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I.  Resumen /Abstract

El presente proyecto de investigacién propone el estudio de los aspectos moleculares que
intervienen en la etiopatogenia de enfermedades metabdlicas con alto impacto en Salud Publica
como la Obesidad y la DM2.

La inflamacién subclinica sistémica, a partir de monocitos circulantes activados en sangre
periférica y macrofagos depositados en diferentes tejidos, cuya activacion se ejerce por LPS y AGL
sobre el receptor TLR4, es uno de los principales mecanismos que determina el desarrollo de DM2
y obesidad. La activacion de los receptores de tipo Toll 4 (TLR4), presentes en monocitos
circulantes inician la respuesta inflamatoria y determinarian el aumento de la expresién de IL-1B.
Dicha interleuquina es la citoquina inflamatoria que ha demostrado mayor accién en el deterioro
de los mecanismos fisiopatoldgicos mas frecuentes como son la resistencia a la insulina y la
disfuncién de la célula 8, en la progresién a DM2. Ademas, la disminucidn de la inflamacién de bajo
grado dependeria de modificaciones epigenéticas y del tamafio del telémero, inducidas por la
intervencién quirdrgica de individuos DM2 y obesos.

Se evaluaron los niveles de ARNm de leucocitos mononucleares y seroldgicos de Interleuquina 1-
beta (IL-1B), y el genotipo rs16944 (-511C/T) en el promotor del gen IL-1B, en relacién con la
normalizacién hiperglucémica en pacientes con diabetes tipo 2 (DM2). Estudiamos 30 individuos
recientemente diagnosticados de DM2 con hiperglucemia en el tiempo basal y después de 6y 12
meses del tratamiento de normalizacién. En el tiempo basal, la presencia del alelo polimdrfico T
del rs16944 se asocié con una expresion de ARNm de IL-1B mas baja (p = 0,006); y un mayor nivel
de glucosa fue correlacionado positivamente con los niveles de proteina IL-1B (p = 0.015). Después
del tratamiento, los individuos mostraron una disminucién significativa en el nivel de glucosa (p =
0.003), pero no expresaron cambios significativos en los niveles séricos de IL-1B.
Sorprendentemente, observamos que las mayores disminuciones en el nivel de glucosa se
asociaron con un aumento de los niveles séricos de IL-1B (p = 0.040).

Este es el primer estudio de seguimiento que evalla la expresion de ARNm de IL-1B y los niveles
séricos en individuos con DM2 hiperglucémica y luego del tratamiento de normalizacion
glucémica. Los resultados actuales contribuyen al conocimiento de la relacién entre la inflamacién
y el metabolismo de la glucosa en la DM2.

Por otra parte, se observé el impacto del estado de inflamacidn sobre la longitud de los telémeros.
EL mayor aumento del tamafio de los telémeros se asocié a mayores descensos de los valores de
PCR-us. El tratamiento quirdrgico de la obesidad mérbida ya sea a través de la manga gastrica o
del BGYR, no solo redundaria en beneficios a nivel del estado metabdlico, sino que también

revierte el acortamiento telomérico al menos a corto plazo.




Il. Introduccion:

a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacion

La diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), la obesidad y el sindrome metabdlico (SM) se inscriben dentro de
las denominadas enfermedades complejas cuya etiopatogenia estriba en interacciones entre
factores genéticos predisponentes y factores ambientales desencadenantes. Los estudios
incipientes de epigenética en DM2, estan demostrando la asociacién de estos mecanismos
epigenéticos con la enfermedad.

Uno de los principales mecanismos fisiopatoldgicos que determina el desarrollo y progresion de
estas enfermedades metabdlicas, es la inflamacién crénica subclinica sistémica secundaria a la
hiperactividad de la inmunidad innata. En este contexto se estudié la molécula pro-inflamatoria
Interleuquina 1 beta (IL-1B), una de las citoquinas que ha demostrado mayor accién en el deterioro
de la funcidn de la célula B pancredtica y en la progresion a DM2. El aumento tanto de los niveles
circulantes de IL-1B como la expresion de ARNm de IL-1B en monocitos de sangre periférica fue
previamente comprobada en pacientes con DM2, e inclusive los niveles de IL-1p se correlacionaron
con la concentraciéon de glucemia en ayunas.

La presentacidn del presente proyecto de investigacién se basa en el conocimiento previo de la
accion patoldgica que el estado de inflamacidn subclinico y especificamente ciertas citoquinas
inflamatorias como IL-1R, pueden presentar sobre la funcién de la célula B del pancreas, en
pacientes con DM2 y otras alteraciones metabdlicas asociadas como la obesidad.

Los teldmeros son complejos nucleoproteicos ubicados en los extremos de los cromosomas, cuya
funcién es prevenir el dafio en el ADN e intervenir en procesos de reparacién del mismo, y su
longitud es utilizado como marcador de envejecimiento celular. Se ha encontrado una asociacién
entre la presencia de enfermedades metabdlicas y una menor longitud telomérica (LT), relacionado
con el estado de inflamacién y el aumento del estrés oxidativo. Considerando que se han descripto
efecto benéfico de la cirugia bariatrica (CB) sobre aspectos metabdlicos generales de pacientes
obesos, nuestro objetivo es determinar la longitud telomérica absoluta (LTa) en personas obesas
sometidas a CB, en su relacién con el metabolismo lipoproteico general, la resistencia insulinica (RI)
y el estado inflamatorio.

El disefio que se propone corresponde a un analisis no familiar, por un lado, un estudio longitudinal
de individuos diabéticos de reciente diagndstico sometidos a un protocolo de compensacion
metabdlica, y, por otra parte, pacientes obesos con y sin diabetes tipo 2 seleccionados para ser
sometidos a cirugia bariatrica (CB).

Se reclutaron 30 personas con DM2 de reciente diagndstico con descontrol metabdlico,
caracterizado por la determinacidn de HbA;. mayor de 8%. Posteriormente estas 30 personas fueron
compensadas metabdlicamente, comprobado por la disminucidn de la HbA;c a un valor menor a 7%.
El tratamiento consistié en medidas higiénico-dietéticas y la utilizacion de drogas antidiabéticas
orales, con un tiempo de tratamiento de 12 meses. Se tomaron una muestra inicial, y muestras a los
6 y 12 meses de tratamiento. De los 30 pacientes totales, 3 de ellos abandonaron el protocolo.



Por otra parte, se reclutaron individuos obesos en el Servicio de Nutricién del Hospital Italiano de
Buenos Aires (Dra. Susana Gutt, Jefa del Servicio) de acuerdo a criterios habituales de seleccion para
ser tratados mediante cirugia baridtrica. Se incluyeron pacientes con obesidad con y sin DM 2, que
aceptaron participar en el estudio. Estos pacientes se parearon por sexo y edad con individuos no
obesos y no diabéticos, a los que se le realizé la medicién de las mismas variables bioquimicas y
antropomeétricas que a los pacientes que seran sometidos a CB. En la fase preoperatoria inmediata,
a las 48hs y luego de 1 y 6 meses, a todos los pacientes se les realizd una extraccién de sangre con
12 horas de ayuno para analizar variables bioquimicas y el estudio genético.

b. Justificacion y Relevancia

El presente proyecto de investigacion propone el estudio de los aspectos moleculares que
intervienen en la etiopatogenia de enfermedades metabdlicas con alto impacto en Salud Publica
como la Obesidad y la DM2. Estas enfermedades presentan una alta prevalencia en la poblacidn
general y se constituyen en un factor de riesgo significativo para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular.

Por lo tanto, cobran importancia todos los avances que se puedan realizar en el conocimiento de las
mismas, orientado fundamentalmente a medidas preventivas destinadas a evitar su desarrollo o su
progresion, en definitiva, la adopcién de medidas de prevencidn primaria o secundaria.
Justamente, en el actual proyecto de investigacién, se presenta el estudio de alteraciones
moleculares que pueden establecer un enlace entre la susceptibilidad genética y los factores
ambientales desencadenantes, caracteristica fundamental de estas enfermedades metabdlicas. Por
otra parte, se estudiard la respuesta especifica del individuo a los cambios ambientales realizados
en un protocolo de intervencion terapéutica.

La aplicacién de este proyecto deberia ser altamente favorable ya que propone el estudio de un
area escasamente explorado como es la problematica de interés referida a la regulacién de la
expresion de moléculas de la inflamacidn y su respuesta a medidas de intervencién consistentes en
cambios en el estilo de vida.

c. Objetivos: General y Especifico
-Generales

El objetivo principal de nuestro trabajo fue estudiar la expresion de ARNm de IL-1B en leucocitos
mononucleares y los niveles de IL-1B, el genotipo rs16944 SNP (-511C / T) presente en el promotor
del gen IL-1B y el tamafio telomérico; a través de dos estudios prospectivos controlados: en personas
con DM2 que recibieron un tratamiento de normalizacién glucémica y en individuos con obesidad
sometidos a cirugia bariatrica.

-Especificos

Se propone analizar antes, y a los 1, 6 y 12 meses de realizada cada intervenciéon, en células
mononucleares (MN) circulantes de sangre periférica:

1) Cuantificacion relativa de la expresién de ARNm de IL-1B en leucocitos mononucleares



2) Dosaje de IL-1B en suero
3) Genotipificacién del SNP rs16944 (IL-1B -511C/T)
4) Determinacion de la longitud telomérica absoluta (LTa).

5) Evaluacién de los niveles de ARNm de leucocitos mononucleares y serolégicos de IL-1B, y el
genotipo rs16944 (-511C/T) en el promotor del gen IL-1B, en relacidon con la normalizacién
hiperglucémica en pacientes con diabetes tipo 2 (DM2).

6) Evaluacion de los niveles de ARNm de leucocitos mononucleares y serolégicos de IL-1B, en
relacion con el tratamiento de cirugia bariatrica en pacientes con obesidad.

7) La asociacidén entre el tamanio del telémero con niveles circulantes de IL-18 en sangre periférica.
8) La asociacidn entre el tamafio del telémero con la expresidn (Proteina y ARNm) IL-1R.

9) La asociacion entre el tamafio del telémero con variables clinicas y bioquimicas (v.g. glucemia en
ayunas, HOMA, nivel de lipidos circulantes, IMC, etc.)

10) Evaluar si la mejoria metabdlica que presentan los pacientes DM2 después de la intervencion
normalizadora de la glucemia y de los pacientes obesos luego de la cirugia bariatrica, se correlaciona
con modificaciones en la expresion de la molécula inflamatoria estudiada y/o el tamafio del
teldmero.

d. Marco conceptual

Nos planteamos como hipétesis que el aumento de los niveles de expresion de IL-13 en DM2 y
obesos estdn modulados por mecanismos epigenéticos y por polimorfismos de nucledtido simple
(SNPs) presentes en dicho gen. Por otro lado, que la LT es menor en personas con alteraciones
metabdlicas. Ademas, que la correccion de la hiperglucemia en pacientes con DM2, y el descenso
de peso en pacientes obesos, influyen en la LT y en la expresion de IL-13. No hay estudios clinicos
qgue hayan explorado esta hipdtesis. Es inédita la correlaciéon de estos aspectos funcionales de
citoquinas proinflamatorias con estudios epigenéticos y polimorfismos de los genes de IL-1B.

. Metodologia

a. Tipo de estudio

Estudio prospectivo controlado en personas con diabetes tipo 2 sometidas a tratamiento de
normalizacién glucémica y en pacientes con obesidad sometidas a cirugia bariatrica.

b. Muestra

Para el protocolo de cirugia bariatrica se reclutaron 43 personas, de las cuales 37 fueron operadas
y completaron el protocolo. El abordaje quirurgico fue por Bypass gastrico en Y-Roux (BGYR) y



gastrectomia en manga, dependiendo de cada caso particular. Se tomaron muestras de sangre en
un momento basal, y a los 6 y 12 meses postquirurgicos.

c. Ambito de estudio

El reclutamieno de pacientes y la cirugia bariatrica, asi como los estudios bioquimicos se realizaron
en el Hospital Italiano. Los estudios de expresién génica, de polimorfismos genéticos y del tamafio
telomérico se realizaron en el Instituto INIGEM (Universidad de Buenos Aires- CONICET).

d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos

La base de datos personales, antropométricos, bioquimicos, genéticos, asi como el analisis
estadistico, se realizé con el paquete estadistico SPSS versién 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).

e. Procesamiento y Analisis de la informacion

El estudio de las variables bioquimico-clinicas en los pacientes en cada etapa del estudio se realizo
por ANOVA de una via para muestras pareadas y test post-hoc de Bonferroni. Las frecuencias alélicas
y genotipicas se calcularon por conteo directo, y se evalud si los SNPs estaban en equilibrio de Hardy-
Weinberg mediante la prueba de Chi cuadrado. El estudio de la expresion de ARNm vy la expresion
proteica también se realizé por ANOVA de una via para muestras pareadas y test post-hoc de
Bonferroni. El analisis de la expresion de ARNm se realizd6 comparando los valores de ACt en cada
momento del estudio, ya que esta variable mostro distribucién normal. A través de regresion lineal,
con edad y sexo como covariables, se evalud la asociacién entre los genotipos de los SNPs, la
expresion de ARNm y la expresidn proteica, y se evalud la asociacidn entre las variables bioquimico-
clinicas, y expresion de ARNm y proteina. Se considerd estadisticamente significativo un valor de p
por debajo de 0,05.

Iv. Resultados

e Estudio prospectivo controlado en personas con DM2

Se reclutaron 30 personas con DM2 de reciente diagndstico con descontrol metabdlico,
caracterizado por la determinacién de HbAlc mayor de 8%. Posteriormente estas 30 personas
fueron compensadas metabdlicamente, comprobado por la disminucién de la HbAlc a un valor
menor a 7%. El tratamiento consistié en medidas higiénico-dietéticas y la utilizacién de drogas
antidiabéticas orales, con un tiempo de tratamiento de 12 meses. Se tomaron una muestra inicial,
y muestras a los 6 y 12 meses de tratamiento. De los 30 pacientes totales, 3 de ellos abandonaron
el protocolo.

La poblaciéon estudiada comprendié 7 mujeres (23,33%) y 23 hombres (76,67%), con una edad media
de 48,17 afios (DE = 12,37; rango: 23-69 afios). En todos los tiempos se hicieron mediciones
antropométricas, del metabolismo lipoproteico general, Rl y estado inflamatorio. La Tabla | muestra
el perfil bioquimico y clinico del grupo previo a la intervencidn, que coincide con el esperado para
individuos con DM2.



La tabla | muestra el perfil bioquimico y clinico del grupo posterior a la intervencién. Cuando se

analizaron las caracteristicas bioquimicas-clinicas, se observé una disminucién significativa en el
peso y el IMC después de 6 meses de tratamiento, seguido de un aumento significativo en HDL-C
después de 12 meses de tratamiento. No hubo cambios significativos en ninguna de las otras

variables metabdlicas.

Tabla I: Caracteristicas bioguimicas y clinicas de la poblacién con DM2

Grupo
Pre-
intervencion
(n=30)
B o
(kg) (81.65 - 113.63)
IMC 33.17
(kg m2) (30.82 - 38.64)
de cintura (cm) (100.0 - 116.5)
(mmHg) (120 - 153)
:
(mmHg) (65 -90)
(%) (8.09 - 11.23)
GPA 153
(mg dLY) (132 - 268)
TC 211
(mg (181 - 235)

HD| 40
(mg (34 -47)
LD

(mg dLY) (105 - 143)
TG 153
15309

en cada momento del estudio.

Estudio Prospectivo controlado

(n=27)
Tiempo de intervencién (meses) Evaluacion
0 6 12 Estadistica
m (RIQ) m (RIQ) m (RIQ) P
87.00 86.00 88.40 0.033
(81.50- 107.00)  (78.50-103.20)  (78.20 - 99.50)
32.91 31.23 31.91 0.033
(30.12-37.92)  (29.21-37.74)  (28.88-36.93)
102.5 100.0 106.00 NS
(99.5 - 114.5) (96.5-120.0)  (100.00-117.5)
135 120 120 NS
(120 - 150) (120 - 140) (120 - 140)
80 70 75 NS
(65 - 90) (70 - 80) (70 - 84)
9.03 6.34 6.13 <0.001
(8.05 - 11.22) (5.84 - 7.03) (5.74 - 6.81)
147 108 114 <0.001
(131 - 265) (98 - 136) (102 - 120)
210 196 196 NS
(180 - 232) (171-232) (162 - 218)
39 41 43 0.026
(33-47) (37 - 45) (38 -51)
120 111 109 NS
(104 - 140) (94 -141) (94 -131)
150 200 148 NS
(115 - 247) (133 - 259) (94 - 239)

Test post-hoc
0-6 0-12
P P
0.035 NS
0.035 NS
NS NS
NS NS
NS NS
<0.001 <0.001
<0.001 <0.001
NS NS
NS 0.027
NS NS
NS NS

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastolica; HbAlc:
hemoglobina glucosilada; GPA: glucosa plasmatica en ayunas; TC: colesterol total; HDL-C: colesterol
de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C: colesterol de lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos;
m: mediana; IQR: rango intercuartil; NS: no significativo. Evaluacion estadistica: prueba de Friedman

Los individuos alcanzaron el objetivo del control glucémico después de 6 meses de tratamiento y lo
mantuvieron después de 12 meses, como lo demuestra la disminucion significativa de GPA y HbAlc
en las etapas posteriores a la intervencion. Se observd una disminucidn significativa de la glucemia
(ANOVA de una via para muestras pareadas. p=0,005; 0 vs 6 meses de tratamiento: p=0,003; o vs 12
meses de tratamiento: p=0,003) y la HbA:. (ANOVA de una via para muestras pareadas. p<0,001; 0
vs 6 meses de tratamiento: p<0,001; o vs 12 meses de tratamiento: p<0,001) en las etapas post-

intervencion.



e Expresion de IL-1B basal

Se analizd la expresion de ARNm de IL-1 y la concentracidn de proteina circulante en suero, y no
encontramos ningun cambio significativo a los 6 0 12 meses después del tratamiento. No hubo
asociacién entre la expresion de ARNm de IL-1B y los niveles de proteina sérica.

La mediana de la concentracidn sérica de IL-1B al comienzo del estudio fue de 10.40pg/mL (rango
intercuartil [RIQ]: 1.50 - 16.35 pg / mL). Trece individuos (43.33%) mostraron valores dentro del
rango de referencia (<5 pg/ mL) y 17 individuos (56.67%) mostraron valores superiores (=5 pg / mL).
En el momento basal del estudio, los niveles elevados de IL-1B en suero se asociaron positivamente
con los intervalos de mayor glucemia (Regresion lineal. p=0,015, r=0,378, IC 95% r=0,078/0,678),
demostrando que esta relacidn se mantiene aun en estados de hiperglucemia. (Figura 1).

La expresion de ARNm de IL-1B no se correlaciond con ninguna variable bioquimica-quimica

analizada.
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Figura 1: Expresion de ARNm de IL-1B (A-B) y niveles de proteina sérica (C-D) en el momento basal del
estudio (grupo previo a la intervencion), segin HbAlc y niveles de glucosa en plasma en ayunas. Para cada
conjunto de datos se informa la mediana y el rango intercuartil (RIQ). HbAlc: hemoglobina glucosilada; GPA:
glucosa plasmatica en ayunas; r: coeficiente de regresion; NS: no significativo. Evaluacion estadistica:
regresion lineal multiple. Covariables: edad, género y peso.



e Genotipo de rs16944 en el gen IL-1

Las frecuencias genotipicas de rs16944 en el gen IL-1B fueron las siguientes: 8 individuos fueron
CC (26.7%), 15 individuos CT (50.0%) y 7 individuos TT (23.3%). EI SNP tuvo una distribucién de
genotipo de acuerdo con las esperadas por el calculo segun la ley de Hardy-Weinberg (p = 0.995).

Encontramos una asociacion significativa entre la presencia del alelo polimdrfico T del rs16944 en
el gen IL-1B y la menor expresion de ARNm de IL-1B (Regresion lineal. p=0,006; r=2,76;
IC95%r=0,86/4,67) (Figura 2). No hubo asociacidn entre el genotipo rs16944 y la concentracion
sérica de IL-1B.

p=0.007
214 r=-0.825 [-1.399/-0.250]
2123 0.642
—~ [1.027-6.421] [0.205-2.435)
&}
g 2 .
& o
a = Conys®
T 20 .F.\‘:
& . iy
24 -
CcC CT/TT

Genotipo rs 16944

Figura 2: Expresién de ARNm de IL-1B en el momento basal del estudio (grupo de pre-intervencién), segin el
genotipo rs16944. Para cada conjunto de datos se informa la mediana y el rango intercuartil (RIQ).
r: coeficiente de regresidn. Evaluacidn estadistica: regresion lineal multiple. Covariables: edad, géneroy
peso.

e Expresion de IL-1B en funcién del tratamiento de compensacidon metabdlica

Es de destacar que, la expresion de ARNm de IL-1f3 (Figura 3 Ay B) y los niveles de proteina sérica
(Figura 3 C y D) no presentaron diferencias significativas con respecto al tiempo previo a la
intervencion.

La disminucion mas pronunciada de HbAlc (Figura 4 Ay B) y GPA (Figura 4 Cy D) después del
tratamiento se asociaron con mayores reducciones en los niveles de proteina IL-1B.

Encontramos que las mayores disminuciones en la glucemia y la HbAlc después del tratamiento
se asociaron con aumentos en los niveles circulantes de IL-1B, lo que podria ser una de las razones
por las cuales no hubo cambios significativos en los niveles séricos de IL-1B después de 6y 12
meses de tratamiento, a pesar de que encontramos una asociacion positiva entre los niveles de IL-
1B en suero y la glucemia, y que todas las personas mostraron una disminucion significativa en la
glucemia y la HbAlc después del tratamiento. Esto podria estar relacionado con una mejora en la
eficiencia de traduccion luego de la correccion del estado de hiperglucemia.
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Figura 3: expresion de ARNm de IL-1f y niveles séricos en cada momento del estudio y variacién después
de 6 y 12 meses de tratamiento. (A) Los niveles de expresion de ARNm de IL-1B y (B) cambian el pliegue
después del tratamiento. (C) Niveles de proteina sérica IL-1B y (D) relacion de variacién después del
tratamiento: nivel de proteina sérica después del tratamiento dividido por el nivel inicial de proteina sérica
(0 meses). Para cada conjunto de datos se informa la mediana y el rango intercuartil. Evaluacion
estadistica: prueba de Friedman. Todas las comparaciones no fueron significativas.
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Figura 4: Variaciones en los niveles séricos de IL-1f3 en funcion de las variaciones en los niveles de HbAlc (A-
B) y glucosa plamatica en ayunas (C-D), después de 6 y 12 meses de tratamiento. Para fines graficos, las
variaciones en los niveles séricos de IL-1 se muestran como las diferencias de los logaritmos. Covariables:
edad, género y peso. HbAlc: hemoglobina glucosilada; GPA: glucosa en plasma en ayunas; r: coeficiente de
regresion; NS: no significativo. Evaluacién estadistica: regresion lineal multiple.



Se determind la LTa en estas personas, y no se observaron cambios significativos con el tiempo de
tratamiento. Sin embargo, se hall6 una correlacién positiva significativa entre la dosis de
metformina administrada (principal droga antidiabética utilizada en estos pacientes) y la variacion
de la LTa a los 6 meses de tratamiento (Regresion lineal. p=0,007, r=0,508, IC 95% r=), en donde
las personas que recibieron las mayores dosis de metformina presentaron un aumento en la LTa.

e Estudio prospectivo controlado en pacientes con obesidad
Se reclutaron 43 individuos, de las cuales 37 fueron operadas y completaron el protocolo. El
abordaje quirargico fue por Bypass gastrico en Y-Roux (BGYR) y gastrectomia en manga,
dependiendo de cada caso particular. Se tomaron muestras de sangre en un momento basal, y a
las 48 hs, 30 dias y 6 meses postquirurgicos.

Tabla Il: Caracteristicas bioquimicas y clinicas de la poblacién con obesidad
en cada momento del estudio.

| ™ | T0 | 6 [T0wT30[1a0usT| 10usTs ]

M £ DE M £ DE M £ DE
Peso (kg) 116,7+23,1 100,5+ 17,1  86,75+15,06 <0,001 <0,001 <0,001
Indice de masa corporal (kg/m®) 41,6+4,8 35974380 31,02+3,08 <0001 <0,001 <0,001
Circunferencia de cintura (cm) 1245+ 16,7 1170+179 100,77 + 1455 <0,001 <0,001 <0,001

Nivel de grasa visceral 23+2 21+ 4 14,95 + 3,97 0,017 <0,001 <0,001
Contenido de grasa (kg) 54,7 £ 5,4 449+109 3650+716 <0,001 <0,001 <O0,001
Masa lire de grasa (kg) 61,9+147 563+122 5533+12,07 <0,001 0,008 <0,001
Masa musculo esquelético (Kg) 347 +8,7 31,1+ 7,3 3023+7,02 <0,001 0,001 <0,001
Triglicéridos (mg/dl) 182 + 81 136 £39 115,60 + 44,52 0,003 0,039 <0,001
Colesterol total (mg/dl) 177 £35 171+£36 189,68 + 45,02 NS 0,018 0,020
Glucemia (mg/dl) 119 + 40 97 £ 17 98,18 + 23,16 0,006 NS 0,005
Hemoglobina Glicosilada (%) 6,68 £ 1,55 589 £ 0,61 5,68 £ 0,61 0,005 0,011 0,005
C-HDL (mg/dI) 46 £ 10 40+9 4943 +£ 10,78 <0,001 <0,001 0,034
C-LDL (mg/dl) 91 + 32 105+28 117,33 + 37,77 NS NS 0,020
Insulina (Ul/dI) 29,9 £ 36,9 8,2+3,1 7,36 £ 4,02 0,023 NS 0,037
HOMA 8,84 + 8,68 1,97 £ 0,73 1,81 +£1,33 0,017 NS 0,025
Proteina C reactiva (mg/I) 5,95 £ 4,50 3,51 +2,32 1,95 + 2,48 0,015 0,035 0,001

Prueba T para muestras relacionadas. M: Media; DE: Desvio Estandar; NS: no significativo. p<0,05 significativo

Luego de la cirugia bariatrica se observé una disminucion de todos los pardmetros relacionados
con la masa corporal (IMC, nivel de grasa visceral, circunferencia de cintura, contenido de grasa,
masa libre de grasa y masa de musculo esquelético) que se evidencia después del primer mes y se
mantiene a los 6 meses. Ademas, se observd una mejora en los parametros metabdlicos, con una
diminucidn en la PAS, aumento en el c-HDL, disminucién en los TG, disminucién en la glucemia y
disminucién en la HbAlc. Se observd un aumento en la insulino-sensibilidad demostrado por un
descenso del HOMA. El nivel de inflamacién, medido por la PCR-us, evidencié una disminucion
significativa a los 6 meses postquirurgicos.



Estudio de la longitud telomérica

La determinacion de la LTa se llevd a cabo por PCR cuantitativa en tiempo real, en muestras de
ADN gendmico obtenido a partir de leucocitos de sangre periférica. Se determind la relacion entre
los Kpb de secuencias teloméricas y el nimero de copias del gen de copia tnica RPLPO (radio T/S).
El andlisis estadistico se llevé en SPSS v20.0 con un nivel de significacion de 0,05.

LTa (Kpb)

p=0,01

Figura 5: LTa (media + DE) a TO, T30 y T6 de la Cirugia bariatrica.
Prueba T para muestras relacionadas, diferencias significativas con valores de p<0,05

Se observd una LTa media significativamente aumentada al mes de la cirugia en comparacién con
los niveles basales pre-quirurgicos (TO: 3,15+1,20 Kpb; T30: 3,68+1,28 Kpb; T6: 4,77+2,70 Kpb;
P=0,027) lo cual se debe probablemente al mejoramiento del estado metabdlico y la disminucién
del estado de inflamacion (T0: 5,95+4,51 mg/l; T30: 3,51+2.32 mg/|; T6: 1,95+2,48 mg/l, P=0,01).

(Figura 5).
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Figura 6: LTa TO, T30 y T6 de la Cirugia en pacientes obesos y obesos mérbidos.
Prueba T para muestras relacionadas, diferencias significativas con valores de p<0,05



Por otro lado al subdividir a los participantes en obesos y obesos madrbidos, post-cirugia los
pacientes con obesidad modrbida presentaron un aumento significativo de la LTa (TO: 3,17+1,36
Kpb, T30: 4,17+1,06 Kpb; T6: 5,67+2,71 Kpb; P=0,012) y una disminucidn significativa de los niveles
de inflamacién (T0: 5,95+4,51 mg/l y T30: 3,51+2,32 mg/l; T6: 2,00+1,94 mg/l; P=0,026), mientras
gue los pacientes obesos no presentaron cambios significativos ni en la LTa (TO: 3,13+1,06 Kpb;
T30: 3,09+1,31 Kpb; T6: 3,86£2,84 Kpb; P=0,766) ni en los niveles de inflamacién (TO: 3,46+2,39
mg/l; T30: 2,49+2,10 mg/l; T6: 1,90+3,07 mg/I; P=0,329). (Figuras 6y 7)

. r=-0,67; p<0,01
. ® r=-0,57; p=0,02 - . r=-0,46; p=0,07 (covariable: edad)

A LTa (Kpb)
A aTL (Kpb)

Edad (afios) A PCR-us (mg/l)

Figura 7: Correlacion entre la variacion de la LTa y edad (A), variacién de proteina C reactiva y con edad
como covariable (B). Coeficiente r de correlacion de Pearson y significancia con valores de estadistico
p<0,05. — media --- IC95% de la media

V. Discusidn y Conclusion

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio de seguimiento que evalua la expresion de ARNm
de IL-1B y los niveles séricos en individuos con DM2 hiperglucémica y después del tratamiento de
normalizacién glucémica.

Hemos observado una asociacion del nivel de expresion de ARNm de IL-1 con el genotipo del SNP
rs16944 presente en el promotor del gen IL-1B, una asociacidén positiva entre los niveles de
proteina IL-1B y GPA y una asociacion negativa entre las variaciones en IL -1B niveles de proteina
y variaciones en GPA y HbAlc.

Los resultados actuales contribuyen al conocimiento de la relacion entre la inflamacion y los
cambios en el metabolismo de la glucosa en la DM2. Las personas con DM2 constituyen un grupo
heterogéneo, para el cual los objetivos del tratamiento deben ser individualizados. En este
contexto, es crucial encontrar nuevos objetivos moleculares para el desarrollo de nuevos
farmacos, guiando la estrategia terapéutica de forma personalizada (farmacogenética).

Por otra parte, vimos que el tratamiento quirurgico de la obesidad mérbida ya sea a través de la
manga gastrica o del BGYR, no solo redundaria en beneficios a nivel del estado metabdlico, sino
gue también revierte el acortamiento telomérico al menos a corto plazo.

Luego de la cirugia se observd una mejora metabdlica tanto a los 30 dias que se mantuvo hasta los
6 meses analizados.



e Observamos un aumento en la LTa en pacientes con obesidad mérbida y en individuos mas
jévenes.

e Las personas que evidenciaron los mayores descensos en la glucemia, la HbAlc y el IMC,
fueron las que mostraron descensos en la expresién de estas moléculas proinflamatorias.

e Mostramos el impacto del estado de inflamacién sobre la longitud de los telémeros. EL
mayor aumento de la Lta se asocid a mayores descensos de los valores de PCR-us.

e Eltratamiento quirdrgico de la obesidad mérbida ya sea a través de la manga gdstrica o del
BGYR, no solo redundaria en beneficios a nivel del estado metabdlico, sino que también
revierte el acortamiento telomérico al menos a corto plazo

Los individuos con DM2 y enfermedades metabdlicas asociadas como la obesidad constituyen un
grupo heterogéneo, por lo cual los objetivos del tratamiento deben ser individualizados. De esta
manera, los resultados que surgen de estos estudios permitirdn el reconocimiento de nuevos
blancos moleculares para el desarrollo de nuevas drogas que evitaran los frecuentes fracasos,
orientando la estrategia terapéutica en forma personalizada (Farmacogenética). Por otro lado, se
favorecera la identificacion precoz de individuos con alto riesgo para estas entidades, lo cual
permitira el desarrollo de estrategias de prevencién individualizadas.
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