the mean + SEM (n = 7-10
animals/group, and n = 3 for expression levels). *Statistically significant differences compared with control lean counterparts (P < .05).
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no differences in the MDA concentrations between the lean
and obese groups, whereas the levels were higher in the adult
obese rats than in the young obese individuals (Figure 2A).
The circulating levels of AOP were also higher in the adult
rats, together with lower levels of 8-OHdG, as compared with
the levels in the young rats (Figure 2A). Likewise, compared
with that in the adult lean rats, the circulating AOP levels
were higher in the adult obese rats, together with lower lev-
els of 8-OHAG (Figure 2A). However, the measured levels of
both AOP and 8-OHdG in the liver lysates were opposite to
the findings in the plasma samples (Figure 2A). With regard
to the circulating levels of inflammatory markers, the adult
obese rats showed higher levels of IL-10 and MCP-1 than
the adult lean rats, whereas no statistically significant differ-
ences were observed in the TNF-«a, IL-6, and VEGF levels
(Figure 2B).
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Remarkably, when the hepatic expression levels of the se-
lected carcinogenesis-related genes were compared between
the obese and lean rats (Figure 2C), it was observed that
BIRCS, the gene coding for baculoviral IAP repeat-containing
5 (also known as survivin), which is involved in cell prolifer-
ation and the inhibition of apoptosis, was upregulated in the
adult obese rats. The transcript levels of GST-M2 and SIRT!
(coding for proteins involved in antioxidative defense), as well
as those of the oncogene c-Myc, were significantly decreased
in the adult obese rats. Moreover, the gene coding for TP53,
which is involved in DNA damage repair, was upregulated
in the liver of adult obese rats. By contrast, no differences
were observed in the expression levels of these hepatic genes
in the young rats, except for SIRT! expression, which was
higher in the young obese rats than in their lean counterparts
(Figure 2C). Compared with the young obese rats, the adult
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obese rats showed differential expression of SIRTI, TFGB,
and TP53 (Figure 2C). The statistically significant differences
in gene expression between the adult obese rats and their con-
trol lean counterparts were confirmed by the corresponding
protein levels measured in the liver (Figure 2C).

To further analyze the association between oxidative
stress and the regulation of carcinogenesis-related genes, a
correlation analysis was performed. The graphs showed that
the plasma levels of MDA were inversely correlated with
the transcript levels of hepatic SIRT! (Figure 3A), and pos-
itively associated with the transcript levels of hepatic TP53
(Figure 3B) and Survivin/BIRCS (Figure 3C).

3.2 | Effects of weight loss on oxidative
stress, hepatic steatosis, and the expression of
carcinogenesis-related genes in the liver of
obese rats

At the beginning of the intervention study, no differences were
observed in body composition among the four experimental
groups (Table 1). The time course of changes in the BW and
body composition is presented in Figure S1. After the 4 weeks
of weight loss, the ER and EREX groups exhibited 26% less
BW concomitantly with less body fat and less body fat-free
mass than the Ad-L control group (Figure 4A; P < .01). No
differences were observed between the EX and Ad-L groups
in terms of BW and body composition (Figures 4A and S1).
Importantly, at week 4 after the weight loss intervention, the
EREX group exhibited a lower percentage of body fat mass
(Figure S1B,D,F) together with a higher body fat-free mass
(Figure SIC,E,F) than the other groups. These differences
reached statistical significance when compared with week 3.
In the investigation of the effects of the weight loss in-
terventions on hepatic steatosis, the Oil Red O staining of
liver sections revealed that the lipid content was significantly
lower in the rats from the ER and EREX groups than in those
from the Ad-L group. This effect was not observed in the
EX group (Figure 4B-E). Together with the decreases in BW
and body fat as well as hepatic lipid accumulation, the three
groups of rats with weight loss also showed lower MDA lev-
els than the Ad-L group. These differences were statistically
significant in the plasma. In the ER group specifically, circu-
lating levels of AOP decreased after the weight loss protocol
compared with the Ad-L group levels. By contrast, the AOP
levels observed in the liver lysate were higher than those in
the Ad-L group, especially in the EREX group. There were
no statistically significant differences in the plasma or liver
lysate 8-OHdG levels among the study groups (Figure 5A).
With regard to the inflammatory markers in the weight loss
groups, although no statistically significant differences were
observed in the circulating levels of TNF-a, IL-6, and VEGF,
adecrease in the inflammatory cytokine MCP-1 was observed
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FIGURE 3  Association between oxidative stress and transcript
levels of carcinogenesis-related genes in adults rats. n = 10 animals/
group. BIRCS, survivin; SIRT1, sirtuin 1; TP53, tumor protein p53
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together with a significant increase in the anti-inflammatory
cytokine IL-10 after energy restriction intervention, compared
with the levels in the Ad-L group (Figure 5B). Importantly, the
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FIGURE 4 Effects of weight loss interventions on the obesity-related liver lipid contents in adult obese rats. A, Body weight and body
composition of the four experimental groups of obese rats. B, Representative images from liver sections stained with hematoxylin & eosin and with
Oil Red O (magnification 40x) from the four experimental groups. The red blots demonstrate lipid droplets in hepatocytes. C-E, Steatosis grade,
liver-to-body weight ratio (%), and total liver triacyglycerol content, respectively. Data are presented as the mean + SEM (n = 7-10 animals/group).
“Statistically significant differences compared with control Ad-L counterparts (P < .05). bStatistically significant differences compared with the

ER group (P < .05). “Statistically significant differences compared with the EX group (P < .05). Ad-L, ad libitum group; BW, body weight; ER,
energy restriction group; EX, exercise group; EREX, energy restriction plus exercise group; FM, fat mass; FFM, fat-free mass; H&E, hematoxylin
& eosin; TG, triacylglycerol
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FIGURE 5  Effects of weight loss interventions on the plasma and tissue levels of oxidative stress biomarkers (A), plasma levels of

inflammatory biomarkers (B), and hepatic expression of carcinogenesis-related genes and their protein levels in adult obese rats (C). Data are
presented as the mean + SEM (n = 7-10 animals/group, and n = 3 for expression levels). “Statistically significant differences compared with
control Ad-L counterparts (P < .05). hSlalislically significant differences compared with the ER group (P < .05). “Statistically significant
differences compared with the EX group (P < .05). 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; Ad-L, ad libitum group; AOP, total antioxidative
power; BIRCS, survivin; c-Myc, MYC proto-oncogene; ER, energy restriction group; EREX, energy restriction plus exercise group; EX, exercise
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expression of the carcinogenesis-related genes was also mod-
ulated in the liver of the obese rats (Figure 5C). Compared
with the Ad-L group, the ER group exhibited significantly
lower expression of Survivin/BIRC5 (P = .027) and higher
expression of GST-M2 (P = .003) and SIRT! (P = .001),
whereas no differences were observed in the TGFB and TP53
expression levels. Similarly, in the EREX group, low levels
of Survivin/BIRC5 (P = .043) and high levels of GST-M2
(P = .033) and SIRT] expression (P = .001) were observed,
without differences in the TGFB and TP53 levels. No sta-
tistically significant differences were observed between the
EX and control groups as well as between the ER and EREX
groups in the expression of the carcinogenesis-related genes.
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The liver protein levels measured in the ER group were equiv-
alent to those obtained in the gene expression measurements,
especially for survivin/BIRCS, c-Myc, and PTEN, which are
important for the prevention of oncogenesis in the liver. By
contrast, the protein expression patterns of GST-M2, SIRT1,
and TP53 in the ER group were opposite to those measured
for the transcripts (Figure 5C).

4 | DISCUSSION

This study revealed the dysregulation of several genes
involved in cancer development pathways, such as those
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related to cell proliferation, antioxidative protection, and
tumor suppression, in the liver of obese Zucker rats. The
overexpression of genes involved in DNA repair and cell
proliferation and the downregulation of genes implicated in
the protection against cellular oxidative stress were found
in the liver of the obese rats. These results were observed
only in the adult animals. Age is a risk factor for cellular
malignant transformation, and obesity increases aging of
the liver tissue.”’ However, the young obese rats showed no
differences in BW and body fat mass relative to their lean
littermates, and only a slight increase in the liver lipid con-
tent that occurred before the increase in body adipose tissue
depots was evident. Therefore, the genetic predisposition to
obesity or the age of these animal models is not involved
in the outcomes. Outstandingly, the weight loss induced by
energy restriction was able to reverse the obesity-related
phenotype by improving the liver steatosis, inflammatory,
and oxidative stress markers, as well as the hepatic expres-
sion of carcinogenesis-related genes. Therefore, it appears
that the features related to excess adiposity are the most
probable mechanistic link to the risk for obesity-related liver
steatosis and consequently cancer, and this risk can be pre-
vented by reducing the adiposity.

Several epidemiological studies have highlighted the
strong contribution of obesity to the overall HCC burden,
mainly because of the underlying presence of nonalcoholic
fatty liver disease (NAFLD) and nonalcoholic steatohepati-
tis.”® NAFLD contributes to 13%-38.2% of HCCs unrelated
to viruses and alcohol.>** Therefore, because of the extent
of obesity worldwide, there is an urgent need to delineate the
molecular mechanisms behind the hepatocarcinogenic risk
associated with obesity and NAFLD, in order to predict the
susceptibility to HCC and to develop counteractive and pre-
ventative stra\tegies.3 0

Zucker rats show an earlier development of obesity, which
is accompanied by many of the features of the human met-
abolic syndrome and liver steatosis.>"* This liver disease
causes a sustained hepatic inflammation that results in paren-
chymal damage, oxidative stress, and compensatory regener-
ation/proliferation events that are strongly associated with the
increased incidence of HCC.'*%

Several examples in the literature suggest the participation
of ROS in hepatocarcinogenesis in rats.>* In addition, it was
observed that genes related to oxidative stress regulation as
well as cell proliferation and DNA repair, such as TP53 and
GST, respectively, were overexpressed in the early stages of
HCC.* Accordingly, the present study has demonstrated that
increases in the lipid liver content, oxidative stress markers,
and circulating inflammatory cytokines such as MCP-1 oc-
curred concomitantly with the overexpression of 7P53 and
Survivin/BIRCS in the liver of obese rats compared with the
levels in their lean counterparts. These findings suggest the
initiation of DNA damage, which is followed by DNA repair

FASEB . — 2

and replication.*>*® Moreover, SIRTI and GST-M2, genes im-
plicated in the protection against cellular oxidative stress, >
were downregulated in the liver of the obese rats. These re-
sults are concordant with dysregulation of the antioxidative
defenses, with consequent promotion of the oxidative stress
characteristic of obesity.38 In fact, the obese rats showed
higher circulating levels of lipid peroxidation, which was
accompanied by high levels of AOP, suggesting a mobiliza-
tion of the soluble antioxidants from the tissues to the plasma
to counteract the lack of antioxidative enzyme defenses and
to restore the oxidant/antioxidant status and prevent further
DNA damage.”’ This assumption was reinforced by the find-
ings of the circulating 8-OHdG levels and by the association
of the plasma MDA and AOP levels with the SIRT1 and GST-
M2 expression levels. However, in the obese liver tissue, high
levels of 8-OHdG were observed together with low levels of
AORP, justifying the increase of 7P53 expression to counteract
the cellular damage. These results indicate that the soluble
antioxidants are able to neutralize lipid peroxidation within
the tissue, but become ineffective under the constant expo-
sure to the obesity-related features, whereupon DNA damage
occurs and possible tumoral transformation ensues.

Remarkably, after weight loss intervention by energy re-
striction, the findings observed in the obese animals were re-
versed; that is, the expression of Survivin/BIRCS and TP53
was downregulated and that of GST-M2 and SIRTI was
upregulated, and the lipid content and circulating oxidative
stress and inflammatory biomarkers were decreased. In this
regard, SIRT1 plays a vital role in the regulation of hepatic
lipid homeostasis and it may be important for the prevention
of obesity-associated metabolic diseases.* Overexpression
of the SIRT! gene in the liver was shown to attenuate endo-
plasmic reticulum stress and insulin resistance. !

Survivin/BIRCS, a cell proliferation-related gene, is in-
dispensable for several steps in cell division; furthermore, it
has generated considerable interest as a risk-associated gene
in various malignancies as well as a cancer therapeutic tar-
get.42 The expression of this gene in nontumorous tissues is
developmentally regulated and has been reported to be low in
most terminally differentiated tissues, whereas it is strongly
upregulated in transformed cells.*® The early dysregulation of
the survivin/BIRCS networks may be required to initiate the
process of malignant transformation and later to maintain the
malignant phenotype of established tumors.** To the best of
our knowledge, this is the first study to show that the upreg-
ulation of survivin/BIRCS5 in nontumorous obese liver tissue
is associated with obesity-related oxidative stress, and that it
can be reversed after weight loss.

The effects of weight loss interventions were evaluated
in the ER and EREX groups of rats, with no differences
observed between the TWO groups, whereas the EX group
showed similar patterns to those of the control group. These
results suggest that energy restriction alone per se is able
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to reverse the carcinogenic effect of obesity rather than in
combination with physical activity. However, a limitation of
our study was the lack of evidence on the effect of exercise
on hepatic pathogenesis, because it was difficult to discern
if exercise did indeed have no effects on the expression of
the carcinogenesis-related genes and oxidative stress markers
or whether more time was necessary to detect these effects.
Nonetheless, exercise was able to induce a higher loss of fat
mass and preserve the fat-free mass after ER treatment.

Another limitation of this study was the lack of a positive
correlation between the expression of the studied genes and
their protein levels after the intervention, whereas a positive
correlation was observed when comparing the obese ani-
mals with their control lean counterparts. The same trend
was observed between the transcripts and protein levels of
Survivin/BIRCS, c-Myc, and PTEN after the weight loss
treatment. However, the transcript and protein expression
patterns for GST-M2, SIRTI, and TP53 were negatively
correlated. These results suggest that a temporal dynamic
occurs between the gene expression and protein abundance
profiles,45 as mediated by the effect of the weight loss inter-
vention. Further studies are needed to elucidate this molec-
ular timekeeping mechanism that regulates the expression
of these genes in the liver in association with changes in the
adiposity state.

In conclusion, although the mechanistic link between obe-
sity and cancer risk is still unknown, several hypotheses have
pointed to the dysfunctional adipose tissue generated in an
excessive BW setting.f"lz““"47 The tumor-promoting effects of
obesity can occur at the local level, as well as systemically
via the circulating inflammatory, growth factor, and meta-
bolic mediators associated with adipose tissue inflammation
as well as paracrine and autocrine effects.*® Importantly, this
hypothesis was corroborated by the results of the current
study. The regulation of carcinogenesis-related genes in the
liver was directly dependent on the adiposity status and its
effects on systemic inflammation and oxidative stress. These
findings demonstrate that the molecular events involved in
the early process of liver carcinogenesis are activated under
the excess adiposity induced by obesity-related oxidative
stress. At a premalignant state, both oncogenic promoter and
suppressor factors are activated in obesity, suggesting that if
the obesity-related pro-tumorous microenvironment remains
for a long time, then the tumor suppressor defenses could be-
come saturated and malignant transformation of the hepato-
cytes could arise even without additional oncogenic insults.
These obesity-induced carcinogenic mechanisms can be de-
tected before the manifestation of a detectable tumor mass
and are reversed by weight loss. Consequently, this study
provides evidence of the susceptibility of obese individuals
to the initiation of a hepatocarcinogenic process, and that this
risk can be prevented by promoting a healthy BW.
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Sirt6 is a member of the sirtuin family involved in physiological and pathological processes including aging, cancer, obesity,
diabetes, and energy metabolism. This study is aimed at evaluating the relationship between liver SIRT6 gene expression and the
oxidative stress network depending on adiposity levels in Zucker rats, an animal model of metabolic syndrome. We observed
that liver-specific SIRT6 expression is reduced in an in vivo model of spontaneous obesity and metabolic syndrome. We also
observed that SIRT6 expression in the liver is positively associated with SIRTI and GST-M2 expressions, two proteins involved
in antioxidant protection pathways and inversely related to body weight and plasmatic oxidative status. Interestingly, the SIRT6
expression is upregulated after energy restriction-induced weight loss concomitantly with an improvement in oxidative stress
markers. These results suggest that SIRT6 may be a potential therapeutic target for the treatment of obesity and associated

metabolic disorders, such as liver disease.

1. Introduction

During the last years, numerous evidences suggested the
oxidative stress as a key factor involved in the development
of obesity and its comorbidities [1]. The oxidative stress in
obesity is induced by an excessive generation and accumula-
tion of reactive oxygen species (ROS) in different cellular
structures due to the expansion of the adipose tissue and
inefficiency in the energy metabolism leading to cellular
damage [2, 3]. The metabolic syndrome associated with obe-
sity identifies subjects who have an increase in morbidity and
mortality and is correlated with the development of several
pathologies that affect different organs such as the liver and

the progression from steatosis to nonalcoholic steatohepatitis
and hepatocarcinogenesis in which oxidative stress appears
to be involved [4].

Sirtuins are a family of NAD*-dependent protein deace-
tylases and ADP-ribosyltransferases with an important role
in regulating the life span, aging, and cancer as well as energy
metabolism and obesity and its metabolic associated disor-
ders [5] and have therefore been proposed as a possible target
for future therapies against these diseases.

Seven highly conserved family members of sirtuins have
been identified (Sirt1-Sirt7) in mammals [6]. A number of
studies revealed that Sirtl has several beneficial effects on
metabolic cell control and enhances the ability of cells to cope
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with oxidative stress [7, 8]. However, relatively little is known
about the other sirtuins Sirt2 to Sirt7 being suggested that
seven sirtuins may have redundant or similar cellular func-
tions with Sirtl [9]. In this regard, the nucleus-specific Sirt6
level is involved in obesity and diabetes [10, 11]. Aging and
overnutrition lead to decreased Sirt6 level resulting in alter-
ations of glucose and lipid metabolism [10]. Deletion of Sirt6
in mice resulted in lethal hypoglycemia [9, 12, 13]. On the
other hand, overexpression of Sirt6 improves blood lipid pro-
files in animals fed with high-fat diets [12]. Liver expression
of Sirt6 is induced by caloric restriction and suppressed in
diseases associated with lipid accumulation in the liver [12].
Hepatic-specific deletion of sirt6 resulted to triglyceride
accumulation and liver steatosis [14]. In addition, adipose
tissue-specific ablation of Sirt6 resulted in increased blood
glucose, hepatic steatosis, and diet-induced obesity [10, 13].
Sirt6 levels are reduced in the adipose tissue of murine
models of obesity and increased in the adipose tissue of
humans with weight loss [15, 16].

Therefore, the aim of this study was to evaluate the
hepatic gene expression of SIRT6 and its relationship with
the oxidative stress network depending on adiposity levels
in Zucker rats, an animal model of metabolic syndrome.

2. Experimental Procedures

2.1. Animals. Malelean (Fa/fa; n = 10) and obese (fa/fa; n = 10)
rats of the Zucker strain, 8 weeks old purchased from
Charles River Laboratories (Barcelona, Spain), were main-
tained in controlled conditions of temperature, humidity,
and illumination (12h controlled photoperiod). They were
allowed to acclimatize for 1 week on arrival. All rats had
free access to water and standard laboratory diet (SAFE;
Panlab, Spain), with 5.5% lipid, 23% protein, and 70%
carbohydrate content. Body weight and food and water
intake were measured during the experimental period.
Finally (22 weeks), animals were euthanized and decapitated,
and the livers and blood were obtained, immediately frozen
on dry ice, and kept at —80°C until analysis. All animal exper-
iments and procedures involved in this study were approved
by the Ethical Committee at the University of Santiago de
Compostela, in accordance with the European Union
Normative for the use of experimental animals.

In the experimental weight loss protocol, fatty rats
(n=30) were randomly divided into three subgroups: an
energy-restriction group (ER; n=10), an exercise group
(EX; n=10), and an energy restriction plus exercise group
(EREX; n=10). These fatty rats were individually housed
for 1 week, and their individual food intake was weighed
and recorded. Then, the rats in the ER and the EREX groups
were fed a diet 30% less in quantity than their individual food
intake during 4 weeks (based on the weight of food).

Animals from the EX and the EREX groups were placed
on a monitored rodent treadmill (Treadmill system 303401-
R-04/C, TSE-Systems, Inc., Chesterfield, MO, USA) for
10 min/day and increased progressively in intensity from
10 m/min to 20m/min during 1 week for familiarization.
After that, animals were placed on the treadmill for 30 min/
day at 20 m/min, 7 days per week for 4 weeks.
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2.2. Body Composition. Body composition studies were per-
formed every 2 weeks using a nuclear magnetic resonance
imaging (MRI) system (Whole Body Composition Analyser,
EchoMRI, Echo Medical Systems, USA).

2.3. RNA Extraction and Quantitative RT-PCR. Total RNA
extraction from the liver was performed using Trizol (Invi-
trogen) according to the manufacturer’s recommendations.
The RNA (500 ng) was retrotranscribed into cDNA using
the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, USA). The expression of the genes of interest was
studied using TaqgMan real-time PCR in Step One Plus
system (Applied Biosystems, USA) using specific primers
and probes obtained from inventoried TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, USA) for SIRTS6,
SIRT1, and GST-M2 genes. All reactions were performed
using the following cycling parameters: 50°C for 2min,
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 155, 60°C
for 1 minute. For data analysis, the RNA level of the gene
of interest was normalized using the f-actin values, accord-
ing to the 224" method.

2.4. Oxidative Stress Blood Analysis. Plasmatic malondialde-
hyde (MDA) and total antioxidant capacity (TAC) were
evaluated using commercially available colorimetric assay
kits (OXIS International, Portland, OR, USA).

2.5, Statistical Analysis. The normal distribution was
explored with the Kolmogorov-Smirnov test and the
Shapiro-Wilk test. Because oxidative stress markers and gene
expression levels were not normally distributed, the Mann—
Whitney U test was applied to study the differences between
obese and lean rats. The fold change in gene expression was
calculated using the 22" relative quantitation method
according to the manufacturer’s guidelines (Applied Biosys-
tems, USA) and reporting the data as the geometric mean
(standard error of the mean, SEM). A p value<0.05 was
considered to be statistically significant, and a p value<0.1
was considered to be a trend for significance. The potential
association between oxidative stress biomarkers and gene
expression levels was evaluated using the Spearman rank
correlation coefficient. Statistical analysis was performed by
SPSS 15.0 software (SPSS Inc., USA) for Windows XP
(Microsoft, USA) and GraphPad Prism 6.01 software
(GraphPad Software Inc., USA).

3. Results

3.1. Characteristics of the Experimental Animal at 22 Weeks
Old. We fed rats a standard diet while monitoring body
weight gain and body composition. At the end of the experi-
ment, the obese rats (fa/fa) showed higher body weight and
consequently higher fat mass (9x) as well as lower free fat
mass than their lean littermates (Fa/fa) (Table 1). In addition,
plasma levels of oxidative stress biomarkers as MDA and
TAC at the end of the experimental period were lower in lean
than in obese phenotype (Table 1).

3.2. Hepatic Gene Expression of SIRT6, SIRTI, and GST-M2.
Obese rats showed a marked decrease in the hepatic gene



Oxidative Medicine and Cellular Longevity

TaBLE 1: Characteristics of the experimental animal at 22 weeks old.

Obese Lean

(n=10) (n=10)  Pvale
Body weight (g) 559+28 410+30 <0.001
Fat mass (g) 213+11 24+6 <0.001
Free fat mass (g) 261+49 303+19 0.021
MDA (uM) 1.75+0.64 0.61+0.19 0.001
TAC (mM Trolox) 436+ 191 265 +40 0.020

Data are represented as the mean + standard error of the mean (SEM).
P value shows statistically significant differences compared with the
control-lean group. MDA: malondialdehyde; TAC: total antioxidant capacity.

expression of SIRT6 (30%) and SIRT1 (50%). These results in
SIRT6 and SIRT1I gene expressions were also observed in an
animal model of diet-induced obesity (DIO; Supplementary
Figure 1). In addition, the hepatic gene expression of GST-
M2, the antioxidant enzyme glutathione-S-transferase Mu2,
was also reduced (30%) (Figure 1(a)).

Because SIRTI and GST-M2 are two proteins with
proven involvement in the antioxidant protection path-
way, we performed an association study between SIRT6
expression and SIRTI and GST-M2 expression in livers
from all rats taken together. Interestingly, the hepatic
SIRT6 mRNA levels were positively associated with the
gene expression of SIRT 1 (r=0.59; p=0.007) and
GST-M2 (r=0.70; p=0.037) (Figure 1(b)).

3.3. Association of SIRT6 Gene Expression with Body Weight,
MDA, and TAC. In accordance with the involvement of
SIRT6 in the regulation of oxidative stress process [10]
and its association with SIRTI and GST-M2 expression
levels, we reasoned that the gene expression of SIRT6 at
the hepatic level should be correlated with body weight
as well as with systemic markers of oxidative stress. In
fact, increased hepatic SIRT6 expression was associated
with lower body weight (Figure 2(a)), lower plasma
MDA levels (Figure 2(b)), and lower plasma TAC
(Figure 2(c)).

3.4. Weight Loss, Systemic Oxidative Stress, and Hepatic Gene
Expression. After the 4 weeks of weight loss treatments, the
ER and EREX groups exhibited 26% less body weight
(Figure 3(a)) than the Ad-L control group and similar to
the lean control animals. No differences were observed
between both groups or between the EX and the Ad-L group
in body weight. According to the body weight loss data, the
ER and EREX groups showed a significant reduction in the
circulating levels of MDA and TAC (Figure 3(b)). Interest-
ingly, in the EX group, despite not producing a reduction in
body weight, it showed a reduction in the circulating levels
of MAD and TAC similar to the effects observed for the
EREX group (Figure 3(b)). Then, we investigated the effect
of the weight loss interventions on hepatic gene expression
of sirtuins and GST-M2. According to the body weight loss
data, the ER and EREX groups but not the EX group showed
a significant increase in SIRT6 and SIRT1 gene expressions

Anexos

(Figure 3(c)). However, the expression of GST-M2 showed
no significant variations after the interventions (Figure 3(c)).

4. Discussion

This work shows that the oxidative stress induced by excess
of adiposity is related to a downregulation of hepatic SIRT6
expression in obese individuals. After weight loss induced
by energy restriction, the hepatic SIRT6 expression increases,
concomitantly with an improvement in oxidative stress
markers. Therefore, these results suggest that the potential
role of SIRT6 in the protection against oxidative stress dam-
age could be a therapeutic target to treat the damage caused
by the association between obesity and oxidative stress.

Sirtuins play an important regulatory role in energy
metabolism and they may be a potential therapeutic target
for obesity and associated pathologies [5]. Among the sirtuin
family members, sirtl is the most well-studied sirtuin and it
has been implicated in the protection against cellular
oxidative stress, and it plays an important role in metabolic
pathway regulation, specifically acting in adipocytes as an
inhibitor of adipogenesis. Additionally, the expression of
SIRT1 is modulated by energy restriction in association with
improvements in oxidative stress [7]. In this line, SIRT6 was
recently discovered as a relevant player in the predisposition
to age-associated diseases [17]. The activity of SIRT6 is
reduced in obesity and diabetes and its hepatic-specific
ablation increases liver steatosis onset [10]. However, the
study of SIRTG6 is still very fresh [10]. In this work, we showed
a downregulation of SIRT6 in the liver of obese rats com-
pared with their lean littermates.

The liver is a key metabolic organ controlling the overall
lipid metabolism in response to hormonal and nutritional
stimuli received and one of the organs most affected by
excessive intake of carbohydrates or fat leading to metabolic
pathologies associated with obesity. Several studies
highlighted that obesity strongly contributes to the transition
of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) to nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) and hepatocellular carcinoma
(HCC) [18, 19]. The absence of SIRT6 increases the expres-
sion of genes responsible for hepatic long-chain fatty acid
uptake and reduced expression of genes for $-oxidation lead-
ing to accumulation of triglycerides and fatty liver disease
and hepatic steatosis [10]. Additionally, the participation of
ROS in liver disease has been suggested [20]. Moreover, it
was observed that genes related to oxidative stress regulation
are overexpressed in early stages of HCC [21]. In this regard,
obesity produces various metabolic alterations that contrib-
ute very actively to the general oxidative balance, creating
the basis for the development of diseases such as diabetes,
hypertension, cardiovascular disease, and cancer, among
others. According to the literature, the major contributors
to systemic oxidative stress in obesity are hyperglycemia,
increased muscle activity to support weight gain, high lipid
levels in different tissues, chronic inflammation, low antioxi-
dant defenses, endothelial ROS production, and hyperlepti-
nemia [1]. Oxidative stress in obesity is a systematic
problem that can be reduced by improving antioxidant
defenses through fat reduction, physical activity or exercise,
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FIGURE 2: Association of SIRT6 gene expression with body weight (a), MDA (b), and TAC (c).

dietary restriction, surgical intervention, or antioxidant
therapies which, based on the results showed in this work,
may include SIRT6.

In accordance with a potential association between the
expression of SIRT6 with oxidative stress, we observed a
correlation between SIRT1 and GST-M2, both genes that
codify proteins involved in the protection against oxidative
stress [7, 22], which were also downregulated in the liver of
obese fa/fa rats. These results suggest a dysregulation in the
antioxidant defenses that promote the oxidative stress char-
acteristic of obesity [23] which was confirmed by the high
circulating levels of MDA and TAC.

The connection between oxidative stress, energy restric-
tion, and sirtuin activity has been shown in the literature.
The energy restriction reduces the cellular levels of NADH
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by increasing the NAD+/NADH ratio and causing an
increase in Sirt2 activity [24]. As in the case of Sirt2, Sirt6
activity is also influenced by energy restriction. Prolonged
restriction results in increased activity of Sirt6 at the brain,
muscle, white adipose tissue, and liver levels [12, 13]. In addi-
tion, Sirt6 is also a mediator of the effects induced by energy
restriction. SIRT6 suppression decreases life extension acti-
vated by energy restriction, and SIRT6 overexpression
shows reduced body weight, increased metabolism, and
reduced serum levels of insulin, glucose, cholesterol, and
several adipokines [13, 25].

In this sense, the data obtained in this study show that
body weight loss is associated with an increase in hepatic
SIRT6 expression and a reduction in systematic oxidative
stress biomarkers in a similar way to the well-studied SIRTI.
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According to the important role of Sirt6 in the liver related to
lipidic and glucose metabolism [10], these effects are
observed in models of caloric restriction; however, physical
exercise does not seem to have any influence on hepatic
SIRT6 expression, although exercise has a potent reducing
effect of oxidative stress at the systemic level. This suggests
that the exercise model produces a decrease in systemic
oxidative stress similar to the energy restriction model but
probably through a different mechanism in which the skeletal
muscle may be involved. All these data suggest that SIRT6
acts similarly to SIRTI and may play a key role in regulating
energy metabolism and defense against oxidative stress.

In conclusion, the results of the current work evi-
denced that SIRT6 gene expression shows similar pattern
of SIRT1 gene expression, the most-studied sirtuin mem-
ber, in the context of relationship with excess body weight
and the regulation of oxidative stress. It supports the idea
of a prominent role for SIRT6 as a potential therapeutic
target for the treatment of obesity and associated disease,
particularly liver disease.
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Abstract

Background/objectives Survivin is an oncogene associated with a decrease in apoptosis, an increase in tumor growth, and
poor clinical outcome of diverse malignancies. A correlation between obesity, cancer, and survivin is reported in the
literature. To date, the impact of weight loss on change in survivin levels is understudied. This study was aimed at: (1)
comparing survivin levels in adipose tissue (AT) from lean and obese animal models and evaluating changes after weight
loss induced by energy restriction and/or exercise; (2) comparing survivin levels in normal weighted and obese humans and
evaluating changes in survivin levels after weight loss induced by a very-low-calorie ketogenic diet (VLCKD) or bariatric
surgery in AT and/or blood leukocytes (PBL/PBMCs).

Subjects/methods Survivin expression was evaluated in subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) AT derived from animal
models of monogenic (Zucker rats) and diet-induced obesity (Sprague Dawley rats and C57BL/6] mice) and after a 4-week
weight-loss protocol of energy restriction and/or exercise. Plasma was used to measure the inflammatory status. Survivin
expression was also evaluated in PBMCs from patients with obesity and compared with normal weight, in PBLs after
VLCKD, and in SAT and/or PBLs after bariatric surgery.

Results Survivin expression was specifically higher in VAT from obese that lean animals, without differences in SAT. It
decreased after weight loss induced by energy restriction and correlated with adiposity and inflammatory markers. In
humans, the correlation between being obese and higher levels of survivin was confirmed. In obese subjects, survivin levels
were reduced following weight loss after either VLCKD or bariatric surgery. Particularly, a decrease in PBMCs expression
(not in SAT one) was found after surgery.

Conclusions Weight loss is effective in decreasing survivin levels. Also, PBL/PBMC should be regarded as appropriate
mirror of survivin levels in VAT for the identification of an obesity-related protumoral microenvironment.

Introduction
Obesity, a disease with epidemic proportions [1-3], is

responsible for the development of numerous complications
such as type 2 diabetes [4, 5], cardiovascular diseases [6],
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and several types of cancer [7]. This disease originates as a
result of a positive energy balance that triggers an abnormal
expansion and dysfunction of white adipose tissue [8, 9]
and secretion of several bioactive molecules such as adi-
pokines [10]. In addition, this excessive accumulation of
visceral and ectopic fat leads to chronic low-grade inflam-
mation [11], so recent research postulates the dysfunction of
visceral adipose tissue (VAT) characteristic of obesity as the
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Table 1 Characteristics of animal experimental groups (Zucker rats, Sprague Dawley-DIO rats, and C57BL/6J-DIO mice).

Zucker rats DIO rats DIO mice
Lean Ob AL Ob ER Ob EX Ob EREX Lean DIO Lean DIO CR
n 10 10 10 10 12 14 4 8 8
Age (weeks) 20 20 20 20 16 16 38 38 38
Body weight (kg) 428.4£202 617.7+46.3" 4622+38.5" 606.3+44.8'¢ 4553+37.6" 2285+12.0 243.5+21.5" 34.5+2.7 53.0£2.7% 42552
Fat mass (g) 36.7+74 2522+24.8" 1845263 2453+18.9% 173.6+19.1% 15652  32.5:57° - - -
Fat-free mass (g) 3212+13.6 2965177 2411120 292.9+21.6° 246.0=18.5%¢ 1723£7.8 170.0+16.1 — - -

Ob AL obese ad libitum, Ob ER obese energy restriction, Ob EX obese exercise, Ob EREX obese energy restriction and exercise, DIO diet-induced

obesity, CR caloric restriction.

“Statistically significant differences compared with lean.
hSlalislically significant differences compared with Ob AL or DIO.
“Statistically significant differences compared with Ob ER or CR.
dStalislically significant differences compared with Ob EX.

mechanism responsible for the development of associated
complications, such as metabolic diseases or cancer
[12, 13]. In this line, previous works demonstrate that the
link between obesity and cancer may be associated with the
microenvironment generated by the effect of VAT dys-
function, which could promote the development of tumor
[14]. In fact, waist-related measures were predictors of
obesity-related cancer in a gender-dependent manner [15].
The cellular mechanisms underlying the association
between obesity and cancer are not yet fully known, so new
findings in this field will be very relevant in personalized
and precision medicine for the treatment of cancers asso-
ciated with obesity.

The oncogene survivin is a key member of the family of
apoptosis inhibitors and is involved in the promotion of cell
division. Survivin expression is increased in most tumors
[16-19] and it may affect the response of tumor cells to
anticancer agents and may be associated with alterations in
survival in carcinogenic processes [19-22]. Survivin also
acts on several types of non-tumor cells and tumor-free
tissues [23], such as the fraction of AT-derived stem cells of
obese subjects [24], and it has been identified as a key
regulator of lipid storage and adipocyte metabolism [25].
Altered expression of survivin in non-tumor breast tissue of
rats [26], in human cell line of non-tumor breast [26], and in
tumor-free liver in rats [27] was also found, all in associa-
tion with the effect of factors secreted by AT in obesity.
These effects were also reflected in the circulating leuko-
cytes of women with obesity with breast cancer and without
tumor [26].

This work was aimed to evaluate and compare the
expression of survivin in subcutaneous adipose tissue
(SAT) and VAT of animal models of tumor-free obesity and
determine the possible effect of weight-loss interventions.
In addition, we aim to validate these results in patients with
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obesity and after therapies for weight loss (very-low-calorie
ketogenic diet (VLCKD) [28] and bariatric surgery).

Materials and methods
Animals
Monogenic obesity

The experimental studies (Table 1) were performed using 8-
week-old male obese Zucker rats (fa/fa, n =40) and lean
Zucker rats (Fa/fa, n=10) that were purchased from
Charles River Laboratories (Barcelona, Spain). They were
allowed to acclimatize for 1 week upon arrival and were
provided with free access to water and a standard laboratory
diet (SAFE—Panlab, Spain) that was comprised of 5.5%
lipid, 23% protein, and 70% carbohydrate content. Body
weight (BW) and food and water intake were measured
throughout the experimental period.

A group of obese rats (fa/fa, n=30) was randomly
divided into three subgroups that included an energy
restriction group (Ob ER; n = 10), an exercise group (Ob
EX; n=10), and an energy restriction plus exercise group
(Ob EREX; n=10). These obese rats were individually
housed for 1 week, and their individual food intake was
weighed and recorded. Then, the rats in the Ob ER and the
Ob EREX groups were fed a diet that was 30% less in
quantity compared with that of their individual food intake
for 4 weeks (based on the weight of food), and the
remaining rats and the rats in the control group (Ob AL;
n=10) were maintained on an ad libitum diet. Animals
from the Ob EX and the Ob EREX groups were placed on a
monitored rodent treadmill (Treadmill system 303401-R-
04/C, TSE-Systems, Inc, USA) for 10 min/day, and the
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intensity of the exercise was increased progressively from
10 m/min to 20 m/min for 1 week to allow for familiariza-
tion. The animals were then placed on the treadmill for
30 min/day at 20 m/min, and this was continued for 7 days
per week over a period of 4 weeks.

Diet-induced obesity (DIO)

Twenty-six male, 3-week old Sprague Dawley rats, and 20
male, 8-week old C57BL/6J mice [29], were obtained from
the central animal facilities of the Universidad de Santiago
de Compostela. After the acclimatization period (1 week),
rodents were randomized into weight-matched groups (two
groups and n = 12-14 animals/group in rats; three groups
and n =4-8 animals/group in mice). One group was pro-
vided with ad libitum access to a standard diet (SAFE—
Panlab, Spain). The other groups were fed with a high-fat
diet (HFD) (Open Source Diets, Research Diets; Bro-
gaarden, Denmark, Reference D 12492) that consisted of
60% lipid, 20% protein, and 20% carbohydrate for
12 weeks in rats and 29 weeks in mice and, in addition, the
group caloric restriction (CR) of mice was fed a diet that
was 30% less in quantity compared with that of their indi-
vidual food intake for last 3 weeks (based on the weight of
food). BW, food, and water intake were measured
throughout the experimental period (Table 1).

All animal experiments and procedures used in this study
were approved by the Animal Care Committee of the
University of Santiago de Compostela in accordance with
our institutional guidelines and the European Union stan-
dards for the care and use of experimental animals.

Humans

Obese and normal-weight patients as a cross-sectional
cohort

A group of healthy humans exhibiting normal weight (n =
29; 35.8+9.4 years, 22.1+2.2 kg/mz) or obesity (n=22;
40.1+11.3 years; 39.1+9.2kg/m?) was recruited for our
study (Table 2). All participants were in apparent good
health according to their medical history, physical exam-
ination, and routine biochemical and hematologic labora-
tory test results. The participants reported no use of
supplemental vitamins, minerals, or regular prescription
medications during the previous 3 months. Blood samples
were obtained after overnight fasting, and the plasma was
separated by centrifugation at 1268 x g and 4 °C for 15 min;
then was frozen at —80 °C for subsequent analyses. The
PBMCs were isolated by differential centrifugation using
Polymorphprep (Axis Shield PoC AS, Norway). The cell
pellet was resuspended in Trizol reagent (Invitrogen,

Table 2 Anthropometric and biochemical parameters from the study subjects.

Longitudinal cohorts

BS cohort 2 [32] BS cohort 3 [33]

BS cohort 1 [31]

VLCKD

Cross-sectional cohort

B (0 day) E (180 days)

E (365 days)

E (730 days) B (0 day)

B (0 day) MK (30 days) E (180 days) B (0 day)

OB

NW

13

16

16

16

16

25

25

25

22

29

10/19 10/12 10/15 10/15 10/115 4/12 4/12 4/12 4/12 0/13 0/13

Gender (men/women)

40.1+11.3 47495 474x95 47.4+9.5 393109 39.3+109 393109  39.3+10.9 359+9.2 36.2+9.3

5.8+9.4
62.0+8.8

Age (years)

1153+194 853+13.8"

1.7+0.2

155.4+244 963+19.5"

1554244 84.4+21.9"

924+10.5 83.3+93" 72.1+9.1%°

110.5+25.7*

Body weight (kg)

Height (m)

1.7+0.2

31.8+5.4%

425+7.0

33.1+5.0°

43

+H

o

53

29.2+5.5%

5
e

+H
)
=
a

33.1%1.6
109.4 +8.1

22122 39.1%9.2°

BMI (kg/m?)
WC (cm)

104.9 + 14.0°

124.4+16.6

88.2+6.5

<
N
~

H
<
o

116.8 +17.2*

82.6x11.6

B baseline, BMI body mass index, BS bariatric surgery, E endpoint, MK maximum ketosis, NW normal weight, OB obese, WC waist circumference.

ically significant differences compared with control or baseline.

YStatistically significant differences compared with maximum ketosis.

&
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Carlsbad, USA) and immediately frozen at —80 °C until the
RNA was extracted.

Obese patients following a VLCKD to lose weight as a
longitudinal cohort

A group of obese patients undergoing treatment at the
Department of Endocrinology and Nutrition at the Uni-
versity Clinical Hospital of Valladolid was recruited to
undergo a nutritional intervention based on a VLCKD as a
treatment for weight loss (PronoKal® Method) [30, 31]. The
range of ages and body mass indexes (BMlIs) of the obese
patients were 1-65 years and 30 to 35 kg/m?, respectively.
All participants (n = 25) were generally healthy individuals,
and they exhibited no serious medical conditions (Table 2).
The study consisted of a clinical trial that possessed an open
and controlled design and included an evaluation by a phy-
sician and expert dietitian, group meetings, and exercise
recommendations performed in a hospital setting at 0
(baseline), 30 (maximum ketosis), and 180 (endpoint) days
from the start of treatment (clinicaltrial.gov: NCT01865448).
Blood samples were obtained after overnight fasting, and the
plasma was separated by centrifugation at 1268 x g and 4 °C
for 15 min. The plasma samples were then frozen at —80 °C
for subsequent analyses. PBL were stabilized in RNAlater
Solution (Invitrogen, Carlsbad, USA) and immediately fro-
zen at —80 °C until the RNA was extracted.

Obese patients following a bariatric surgery as additional
longitudinal cohorts

The cohorts 1 and 2 were constituted by samples of SAT
from morbidly obese women (BMI>40kg/m?, n=16)
before and ~1 and ~2 years after surgery-induced weight
loss (Roux-en-Y gastric bypass (RYGB)). All these subjects
were recruited at the Endocrinology Service of the Hospital
of Girona “Dr Josep Trueta,” were of Caucasian origin, and
reported that their BW had been stable for at least 3 months
before the study. Patients had no systemic disease other than
type 2 diabetes and obesity and all were free of any infec-
tions in the previous month before the study. Samples and
data from patients were partially provided by the FAT-
BANK platform promoted by the CIBEROBN and coor-
dinated by the IDIBGI Biobank. The average BMI of
bariatric patients was reduced by more than 30% after
surgery (Table 2).

Wide gene expression (Affymetrix GeneChip® Human
Gene 2.0 ST Array) and miRNA (miRNA 3.0 Array) pro-
files were analyzed by Ortega et al. [32]. Global gene
expression using two different microarray platforms (AB
1700 and Illumina) was analyzed by Dankel et al. [33].

The cohort 3 was constituted by samples of PBMCs from
women with morbid obesity (BMI>40kg/m?, n=13)
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before and 6 months after RYGB. All subjects were
recruited at the Hospital das Clinicas of the Ribeirdo Preto
Medical School from Brazil. Patients with thyroid disease,
cancer, and psychiatric disorders were excluded. After
surgery, the average BMI of the patients was reduced by
25% (Table 2). Whole gene expression profiles were
determined by microarray analysis (Illumina’ BeadCheap
HumanHT-12_v4 Array) [34].

All participants of the studies provided written informed
consent validated and approved by the Ethics Committee of
the institution (CEIC Galicia No. 2009/076; C.I: 40/13,
PNK-DHA2013-01; CEIC Girona No. 223/2004; CAAE:
18973913.0.0000.5440).

Body composition and biochemical measurements

In the animal models, weekly body composition studies
were assessed using an Echo Magnetic Resonance Imaging
System (EchoMRI 700; Echo Medical System, USA).
Rodents were euthanized with CO, and decapitated, and
organs and tissues were obtained, immediately frozen on
dry ice, and stored at —80 °C until analysis. Plasma levels
of pro-inflammatory cytokine monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) in Zucker rats were analyzed by ELISA
following the manufacturer’s protocol (Bio-Plex Pro™
Cytokine MCP-1, Bio-Rad Laboratories, USA).

Patients were weighed on a calibrated scale (Seca
200 scale, Medical Resources, EPI Inc OH, USA). BMI was
calculated as BW in kg divided by the square of the body
height in meters. Waist circumference was measured using a
standard flexible nonelastic metric tape over the midpoint
between the last rib and the iliac crest, while the patient was
standing and exhaling.

Gene expression assessment

RNA was isolated using Trizol (Invitrogen) from the VAT
and SAT samples of rats and from leukocytes derived from
patients according to the manufacturer’s recommendations.
The expression of survivin was assessed using TagMan
real-time PCR as previously describe [14, 27]. For data
analysis, gene expression levels were normalized GAPDH
as internal control, and they were expressed as the average
value for the control group according to the 2724 method.
RT-qPCR experiments were performed in compliance with
the Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments guidelines (http:// www.rdml.
org/miqe).

Protein extraction and western blot analysis

All the steps for extraction and preparation protein samples
from tissue were carried out at 4 °C by following the
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protocol required as previously described [27]. The data are
expressed as percentages corrected for GAPDH (arbitrary
units).

Statistical analysis

The sample size of the current study was calculated to detect
differences in BW in both animal and human cohorts. It was
calculated to achieve a @ = 0.05, and a power (1-) of 80%.
Normal  distributions ~ were  assessed using  the
Kolmogorov—Smirnov test and the Shapiro-Wilk test. Dif-
ferences in BW and body composition, gene expression,
and MCP-1 levels between the groups comprising subjects
with normal weight and obesity were evaluated by Stu-
dent’s 7 test. In addition, differences between the weight-
loss treatment groups were evaluated by univariant
ANOVA for the animal model and by repeated-
measurements ANOVA for the longitudinal cohort of
patients; both analysis of variance followed by the Bon-
ferroni multiple comparison test. The association between
the expression of survivin and body composition and MCP-
1 levels was evaluated by the rho Spearman test. All data
are expressed as the mean + standard deviation in the tables
and as the mean + standard error of the mean (SEM) in the
figures. P values <0.05 were considered statistically sig-
nificant, and a P value < 0.1 was considered to be indicative
of a trend for significance. Statistical analysis was per-
formed using SPSS 21.0 software (SPSS Inc, USA) for
Windows XP (Microsoft, USA) and GraphPad Prism
6.01 software (GraphPad Software Inc, USA).

Results

Survivin gene expression in AT of rodents with
obesity comparing with lean and in response to
weight-loss intervention

In Zucker model, we fed rats a standard diet (ad libitum)
while monitoring their BW gain and body composition. At
the end of the experiment, the rats with obesity (fa/fa)
exhibited a higher BW and higher fat mass (FM) compared
with that of their lean littermates (Fa/fa) (Table 1), without
statistically significant differences in fat-free mass (FEM).
Regarding to the expression of survivin (Fig. 1), no statis-
tically significant differences were observed in SAT
between rats with obesity and lean. By contrast, higher
levels of both gene (Fig. 1a) and protein (Fig. 1b) expres-
sion were observed in VAT from rats with
obesity than lean. These differences were statistically
significant.

After 4 weeks of weight loss, Ob ER and Ob EREX
groups possessed a BW less than Ob AL group and were

similar to lean control (Table 1); however, no differences
were observed between the BW of the Ob EX and the Ob
AL groups. According to BW loss, the amount of FM was
also reduced by a similar amount in Ob ER and Ob EREX
groups, and there was a modest reduction in the amount of
FFM (Table 1).

In the context of weight loss, survivin gene expression
(Fig. Ic) and protein levels (Fig. 1d) in SAT were reduced
more significantly in Ob ER group, while Ob EX and Ob
EREX groups exhibited no statistically important changes.
In VAT, a relevant and statistically significant reduction
was observed in Ob ER and Ob EREX groups compared
with Ob AL group (Fig. le, f). Ob EX group exhibited an
expression similar to Ob AL group, where the survivin
expression levels were significantly higher than in Ob ER
and Ob EREX groups (Fig. le, f).

Moreover, correlation analysis revealed a positive asso-
ciation between the survivin expression levels in VAT and
FM (Fig. 1g) and the circulating levels of MCP-1 (Fig. 1h).
All the observed associations were statistically significant
except between survivin expression in VAT and FFM as
well as the expression in SAT and BW, FM, FFM, and
MCP-1 (Supplementary 1b—f).

In DIO models, we found similar data to those observed
in Zucker rats. Specifically, Sprague Dawley rats with
obesity exhibited a higher survivin gene expression in VAT
compared with lean rats (Supplementary 2a). Mice with
obesity also exhibited a higher survivin gene expression in
VAT, which was reduced to levels similar to lean group
after CR by weight loss (Supplementary 2b). Interestingly,
in this DIO model, survivin expression in SAT was also
increased in the group with obesity and reduced after CR
(Supplementary 2b).

Survivin gene expression in human with obesity
comparing with normal weight and in response to
weight-loss intervention

The analysis of the survivin gene expression in PBMCs of
individuals with obesity revealed higher levels compared
with those of normal-weight individuals, mirroring the
results observed in the VAT of the animal model (Fig. 2a).
Moreover, a positive correlation was observed between
survivin expression in PBMCs and the BMI (Fig. 2b). It is
also relevant that the analysis of the survivin gene expres-
sion in the PBLs of patients with obesity undergoing a
VLCKD revealed a decrease at the maximum ketosis point
(mean of 9kg of BW loss) and endpoint phase (mean of
20 kg of BW loss) compared with baseline (Fig. 2c). These
results are in agreement with those obtained from our ani-
mal model after energy restriction-induced weight loss and
again a positive correlation was observed between survivin
expression in PBLs and the BMI (Fig. 2d). Evolution of
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To reinforce these findings, we analyzed previously

published data from studies of bariatric surgery-induced
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weight loss at 2 years [32], at 1 year [33], and at 6 months
[34]. The expression of survivin in SAT did not change
after 2 or 1 years following bariatric surgery (Fig. 2e);
however, according to results of VLCKD observed, the
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<« Fig. 1 Survivin expression (gene and protein) in AT from obese

Zucker rats after weight-loss intervention. Survivin gene expression
(a) and protein levels (b) in SAT and VAT from lean and obese
animals. Effect of 4 weeks of weight-loss interventions on survivin
expression compared with that in the obese ad libitum group. Survivin
gene expression (¢) and protein levels (d) in SAT. Survivin gene
expression (e) and protein levels (f) in VAT. Correlation between
survivin transcript levels in VAT and FM (g), and MCP-1 (h). Data are
represented as the mean+SEM, n = 10 animals/group. *P <0.05 vs.
Ob AL, ®P<0.05 vs. Ob ER, and ‘P<0.05 Ob EX. Ob AL were
evaluated by univariant ANOVA and Bonferroni post hoc tests. Ob Al
obese ad libitum group, Ob ER obese energy restriction group, Ob EX
obese exercise group, Ob EREX obese energy restriction plus
exercise group.

expression of survivin in PBMCs was significantly
decreased after 6 months following bariatric surgery-
induced weight loss (Fig. 2e).

Discussion

Survivin is an oncogene that was characterized as one of the
most powerful inhibitors of apoptosis [35, 36]. In this study,
we demonstrated that survivin expression in obesity is
elevated in VAT compared with that in SAT by using
animal models of both genetic and DIO, such over-
expression is reversible under energy-restricting conditions.
These findings were also demonstrated in blood leukocytes
from patients with obesity compared with lean individuals
and after weight-loss interventions with a VLCKD or bar-
iatric surgery.

During this century, the close relationship between obesity
and cancer has become evident and represents one of the
greatest challenges among the pathologies associated with
obesity [37]. Despite this, the mechanisms responsible for this
association have not yet been characterized in detail. Previous
studies have revealed that leptin levels induce carcinogenesis
and this effect could be mediated in part by survivin
[24, 38, 39]. Leptin upregulates survivin expression in cardi-
omyocytes and breast cancer cells [40, 41]. Subjects with
obesity have high levels of circulating leptin unable to exert its
function, a state named leptin resistance [42, 43]. Relevantly,
the current study has been performed using Zucker rats, a
monogenic obesity model that presents a missense mutation in
the leptin receptor gene, which reduces its affinity for leptin and
its capacity for signal transduction [44]. Therefore, the obesity-
related expression of survivin observed in this study may be
independent of the action of leptin. The increased expression of
survivin in both genetic and DIO was specially detected in
VAT, while the transcript levels of survivin was similar in SAT
from animals with obesity than animals with normal weight.
Conversely, when the expression of survivin was evaluated in
animals that were fed a HFD during a long time (29 vs.
12 weeks), the obesity-related increase in the expression of

survivin was also observed in the SAT of these animals. These
results could suggest that survivin is regulated by factors
induced by a dysfunctional VAT, such as inflammation and
oxidative stress, which were proposed as major promoters of
obesity-related diseases, such as insulin resistance, cardiovas-
cular disease, and cancer [12, 13]. So, exposing an obesogenic
environment for a long time would also alter the functionality
of the SAT which could secrete the same inflammatory and
oxidative stress factors that regulate survivin expression in both
VAT and SAT of these animals.

Weight-loss treatments considerably reduce these
intrinsic pathological conditions within AT, and therefore,
they also decrease the health risks [45-47]. In this context,
our data clearly indicate that survivin levels in VAT and in
SAT are reduced by 50% after weight loss induced by
energy restriction treatment. It suggests that survivin
expression is associated with adiposity features. In fact,
positive correlations with BW and FM were observed in the
animal model of Zucker rats. Correlations were also
observed between survivin expression and plasma levels of
MCP-1, a relevant marker of obesity-related inflammation.

Even though physical exercise is able to induce a
reduction in several pathological conditions associated to
obesity, in the current study, physical exercise did not
influence the survivin expression. Further studies are need
to demonstrate if the expression of survivin is not modu-
lated by exercise or whether more time or intensity of
exercise is necessary to detect these effects.

In order to translate the preclinical results to a clinical
setting, in the current study, the survivin expression was
also evaluated in human PBMCs, as similar of that observed
in AT. Accordingly, the results observed in the animal
models were replicated in PBMCs from patients with obe-
sity compared with subjects who were normal weight.
Moreover, after weight loss induced by energy-restricted
diet or bariatric surgery [34] the survivin expression in
blood leukocytes was downregulated and correlated with
obesity features; similar to that observed in the preclinical
models. However, the expression of survivin did not change
in SAT from patients after bariatric surgery [32, 33]. It
could suggest that the expression of survivin in PBMCs
could be mirroring the expression of this gene in VAT. In
fact, both, a VLCKD [31] and bariatric surgery [48] are able
to induce a huge reduction in BW and FM, particularly
visceral FM. These finding further corroborates the use of
blood leukocytes as a noninvasive model for the molecular
monitoring of the state of AT in both physiological and
pathological states.

Therefore, our current study revealed an increase in the
antiapoptotic pathways in AT under conditions of obesity
and their correlation with the degree of systemic inflam-
mation in animal models, highlighting that survivin could
be related to the abnormal expansion of FM and the
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Fig. 2 Survivin gene expression in humans related with adiposity
grade. a Survivin gene expression in PBMCs in normal-weight sub-
jects compared with patients with obesity. Data are represented as the
mean = SEM, n = 22-29 subjects/group. *P < 0.05 vs. normal weight,
evaluated by Student's 7 test. b Correlation between the survivin
transcripts levels in PBMCs and BMI in a group of healthy with
obesity and normal-weight patients. ¢ Survivin gene expression in PBL
in patients with obesity after VLCKD treatment. Data are represented
as the mean + SEM, n =25 subjects/group. *P <0.05 vs. baseline. d
Correlation between the survivin transcript levels in PBLs and BMI in
humans following a VLCKD. e Survivin gene expression in SAT and
PBMCs from patients with obesity following bariatric surgery. Data
are represented as the fold change in survivin transcript levels after
bariatric surgery and were obtained from previously published studies
following bariatric surgery-induced weight loss at 2 years ('Ortega
study [32]), at 1 year (*Dankel study [33]), and at 6 months (*Pinhel
study [34]). P <0.05 vs. before bariatric surgery intervention.

models. Other strength is the replication of the preclinical
results in a noninvasive sample from human cohorts of
obesity and after weight-loss therapies such as a VLCKD or
bariatric surgery. In fact, this study provides for the first
time, evidence revealing that survivin is mainly over-
expresses in obesity-related VAT and it can be evaluated in
blood leukocytes for monitoring the evolution of obesity
pathogenesis. A limitation of this study could be its
observational design and the lack of VAT in the long-
itudinal cohort of patients after energy restriction treatment
or bariatric surgery. This fact only allows proposing
hypothesis and mechanisms on the potential involvement of
VAT survivin expression in the association between obesity
and cancer, rather than demonstrating causality; but they
warrant the need for further studies to demonstrate the role
of survivin expression in the pathogenesis of obesity.

In conclusion, the oncogene survivin has emerged as an
important molecule in the biology of AT, as its expression
levels could be involved in the development and main-
tenance of obesity. This molecule may also provide a
potential link between obesity and cancer. Our results show
that its expression is increased in obesity, and it is parti-
cularly elevated in VAT, a type of fat responsible for the
secretion of cytokines and pro-inflammatory factors. Inter-
ventions for weight loss can reverse this effect, ultimately
decreasing the levels to values similar to those of the control
group. In the human cohorts evaluated, the same pattern of
expression was observed, where they increased in obesity
and decreased after weight-loss interventions. These data
suggest that survivin could be used as a possible biomarker
for the identification of a pro-tumorigenic microenviron-
ment that may result from obesity and prevented after a
therapy to lose weight. In addition, our findings also rein-
force the idea of using minimally invasive human samples
(blood/leukocytes) to monitor non-accessible tissues in the
management of obesity.
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Am‘c{e history: Background: The molecular mechanisms underlying the potential health benefits of a ketogenic diet are
Received 7 January 2021 unknown and could be mediated by epigenetic mechanisms.

Accepted 13 May 2021 Objective: To identify the changes in the obesity-related methylome that are mediated by the induced

weight loss or are dependent on ketosis in subjects with obesity underwent a very-low calorie ketogenic
Keywords: diet (VLCKD).
Adiposity Methods: Twenty-one patients with obesity (n = 12 women, 47.9 + 1.02 yr, 33.0 + 0.2 kg/m?) after 6
Metl?y_latlor{ . months on a VLCKD and 12 normal weight volunteers (n = 6 women, 50.3 + 6.2 yrs, 22.7 + 1.5 kg/m?)
Nutritional intervention . . . .
Circulating blood cells were studledt Data fl.'om the Inﬁr.num MethylanonEPIC. BeadChip methylomes of blooq leuko.cytes were
Biomarkers obtained at time points of ketotic phases (basal, maximum ketosis, and out of ketosis) during VLCKD
(n = 10) and at baseline in volunteers (n = 12). Results were further validated by pyrosequencing in
representative cohort of patients on a VLCKD (n = 18) and correlated with gene expression.
Results: After weight reduction by VLCKD, differences were found at 988 CpG sites (786 unique genes).
The VLCKD altered methylation levels in patients with obesity had high resemblance with those from
normal weight volunteers and was concomitant with a downregulation of DNA methyltransferases
(DNMT)1, 3a and 3b. Most of the encoded genes were involved in metabolic processes, protein meta-
bolism, and muscle, organ, and skeletal system development. Novel genes representing the top scoring
associated events were identified, including ZNF331, FGFRL1 (VLCKD-induced weight loss) and CBFA2T3,
C30rf38, JSRP1, and LRFN4 (VLCKD-induced ketosis). Interestingly, ZNF331 and FGFRL1 were validated in
an independent cohort and inversely correlated with gene expression.
Conclusions: The beneficial effects of VLCKD therapy on obesity involve a methylome more suggestive of
normal weight that could be mainly mediated by the VLCKD-induced ketosis rather than weight loss.
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Abbreviations list GAPDH  Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GO gene ontology

ACACB Acetyl-CoA Carboxylase Beta HRAS HRas proto-oncogene, GTPase
AEBP1 AE binding protein 1 INSR insulin receptor
ANOVA  analysis of variance JSRP1 Junctional Sarcoplasmic Reticulum Protein 1
BMI body mass index LAMA2 Laminin Subunit Alpha 2
C30rf38  chromosome 3 open reading frame 38 LRFN4 Leucine Rich Repeat And Fibronectin Type Il Domain
CACNATH Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal H Containing 4
CAMKK1 Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase MKNK2  MAPK Interacting Serine/Threonine Kinase 2

Kinase 1 PRKAG2  Protein Kinase AMP-Activated Non-Catalytic Subunit
CBFA2T3  CBFA2/RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 3 Gamma 2
cDNA complementary DNA PRKCZ Protein Kinase C Zeta
CENPF Centromere Protein F qRT-PCR  Real-time quantitative polymerase chain reaction
CHAT choline O-acetyltransferase RELA v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
CHUK Component Of Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B RNA Ribonucleic acid

Kinase Complex RPTOR Regulatory Associated Protein Of MTOR Complex 1
COL1A1  collagen, type I, alpha 1 SD standard deviation
COL5A1  collagen type V alpha 1 chain SEM standard error of the mean
COL9A2  collagen, type IX, alpha 2 SGCB Beta-sarcoglycan
v coefficient of variation SMTN Smoothelin
DMCpGs differentially methylated CpGs TRAF2 TNF Receptor Associated Factor 2
DNMTs  DNA methyltransferases TSC2 Tuberous Sclerosis Complex 2
DNA deoxyribonucleic acid TSS 200 transcription start sites 200
EWAS epigenome-wide association study VLCKD very-low-calorie ketogenic diet
FDR false discovery rate wC Waist circumference
FF fresh-frozen ZFHX3 zinc finger Homeobox 3
FGFRL1 Fibroblast growth factor receptor (FGFR)-like ZNF331 zinc finger protein 331

protein 1 B-OHB beta-hydroxy-butyrate

1. Introduction of nutritional ketosis has been reported in neurologic disorders

Ketosis has gained interest over recent years due to its induced
benefits that it imparts on several health conditions [1,2]. Ketosis is
associated with a delay in the onset of diseases and increased
longevity [3]. Similarly, ketosis is suggested to have an extensive
range of health benefits, from increased physical endurance in
athletes [4,5] to delayed aging [6]. Also to improve conditions such
as neurodegenerative disease [7—9] cancer [10—12], cardiovascular
disease [13], and obesity [14]. Some of these studies involved high
fat ketogenic diets and even though the main characteristic of
ketogenic diets is the carbohydrates restriction, the specific
composition in macronutrients and calories should be taken into
consideration for the impact in clinical practice [15].

Avery-low-calorie-ketogenic diet (VLCKD) was demonstrated to
be an effective strategy in managing obesity [16], including weight
loss and maintenance [17], increased preservation of muscle mass
[18], and enhanced resting metabolic rate [19]. Moreover, it is able
to improve metabolic parameters in patients with obesity [20,21]
and type 2 diabetes [22]. Additionally, it was demonstrated that a
VLCKD is able to reduce food craving and improve psychobiological
parameters to help improve quality of life in patients with obesity
[23]. However, the molecular mechanisms underlying these bene-
fits of ketogenic diet remain unknown.

The main molecular mechanism that links the effect of envi-
ronmental factors, such as nutrition, with the regulation of the
genes function is epigenetics [24]. Indeed, dietary factors or dietary
patterns were identified as modulators of epigenetic mechanisms
[25-28].

Recently, it was suggested that ketone bodies orchestrate gene
expression via epigenomic mechanisms [29]. This molecular effect
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such as epilepsy [30,31] and Kabuki syndrome and related disor-
ders [32]. The effect of ketone bodies on epigenetic regulation was
also proposed as a potential opportunity for anticancer therapies
[33]. Moreover, ketogenic diets, including dietary restriction, delay
aging through epigenetic effects [34].

On the other hand, obesity is associated with a specific
methylation profile in several tissues [35—38] and the obesity-
related methylome is related to complications such as insulin
resistance [39] and cancer [40,41]. Moreover, several methylation
marks were identified as potential biomarkers for predicting the
success of weight loss therapies during the active phase of treat-
ment [42—46] or during the period of weight loss maintenance
[47,48]. Therefore, DNA methylation was proposed as a target for
preventing and managing obesity [48—51].

In light of the above evidence, the aim of the current study was
to evaluate how a VLCKD might affect the obesity methylome.
Furthermore, this study aimed to identify the changes in the
obesity-related methylome that are mediated by the induced
weight loss or are dependent on ketosis.

2. Materials and methods
2.1. Patient cohort

The DNA and RNA for methylation and gene expression assays
were isolated from blood samples of patients from a 6-month
nutritional intervention study performed at the Endocrinology
and Nutrition Department of the Hospital Clinico, Universitario of
Valladolid; the patients were receiving treatment for obesity. In
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addition, samples from a group of healthy volunteers were also
analyzed.

The inclusion criteria were: age between 18 and 65 years, body
mass index (BMI) > 30 kg/mz, stable body weight over the previous
3 months, a desire to lose weight, and a history of failed dietary
efforts. The main exclusion criteria were thyroid alteration, diabetes
mellitus, obesity induced by other endocrine disorders or drugs,
and participation in any active weight-loss program in the previous
3 months. In addition, patients with previous bariatric surgery,
reported or suspected abuse of narcotics or alcohol, severe
depression or any other psychiatric disease, severe hepatic insuf-
ficiency, any type of renal insufficiency or gout episodes, neph-
rolithiasis, neoplasia, previous instances of cardiovascular or
cerebrovascular disease, uncontrolled hypertension, orthostatic
hypotension, and hydroelectrolytic or electrocardiographic alter-
ations were excluded. Females who were pregnant, breastfeeding,
or intending to become pregnant and those with child-bearing
potential who were not using adequate contraceptive methods
were also excluded. Apart from obesity and metabolic syndrome,
participants were generally healthy individuals. Under these
criteria, 21 patients with obesity and 12 volunteers with normal
weight were included in this study.

The study protocol was in accordance with the Declaration of
Helsinki and was approved by the Ethics Committee for Clinical
Research of Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Spain (C.I:
40/13, PNK-DHA2013-01). Participants provided written informed
consent before any intervention related to the study. Participants
received no monetary incentives.

2.2. Very-low-calorie ketogenic diet protocol

Patients included in this study derived from a randomized
clinical trial investigating the effect of docosahexaenoic acid (DHA)
supplementation in a very low-calorie ketogenic diet. The clinical
trial consisted in two arms: one arm where patients follow a VLCKD
and other arms where patients followed a VLCKD + DHA [21].

Nutritional intervention was based on a commercial weight-loss
program (PNK method ®), as described elsewhere [18,21]. Briefly,
the intervention included an evaluation by the specialist physician
conducting the study, an assessment by an expert dietician, and
exercise recommendations. This method is based on high-
biological-value protein preparations obtained from cow's milk,
soy, avian eggs, green peas, and cereals. Each protein preparation
contained 15g protein, 4g carbohydrates, 3g fat, and provided
90—-100 kcal. The VLCKD + DHA arm was supplemented with
500 mg/day DHA [21].

The weight-loss program has five steps and adheres to the most
recent guidelines of the EFSA (2015) on total carbohydrate intake
[52]. The first three steps consist of a VLCKD (600—800 kcal/day)
that is low in carbohydrates (<50g daily from vegetables) and lipids
(only 10g of olive oil per day). The amount of high biological-value
proteins ranged between 0.8 and 1.2g per kg of ideal body weight to
ensure that patients were meeting their minimum bodily re-
quirements and to prevent the loss of lean mass. In step 1, the
patients ate high-biological-value protein preparations five times a
day and vegetables with low glycemic indices. In step 2, one of the
protein servings was substituted with a natural protein (e.g., meat
or fish) either at lunch or at dinner. In step 3, a second serving of
low-fat natural protein was substituted for the second serving of
biological protein preparation. Throughout these ketogenic phases,
supplements of vitamins and minerals, such as K, Na, Mg, Ca, and
omega-3 fatty acids, were provided in accordance with interna-
tional recommendations [53]. These three steps were maintained
until the patient lost the target amount of weight, ideally 80%.
Because of this, the ketogenic steps varied in time depending on the
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individual and the weight-loss target. The total ketosis state lasted
for a maximum of 60 days.

In either step 4 or 5, ketosis was ended by the physician in
charge of the patient based on the amount of weight lost, and the
patient began a low-calorie diet (800—1500 kcal/day). At this point,
the patients underwent a progressive incorporation of different
food groups and participated in a program of alimentary re-
education to guarantee long-term maintenance of the weight
loss. The maintenance diet consisted of an eating plan balanced for
carbohydrates, protein, and fat. Depending on the individual, cal-
ories consumed ranged between 1500 and 2000 kcal/day, with the
goal of maintaining the weight loss and promoting a healthy
lifestyle.

During this study, patients followed the steps of the method until
they reached the target weight, or up to a maximum of 4 months of
follow-up, although patients remained under medical supervision
for the following months. Patients visited the research team every
15 + 2 days to evaluate adherence and potential side effects. Com-
plete anthropometry, body composition, and biochemical assess-
ments were performed at four of the visits, which were determined
according to the evolution of each patient through the steps of
ketosis and weight loss: Visit 1 (Baseline), visit 2 (Maximum
Ketosis), visit 3 (Reduced Ketosis) and visit 4 (Endpoint). DNA
methylation and gene expression were performed at visits 1,2,and 4.

In all visits, patients received dietary instructions, individual
supportive counsel, and encouragement to exercise on a regular
basis using a formal exercise program. Additionally, a program of
reinforcement telephone calls was instituted, and a phone number
was provided to all participants to address any concerns.

2.3. Anthropometric assessment

All anthropometric measurements were performed after an
overnight fast (8—10 h) under resting conditions in duplicate and
performed by well-trained health workers. At each visit, patients
were weighed on the same calibrated scale (Seca 200 scale, Medical
Resources, EPI Inc OH, USA). BMI was calculated as body weight in
kg, divided by the square of body height in meters (BMI = weight
(kg)/height? (m)). Waist circumference (WC) was measured using a
standard flexible non-elastic metric tape placed over the midpoint
between the last rib and the iliac crest, with the patient standing
and exhaling.

2.4. Determining levels of ketone bodies

Ketosis was determined by measuring ketone bodies, specif-
ically B-hydroxy-butyrate (B-OHB), in capillary blood using a
portable meter (GlucoMen LX Sensor, A. Menarini Diagnostics,
Neuss, Germany; sensitivity <0.2 mmol/l). As with anthropometric
assessments, all determinations of capillary ketonemia were made
after an overnight fast of 8—10 h. These measurements were per-
formed daily by each patient during the entire VLCKD, and the
corresponding values were reviewed using machine memory by
the research team to control adherence. Additionally, f-OHB levels
were determined at each visit by the physician in charge of the
patient.

2.5. DNA methylation analysis

2.5.1. DNA preparation and bisulphite conversion

DNA from fresh-frozen (FF) blood samples was isolated using a
standard phenol-chloroform/proteinase-k protocol according to
the manufacturer's instructions, with slight modifications.
Genomic DNA was isolated from leukocytes using the Mas-
turPure™ DNA purification kit (Epicentre Biotechnologies,

355



ANDREA GONZALEZ IZQUIERDO

A.B. Crujeiras, A.G. Izquierdo, D. Primo et al.

Madison, WI, USA). The isolated DNA was treated with RNase A for
1 h at 45 °C. All DNA samples were quantified using the fluoro-
metric method (Quan-iT PicoGreen DsDNA Assay, Life Technolo-
gies) and were assessed for purity using a NanoDrop (Thermo
Scientific) to determine 260/280 and 260/230 ratio measurements.
The integrity of the FF DNA was verified by electrophoresis in 1.3%
agarose gel. DNA (500 ng) was bisulfite converted using the EZ DNA
methylation kit Methylation-Gold (Zymo Research, CA, USA) ac-
cording to the manufacturer's instructions, which converts non-
methylated cytosine into uracil.

2.5.2. Infinium MethylationEPIC BeadChip

High-quality DNA samples (500 ng) obtained from blood leu-
kocytes of patients included in the VLCKD + DHA arm of the clinical
trial (discovery cohort; n = 10 patients, 3 paired samples/patient)
were selected for bisulfite conversion (Zymo Research; EZ-96 DNA
Methylation™ Kit) and hybridization to Infinium MethylationEPIC
BeadChip (Illumina) following the Illumina Infinium HD methyl-
ation protocol. DNA quality checks, bisulfite modification, hybridi-
zation, data normalization, statistical filtering, and value
calculations were performed as previously described [54,55].

Whole-genome amplification and hybridization were then
performed on a BeadChip followed by single-base extension and
analysis on a HiScan SQ module (Illumina) to assess cytosine
methylation states. The annotation of CG islands (CGIs) used the
following categorization: 1) shore, for each of the 2-kb sequences
flanking a CGI; 2) shelf, for each of the 2-kb sequences next to a
shore; and 3) open sea, for DNA not included in any of the previous
sequences or in CGIs [54,55]. The transcription start site 200 and
the transcription start site 1500 indicate regions either 200 or 1500
bp from the transcription start site, respectively.

2.5.3. Pyrosequencing analysis

Pyrosequencing was used to assess selected markers in 18 pa-
tients (validation cohort: (n = 7 derived from the discovery cohort
and n = 11 from an independent cohort of patients; 3 paired
samples/patient)). DNA samples analyzed in the validation cohort
were derived from patients included in the two arms of the clinical
trial and merged for the statistical analysis (VLCKD: n = 10;
VLCKD + DHA: n = 8). The primer sequences used in this analysis
were designed using Qiagen's PyroMark Assay Design 2.0 software
to hybridize to CpG-free sites to ensure methylation-independent
amplification (details and primer sequences are available in
Supplementary Table S1). Genomic DNA was isolated from FF blood
leukocytes using the MasturPure™ DNA purification kit (Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI, USA), according to the manufac-
turer's instructions. DNA methylation analyses were performed
using bisulfite-treated DNA (Zymo Research; EZ-96 DNA Methyl-
ation™ Kit) followed by a highly quantitative analysis based on
PCR-based pyrosequencing using the PyroMark Q24 System version
2.0.7 (Qiagen). Methylation level was expressed as the percentage
of methylated cytosine over the sum of methylated and unmethy-
lated cytosines. Non-CpG cytosine residues were used as built-in
controls to verify bisulfite conversion. The values are expressed as
the mean for all sites. We also included human non-methylated and
methylated DNA set as controls in each run (Zymo Research). The
inter-assay precision (%CV) was <2.5%, intra-assay (%CV) was <1.0%.

2.6. Expression assay by qRT-PCR

RNA from blood leukocytes (n = 18 patients) was extracted
using Trizol (Invitrogen) according to the manufacturer's recom-
mendations. The RNA concentrations were measured with a
Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). From total
extracted RNA, 2 pg were DNase treated using a DNA-free kit as a

356

3962

Clinical Nutrition 40 (2021) 3959—3972

template (Ambion) to generate first-strand cDNA synthesis using
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Bio-
systems). Real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-
PCR) was performed using TagMan Universal PCR Master Mix,
TagMan Probes (Applied Biosystems) (details and primer sequences
are available in Supplementary Table S1), and the Step OnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). All experiments were
performed in duplicate, and gene expression levels were normal-
ized to the levels of housekeeping gene GAPDH. The fold change in
gene expression was calculated using the 222t relative quantita-
tion method according to the manufacturer's guidelines (Applied
Biosystems), and data are reported as the geometric mean (SEM).
qRT-PCR experiments were performed in compliance with the
MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments) guidelines (http://www.rdml.org/miqe).

2.7. Statistical analysis

The sample size of the current study was calculated to detect
differences for methylation levels taking into account published
values of epigenome-wide analysis in the field of obesity [35,40,41].
The interventional differences were examined in two independent
cohorts. Microarray-based DNA methylation analysis was per-
formed in the discovery cohort (n = 10 patients; 3 paired samples/
patient), and then the identified genes were validated in an inde-
pendent cohort of patients (validation cohort; n = 18 patients; 3
paired samples/patient). Finally, the association between DNA
methylation level of the identified CpG sites and the anthropo-
metric or biochemical parameters was assessed in the global cohort
of patients included in this study (n = 28).

The methylation level of each cytosine was expressed as a
value, which was calculated as the fluorescence intensity ratio of
the methylated to the unmethylated version of the probe. f§ values
ranged between O (unmethylated) and 1 (completely methylated)
according to the combination of the Cy3 and Cy5 fluorescence in-
tensities. Color balance adjustment and normalization were per-
formed to normalize the samples between the two-color channels
using Genome Studio Illumina software (V2010.3). Genome Studio
normalizes data using different internal controls that are present
on the Infinium MethylationEPIC BeadChip. This software also
normalized data depending on internal background probes [55]. B
values with detected p-values > 0.01 were considered to fall below
the minimum intensity and threshold, and these CpGs were
consequently removed from further analysis. Additionally, probes
that contained single nucleotide polymorphisms (SNPs) at the 10
bp 3’ end of the interrogating probe were filtered out. To identify
consistent patterns of DMCpGs due to the nutritional intervention,
a linear model was fitted using a B-spline approximation [56].
Three linear models were fitted: Model 1 was fitted by including
the three points of the nutritional intervention to evaluate the
general effect of VLCKD; Model 2 including baseline and maximum
ketosis to evaluate the effect of ketosis and weight loss; Model 3
including methylation levels at maximum ketosis and endpoint to
evaluate the effect of only weight loss, without ketosis. P values
were adjusted for multiple comparisons using the false discovery
rate (FDR) procedure of Benjamini and Hochberg, and results were
considered statistically significant when FDR < 0.10. Additionally,
we applied a threshold for the significant sites based on the mean
difference between visits with a minimum f value change of +0.02.
Euclidean cluster analysis of significant CpGs was performed using
a heatmap function. The global methylation level was compared
between the nutritional intervention visits by univariant ANOVA
and a Bonferroni post-hoc analysis. All of the aforementioned sta-
tistical analyses were performed using R software (version 3.2.0).
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To estimate enrichment in biological processes, a hypergeo-
metric test was performed using the GOstats package on the bio-
logical processes defined by gene ontology (GO) [57]. This analysis
detected significant over-representation of GO terms in one set (i.e.,
list of identified genes) with respect to the entire genome. GO terms
with an adjusted p-value < 0.05 were considered significant.

With SPSS version 21.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL) for Win-
dows XP (Microsoft, Redmond, WA), the genomic distribution of the
differentially methylated CpGs was compared with the distribution of
the CpGs from all analyzed sites on the Infinium MethylationEPIC
BeadChip. P values were computed using the chi-square test to
determine over- or under-representation of the CpGs. The potential
association between anthropometric or biochemical parameters and
DNA methylation levels (B-values) was evaluated using the Spearman
coefficient test. Differences in DNA methylation levels and expression
of the identified genes during the time-course of the intervention and
between the nutritional intervention visits were assessed by the non-
parametric tests, Kruskal Wallis and Mann—Whitney U, respectively.
P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Patient characteristics

Samples from a total of 21 patients who followed the nutritional
intervention based on a VLCKD were compared with samples from
12 healthy volunteers with normal weight and evaluated in this
study (Supplemental Fig. 1). We first evaluated the discovery cohort
(n = 10 participants with obesity who followed a VLCKD + DHA
(n = 5 women) and n = 12 (6 women) volunteers with normal
weight). An extended validation cohort composed of 11 patients (7
women) with obesity that followed a VLCKD + DHA or a VLCKD-
DHA was also analyzed. Statistically significant differences were
not observed between either cohort in age, gender, height, body
weight, BMI, waist circumference, ketosis, or the response to
weight loss treatment (Table 1). Differences statistically significant
were only detected in body weight, BMI and waist circumference
between patients with obesity and subjects with normal weight
(Table 1). All patients lost weight after nutritional intervention
(21.8 + 4.9%), together with reductions in BMI (21.9 + 5.1%) and
waist circumference (19.3 + 4.4%).
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3.2. DNA methylation changes during the global VLCKD
intervention

DNA methylation profiles of blood leukocytes involving
approximately 850 thousand CpGs were analyzed after VLCKD
intervention. This analysis revealed statistically significant differ-
ences (cut-off point A > 0.02; FDR < 0.10) at 988 CpG sites, from a
total of 739,222 valid CpGs (see detailed list in Supplementary
Table S2). The differentially methylated CpGs were mostly charac-
terized as changes towards CpG hypomethylation occurring after
nutritional intervention, in both total DMCpGs (Fig. 1A) and in the
DMCpGs located in promoters, and islands or shores (Fig. 1B). This
result of global hypomethylation was correlated with the down-
regulation in the expression of DNA methyltransferase (DNMT) 1
and the de novo methyltransferases DNMT3A and DNMT3B (Fig. 1C
and Supplemental Fig. 2).

The identified CpG sites mapped to 786 unique genes and we
were able to separate the samples according to nutritional inter-
vention visits using a hierarchical cluster approach (Fig. 1D). It
should be noted that the methylation levels of the 988 CpG sites
differentially methylated after nutritional intervention were
altered to resemble methylation levels observed in samples from
subjects with normal weight (Fig. 1C). The 20 DMCpGs with the
highest difference with respect to baseline among genes that are
represented by more than 2 CpGs are represented in Table 2.

Regarding the functional distribution (Fig. 2), the differences in
DNA methylation were mainly observed in open sea regions
(Fig. 2A), with 43.2% of the DMCpG sites located in promoter re-
gions and the majority of DMCpGs in the body (Fig. 2B). Moreover,
the DMCpGs were mainly found in chromosomes 2, 9, 16,17, 19, and
22 when compared with all CpGs analyzed (Fig. 2C).

Among the 988 DMCpGs, we found 886 (89.7%) with
decreased and 102 (10.32%) with increased levels of DNA
methylation after nutritional intervention. Moreover, the
DMCpGs that lost methylation with respect to baseline were
located mainly in the open sea (Fig. 2D) and body (Fig. 2E). In
contrast, the DMCpGs that gained methylation after the nutri-
tional intervention were mostly located in promoters (TSS 200
and 1st exon) (Fig. 2D) and in CpG islands (Fig. 2E). Regarding
chromosome distribution, the DMCpGs with decreased methyl-
ation levels after nutritional treatment were found on chromo-
somes 1,4, 67, 8,9, 14, and 16, whereas DMCpGs with increased

Table 1
Clinical characteristics of patients at baseline and during the intervention with a VLCKD.
Discovery cohort Validation cohort P value
Normal Obesity Obesity
ight y - B Ny - N P N )
welg Baseline Maximum Endpoint Baseline Maximum Endpoint Adiposity Time Cohort Time x
(day 0) ketosis (day 180) (day 0) ketosis (day 180) Cohort
(day 30) (day 30)
N 12 10 10 10 18* 18 18 - - - -
Age (years) 503 +6.2 488+920 — - 471 +98 — - 0.654 - 0678 —
Gender (men/women) 6/6 5/5 - - 7/11 - - - - - -
Height (m) 167 +0.08 1.68 +0.08 — - 165+0.10 — - 0.773 - 0.446 —
Body weight (Kg) 638 +87 934+99" 843184 739 £ 6.7° 908 +11.6 819 +104 704 +104° <0.0001 <0.001 0488 0.649
BMI (Kg/m?) 227149 329+14" 298+17 26.1+1.8" 332+17 3006+17 257+17° <0.0001 <0.001 0986 0.334
Waist circumference (cm) 774 +7.2 111.1+6.6° 1023+74 902 +3.1° 1083 +85 100.1+7.3 869+ 74" <0.0001 <0.001 0325 0.836
Ketonemia (mM) - 0.15+0.07 211+1.11° 0.15+0.07 0.18 £0.08 171 +1.08" 0.18 + 0.08 - <0.0001 0445 0374
Weight loss (%) - - 9.69 +251 2058 +517° — 9.80+1.99 2252 +475° — <0.0001 0.336 0.455

Data shown are mean + SD (standard deviation).* The sample size of the validation cohort was completed with n = 7 patients from the discovery cohort and 11 patients from

an independent cohort.
Abbreviations: VLCKD, very-low-calorie ketogenic diet.

@ Statistically significant differences compared with control Normal weight in discovery cohort.

b Statistically significant differences compared with Baseline in both cohorts.

© Statistically significant differences compared with Maximum Ketosis in both cohorts.
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Fig. 1. Profile of DNA methylation following the VLCKD (n = 10; Discovery cohort). (A). Global differences in methylation levels of 988 DMCpGs identified by Infinium
MethylationEPIC BeadChip analysis. (B). Global differences in methylation levels of DMCpGs located in the promoter and island/shore. (C). Expression levels of DNA methyl-
transferase (DNMT) 1 and the de novo methyltransferases DNMT3A and DNMT3B (D). Supervised clustering of the 988 CpGs that were found to be differentially methylated
between patients with obesity and healthy volunteers with normal weight (n = 12) groups. The identified CpG sites mapped to 786 unique genes. Differences statistically significant
detected (P < 0.0001). DMCpGs, differentially methylated CpGs; VLCKD, very-low calorie ketogenic diet.

methylation levels were mainly found in chromosomes 3, 5, 10,
11,12, 17, 21, and 22 (Fig. 2F).

3.3. Biological significance of the dietary intervention-related
DMCpG sites and associated genes

Interestingly, most differentially methylated genes belonged to
a network significantly enriched in protein interactions (p < 0.001)
according to STRING analysis (Fig. 3A). GO analysis was performed
to test whether certain molecular functions or biological processes
were significantly enriched within the 786 genes associated with
the 988 DMCpGs discovered through VLCKD intervention (Fig. 3B).
Among the categories of functional processes that exhibited sta-
tistical significance (FDR < 0.05), we found processes related to
regulation of transcription, signal transduction, cell differentiation,
proliferation and apoptosis, metabolic processes, response to hyp-
oxia, protein processing, muscle organ and skeletal system devel-
opment, nervous system development and axon guidance (Fig. 3B).
Among these, we highlighted relevant pathways in the field of
obesity physiopathology such as insulin signaling, protein digestion
and absorption, adipocytokine signaling and muscle development
(Fig. 4A-D). To investigate biological relevance, the CpG sites
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representing promoter regions (TSS1500, TSS200, 5 UTR and 1st
Exon) at CpG islands/shores were selected. This selection yielded
141 CpGs representing 150 unique genes. Based on this filter we
identified CpG sites that could be genetic targets whose methyl-
ation is associated with VLCKD responses. Among these, the most
representative gene was ZNF331, which was represented by 2 CpG
sites located in the promoter and island with the highest difference
with respect to baseline. Furthermore, FGFRL1 was also selected
from among the DMCpG sites because of its biological relevance in
metabolic pathways and obesity pathogenesis and because the
methylation level of this gene in leukocytes was previously pro-
posed as an episignature that mirrors methylation levels of
dysfunctional adipose tissue in obesity [35].

3.4. DNA methylation changes associated with the effects of
dietary-induced ketosis

An analysis comparing baseline (day 0) with maximum ketosis
(day 30) yielded 1365 DMCpGs. With respect to all CpGs analyzed,
these CpGs were found mainly in the open sea (Fig. 5A) and body
(Fig. 5B) and in chromosomes 1, 10, 11, 17, 19, and 22 (Fig. 5C). The
DMCpGs that gained methylation were found in the island and
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Table 2
List of DMCpGs with the highest differences for Baseline - Maximum Ketosis - Endpoint between genes that are represented by more than 2 CpGs.
TargetID CHR Position Gene Name Gene region CpG context Methylation levels (mean) Differences pvalue FDR
B MK E MK-B E-B
cg04254103 19 1794380 ATP8B3; ATP8B3; Body; Body; Body N_Shore 0.826 0.786 0.796 —0.039 -0.030 0.001 0.091
ATP8B3
cg06643002 14 105735797  BRF1; BRF1; BRF1;  Body; Body; Body; 0.782 0.741 0.748 -0.040 -0.034 0.001 0.099
BRF1; Body; Body
€g12063937 1 7731375 CAMTA1 Body 0.837 0.785 0.802 —0.051 —-0.034 0.000 0.054
€g00035197 16 88962986 CBFA2T3; CBFA2T3  Body; Body Island 0.803 0.748 0.763 -0.056 -0.040 0.001 0.082
€g09962824 21 44479417 CBS Body N_Shore 0.754 0.707 0.714 —0.047 -0.040 0.000 0.051
€g23790296 10 73233854 CDH23; CDH23; Body; Body; Body; 0.846 0.814 0.820 -0.032 -0.026 0.001 0.095
CDH23; CDH23; Body; Body
CDH23
€g26493726 19 36508614 CLIP3 Body S_Shelf 0.808 0.771 0.773 —0.037 -0.035 0.000 0.069
cg01818220 9 23821773 ELAVL2; ELAVL2; 5'UTR; TSS1500 Island 0.092 0.148 0.134 0.056 0.042 0.000 0.008
ELAVL2;
ELAVL2
cg01933710 5 132596864  FSTL4 Body 0.828 0.778 0.799 -0.049 -0.029 0.001 0.076
cg07390459 2 121582002  GLI2 Body 0.768 0.720 0.727 —0.048 -0.041 0.001 0.097
cg14777822 2 121728297 GLI2 Body 0.770 0.728 0.726 —0.042 -0.044 0.001 0.093
cg16120742 7 50345049 IKZF1 5'UTR S_Shore 0.114 0.058 0.041 —-0.057 -0.073 0.000 0.026
€g02999309 10 134502626  INPP5A Body N_Shore 0.836 0.799 0.807 —-0.037 -0.029 0.000 0.024
cg14010696 19 5119250 KDM4B Body Island 0.853 0.812 0.819 —0.041 -0.034 0.000 0.008
cg16333587 14 101369826 MEGS Body 0.857 0.817 0.828 —0.040 -0.029 0.000 0.051
€g20963002 14 101360088 MEGS TSS1500 0.862 0.821 0.828 —0.041 -0.034 0.001 0.098
cg18026309 2 26683651  OTOF; OTOF; OTOF;  Body; Body; Body; 0.884 0.851 0.857 -0.033 -0.027 0.000  0.051
OTOF; OTOF Body; Body
cg01764953 11 70814657 SHANK2 Body 0914 0.887 0.887 -0.027 -0.026 0.000 0.067
€g19696891 19 54057705 ZNF331; ZNF331; 5'UTR; 5'UTR; Island 0379 0.431 0.447 0.052 0.068 0.000 0.015
ZNF331 TSS1500
cg03643149 19 54041519 ZNF331; ZNF331; TSS1500; 1stExon; Island 0397 0.445 0.458 0.048 0.061 0.000 0.019
ZNF331; ZNF331; TSS200; TSS200;
ZNF331; ZNF331 5'UTR; 5'UTR
Data shown are mean.
Abbreviations: B, ine; CHR, ¢ ne; E, int; FDR, false discovery rate; MK, maximum ketosis.
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Fig. 2. Characterization of the DMCpGs after VLCKD in the discovery cohort (n = 10). (A) Genomic distribution of the DMCpGs and their respective locations regarding the
broader CpG context, (B) gene region and (C) chromosome. (D) Genomic distribution of DMCpGs comparing those that exhibited an increase with those that exhibited a decrease in
methylation levels following VLCKD, and their respective locations in the broader CpG context, (E) the gene region and (F) chromosome. DMCpGs, differentially methylated CpGs;
VLCKD, very-low calorie ketogenic diet.
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promoter and in chromosomes 1, 2, 3, 4 and 7. The DMCpGs that
lost methylation were found in the open sea and body and in
chromosomes 9, 10, 11, 12, 17, 21, 22 (Fig. 5D—F).

With the aim of isolating the specific effects of ketosis on
methylation profile, additional analysis was performed. A Venn
diagram was created by including: DMCpGs Baseline — Maximum
Ketosis = 1365, DMCpGs Baseline — Endpoint = 405, and DMCpGs
Maximum Ketosis — Endpoint = 21. Using these conditions, we
identified 280 CpGs whose methylation was affected by the
induced weight loss per se (see detailed list in Supplementary
Table S3) and 1239 CpGs were identified as VLCKD-induced
ketosis-related DMCpGs (Fig. 6A). These VLCKD-induced ketosis-
related DMCpGs corresponded to 966 annotated genes, and 161 of
these were represented by 137 VLCKD-induced ketosis-related
DMCpGs located in the promoter and island or shore (see detailed
list in Supplementary Table S4). Among the categories of

DMCpGs
Baseline - Maximun Ketosis

DMCpGs
Baseline - Endpoint

functional processes that exhibited statistical significance
(FDR < 0.05), we found processes related to regulation of tran-
scription, signal transduction, cell adhesion, cell differentiation,
proliferation and apoptosis, as well as nervous system develop-
ment and axon guidance. Moreover, these ketosis-related differ-
entially methylated genes belonged to pathways involved in focal
adhesion, insulin and adipocytokine signaling pathways, MAPK
and P53 signaling pathways and in cancer and type II diabetes
mellitus-related pathways (Fig. 6B). Overall pathways associated
with obesity physiopathology.

Among these, we highlighted relevant pathways in the field of
obesity physiopathology such as insulin signaling, protein diges-
tion and absorption, adipocytokine signaling and muscle
development.

To identify potentially novel signatures of DNA methylation
associated with VLCKD-induced ketosis, those genes with more
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Fig. 6. Biological implications of the DMCpGs related to VLCKD-induced ketosis. (A) Venn diagram of the DMCpGs detected between baseline and maximum ketosis, between
baseline and endpoint, and between maximum ketosis and endpoint. From this analysis, 1239 CpGs were identified as nutritional ketosis-related DMCpGs. (B) Summary of the GO
analysis of the biological process categories representing the differentially methylated genes associated with nutritional ketosis-related DMCpG sites. DMCpGs, differentially

methylated CpGs; GO, gene ontology; VLCKD, very-low calorie ketogenic diet.
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than 2 CpG sites located within CpG islands and shores and with a
difference in B-values > |2|% were selected. Based on these criteria,
12 genes were identified and are listed in Table 3. When the list was
further filtered by promoter region, the genes CBFA2T3, C3orf38,
JSRP1, and LRFN4 showed at least one VLCKD-induced ketosis-
related DMCpG located in the promoter and island/shore.

3.5. Validation of candidate genes in a representative cohort

We used pyrosequencing, a technique that is most feasible for
studies of patients in hospitals, to evaluate the DNA methylation
levels of ZNF331 and FGFRL1 in an independent cohort of samples
from leukocytes (validation cohort; n = 18 patients who follow a
VLCKD + DHA or VLCKD-DHA merged Table 1).

Statistically significant differences were found in the methyl-
ation levels after nutritional intervention with respect to baseline
(Fig. 7A). After weight loss treatment, a statistically significant in-
crease with respect to baseline was observed during maximal
ketosis in the 4 CpGs evaluated (p = 0.049). However, no statisti-
cally significant changes were observed in FGFRL1 methylation
levels after the weight loss treatment (Fig. 7B).

DNA methylation has previously been associated with tran-
scriptional repression [58,59]. Accordingly, the expressions of
ZNF331 (Fig. 7C) and FGFRL1 (Fig. 7D) were evaluated. A statistically
significant downregulation in the expression of ZNF331 was found
after nutritional intervention, while the expression of FGFRL1 was
upregulated, especially at maximum ketosis compared with base-
line. Even though the results for methylation level of FGFRL1 were
not validated in the independent cohort, the expression of this gene
was inversely correlated with the methylation levels observed in
the discovery cohort. Overall, these results suggest that epigenetic
regulation of ZNF331 and FGFRL1 related to weight loss could have a
relevant biological function.

The validation part of the current study was performed by
merged the two arms of the clinical trial because the initial results
revealed that both arms induced similar weight loss and ketosis [21],
the main outcome used to evaluate changes in the methylome.
Indeed, a further analysis in the validation cohort keeping the two
arms separated, showed that the trend in the methylation levels
through the intervention was similar to that observed in the merged
analysis for the studied genes, ZNF331 and FGFRL1 (Supplemental
Fig. 3). Differences through the intervention appeared to be higher
in the VLCKD + DHA than in the VLCKD arm; however, a repeated
measured ANOVA analysis depending on arm showed statistically
significance only for the time-course of the intervention in ZNF331
methylation levels (p < 0.01), without statistically significance for
the interaction between time x arm, nor between the two arms
(p>0.05).

4. Discussion

In this study, we carried out an epigenome-wide association
study (EWAS) with a longitudinal approach to evaluate the effects
of a ketogenic nutritional intervention for weight-loss (based on a
very-low-calorie ketogenic diet (VLCKD)) on DNA methylation
levels in patients with obesity. As far as we know, this is the first
study performed that evaluated the effects of a ketogenic diet,
particularly a low fat-low carbohydrate ketogenic diet, to treat
obesity on the pattern of DNA methylation. This analysis was per-
formed using an array-based platform that interrogates 850.000
specific CpG sites. Using this design, 988 CpG sites exhibited dif-
ferential methylation after VLCKD intervention. These CpG sites
encoded 786 genes belonging to biological processes involved in
the function of adipose tissue, neurological function, muscle
development, and others metabolic processes. In particular, the
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methylation profile of DMCpGs after a short-period of dieting was
similar to the profile observed in normal-weight individuals. A
global hypomethylation was observed in the DMCpGs identified
correlated with a downregulation in the DNA methyltransferase
(DNMT) family, which are DNA-modifying enzymes that play a
crucial role in regulation of DNA methylation [60]. These effects
were observed from the acute phase of this nutritional intervention
characterized by an induced ketosis state. We identified 1239 CpG
sites that were modified by a short-time and moderate ketosis state
per se, independently of the magnitude of weight loss. Therefore,
changes in DNA methylation profile after VLCKD could be related
with the beneficial effects of this kind of nutritional therapy on
body weight and body composition [18], biochemical and hor-
monal parameters [20,61], and quality of life [23] and promoted
mainly by the induced ketosis state.

In our longitudinal study after weight reduction, there were
changes in methylation levels of genes involved in the insulin
signaling pathway, such as HRAS, RPTOR, INSR, ACACB, MKNK2,
PRKCZ, TSC2, and PRKAG2; Collagen-related genes such as COL9AZ2,
COL1A1, and COL5A1 as well as, genes involved in adipocyte
signaling such as CHUK, TRAF2, CAMKK1, ACACB, RELA, and PRKAG2.
These results endorse the hypothesis of epigenetic regulation of
adipose tissue dysfunction in obesity as it was previously observed
in visceral adipose tissue [39].

The current study also revealed an epigenetic effect of treat-
ment with a VLCKD on genes associated with muscle development
such as CACNA1H, LAMA2, SMIN, SGCB, ZFHX3, CENPF, AEBP1, and
CHAT. Muscle is an important tissue in the pathogenesis of obesity,
which is directly linked with morbidity and mortality in humans
[59,62,63]. It has been demonstrated that a VLCKD is able to
preserve the mass and function of muscle [18], as well as modulate
the secretion of specific myokines [61]. The current study dem-
onstrates that these effects could be mediated by epigenetic
mechanisms.

The most relevant characteristic of epigenetic regulation is
plasticity [64]. However, a cross-sectional approach is unable to
evaluate the potential reversibility of obesity-related epigenetic
marks and causal interferences. With this study, we could identify
that the methylation levels of most of the DMCpGS after VLCKD
were similar to that observed in normal weight patients.

Importantly, the achieved results in this study after VLCKD
were representative of the more acute phase, during a short
period (<60 days) and moderate intensity VLCKD-induced
ketosis state. In fact, a specific methylome was observed inde-
pendent of weight loss induced by VLCKD intervention. Among
the encoded genes, CBFA2T3 (also called MTG16) was the most
represented, with 4 CpGs differentially methylated and JSRP1,
represented by 2 CpGs in the promoter region. Ketone bodies
have previously been described as important signaling molecules
[65] and were proposed to be able to modulate epigenetic
mechanisms [66]. Molecular and cell biology assays showed
CBFA2T3 to have characteristics consistent with a tumor sup-
pressor [67] that lead to decreased glycolysis and stimulated
mitochondrial respiration, and therefore may induce a
Warburg—like effect [68] which is consistent with ketosis. This
finding further relevant considering that obesity is a risk factor
for cancer development [69,70]. On The other hand, JSRP1 was
associated with pathways involving skeletal muscle excitation-
contraction [71]. If we consider that often methylation in the
gene promoter regions implies reductions in gene expression
[58,59,72], the lower methylation levels observed for CBFA2T3
and JSRP1 could lead to higher expression of these genes, with
consequent improvements in mitochondrial and muscle function,
respectively. However, until now there have been no studies
regarding the role of these genes in the context of energy
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Table 3
List of DMCpGs with the highest differences for Baseline - Maximum Ketosis between genes that are represented by more than 2 CpGs.
Target Id Gene name Function Disease CHR Position Gene region CpG Context Methylation levels p value FDR
Annotation B MK
Mean SD Mean SD

€g10143842 C30rf38 No items found 3 88198517  TSS1500 Island 0.066 0.114 0.024 0.024 0.001 0.096
€g24029436 3 88199835 Body S_Shore 0.113 0.105 0.059 0.038 0.000 0.018
€g00035197 CBFA2T3 response to 16 88962986 Body; Body Island 0.803 0.041 0.748 0.036 0.000 0.051
€g01977582 hypoxia, negative 16 88976280 5'UTR; Body S_Shore 0.812 0.031 0.782 0.012 0.001 0.094
€g07243576 regulation of cell 16 88973245 5'UTR; Body N_Shelf 0.849 0.028 0.817 0.017 0.001 0.098
€g27102297 proliferation, 16 88966903 Body; Body S_Shore 0.767 0.032 0.731 0.023 0.001 0.088

granulocyte

differentiation,

negative regulation

of glycolytic

process, negative

regulation of

transcription, DNA-

templated,

regulation of

aerobic respiration
€g01775970 CBS L-serine metabolic ~ Obesity-related 21 44486298 Body Island 0.873 0.012 0.852 0.014 0.000 0.077
€g09962824 process, L-serine traits 21 44479417 Body N_Shore 0.748 0.037 0.706 0.031 0.000 0.044

catabolic process,

cysteine

biosynthetic

process, L-cysteine

catabolic process,

DNA protection,

homocysteine

catabolic process,

homocysteine

metabolic process,

hydrogen sulfide

biosynthetic

process
€g13033964 COL5A1 cell adhesion, cell ~ Crohn's disease 9 137634551 Body; Body 0.825 0.023 0.775 0.033 0.000 0.025
©cg13714791 migration, collagen Blood pressure 9 137694578 Body S_Shore 0.839 0.025 0.813 0.024 0.001 0.096

fibril organization, Longevity

collagen

biosynthetic

process
€g00308560 FAM20C  protein serine/ 7 216899 Body N_Shore 0.857 0.014 0.836 0.013 0.000 0.046
cg11554153 threonine kinase 7 209165 Body S_Shore 0.821 0.020 0.788 0.017 0.000 0.052

activity, protein

binding,

manganese ion

binding
€g17915125 INPP5A protein binding and 10 134476336 Body N_Shore 0.879 0.020 0.852 0.011 0.000 0.079
€g02999309 PH domain binding 10 134502626 Body N_Shore 0.836 0.024 0.799 0.020 0.000 0.021
€g10356204 ]SRP1 skeletal muscle 19 2255744  TSS1500 S_Shore 0.697 0.040 0.654 0.032 0.001 0.099
€g16098170 contraction 19 2255848 TSS1500 S_Shore 0.806 0.034 0.770 0.025 0.000 0.085
€g12010750 KCNC1 protein Night sleep 11 17803160 Body S_Shore 0.834 0.030 0.803 0.019 0.000 0.069
€g23787205 tetramerization phenotypes 11 17801046 Body Island 0.894 0.031 0.869 0.016 0.000 0.086
€g03214876 KIAA1875 No items found 8 145166631 Body S_Shore 0.875 0.019 0.843 0.013 0.000 0.006
€g11202914 8 145172221 Body S_Shore 0.905 0.017 0.886 0.010 0.000 0.010
€g12378449 LRFN4 protein binding 11 66627382 Body; Body; Body; Body N_Shore 0.780 0.036 0.742 0.023 0.001 0.097
€g19391515 11 66626563 Body; Body; Island 0.812 0.025 0.785 0.015 0.000 0.032

1stExon; Body
€g12378449 PC protein binding Pyruvate 11 66627382 Body; Body; Body; Body N_Shore 0.780 0.036 0.742 0.023 0.001 0.097
€g19391515 carboxylase 11 66626563 Body; Body; Island 0.812 0.025 0.785 0.015 0.000 0.032
deficiency 1stExon; Body

€g16014906 STK32C No items found 10 134095321 Body N_Shore 0.841 0.023 0.819 0.019 0.000 0.070
€g24305451 10 134021178 3'UTR S_Shore 0.843 0.035 0.810 0.030 0.001 0.091

Data shown are mean =+ SD (standard deviation).

Abbreviations: B, baseline; CHR, chromosome; FDR, false discovery rate; MK, maximum ketosis.

metabolism related-diseases such as obesity, or regarding their
regulation by ketone bodies-induced epigenetic regulation. The
current results warrant further investigation on this topic.

To strengthen these findings and to explore the relationship
between methylation levels and the expression of the identified
genes, we analyzed the methylation and expression of ZNF331 and

FGFRL1 in an independent cohort. These genes belong to a family of
genes associated with adipogenesis [73], T2D, insulin resistance
[74,75], and obesity-related cancer [40,41], and their methylation
levels of its sequence could be part of an obesity-related epis-
ignature as previously proposed [35]. Even though the role of these
genes in body weight homeostasis requires further elucidation, the
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Fig. 7. DNA methylation of ZNF331 and FGFRL1 is inversely associated with gene expression. DNA methylation differences for ZNF331 (A) and FGFRL1 (B) after VLCKD in the
validation cohort (n = 18) as measured by pyrosequencing. Differential gene expression of ZNF331 (C) and FGFRL1 (D) after VLCKD in the validation cohort (n = 18). *Denotes
differences statistically significant (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). VLCKD, very-low calorie ketogenic diet.

results of this study support future exploration of this concept and
suggest its epigenetic regulation may be a novel mechanism
involved in the management obesity.

A strength of this study is its longitudinal design. With this
design, we could evidence for the first time an association between
ketosis and DNA methylation independent of weight loss. Despite
the tissue specificity of DNA methylation, we were able to detect
time-course changes in methylation levels of genes involved in
adipose and muscle physiopathology using an easy to obtain tissue
for serial sampling in a clinical setting. The relatively small sample
size is one limitation of this study. However, as each subject un-
derwent 3 evaluations and the results were subjected to paired
analysis, statistical power was increased and real differences were
observed between experimental points. Moreover, subsequent
analyses were performed with highly stringent filters to produce
consistent results, which were further validated in an independent
cohort. In addition, although the magnitude of the DNA methyl-
ation differences after nutritional intervention could be considered
small, these differences may have been due to the use of a mix of
blood cells as opposed to single cell analysis, and also because of
the short follow-up period used (6 months of weight loss and 30
days of ketosis state), which further increases the relevance of the
findings as they were detected even with such a short clinical
course. Longer-term prospective studies are needed to confirm the
association between DNA methylation levels in blood leukocytes
and weight loss response to a VLCKD, and more particularly, the
role of ketosis in the regulation of epigenetic mechanisms such as
DNA methylation. This study provides information that could be
valuable and useful in the context of —omics and big data era to
assess both potential benefits and adverse effects of therapeutic
agents [76], such as ketone bodies to counteract obesity.

In conclusion, this study demonstrates for the first time that the
beneficial effects of VLCKD therapy in reducing obesity involve
epigenetic mechanisms. Because the effect was observed in the
more acute phase of the nutritional intervention, this epigenetic
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effect could be mainly mediated by ketosis induced by the VLCKD.
Further studies are needed to evaluate whether the DNA methyl-
ation markers identified could be useful in predicting the success of
this intervention in the context of personalized medicine.
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