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Acido desoxirribonucleico

Anorexia nerviosa

Bulimia netrviosa

Manual diagnOstico y estadistico de los trastornos mentales 5 (por
sus siglas eniinglés, Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders)

Estudio de asogtiacion de epigenoma completo, Epigenome-Wide
Association Study

Mini Entrevista‘.InternaCional Neuropsiquiatrica para nifos y
adolescentes, Mini' International. Neuropsychiatric Interview for
Children and Adolescents

Trastorno por atracon

Trastorno de la conducta alimentaria

Cuestionario de patrones de alimentacién y peso version revisada,

Questionnaire on Eating and Weight Patterns Revised, QEWP-R
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Glosario

Epigenética:

Se define comeo el estudio de los mecanismos que regulan la expresion de los
genes sin una modificacion en la secuencia del ADN. Establece la relaciéon entre

las influencias gengticas y ambientales que determinan un fenotipo.

Metilacion:

Es la adicién de un grupo metilo (-CH3) a una molécula. En biologia del desarrollo,
la metilacion es el principal mecanismo epigenético. Consiste en la transferencia de
grupos metilos a algunas de/las bases citosinas (C) del ADN situadas previa y

continuamente a una guanina (G).

Genoma:

Es el conjunto de genes contenidos en los cromosomas, puede interpretarse como

la totalidad del material genético que posee un organismo.

Isla CpG:

Es una region de tamafio igual o superior a 500 pares de bases y conun porcentaje
de guanina y citocina mayor de 50 y con un promedio de CpG observade/esperado

mayor de 0.6.



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Divisiéon Académica de Ciencias de la Salud
Resumen

Resumen

Antecedentes. Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son un problema
de salud.mental con alta comorbilidad psiquiatrica. La etiologia de los TCA es
incierta, sin_embargo, estudios gendmicos han demostrado que la metilacion del
ADN es unmecanismo que podria participar en el desarrollo de la enfermedad; y la
adolescencia . es la etapa ideal para identificar estos cambios en el genoma. El
objetivo fue obtener, sitios CpG diferencialmente metilados entre los diferentes
diagndsticos de TCA-en poblacion adolescente mexicana.

Material y métodosSe.reclutaron 64 pacientes con los diagndsticos de anorexia
nerviosa (AN), bulimia nerviosa (BN) y trastorno por atracén (TA). Se realizd
extraccion de ADN y analisis del metiloma mediante componentes principales
(ACP), composicién celulary’enriquecimiento de vias y anotacion de los sitios CpG
con busqueda en bases de datos.previamente publicadas de patrones de metilacion
en cerebro. El valor de p <0.05 fue-considerado significativo.

Resultados. Demostramos alta variabilidad clinica en los pacientes con TCA con
comorbilidad psiquiatrica. Observamos_un ACP con 2 grupos de variabilidad entre
los diagndsticos de TCA,; sin diferencias’en la composicion celular de la metilacién
del ADN. Observamos 23 sitios ) CpGs .diferencialmente metilados entre los
diagnodsticos de TCA; de los cuales, encontramos 10 sitios CpGs correlacionados
con los patrones de metilacion de”muestras del cerebro. Los sitios CpGs
diferencialmente metilados se encontraronen 17 genes, y observamos participacion
con el factor de transcripcion SRF y varios compgonéentes de la via de senalizacién
MAP cinasa.

Conclusiones. Diez sitios CpGs son potenciales biomarcadores en sangre para
identificar a pacientes con TCA con alta heterogeneidad’clinica. Ademas, el gen
GALNT18 podria ser biomarcador que confiere riesgo poligénico en poblacion
adolescente con TCA. Finalmente, sugerimos que las proteinas KPNA1 y SOCS6
podrian participar en la modulacién de actividad neuronal ¥ servel fundamento
molecular para la alta comorbilidad psiquiatrica en pacientes adolesCentes con TCA.

Palabras claves: trastornos de la conducta alimentaria, metilacién”del ADN,
adolescentes mexicanos, epigenética, comorbilidad psiquiatrica.
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Background. Anorexia nervosa (AN), bulimia nervosa (BN) and binge eating
disorder«(BED), are the most common eating disorders (ED) with a high prevalence
of psychiatry comorbidities. Although the etiology is not well established, there is a
hypothesis indicating that epigenetic mechanisms, indeed DNA methylation, could
influence the\onset of the disease; adolescence is the ideal moment to identify
genomic changes. Our study aimed to establish differentially methylated CpGs sites
within the eating disorders diagnoses in an adolescent Mexican population.

Methods. We recruiteéd 64 patients with a diagnosis of AN, BN, and BED. Genomic
DNA extraction was performed; in the methylome analysis we included a principal
component analysis, a cellular composition analysis, a pathway enrichment, and a
CpG annotation in the genome;with final database research of previous methylation
patterns in the brain.

Results. We demonstrated a high'prevalence of psychiatric comorbidities. In the
PCA we observed 2 groups ofswafiability in the sample studied, and no differences
were observed in the cellular.eompesition analysis. Twenty-three differentially
methylated CpGs sites were found; 10 of them were correlated with methylation
patterns in brain samples. We obtained 17_genes from the CpG annotation, and from
enrichment pathway analysis we _observed _the possible participation of a
transcription factor (SRF) and different MAPK.pathway components.

Conclusions. We obtained 10 potential.genomic-markers from blood samples to
identify patients with ED and high clinical variability=Furthermore, the GALNT18 gen
could contribute to a polygenic risk in an adolescent population with ED. Finally, we
suggest that KPNA1 and SOCS6 proteins could participate in neuronal activity
modulation, being the molecular mechanism to explain high psychiatry comorbidity
in adolescents with ED.

Keywords: eating disorders, DNA methylation analysis, Mexican adolescents,
epigenetic, psychiatry comorbidity.
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1. Introduccioén

1.4, Trastornos de la conducta alimentaria

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son alteraciones psicosomaticas
segun el Manual Diagndstico y Estadistico para los trastornos mentales (DSM 5;
siglas en inglés) eonsiderando a la anorexia nerviosa (AN), la bulimia nerviosa (BN)
y el trastorno péryatracon (TA) los mas frecuentes (American Psychiatric
Association, 2013). Estos son trastornos complejos que se caracterizan por un
comportamiento distorsionado ante la comida donde se altera la actitud de la

persona hacia el peso y la forma-de su cuerpo.

Los TCA presentan gran relevancia en la poblacion por un aumento en la incidencia
y alta morbi-mortalidad entre” las. alteraciones psiquiatricas; las prevalencias
actuales son de 0.8% (AN), 2.6%~(BN)“y.3% (TA); afectando principalmente a
adolescentes del sexo femenino. En_México-las_prevalencias reportadas son de

0.5% (AN), 1% (BN) y 1.5% (TA) (Kolar & al., 2016 Stice, Marti, y Rohde, 2013).

El trastorno por atracén se contemplaba en la version IV del Manual Diagnostico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-IV) como un_trastorno alimentario o
de la ingestién de alimentos no especificado (EDNOS, eating disorder not otherwise
specified); y en la versién mas reciente (DSM-5) se incluye al trastorno por atracén
como un diagnostico de TCA. Este cambio permitidé identificar mas, pacientes
jovenes con TCA (Mairs y Nicholls, 2016); aumenté la prevalenecia y la
heterogeneidad entre diagnésticos (Breithaupt, Hubel, y Bulik, 2018). En adultos, la

heterogeneidad (transicion diagnodstica) dificulta el diagndstico y tratamiénto
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(Mustelin et al., 2016); y en poblacion en etapa del neurodesarrollo, los sindromes

completos de TCA se alcanzan antes de terminar la pubertad (Klump, 2013).
1.1.1._Anorexia nerviosa

La AN se caracteriza por restriccion constante de ingesta de comida que conduce
a un peso corporahbajo con relacion a la edad, sexo y salud fisica. Ademas, los
pacientes tienen ‘miedo intenso a la ganancia de peso O presentan un
comportamiento persistente.que interfiere con la ganancia de peso, incluso con un
peso bajo, y percepcion corporal alterada. Existen dos subtipos de AN, el tipo
restrictivo y el tipo con atracones/purgas. En el tipo restrictivo, la pérdida de peso
se debe a la dieta, el ayuno y/o-gjercicio excesivo. Mientras que en el tipo con
atracones/purga, el individuo-~provoea~el vémito, utiliza laxantes, diuréticos o
enemas. La gravedad de la enfermedad en.adultos tiene como parametro el indice
de masa corporal (IMC); mientras queypara nifos y adolescentes se utilizan los

percentiles correspondientes del IMC para edad«y género (APA, 2013) (Tabla 1).
1.1.2. Bulimia nerviosa

Los pacientes con BN presentan episodios recurrentes..de atracones y un
comportamiento compensatorio. Un atracén tiene 2 caracteristicas, ingestion de la
cantidad de alimento 2 veces mayor a la que la mayoria de las personas ingeririan
dentro de un periodo de 2 horas; y sensacion de falta de control sobre lo que se
ingiere durante el episodio. Por otra parte, el mecanismo compensatorio’ tiene la
finalidad de evitar el aumento de peso y se caracteriza por la induccion del yomito,

uso de laxantes o diuréticos, periodos de ayuno y ejercicio excesivo. Este
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comportamiento debe estar presente al menos 1 vez a la semana durante 3 meses.
La‘gravedad se basa en el numero de episodios de comportamiento compensatorio

(APA#2013) (Tabla 1).
1.1.3. Trastorno por atracén

Los pacientes €on~TA presentan episodios recurrentes de atracones, similar a los
pacientes con BN.‘En‘contraste, el TA no presenta comportamiento compensatorio
y los episodios de atracones causan malestar intenso y se asocian a: comer mucho
mas rapido de lo normal;.comer hasta sentirse desagradablemente lleno, comer
grandes cantidades de alimenteS.cuando no se siente hambre fisicamente, comer
solo debido a la verguenza que Se _siente por la cantidad que se ingiere y, sentirse
luego a disgusto con uno misme;deprimido o muy avergonzado. La mayoria de los
individuos con TA tienen sobrepeso u‘obesidad; y la gravedad se basa en la

frecuencia de episodios de atracones (APA, 2013). (Tabla 1)

1.2. Etiologia de los trastornos de la conducta alimentaria

La etiologia de los trastornos de la conducta alimentariasho.es certera. Sin embargo,
existe evidencia que diversos factores biologicos, soeciales y psicolégicos
contribuyen a la etiologia y la cronicidad de esta enfermedad. Los factores
bioldgicos juegan un papel fundamental debido a la predisposicion genética y a los
componentes neurobioldégicos que pueden considerarse como.~marcadores

biolégicos de la enfermedad (Genis-Mendoza, Tovilla-Zarate, y Nicolini,"2013).
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Tabla 1.

Niveles,de Gravedad en Pacientes Adultos con TCA. Modificada (DSM-5)

Nivel .de . . I . Trastorno por
Anorexia nerviosa Bulimia nerviosa .
gravedad atracén
| Un promedio de 1-3 episodios
de comportamientos 1-3 atracones a la
' 2
Leve . IMC 217 kg/m compensatorios inapropiados a semana.
g la semana.
Un promedio de 4—7 episodios
IMC,16-16.99 de comportamientos 4-7 atracones a la
Moderado 2 L X
kg/m compensatorios inapropiados a semana.
( J la semana.
Un promedio de 8—13 episodios
G IMC 1515799 de comportamientos 8-13 atracones a la
rave 2 o .
kg/m compensatorios inapropiados a semana.
2N\ la semana.
Un promedio de 14 episodios de
| H .
v comportamientos 14 o mas atracones
Extremo IMC < 15 kg/m \, Jcompensatorios inapropiados a ala semana.
' . la semana
Abreviaciones: AN, anorexia nerviosa; BN, bulimia nerviosa; TA, trastorno por atracén; IMC, indice
de masa corporal (kilogramo/metroz)

Fuente: Manual diagndéstico y estadistico deflos trastornos mentales
1.2.1. Gendmica de los trastornos de’la.conducta alimentaria

Los TCA son resultado de la interaccion genética; la susceptibilidad genética
(heredabilidad) de estudios en gemelos, en familias y’en sujetos dados en adopcion,
demostré influencia significativa para TCA. La heredabilidad para TCA es 74%, 62%
y 45% (AN, BN y TA, respectivamente). Ademas, hay (estudios de ligamiento
descritos que se atribuyan como factor de riesgo para estas alteraciones. Estos
estudios identifican regiones del genoma involucrados con _earacteristicas
fenotipicas. En pacientes con AN se identificd el cromosoma 1, 2 y 13 €omo factores
de riesgo que conllevan al bajo peso y la obsesion. Mientras que en pacientes con
BN se identifico al cromosoma 10 (Gervasini y Gamero-Villarroel, 2015; Yilmaz,

Hardaway, y Bulik, 2015).
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Por otra parte, el estudio de genes candidatos examina la frecuencia alélica de
polimerfismos de un solo nucledétido (SNP, siglas en inglés) en personas con o sin
una caracteristica en especifico (enfermedad). Mientras que el estudio de
asociacion 'de genoma completo (GWAS, siglas en inglés) compara a los individuos
con la enfermedad buscando SNPs en todo el genoma simultaneamente. Ambos
estudios han arrojado informacion sobre el sistema serotoninérgico; por ejemplo, en
un estudio de casos ¥ controles en poblacion mexicana se reportd asociacion del
polimorfismo rs6311 del gen 5-HTRZ2A con trastornos de la conducta alimentaria en
pacientes adolescentes (GenissMendoza et al., 2019). En este sentido, se sugiere
que el neurotransmisor de serotenina participa en la regulacién del peso corporal,
saciedad y regulacion del apetita. Otros estudios demuestran que el sistema
dopaminérgico esta relacionado_een la alteracion de la imagen corporal y el sistema
de recompensa. Estos estudios son~una herramienta para comprender la etiologia
de las TCA. Ademas, se han asociado genes relacionados con el sistema opioide,
el sistema de recompensa, la regulacion del apetito, la ingesta de alimentos y
regulacion del peso. Las evidencias muestran que falta realizar estudios para
relacionar a los genes con los trastornos de la conducta alimentaria; probablemente
debido al tamafo de muestra, falta de replicacién y diferencias, étnicas (Scherag,

Hebebrand, y Hinney, 2010; Trace et al., 2013).

Por otro lado, existe evidencia genética que reporta asociaciones ‘entre diversas
alteraciones psiquiatricas; en estudios de gemelos, se estudié la relacionentre TCA,
depresion y suicidio. Se reportaron 3 estudios con asociacion significativa vy,

aumento en el riesgo de suicidio en los pacientes con TCA; por otra parte, estudios
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defamilia sugieren factores genéticos que influyen en el desarrollo de AN y
ansiedad; la literatura clinica apoya el vinculo entre ansiedad y el sistema de
recompensa; de esta manera se explica el comportamiento de los pacientes con
AN; iniciando con recompensas, mismas que con el tiempo se mantienen,
implementando ' un comportamiento de asociacion aprendidas y refuerzo

condicionado (Lipsman, Woodside, y Lozano, 2015).

Mas y colaboradores (2013) han demostrado relacion entre AN y el trastorno
obsesivo compulsivo; aseciando a diversos SNPs; ademas se sugiere una
interaccion bioldgica entre los*neurotransmisores glutamato, serotonina y factores
asociados con neurogénesis A la‘fecha se han generado varias decenas de genes
involucrados en los TCA, sin“fembargo, estudios moleculares mas especificos como
la epigenética han sido util en‘\desarrollar nuevas hipotesis asumiendo que la
metilacién del ADN podria contribuir.al desarrello de los trastornos de la conducta

alimentaria (Grzelak et al., 2017).

1.3. Epigenetica

La epigenética es el estudio de cambios en la expresiénide genes; dichos cambios
ocurren sin alteraciones en la secuencia de ADN. Las modificaciones epigenéticas
proveen un mecanismo para alterar los niveles de expresion de genes en distintas
fases del desarrollo y como consecuencia de cambios ambientales. Estas
modificaciones pueden llevarse a cabo por distintas vias, y las mas estudiadas son
la metilacion de ADN, acetilacion de histonas, y la participacion de '‘ARN no

codificante (Pjetri et al., 2012).
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Lasmetilacion provoca cambios en la estructura de la cromatina a través de
modificaciones en el terminal amino. La DNA-metil-transferasa es la enzima
responsable de afiadir un grupo metilo en los nucleétidos CpG (citosina-fosfato-
guanina) ‘en’la posicion 5 del anillo de pirimidinas (formado por los residuos de
citosina); alteranda la transcripcion. El concentrado de nucleétidos CpGs dentro de
una region abundante de GC (Guanina y Citosina) forma las islas CpG, presentes

en 40% en la regién promotora de los genes.

La técnica empleada parasmetilacion del ADN ha variado entre los estudios y han
reportado los niveles de metilacion global, el estatus de metilacion en genes
candidatos y sitios CpGs diferencialmente metilados en todo el genoma humano.
Se tiene registro de trabajos &n donde reportan alteraciones epigenéticas en los
TCA, se enfocan principalmenté‘en la metilacién del ADN en pacientes con AN y
BN, pero no en pacientes con TA (Pjetti et al. ,2012; Shih y Woodside, 2016; Yilmaz

et al., 2015).
1.3.1. Epigenética en los trastornos de la conducta alimentaria

Tremolizzo y colaboradores (2014) estudiaron el nivel ‘global de la metilacion del
ADN en una muestra de 32 pacientes con diagnéstico de#AN,y 13 controles en
poblacion italiana, sus resultados demostraron una leve hipometilacion global en
pacientes con AN. Sin embargo, los autores sugirieron que sus resultados fueron
atribuidos al tamafio de la muestra y la disfuncién hormonal (fisiopatologia“principal

de la AN y presencia de alteraciones cardiacas) (Tremolizzo et al., 2014). (Tabla 2)
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Tabla 2.

Estudios del Estatus Global de Metilacion en Pacientes con Trastornos de la Conducta

Alimentaria. Modificada (Hiibel et al., 2019)

Muestra Resultado
Autor (Aho) N Poblacién Edad (DE) Metilacion global
Femenino (%) [afios] AN | BN TA
AN: 22 100% 26.5 (10.3)
Frieling (2007) BN: 24 100% 25.8 (7.7) ! PN
CO: 30 100% 22.0 (4.8)
AN:"10 100% 21.5(10.2)
Saffrey (2014) cof1o 100% 23.1(9.5) <
. AN: 32 100% 15.5 (1.4)
Tremolizzo (2014) CO: 13 100% 16.3 (1.3) !
. AN: 29 100% 22.7 (5.9)
Booij (2015) CO: 15 100% 24.2 (5.8) f
Abreviaciones: | = descenso en el nivel.de metilacion; 1 = aumento en el nivel de metilacién; — =
sin cambios en el nivel de metilacion; AN, anorexia nerviosa; BN, bulimia nerviosa; CO, control;
DE, desviacion estandar; N, tamafio de muestra; TA, trastorno por atracon.

Fuente: Hubel et al., 2019

Se realiz6 un estudio de genes candidatos en poblacién alemana; Ehrlich y
colaboradores (2010) estudiaron el nivel de metilaciéndel promotor del gen POMC;
los autores realizaron 3 grupos de comparacion, el primer grupo consistido en 31
pacientes con AN, el segundo grupo de 30 pacientes con su reSpectiva recuperacion
de peso y el tercer grupo consistio en 30 sujetos sanos. Los autoresiencontraron el
porcentaje de metilacibn muy similar entre los 3 grupos, y sugitieron que la
metilacion de este promotor no se ve afectado por el estado’.nutricional
(malnutriciéon). Aunque no hubo diferencias entre el porcentaje de metilacién de
ADN, se sugiri6 que cambios en la dieta que conllevan a una reduccion de

metilacion del ADN (mecanismo epigenético) podrian ser el cambio molecular en
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adolescentes que podria contribuir en la progresion del trastorno. No obstante, la
expresion periférica de ARNm del gen se hall6 asociada a pacientes con
malnutricién e hipoleptinemia, sugiriendo que la metilacion localizada fuera de la
region pramotora podria influir en la expresién del ARNm (Ehrlich et al., 2010). Otros
genes candidatos estudiados en AN y BN reportados metilados son: el transportador
de dopamina (SLC6A3), el receptor D2 de dopamina (DRD2), el péptido auricular
natriurético, el recepton_de glucocorticoide (NR3C1), y el gen del receptor de
oxitocina (OXTR, asociado_.negativamente con el IMC) (Shih y Woodside, 2016;

Yilmaz et al., 2015). (Tabla"3)

A diferencia de los estudios previosslos EWAS (estudio de asociacién de epigenoma
completo) son una herramienta que permite buscar sitios 0 marcadores especificos
en todo el genoma. Booij y colaboradores (2015) demostraron islas metiladas en
varios genes relacionados con maodificaciones-del ARN, acetilacién de histonas,
almacenamiento de colesterol, transporte)de lipidos, senalizacién de dopamina y
glutamina, metabolismo y pérdida de peso. Podriansser la causa de alteraciones

psicologicas y medicas de la AN (Booij et al., 2015).

Las tablas 2-4 resumen los hallazgos epigenéticos én_poblacion adulta y

adolescente con trastornos de la conducta alimentaria.
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Estudios de Genes Candidatos en Poblacién con Trastornos de la Conducta Alimentaria.
Modificada (Hiibel et al., 2019)

Muestra Resultado
Autor (AfO) Poblacion Edad
N Femenino (DE191, Q3) Gen candidato AN BN TA
(%) [afos]
AN: 22 100% 26.5 (10.3) -
Frieling (2007) BN: 24 100% 25.8 (7.7) P e
€o: 30 100% 22.0 (4.8)
AN: 22 100% 22 (18-51) NP o |
Frieling (2008) BN#22 100% 23 (18-42) VNP ol
¢o: 30 100% 21 (19-43) p
AN: 20 100% 26.4 (10.6) ~
Frieling (2009) BN: 3 100% 25.9 (7.9) CNRT/CBT o
CO: 26 100% 21.3 (2.2)
AN: 22 100% 26.5 (10.3) SLC6A3/DAT T 1
Frieling (2010) BN: 24 100% 25.8 (7.7) DRD2 | e
CO: 30 100% 22.0 (4.5) DRD4 o | o
AN: 31 100% 6.4 (1.3)
Ehrlich (2010) AN-Rec: 30 100% 19.3 (3.0) POMC o
CO: 30 100% 16.4 (1.5)
AN: 40 100% 17.88 (3.2) ~
Ehrlich (2012) AN-Rec: 21 100% 19.25 (3.7) POMC -
CO: 54 100% 17.10 (2.3)
DRD?2 .
o AN: 45 n.d, 16760 LEP o
Pjetri (2013) CO: 45 nd. n.ds BDNF o
SLC6A4 o
: BN: 64 100% 261 (6.6)
Steiger (2013) CO: 32 100% 23.7 (5.7) GR ©
BN: 52 100% 247 (5.7)
Groleau (2014) oo 1o Toon, 257 (46) DRD?2 o
) AN: 15 100% 24.7 (10.7)
Kim (2014) CO: 36 100% 22.1(2.2) OXTR !
AN: 10 100% 215 (10.16)
Saffrey (2014) CO: 10 100% 23.1 (9.45) L ©
BN: 64 100% 261 (6.6)
Thaler (2014) oo o9 oo, 257 07 BDNF 1
Veldic (2017) TA/BN: 30 76.7% 452 (14.8)
Jia (2017) CO: 32 56.3% 37.4 (13.4) SLC1A2 L

Abreviaciones: | = descenso en el nivel de metilacion; 1 = aumento en el nivel de metilacion; < = sin cambios en el nivel
de metilacién; AN, anorexia nerviosa; AN-Rec, peso recuperado de anorexia nerviosa; ANP, péptido natriurético A; BDNF,
factor neurotréfico derivado del cerebro; BN, bulimia nerviosa; CNR1/CB1, receptor cannabinoide 1; CNR2/CB2, receptor
cannabinoide 2; CO, control; DAT/ SLC6A3, transportador de dopamina; DE, desviacién estandar; DRD2receptor de
dopamina D2; DRD4, receptor de dopamina D4; GR, receptor de glucocorticoide, HERP, proteina reticulo endoplasmico
con ubiquitina inducido por homocisteina; IGF2, factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 2; LEP, leptina; N, tamafo
de muestra; nd, no disponible; ns, no significativo; OXTR, receptor de oxitocina; POMC, proopiomelanocortina; Q1, ctatrtil
1; Q3, cuartil 3; SLC1A2, transportador glutamato/aspartato tipo 2; SLC6A4, transportador de sodio dependiente .de
serotonina; SNCA sinucleina o

Fuente: Hubel et al., 2019
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Estudios de Asociacion de Epigenoma Completo en Pacientes con Trastornos de la
Conducta Alimentaria. Modificada (Hiibel et al., 2019)

Muestra Resultado
Autor (Afio) Poblacion Edad
N Femenino | (DE/Q1,Q3) | EWAS | AN |BN| TA
(%) [anos]
- AN: 29 100% | 22.7 (5.9) 14
Booij (2015) CO: 15 100% | 24.2(5.8) CpG
AN: 47 100% | 16(14,17) | ARYS | DL
Kesselmeier (2016) CT: 47 100% 22 (21, 23) AN Vs §1
. 0,
CO: 100 100% | 60(54,69) | "R oG
AN: 18 .
Ramoz (2017) AN-Rec: 1884‘; nd ns o
18

atracon.

Abreviaciones: < = sin cambios ensel nivel'de metilacion; AN, anorexia nerviosa; AN-Rec, peso
recuperado de anorexia nerviesa; BN, bulimia nerviosa; CO, control; CpG, sitio CpG, DE,
desviacion estandar; EWAS, estudio” de asociacion de epigenoma completo; N, tamafio de
muestra; nd, no disponible; ns, no significativo;#Q1, cuartil 1; Q3, cuartil 3; TA, trastorno por

Fuente: Hubel et al., 2019

En los estudios previos se estipulo la‘teoria que la anorexia nerviosa es resultado

de la desregulacion entre los niveles genéticos ‘o“epigenéticos de los genes de

dopamina involucrados en el sistema de recompensa y.mecanismos regulatorios de

la ingesta; y de esta manera se alteran estos procesos y confieren la dependencia

a la privacion de la comida (Gorwood et al., 2016). (Figura 1) Aunque faltan estudios

para generar estas hipotesis para bulimia nerviosa y trastorno poratracon.
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Figura 1.

Hipdtesis'de la Conducta Anorexigénica por Mecanismos Genéticos y Epigenéticos.

-

ottt T T IT
1l 1]

OPRD1
Regulacion
DAT1 epigenetica
(meatilariAn)
DRD2
Efectos de la recompensa en‘alimentacion,
hambre’y ejercicio
Alimentacion, sensacion.de hambre y
realizar ejercicio
#*  SNP | éas CpGs
VNTR ¥ Grupoe.Metilo (CH3)

Alteracion del circuito de recompensa

DAT1, transportador de dopamina; DRD2, receptor D2 de dopamina; OPRD1, receptor
delta de opioides; SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; VNTR, Numero‘variable de
repeticiones en tandem.
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2. Planteamiento del problema

Les trastornos de la conducta alimentaria son un problema de salud mental con
gran~interés en los ultimos anos. La prevalencia de TCA aumenté a nivel
mundial? asi mismo, la incidencia de la enfermedad es en edades mas
tempranas;‘ _finalmente, los pacientes con anorexia nerviosa tienen la tasa de
mortalidad mas-alta entre los trastornos psiquiatricos. Estos datos sugieren que
la poblacion adolescente,en pleno neurodesarrollo es la poblacion en riesgo para
desarrollar un trastorno.alimenticio (Klump, 2013). Sin embargo, actualmente se
observa que los pacientes gon TCA comparten sintomas, como la restriccion a
la ingesta de alimentos, y en la poblacion adulta existe la oscilacion clinicamente
entre los diagnosticos. Aunque estactransicion no esta demostrada en poblacion
adolescente, en la pubertad no hay sindromes alimentarios completos (AN, BN,
TA). Esta caracteristica permite”que los{ sintomas clinicos de los TCA en los
pacientes adolescentes se compartan-entre los-diagndsticos. Por otro lado, a la
fecha con la amplia gama de herramientas. biotecnolégicas como la
epigendmica, no hay evidencia que reporte las diferefcias epigenéticas entre los

diagnodsticos de TCA en poblacién adolescente.
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3. Justificacion

Actualmente estudios de EWAS, estudio de asociacion de epigenoma completo nos
permiten~identificar patrones de metilacion del ADN, con la finalidad de obtener
marcadores-de riesgo o predictores de la enfermedad. La utilidad de la metilacién
del ADN en poblacion adolescente es identificar los cambios en etapas tempranas
y prevenir el riesgo~de desarrollar TCA en la edad adulta, y de la misma manera
reconocer patrones de metilacion caracteristicos de cada diagndstico. En este
sentido, se publicaron dgs listas de sitios CpGs diferencialmente metilados en
poblacion con AN. Un estudi@’cerresponde a 47 pacientes adolescentes, y no hay
evidencia a la fecha que identifiquem|os sitios CpGs diferencialmente metilados en
pacientes con BN y TA. Adicionalmentes-el grupo de comparacién fueron sujetos sin
TCA o pacientes en recuperacion. Por otro.lado, no existen estudios de este tipo
que muestren diferencias entre los”diagnésticos de TCA y especificamente en
poblacion mexicana. Asi es como ( proponemos seleccionar biomarcadores
informativos que nos indiquen diferencias entre los diagnosticos de AN, BN y TA en
poblacion adolescente mexicana; ademas, que nos permitan predecir el riesgo de
presentar conductas asociadas a desarrollar un trastorno de’lajgonducta alimentaria
o predecir el riesgo incrementado de presentar complicaciones en Ja evolucion de

la enfermedad.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Obtener/los sitios CpG diferencialmente metilados entre los diferentes diagndsticos

de TCA en-pablacion adolescente mexicana.

4.2. Objetivos-particulares

1. Realizar un analisis de agrupacién no supervisado (analisis de componentes
principales, ACP) para comparar los diagndsticos de TCA.

2. Obtener una inferenciascelular del estudio del metiloma.

3. Describir los sitios CpG diferencialmente metilados en pacientes con TCA.

4. Comparar los sitios CpG diferencialmente metilados entre los diagndsticos de
anorexia nerviosa, bulimia nerviosa,y'trastorno por atracon.

5. Realizar el enriquecimiento de/vias 'de las funciones bioldgicas de los genes

asociados.
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5. Material y métodos
51. Tipo de estudio

Se realizo un estudio transversal y observacional de tipo ambispectivo.

5.2. 'Poblaciéon de estudio
Se reclutaron) ‘pacientes que acudieron al servicio de consulta externa,
hospitalizacion y.urgencias del Hospital Psiquiatrico Infantil “Juan N. Navarro
(HPIJNN)” en la Ciudad de México. Un médico psiquiatra especialista en trastornos

de la conducta alimentaria“evalud y diagnostico a los pacientes.

5.3. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion

1) Pacientes con diagnéstico.de TCA/valorados por médicos especialistas en
Psiquiatria.

2) Edad entre 12 a 17 anos.

3) Ambos géneros.

4) Pacientes con nacionalidad mexicana con padres.y-abuelos mexicanos.

5) Aceptacion voluntaria de participacion y consentimiénto infirmado firmado por el
paciente y padres o tutores.

6) Pacientes que aceptaron donar la muestra de sangre.

Criterios de exclusion

1) Pacientes cuyos padres no aceptaron voluntariamente la participacion,de su
hijo(a)

2) Pacientes que negaron donar la muestra de sangre
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Criterios de eliminacion

1) “Pacientes con escalas de valoracion clinica incompletas.

2) Pacientes que decidieron retirarse del estudio.

5.4. Disefo de estudio
A los pacientéssque pasaron el escrutinio inicial se les coment6 a través de sus
padres (o tutores) y-se les explicé el objetivo del estudio. Se proporciond por escrito
y se explico el consentimiento y asentimiento informado. Posteriormente se procedio
a la entrevista clinica gpara la aplicacion de los instrumentos y medicion
antropométrica. Una vez finalizada la evaluacion clinica se procedi6 a practicar una
puncion de vena periférica por personal entrenado, con la finalidad de obtener 5-10
ml de sangre y posteriormente se emplearon tubos vacutainer Benton-Dickson con
anticoagulante (EDTA al 0.5%)(para su gonservacion y finalmente, extraer el ADN

gendémico

5.5. Instrumentos y medidas

Medidas antropométricas

Altura y peso se midieron en el escrutinio de pacientes con TCA. El sobrepeso y la

obesidad se clasificé de acuerdo con los criterios de la OMS.

Mini Entrevista Internacional Neuropsiquiatrica para ninos+y adolescentes,
(Mini International Neuropsychiatric Interview for Children and" Adolescents,

MINI-KID).

Se aplicd a los adolescentes participantes en presencia del padre o el tutor.Esta

entrevista diagndstica clinica estructurada; desarrollada en base los criterios
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diagndsticos del DSM-IV y CIE-10, dirigida a los nifios y adolescentes (de 6 a 17
anos< 1 meses), se aplica facil y rapidamente (aproximadamente 25-35 minutos).
El' MINI:KID incluye 22 trastornos psiquiatricos, divididos en modulos. Las
respuestas\negativas o positivas orientan al examinador a la presencia de dichos

trastornos psiquiatricos.

Cuestionario de_.patrones de alimentacion y peso version revisada

(Questionnaire on Eating and Weight Patterns Revised, QEWP-R).

Se utilizé para identificartindividuos con TA, recurrentes, con un sentimiento de
pérdida de control y de culpa, en ausencia de conductas compensatorias
inapropiadas tipicas de la BN de"acuerdo con el DSM-IV. Esta compuesto por 13
reactivos, donde se indaga /acerca -de“la cantidad de comida consumida en el
atracon, la duracion de este y sobre sentimientos de culpa con respecto a la comida,
la dieta y el peso. Los reactivos se”califican de acuerdo con la regla de decisién
propuesta por Spitzer. EI QEWP-R identifica de"manera precisa a individuos con
probabilidad baja y alta para TA y a discriminar entre niveles clinicos y no clinicos
de este trastorno. Tiene una adecuada confiabilidad y validez en mujeres europeas

y americanas.

5.6. Analisis del metiloma
Para realizar el analisis del metiloma se requirié extraer el ADN genémico (ADNQ)
a partir de leucocitos de sangre periférica utilizando el Kit Genomic Wizard DNA

Purification de Promega. La integridad del material genético se verificd en'geles de
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agarosa al 1% y se cuantifico por espectrofotometria utilizando el sistema Nanodrop

2

A\

Se reqtﬁé de una concentracion de ADNg de 80 ng/mL; segun el protocolo del
fabricante%ium Assay for Methilation Protocol” (Illumina Inc) especifico para el
“Infinium Me’&‘&bn EPIC BeadChip Kit". El procesamiento de las muestras se

realiz6 de mane mi-automatizada en equipos de la marca Tecan (Modelo

Freedom EVO). 0’
A

Figura 2. O ~

Procesamiento Semi-automatizatio de Muestras para Anélisis de Metilacion.

isulfito de sodio en condiciones acidas convierte Ias citosinas
EZ DNA Methylation Kit (Zymo R no metiladas en uracilos y las citosinas metiladas permanen sin
cambios

as perlas de silice estan cubiertas por cientos de miles de sondas s I ’
X . X Py La especificidad a hibridacion se asegura por la longitud de las
y cada sonda contiene una secuencia de oligonucledtidos

sondas, las estrict.

as bases adenina y timina estan marcadas con dinitrofenil; n genotipo homocigoto tendra dosamarcadores iguales y un
mientras que las bases guanina y citosina estan marcadas co heterocigoto tendrd un marcador de biatina y otro de dinitrofenil
biotina. unidos a | a

A 4

iy ; s iciones del buffer y altas temperaturas.
especificos para un locus de interés.

Escaner BeadArray Reader (lllumina) @
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EI_ADN gendémico convertido con bisulfito (BCD) fue amplificado y durante este
proceso la base nitrogenada uracilo fue complementada con timina. Se fragmenté
el BCD a segmentos de 300-600 pares de bases y se purificé con isopropanol. Al
terminar ( la' centrifugacion agregdé una solucion buffer de hibridacion.
Posteriormente, ‘las muestras se agregaron al microarreglo que contiene millones
de perlas de silice” La extension de una base es una reaccion que permitid
diferenciar entre genetipos homocigotos y heterocigotos. Finalmente, se realizé la
tincion de las sondas marcadas con un fluorescente verde especifico para biotina o
rojo para dinitrofenil. Las imagenes de fluorescencia de los microarreglos fueron
transformadas a datos cuantitativos (formato “.idat’) mediante el programa
GenomeStudio v3.2 (lllumina)«Se reportaron dos archivos para cada muestra: canal

rojo (no metilacién) y canal verde-(metilacion). (Figura 2)

5.7. Analisis de datos del metiloma
Las caracteristicas demogréficas y cliniCas se ‘describieron mediante frecuencias y
porcentajes para las variables categodricas; con medias y desviaciones estandar
(DE) para las variables continuas. Para comparar {os~valores del IMC de los
pacientes adolescentes, estos datos fueron convertidosgsa‘\valores de Z score
(desviacion estandar) y a percentiles especificos para edad.y género (tablas de

crecimiento CDC).

Se calculé el percentil del IMC de acuerdo con las tablas de crecimiento’de la CDC
(Centers for Disease Control and Prevention; de sus siglas en inglés) para agrupar
a los pacientes de la siguiente manera: bajo peso (percentil < 5%), peso normal (6%
—90%), sobrepeso (91% - 95%) y obesidad (> 95%).
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5.7.1. Software y paquetes
El"analisis de datos y el analisis del metiloma fue realizado con los paquetes

disponibles en el software R versién 3.5.1 (https://CRAN.R-project.org). El nivel de

significancia‘fue establecido a un valor de 0.05. Lista de paquetes utilizados:

1) Minfi versiéna.30.0
2) Limma version_ 3:40.0
3) Maxprobes version.0.0.2
4) ExperimentHub version™1.10.0
5) FlowSorted.Bood.EPIC version 1.1.0
6) SVA version 1.32.0

5.7.2. Anadlisis del metiloma
Para el andlisis se realizaron 3 grupos, ¢ada grupo fue un diagndstico (AN, BN, TA).
Las comparaciones fueron las siguientes: AN-BN, BN-TA, AN-TA y AN-BN-TA. Los
archivos en formato “.idat” y la base de“datos“fueron incorporados al ambiente de
R, y con el paquete minfi fueron vinculados para, crear un objeto de clase
RGchannelSet. Posteriormente se procesd a objetosMethylset para obtener los

datos de las sondas metiladas y no metilados (valores j3).

5.7.21. Valores 3 y M de metilacién
El analisis de metilacion reporta los valores Beta () y los valores M Los valores 3
representan una razén de la intensidad de fluorescencia de las sondas metiladas
entre la suma de intensidades de ambas sondas metiladas y no metiladas. Es

empleado con fines de interpretacién bioldgica. El valor 3 oscila entre 0 y 1, valores
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cercanos a 0 representa sitios CpGs con hipometilacién (B < 0.20) y valores
cercanos a 1 equivale a sitios CpGs con hipermetilacion (f > 0.80). Los valores M
representan el logaritmo en base 2 de la razén entre la intensidad de fluorescencia
de las sondas metiladas y sondas no metiladas. El valor M de O indica similar
intensidad entre las sondas metiladas y no metiladas; y este valor oscila entre
positivo y negativo,. un valor positivo representa mas sondas metiladas en
comparacioén con las(no.metiladas. Son usados para realizar analisis estadisticos.
El fundamento de emplear ambos valores se debe a que los valores B tienen
homocedasticidad (varianza‘de‘las variables constante) en los valores de 0.2-0.8; y
tienen heterocedasticidad en el(rango de hipometilacion e hipermetilacion. Por lo
tanto, al transformar los valores B a M la varianza de los datos se mantiene
constante en el rango de valores M¢y“pueden emplearse en los analisis de
microarreglos. Un valor 3 de 0.2, 0.5+ 0.8 corresponde a un valor M de -2, 0y 2,

respectivamente (Du et al., 2010).

5.7.2.2. Control de calidad y densidad B.
Se realizd un grafico para el control de calidad que compard la mediana de
intensidad de fluorescencia de las sondas metiladas y ‘no”“metiladas; aquellas
muestras que no alcanzaron el umbral de intensidad de metilacion fueron retiradas
previo al andlisis de metilacion. (Figura 3) Con los valores 3 de los microarreglos,
se realizé el grafico de densidad y se observd la densidad de las“sendas no
metiladas con valores 3 cercanos a 0 y sondas metiladas con valores 3 cercanos a

1. (Figura 4)
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Figura 3.

Mediana de la Intensidad de Fluorescencia de las Sondas Metiladas y No Metiladas.
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a) Control de calidad con 63 muestras,.b) Control de calidad con 62 muestras al retirar la

muestra que no alcanza el umbral de intensidad de metilacion.

Figura 4.

Grafico de Densidad de los Valores [ de'los Microarreglos.
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Cada Microarreglo contiene informacién de 8 muestras.
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Filtro de sondas y normalizaciéon

Se detectd el valor de p para la intensidad de fluorescencia de las sondas (el valor
pequefio/de p indica una buena intensidad de fluorescencia en comparacion con el
control de fluorescencia basal). Posteriormente, se normalizaron los datos para
crear un objeto,GenomicRatioSet e identificar los sitios CpGs en el genoma. Cuando
las sondas se encontraban mapeadas al genoma, se realizo el filtro de sondas y se
eliminaron las sondas”Con una p>0.05. Se agrego la informacién de los SNPs y se
eliminaron las sondas hibridadas con SNPs que tuvieran una frecuencia alélica
mayor a 0.05. El ultimo filtre~consistié en eliminar sondas cruzadas (sondas que
hibridaron con diferentes segmentos de ADN) y obtener los valores de § y M de los

sitios CpGs ya identificados en‘'el genoma.

5.7.2.4. Analisis de componentess/principales
Posterior a la normalizacion de los.datos, serealizé el analisis de componentes
principales (ACP). Este modelo matematico utiliza componentes principales que
representan miles de variables (por ejemplo, genes)ypueden ser graficadas para
visualizar diferencias o similitudes entre las muestras. £os~componentes principales
pueden correlacionar con algun fenotipo de interés, o asociarse con genes y
patrones de expresion que ayuden a identificar la diferencias.entre las muestras a
evaluar(Ringner, 2008). Para este analisis empleamos los diagnésticos de TCA para

identificar diferencias o similitudes entre las muestras de la metilacion:
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Composicion celular

Se realizd un analisis de composicion celular de la metilacion y se obtuvieron las
proporciones celulares de neutréfilos, monocitos, células NK (natural Killer),
linfocitos (By/'y linfocitos T (CD4 y CD8). El método utilizado fue deconvolucién
basada en réferencias (disponible en el paquete FlowSorted.Bood.EPIC) el cual
realizé inferenciasde las proporciones celulares (algoritmo matematico de
Houseman validados€en_muestras de sangre total). El algoritmo toma como
referencia los patrones de.metilacion de ADN proveniente de la poblacion de células

purificadas (Titus et al., 2017).

5.7.2.6. Analisis de variables subrogadas y modelo de regresion lineal
Se realizo el andlisis de variables subrogadas para identificar las variables latentes
y subrogadas por efecto batch y(adicionalmente se considerd la composicion celular
como factores para el modelo lineal’ de la.regresion. Se realizé el analisis de
expresion diferencial con el paquete Limima para obtener los sitios diferencialmente
metilados. Los resultados de estos analisis nos reportaron los valores de p de las
comparaciones y el valor fold change (FC) o tasa de eambio, este valor equivale a
la diferencia en porcentaje entre los dos grupos con respectoal_nivel de metilacion.
Un fold change equivale a una diferencia en 100%. El valor positivo o negativo nos
ayuda a identificar cual de los dos grupos de comparacién tiené mayor o menor
metilacion. Los resultados del fold change y el valor de p se graficaron/€n un volcan
plot. Este grafico ha sido utilizado en estudios de metiloma para reportar las

diferencias en la metilacion en pacientes con enfermedades psiquiatricas,_como
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esquizofrenia y trastorno bipolar (Mill et al., 2008).Finalmente, el punto corte del

valorde p fue establecido a 0.0001.

5.8/ Enriquecimiento de vias y correlacién en sangre
Con la lista_deslos sitios CpGs diferencialmente metilados se obtuvo la informacién
de la posicién de’los sitios y los genes cercanos. Se utilizé la base de datos Enrichr
para realizar un apalisis de enriquecimiento de vias de los genes cercanos a los
sitios CpGs; esta basescontiene librerias con informacién de los genes reportados
en la literatura y sus fungiones bioldgicas y moleculares (Kuleshov et al., 2016).
Ademas, utilizamos una herramienta bioinformatica BECon para correlacionar el
nivel de metilacion de los sitios.€pGs obtenidos de sangre y sustentar que los
patrones de metilacion que/ obtuvimos, son semejantes con los patrones de
metilacion en cerebro (Edgar ef\al.,, 2047). Esta herramienta fue disefiada para
visualizar el valor § provenientes deda metilacion en sangre y de las areas 7, 10 y

20 de Brodmann. Finalmente, se grafican 16 pacientes para cada sitio CpG.

5.9. Declaracion de ética
Este estudio se realizé acorde a los principios de la Declaracion de Helsinki, fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Psiquiatrico Infantil
“Juan N. Navarro (HPIUNN)” y del Instituto Nacional de Medicina Gendémica en la
Ciudad de México No. 06/2018/l. Los padres de los adolescentes recibieron
informacion verbal y escrita sobre los objetivos del estudio. La participacion fue
voluntaria, sin remuneracion econdmica. Todos aceptaron participar firmando.una

carta de consentimiento informado aprobada por el Comité de Etica.
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas de la poblacion en estudio

Se incluyG.a 187 pacientes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N. Navarro
(HPIJNN). El reclutamiento de pacientes se llevd a cabo en los servicios de
consulta externa,-hospitalizacién y urgencias del HPIJNN. Un médico psiquiatra
especialista en trastornos de la conducta alimentaria evalud y diagnostico a los
pacientes. Adicionalmente se obtuvo el indice de masa corporal (IMC) de los
pacientes reclutados.

Posteriormente 64 pacientes fueran incluidos en el analisis del metiloma; el 75 % de
los casos fueron de género femenino, (n=48) y el 25% fueron de género masculino
(n=16). Respecto a los diagnésticos;28.13% (n=18) de los pacientes fueron
diagnosticados con anorexia nerviosa; asi mismo, 25 pacientes presentaron bulimia
nerviosa (39.06%); y finalmente 21+pacientes (82.81%) con trastorno por atracén.

(Tabla 5)

La edad en promedio de los pacientes fue de 13.87 £1.68 afios. El peso promedio
fue de 61.19 + 17.20 kg; y la talla en promedio fue de 157 + 0.08 m. Se calculé el
IMC y el promedio fue de 24.49 + 5.50 kg/m?; sin embargo, también se calcul6 el Z
score para el IMC y el promedio de la muestra fue de 0.98 + 0.92:\Se calcul6 el
percentil del IMC de acuerdo con las tablas de crecimiento (CDC) y<€l percentil
promedio percentil fue de 78.68 + 22.49%. (Tabla 5) De la muestra el'46.88%

(n=30) de los casos fueron catalogados en peso normal; el 20.31% (n=23) en

sobrepeso, el 31.25% (n=20) en obesidad y el 1.56% (n=1) en bajo peso.
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Finalmente, respecto a la escolaridad, los pacientes con TCA estudiaron en

promedio 8.34 + 1.98 arios.

Nuestra_poblacién de estudio presentd alta la prevalencia de comorbilidades
psiquiatricas”(93.75%; n=60). Todos los pacientes con TA, 16 pacientes con AN

(88.89%) y 23 pacientes con BN (92%) presentaron diversas comorbilidades.

Las comorbilidades.mas prevalentes fueron trastornos del estado de animo, siendo
el episodio depresivo" mayor el mas frecuente y la segunda comorbilidad mas
frecuente en este grupo fue.€l riesgo de suicidio con 34.38%. El segundo grupo de
comorbilidades mas frecuente faeron los trastornos de ansiedad, trauma y factores
de estrés. En menor proporcion fueron trastorno del neurodesarrollo con 23.43% vy

trastornos disruptivos, del control'de impulsos y de la conducta con 20.31%.

Tabla 5.

Caracteristicas Sociodemogréaficas (y ' Clinieas: de la Poblacion Adolescente

Mexicana con Trastornos de la Conducta Alimentaria.

Caracteristica Casos (n = 64) AN (n =18) BN (n =25) TA (n =21)
Edad (afios) 13.87 + 1.68 13.78 £ 2.07 13.76 + 1.56 14.09 + 1.51
Género (F/M) 48/16 14/4 2213 12/9
Peso (kg) 61.19 + 17.20 48.61+7.91 58.98'% 14.56 74.62 + 17.91
Talla (m) 1.57 £0.10 1.55 + 0.09 1.56 + 009 _ 1.60 + 0.04
Percentil IMC (%) 78.68 + 22.49 59.53 + 26.53 79.98 + 16.84° ", 93.55 +9.57
Z score IMC 0.98 + 0.92 0.30+0.85 0.87 +0.74 C 1.69 + 0.64
Abreviaciones: AN, anorexia nervosa; BN, bulimia nervosa; TA, trastorno por atracon

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N Navarro
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Se.realizé una comparacion entre diagnosticos y observamos que los pacientes con

di ostico de AN no presentaron alteraciones relacionadas con sustancias y

L )
trasto( adictivos. Por otra parte, los pacientes con TA presentaron mayor

prevalen(@s trastornos del neurodesarrollo en comparacién con los pacientes con

AN y BN. (Fi&f}& (Tabla 6)
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Tabla 6.
Comparacion de las Comorbilidades Psiquiatricas entre Diagndsticos de Trastorno de la

Conduecta Alimentaria.

AN BN TA

Comorbilidad psiquiétrica n=18 n=25 n=21 xz Valor

n (%) n (%) n (%) P
Trastornos del estado de animo 14 (77.78) 21(84.00) 16(76.19) 0.49 0.7929
Episodio depresivosmayor 7 (38.89) 10 (40.00) 14 (66.67) 4.16 0.1247
Trastorno distimico 6 (33.33) 10 (40.00) 5(23.81) 1.36 0.5066

Episodio (hipo)maniaco - - - - -
Riesgo suicida 3(16.67) 11 (44.00) 8 (38.10) 3.66 0.1615
tTrraausx;:;Sf;ﬂi?:;“j:zz epnsiedad, 5(27.78)  8(32.00) 9(42.86) 1.40 0.4976
Trastorno de angustia 1 (5.56) 1 (4.00) 3 (14.29) 1.85 0.5055
Agorafobia - 1 (4.00) 3(14.29) 3.73 0.2328
Trastorno de ansiedad de separacion - 1 (4.00) - 1.58 1.0000
Fobia social 1 (5.56) 2 (8.00) 1(4.76) 0.22  1.000
Fobia especifica 2(11.11) 4 (16.00) 1(4.76) 148 0.5344
Trastorno de ansiedad generalizada 1 (5.56) 6 (24.00) 5(23.81) 286 0.2574
Trastorno obsesivo compulsivo 17(5.56) - - 260 0.2812
Estrés postraumatico 1 (5.56) - - 260 0.2812

Trastorno adaptativo - = = - -

Alteraciones relacionadas con sustancias
y trastornos adictivos

Abuso o dependencia de alcohol - 2 (8.00) - 3.22 0.3289
Abuso o dependencia de drogas (no alcohol) - 1,(4.00) 2 (9.52) 2.01 0.4924

- 2 (8.00) 2(9.52) 171 0.5464

Trastornos disruptivos, del control de

impuleos y de 1a conducta 2 (11.11) 6724.00)  4(19.05) 1.14 0.6118

Trastorno de la conducta 1 (5.56) 4 (16400) 1(4.76) 213 0.4247
Trastorno negativista desafiante 2 (11.11) 4 (16.00) 3 (14.29) 0.21 1.000
Trastornos del neurodesarrollo 3 (16.67) 2 (8.00) 10 (47.62) 10.62 0.0061
Trastorno de TIC 1 (5.56) - - 259 0.2812
o ;::gg?isiggg déficit de atencion e 3 (16.67) 2(8.00)  1047.62) 10.62 0.0061
Trastornos psicoéticos 1 (5.56) 1 (4.00) 5(23.81) 5.34 0.0999

Abreviaciones: AN, anorexia nerviosa; BN, bulimia nerviosa; TA, trastorno por atracon:X?, Chi cuadrada
Notas: Negritas indica valor de p <0.05; Prueba exacta de Fisher fue empleada cuando los valores fueron
<5

Trastorno psicotico fue considerado como espectro de la esquizofrenia y otros trastornos psicoticos

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N Navarro
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6.1.1. Heterogeneidad de los pacientes con TCA

Observamos alta variabilidad clinica entre los diagndsticos. En los pacientes con
AN, 5/pacientes fueron catalogados como anorexia nerviosa tipo con
atracones/purgas; ademas el 50% demostro restriccion de alimentos y solo 17%
tuvo miedo a“ganar peso. Por otro lado, de los pacientes con BN el 68% tuvo
episodios de atracony el resto de los pacientes tuvo trastorno por purgas (n=8);
ademas, el 8% demostro el mecanismo compensatorio de vémito, 28% uso
medicamentos para bajar dé peso y 72% tuvo miedo a ganar paso. Respecto a los
pacientes con TA, todos los‘pacientes tenian episodios de atracén; 28.57% tuvo
restriccion y el 9.52% presentaron/miedo a ganar peso y uso de medicamentos;
sin embargo, este mecanismo compensatorio no influy6é en el diagnéstico de TA

por ser de baja frecuencia. (Tabla 7)

Tabla 7.

Heterogeneidad entre Diagnésticos de TCA en Poblacion Adolescente Mexicana.

Comportamiento AN n (%) BN n (%) TA n (%)
Atracon 2 (11.11) 17 (68) 21 (100)
Vémito 5 (27.78) 22(8) | 0
Uso de medicamentos 3 (16.67) 7 (28) e 2 (9.52)
Restriccion 9 (50) 18 (72) 76 (28.57)
Miedo a ganar peso 17 (94.44) 24 (96) 2 (9.52)

Abreviaciones: AN, anorexia nerviosa; BN, bulimia nerviosa; TA, trastorno por atracon

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N Navarro
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6.2. Analisis de componentes principales

El Analisis de componentes principales (ACP) mostré poca variabilidad de los datos
de metilacién y se agruparon visualmente en dos grupos. Sin embargo, se observé
una distribucion heterogénea entre estos 2 grupos de variabilidad respecto a los

grupos diagnosticos de TCA. (Figura 6)

Figura 6.

Anélisis de Componentes Principales de los Diagnoésticos de TCA.
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Abreviaciones: AN, anorexia nervosa; BN, bulimia nervosa; TA, trastorno por atracén, PC,

componente principal.
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6.3. Composicion celular

El resultado de la inferencia celular nos reporto las proporciones celulares para cada
paciente.con TCA. Nosotros agrupamos los datos por diagndstico para hacer la
comparacion;~y obtuvimos las medias de las proporciones para cada célula.
Observamos distribucion normal para las siguientes células: neutrdfilos, los
linfocitos T CD4, menocitos, y células NK; y utilizamos T de student y ANOVA para
comparar los grupos. ‘Peor otro lado, los linfocitos B y linfocitos T CD8 no presentaron
esta distribucion normal y/para la comparacion empleamos la prueba de Wilcox y
Kruskal-Wallis. Finalmente,»nho se observaron diferencias al comparar la

composicion entre diagndsticos. (Tabla 8)

6.4. Sitios CpGs diferencialmente metilados

Se realizd el analisis de regresién-lineal y“cada comparacion correspondié a 2
diagnodsticos de TCA (AN-BN, BN-TA,_ AN-TA)..Pesteriormente se realiz6 el volcan
plot para observar la distribucion del valorfold change (tasa de cambio) de todos los
sitios CpGs. (Figura 7) Se utilizé como punto de corte un valor de p en escala
logaritmica base 10 de 4 (p=0.0001), donde observamos 23 sitios CpGs
diferencialmente metilados. Con el diagrama de Venn se identificaron el nUmero de

sitios CpGs diferencialmente metilados en las 3 comparaciones. (Eigura 8)
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Comparacion de las Proporciones Celulares del Analisis de la Metilacion en

Pacientes Adolescentes con Trastorno de la Conducta Alimentaria.

Célula AN BN TA Estadistico Valor p
- Media Media Media
+ DE + DE + DE t -
0.5485 0.5864 0.5614 +1.38937

[
Neutréfilos | -0.8788° | 0.971 0.1760 2 0.3864 * 0.6765 ©0.385 ¢
+£0.10 + 0.07 +0.11
| 0.4207 ©

0.6047 @
0.0953  0.0916 0.0960
Monocitos 0.4849° | 0.184 0.549320.6317 © 0.94230.822 ¢
+0.02 +0:01 «— +0.03
| 0.0729 ¢
' 1.4404 @
0.0659  0.00533 00620
Células NK 1.2722° | 1373  0.161920.2115° 0.6847 ©0.2610 ¢
+0.03 +0.01 +0.02

-0.4098 ©
o 7 0.3276 2
LinfocitoT  0.1101  0.1061 +_.0.1079
| 0.1401% | 0.041  0.745320.8894 > 0.8857 ¢ 0.9540 ¢
CD4+ +0.04 +0.03 £0.05
-01448 ©
', oWy H
) 205%
Linfocito T 0.1239  0.1204 0.1290
2855 62 0.6347 2 0.4345 0.3171 °0.4761 ¢
CD8+ +0.04 +0.02 +0.03
215¢
2632 @,
Linfocito 0.0914  0.0767 0.0825
282° 62 0.3597 2 0.4756 © 0.7616 ¢ 0.4761 ¢
B +0.04 +0.02 +0.03 160¢
|

Abreviaciones: AN, anorexia nervosa; BN, bulimia nervosa; TA, trastorno\por atracén; t, T de student; W,
Prueba de Wilcox; F, Analisis de varianza (ANOVA); H, Prueba H de KruskaltWallis; a, comparacion entre

anorexia nerviosa y bulimia nerviosa; b, comparaciéon entre bulimia nervigSa y trastorno por atracén; c,

comparacion entre anorexia nerviosa y trastorno por atracon; d, comparacion entre’los 3 grupos

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N Navarro
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Figura 7.

“Volean plot” de Sitios CpGs Diferencialmente Metilados en Pacientes con TCA.

-log10 (valor
3
|
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Figura 8.

Diagrama Venn con el Numero de SitioS"CpGS Diferencialmente Metilados en las

Comparaciones de Pacientes con TCA.
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Ensla comparacion de pacientes con AN y BN observamos 9 sitios CpGs
diferencialmente metilados. En el cromosoma 3, encontramos 2 sitios CpGs
diferencialmente metilados; el sitio cg13845098 cerca del gen KPNA1 presenta una
tasa de cambio de 0.2533, interpretdndose que el 25.33% es mas metilado en
pacientes con AN en comparacion con los pacientes con BN; el sitio cg09326546
cerca del gen RAFE4 presenta una tasa de cambio de 0.3502 con mayor metilacion
en los pacientes con AN, Por el contrario; el sitio cg04865319 cerca del gen PALLD
en el cromosoma 4 presenta una tasa de cambio de -0.3866, esto se considera una
menor metilacion en pacientes)con AN en comparacion con pacientes con BN. El
sitio cg04812891 en el cromosoma 6 no esta cerca de un gen conocido hasta el
momento; sin embargo, presenta una tasa de cambio de -0.2769 que corresponde
a menor metilacion en pacienteseon AN. En el cromosoma 11; el sitio cg25149859
se encuentra cerca del gen CSNK2A3.y GALNT18, presenta una tasa de cambio
equivalente a -0.3892. En el cromosoma 12, €l sitio cg11997526 presenta una tasa
de cambio de -0.3638, equivalente a menor metilacion en pacientes con AN. El sitio
cg17843418 cerca del gen TBC1D16 en el cromosoma 17 presenta una tasa de
cambio de -0.3869. El sitio cg00164837 en el cromasoma 21, cerca del gen
FAMZ207A presenta una tasa de cambio de -0.3132. Finalmente; el sitio cg12519135
cerca del gen PLXNBBZ2 en el cromosoma 22 presenta una tasa.de cambio de -
0.3423. Los sitios CpGs de cromosoma 3 presentan mayor metilacién’em pacientes
con AN cuando se compara con los pacientes con BN; y los sitios CpGs en el
cromosoma 4, 6, 11,12, 17, 21 y 22, equivalen a mayor metilacion en pacientes,con

BN en comparacion con los pacientes con AN. (Tabla 9)
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Sitios:CpGs Diferencialmente Metilados en Pacientes con AN y BN.

Cr{ﬁma Sitio Gen Tasa de Cambio Valor P

3 N cg13845098 KPNA1 0.2533 2.23 E-05

3 cg09326546 RAF1 0.3502 2.72 E-05

4 cg04865319 PALLD -0.3866 2.99 E-05

6 cg04812891 - -0.2769 1.76 E-05
CSNK2A3

11 €g25149859 -0.3892 1.59 E-05
GALNT18

12 €g11997526 - -0.3638 4.56 E-05

17 cg17843418 TBC1D16 -0.3869 3.49 E-05

21 cg00164837 FAM207A -0.3132 2.27 E-05

22 cg12519135 PLXNB2 -0.3423 1.09 E-05

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital PSiquiatrico Infantil Juan N Navarro

En el andlisis de datos de pacientes(con BN_y TA observamos 7 sitios CpGs
diferencialmente metilados. En el cromosoma 3, el sitio cg07492056 cerca del gen
CACNA2D3 presenta una tasa de cambio equivalente~a,-0.4828, indica que los
pacientes con BN tienen menor metilacién de este sitio CpGlen comparacién con
los pacientes con TA. Los sitios CpGs ¢g25939242, cg09466243 y cg04149955 en
los cromosomas 4, 11 y 19 respectivamente, no se encuentran cerca de un gen
conocido; sin embargo, presentan una tasa de cambio con valor negativo. Este
resultado se interpreta que hay menor metilacidon en los pacientes con{BN en
comparacion con los pacientes con TA. En el cromosoma 10, el sitio cg10642237

cerca del gen ZMIZ1y ZMIZ1-AS1 presenta mayor metilacion en los pacientes con
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BN~ (tasa de cambio de 0.4884). El sitio cg22681738 del cromosoma 20, que

corresponde al gen RPRD1B yTTI1 presenta menor metilacion en pacientes con

BN, constasa de cambio equivalente a -0.2409, cuando se compara con los

pacientes_‘con TA. Finalmente, el uUnico sitio diferencialmente metilado en

cromosomasisexuales es el sitio cg07063583, con tasa de cambio de -0.8454, y

corresponde al gen” KAL1 en el cromosoma X, representa menor metilacion en

pacientes con BN s€n _.comparacion con pacientes con TA. El sitio CpG

diferencialmente metilado~“del cromosoma 10 equivale a mayor metilacion en

pacientes con BN, mientras gque en los sitios CpGs de los cromosomas 3, 4, 11, 19,

20 y cromosoma sexual X hay mayor metilaciéon en pacientes con TA.

Tabla 10.

Sitios CpGs Diferencialmente Metilados 'en Pacientes con BN y TA.

Cromosoma Sitio + Qe\l? Tasa de cambio Valor P
P 4 -
3 cg07492056 CACNA2D3 -0.4838 9.40 E-06
4 0925939242 - -0.3474 1.95 E-06
10 cg 10612237 ZM’ZZ\"SZN’Z - 0.4884 1.05 E-05
11 cg09466243 - -0.2696 4.46 E-05
19 cg04149955 - -0.2563 1.16 E-05
20 922681738 | RPRD1B; TTI1 -0.2409 3.30 E-06
X cg07063583 KAL1 -0.5484 7.68 E-07

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan N Navatro

En la ultima comparacién de sitios CpGs, correspondiente a los pacientes con’AN y

TA, observamos 7 sitios CpGs diferencialmente metilados. En el cromosoma 6'y12
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observamos a los sitios ¢g19743686 y cg09361817 con una tasa de cambio
negativa (-0.3538 y -0.3969, respectivamente), corresponde a menor metilacién en
pacientes con AN en comparacion con los pacientes con TA. De esta manera en el
cromosoma.18 el sitio cg09417725 representa menor metilacion en pacientes con
AN, con una tasa de cambio de -0.3409. Por el contrario; el sitio cg23521742 en el
cromosoma 15;_y" los sitios ¢g12063490, cg17737967 y cg05806864, del

cromosoma 19 presentan.mayor metilacion en pacientes con AN.

Tabla 11.

Sitios CpGs Diferencialmente Metilados en Pacientes con AN y TA.

Cromosoma Sitio (})—k Gen Tasa de cambio Valor P
PN
6 cg19743686 - -0.3538 2.16 E-06
12 cg09361817 - -0.3969 1.79 E-05
15 €g23521742 HYKK 0.4086 1.54 E-05
18 cg09417725 SOCS6 -0.3409 5.09 E-05
19 cg12063490 MAN2B1 0.7701 212 E-05
19 cg17737967 MAN2B1 10644 2.69 E-05
19 cg05806864 MAN2B1 0.7686 1.05 E-05

Fuente: Pacientes adolescentes del Hospital Psiquiatrico Infantil Juan\N Navarro
6.5. Enriquecimiento de vias de los sitios CpGs y correlaciéon en sangre

En la busqueda de interacciones de los genes en la base de datos de Enrichr,
obtuvimos un factor de transcripcion que participa con la proteina KPNA1 del gen
del mismo nombre. El analisis estadistico de las interacciones demostré un valorde

p < 0.05 para el factor de transcripcion SRF (factor de respuesta al suero). SRF fue
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obtenido de la libreria TRRUST (Relaciones de Regulacion Transcripcional
Descifrado por Extraccion de Texto). (Tabla 12) De esta manera, en la interaccion
de los"genes SOCS6 y RAF1, 5 vias de sefializacion fueron identificadas de las
librerias humanas KEGG 2019 (Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas) y

Wikipathways. (Tabla 13)

Tabla 12.

Factores de Transcripcion del Enriquecimiento de Vias en Enrichr.

Valor p
Nombre Valor p Gen
ajustado
SRF_human | 0.0210% 0.02105 KPNA1
Fuente: Base de datostEnrichr
Tabla 13.
Vias de Senalizacién en Enrichr.
KEGG.2019 human
Valor p
Nombre Valor p Gen
ajustado
JAK-STAT 0.02410 0.024107 ) SOCS6

WikiPathways 2019 human

Receptor KIT 0.008824 0.008824 SOCS6
MAPK y NFkB 0.004791 0.05071 RAF1
Receptor 2 serotonina

0.007973 0.05071 RAF1
ELK-SRF/GATA4
Via en comun con

0.01668 0.05071 RAF1

adiccion a drogas

Fuente: Base de datos Enrichr

40



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Divisiéon Académica de Ciencias de la Salud
Resultados

Serealiz6 la correlacion entre los niveles de metilacion de sangre con tejido nervioso

utilizando la herramienta BECon. De los 23 sitios CpGs de nuestro analisis, se

analizaron 15 sitios de los cuales 10 sitios CpGs se encontraron correlacionados

con el nivel.de metilacidon en cerebro. La figura 10 muestra los graficos de los 15

sitios CpGs con ‘sus respectivos valores 3 de metilacion.

Figura 9.

Correlacion de Valores [en” Sangre y Cerebro de Sitios CpGs Diferencialmente

Metilados.
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7. Discusion

7.1¢ Caracteristicas clinicas de la poblacién adolescente mexicana con
TCA

En el presente trabajo realizamos un analisis de las caracteristicas clinicas de la
poblacion adoleseente mexicana con diagnostico de TCA. En nuestra poblacién de
estudio observamos+variabilidad clinica entre los diagndsticos y encontramos una
alta prevalencia de ‘trastornos del estado de animo, nuestros resultados son
similares a estudios previamente reportados (Tsai et al., 2018; Ulfvebrand et al.,
2015). Los pacientes diagnesticados con TA tuvieron mayores niveles de
comorbilidades psiquiatricas en{cemparacion con los pacientes con AN o BN. En
este sentido, los criterios diagnosticos de TA son recientes, y la presencia de
comorbilidades en este grupo (ha)sido’ escasamente explorado. Ademas, la alta
prevalencia de comorbilidades psiquiatricas en.pacientes con TCA podria tener un
impacto negativo en el curso de la enfermedad’y posiblemente en el resultado a los
tratamientos (Lindstedt, Kjellin, y Gustafsson, 2017)..Por otra parte, es importante
mencionar el riesgo de suicidio en nuestra poblacion en estudio, donde el 40% de
nuestros pacientes (BN o TA) presentaron riesgo de suicidio~Estos datos estan en
coherencia con otros estudios, donde la prevalencia oscila‘entre 40% al 60%
(Kostro, Lerman, y Attia, 2014; Koutek, Kocourkova, y Dudova, 2016; Portzky, van
Heeringen, y Vervaet, 2014). Debido a la alta mortalidad por el suicidio, nosotros
sugerimos que se debe tener un seguimiento de los pacientes con riesgo-de suicidio

y estudiar los efectos de esta comorbilidad en el desarrollo de la enfermedad.

42



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Divisiéon Académica de Ciencias de la Salud
Discusion

Ensnuestro estudio observamos que alrededor del 50% de nuestra poblacion
presentaron sobrepeso u obesidad, principalmente los pacientes con BN y TA.
Existe'una estrecha relacion entre las alteraciones de los patrones de alimentacién
y los cambios en la modulacion del IMC (Rodriguez-Ramirez et al., 2011; Santos et

al., 2014).

Los mecanismos® subyacentes a esta relacion no estan dilucidados y se han
generado algunas hipétesis. (Berthoud, Munzberg, y Morrison, 2017). En este
sentido, una hipotesis sugi€re que las alteraciones en el peso corporal (sobrepeso
u obesidad) son procesos influenciados por una desregulacién en los circuitos
neurobioldgicos que controlan algunos comportamientos, como la impulsividad y la
sensibilidad de recompensa/(Steward et al., 2017). Estas alteraciones en la
regulacion de los circuitos neurebiol6gieds de recompensa-impulsividad podrian
conllevar a un patron de alimentaciéon aberrante como la falta de control. La
regulacion de estos circuitos de impulsividad‘recompensa se han identificado en
areas cerebrales como el area tegmental ventral,“€lshipotalamo lateral, la corteza
prefrontal, la amigdala y el hipocampo (Kahnt, 2018; Mitchell y Potenza, 2014).
Ademas, algunos estudios también han reportado alteraciones en estos circuitos de
impulsividad-recompensa en pacientes con TCA y trastornos dewso de substancias
y alcohol; lo que podria ser un vinculo entre estos rasgos complejos y proponer que
solo pacientes con BN y TA presentan alteraciones relacionadas ‘conyel uso de
substancias como comorbilidad psiquiatrica (Donnelly et al., 2018; Frank;-2015; Uhl,

Koob, y Cable, 2019).
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Nuestros resultados demostraron que la poblacion adolescente con TA presenté
mayor. prevalencia de trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) en
comparacion a los pacientes con AN y BN. En la literatura se ha reportado una
relacion entre TA, TDAH y obesidad que apoya estos resultados (Brunault et al.,
2019). En este ‘sentido, hay evidencia en la literatura de la relacion TDAH y el
comportamiento‘alimentario que sugiere la participacion de un factor genético de
riesgo que podria modular esta relacion, el gen asociado a la masa grasa y la
obesidad (gen FTO, Fat:mass and obesity associated gen) (Frayling et al., 2007).
Ademas, variantes genéticas.en el gen FTO (polimorfismo rs9939609) han sido
establecidos como factor de riesgopara TCA y TDAH (Castellini et al., 2017; Muller
et al., 2012; Velders et al., 2012); y otras variantes genéticas en el mismo gen
(rs1421085, con alta correlacion.econ la variante rs9939609) han sido asociadas a la
impulsividad, demostrando alteraciones “en areas cerebrales que regulan este
comportamiento (Chuang et al., 2015).. Por otra, parte, también hay reportes de
asociacion entre el uso de substancias (alcohol) y el gen FTO (Sobczyk-Kopciol et
al., 2011); aunque esta relacion no se puede sustentar con nuestros resultados,
debido al tamafio de la muestra de nuestro estudio. Por'lo que se sugiere que se
puede explorar la relacién entre pacientes con TCA y la comorbilidad de trastornos

relacionados al uso de substancias y adicciones.

Por otro lado, otros estudios demuestran correlaciones entresalteraciones
psiquiatricas debido a la heterogeneidad fenotipica. Destacando la ‘eorrelaciéon
genética de AN con trastorno obsesivo compulsivo (TOC) y esquizofrenia,_De la

misma manera, reportaron una correlacion clinica con trastornos psiquiatricos,
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ademas, una correlacion positiva del nivel cognitivo y el diagndstico de AN y TOC;
una_earrelacion positiva entre el neuroticismo y AN. Anttila y colaboradores (2018),
demuestran que el IMC correlacion6 positivamente con TDAH y trastorno depresivo
mayor; y eNIMC correlacioné negativamente con AN y esquizofrenia (Anttila et al.,
2018). Nuestras resultados sugieren que los pacientes con AN son los uUnicos
pacientes con TOC! Sugerimos que la presencia de comorbilidades demuestra la
correlaciéon genética entre.alteraciones psiquiatricas y la heterogeneidad clinica. Sin
embargo, se requierenc_evaluar los procesos fisiopatoldgicos y componentes
genéticos en comun. Estos datos podrian ser utiles en la toma de decisiones para
tratamientos oportunos desde ehinicio de la sintomatologia de los trastornos
psiquiatricos. Sin embargo,~para confirmar estos datos se requiere utilizar
herramientas bioinformaticas mas-especializadas como la transcriptémica o la

metabolémica para determinar la Correlacion’de los TCA con otras comorbilidades.

7.2. Metilacién del ADN en pacientés con TCA

En el presente estudio se realizé un estudio del metiloma de 62 pacientes con
diagndstico de TCA en una poblacion adolescente’”_mexicana. Sin embargo
diversos autores han estudiado los trastornos de la conducta alimentaria en
poblacion caucasica (Hubel et al., 2019). La diferencia de nuestro estudio radicé
en la comparacién de los patrones de metilacion entre diagndsticos de TCA y la
utilizacion del “Infinium Methylation EPIC BeadChip” (microarreglo/ERIC) con
cobertura de 850 mil sitios CpGs.

En nuestro estudio, se realizé un analisis de componentes principales. "Donde

observamos la formacion de dos grupos principales.
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Sobre este resultado se sugieren 2 hipétesis. Primero, cada grupo podria
corresponder a diferentes niveles de metilacion de todo el genoma entre los
pacientes con TCA. La segunda hipétesis se basa en la heterogeneidad clinica en
nuestra poblacién; por lo tanto, no hay agrupaciones por diagnostico en el ACP
debido a la presencia de sindromes parciales (Klump, 2013). Por lo tanto, en
poblacion adolescente mexicana existen presentaciones clinicas compartidas entre

los diferentes diagnésticos.

Por otra parte, el analisis.de la composicion celular de la metilaciéon del ADN nos
permitié eliminar una variable de confusién; tomando en consideracién la metilaciéon
como tejido especifico. Nuestro ‘estudio demostré que no existen diferencias en la
composicion celular en el estudio del metiloma en poblacion adolescente con TCA.
En este caso, no fue necesario Considerarla composicion celular como variable en
el analisis de regresion lineal. Por_ o tantos~los patrones de metilacién no son
atribuidos a diferencias en la composicion de los elementos sanguineos . Sin
embargo, Keisselmeier y colaboradores (2018)” reportaron diferencias en la
composicion celular en poblacion adolescente con AN“en,comparacion de sujetos
delgados y poblacién en general (Kesselmeier et al., 2018). Nosotros sugerimos que
la composicion celular de la metilacion del ADN en poblacion adelescente mexicana

no difiere entre diagndsticos.

El grafico del volcan plot; util para observar todos los sitios CpGs diferencialmente
metilados y el valor estadistico de la comparacién, representa los valores fold
change de las comparaciones entre diagnoésticos de TCA. Nosotros establecimosel

valor p para mostrar una tendencia estadistica y observamos 23 sitios CpGs
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diferencialmente metilados; al realizar el analisis por multiples comparaciones no
obtuyvimos sitios diferencialmente metilados y esto podria ser atribuido al tamafo de
la muestra. En este estudio se requiere aumentar el tamafo de la muestra para
encontrar_‘\diferencias significativas, aunque biolégicamente se observaron

diferencias entre los sitios CpGs.

En un estudio reporta,en poblacion adolescente una hipometilacion global del ADN
(Tremolizzo et al., 2014). Sin embargo, Booij y colaboradores (2015) reportaron
hipermetilacion del ADN en‘el EWAS realizado en poblacién adulta con AN (Booij et
al.,, 2015). En nuestra poblacién de estudio la variabilidad en los niveles de
metilacion podria explicarse com: la presencia de multiples comorbilidades
psiquiatricas que permitirian/ diferentes. patrones de metilacion en poblacién
adolescente; factores ambientales como la alimentacién y el poco tiempo de
exposicion a la enfermedad en' nuestrés.~pacientes. Asi mismo, el uso de
medicamentos como antidepresivos, ¥y alteraciones hormonales. Por lo tanto,
sugerimos que son necesarios mas estudios epigeneticos para poder correlacionar

los niveles de metilacién con la informacion clinica.

Los sitios CpGs diferencialmente metilados en poblacion méxicana adolescente son
potenciales biomarcadores de TCA. Los patrones de metilacion de los 23 sitios
CpGs podrian ser una firma molecular que indique la alta heterogeneidad y
variabilidad clinica previamente mencionada de los pacientes adolescentes con
TCA. Esta caracteristica dificulta un tratamiento oportuno (Kazdin, Fitzsimmons-

Craft, y Wilfley, 2017). Por lo tanto, la identificacion de biomarcadores en sangre
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juegan un rol fundamental en el diagndstico oportuno y el prondstico de la

enfermedad (Breithaupt et al., 2018).

Actualmente, es posible correlacionar los niveles de metilacion de ADN en sangre
con tejido nervioso (Edgar et al., 2017). Sin embargo, esta herramienta contempla
los sitios CpGssdel “Human Methylation 450K Beadchip” (microarreglo 450K) y
nuestro microarreglo'empleado contiene mas de 850 mil sitios (incluye los sitios del
microarreglo 450K). De/los 23 sitios CpGs en nuestro estudio, hasta el momento
solo 10 sitios podrian serbiomarcadores en sangre que correlacionan con el estado
de metilacion en tejido nervioso. (Figura 9) De esta manera podemos sugerir hasta
el momento que los patrones de‘metilacion (temporales y especificos para cada
tejido) de 10 sitios CpGs diferencialmente metilados en nuestro estudio podrian ser
utilizados para futuros estudios\y andlisis como biomarcadores en sangre. Sin
embargo, se requieren mas estudios.que carrelacionen los niveles de metilacion de

sangre y tejido nervioso para los sitios del'microarreglo EPIC.

7.3. Sitios CpGs diferencialmente metilados _en poblacién mexicana
adolescente con TCA

Hasta el momento se han reportaron dos listas de sitios'CpGs diferencialmente
metilados empleando el microarreglo 450K; uno en poblacion adulta canadiense y
el segundo en poblacion adolescente alemana. Se report6 el sitio cg15094908 en el
cromosoma 11 en la posicion 11499674 correspondiente al gen GALNTL4, y el
grupo de comparacion correspondio a pacientes adolescentes con AN y pablacion
en general. Similar, nosotros reportamos el sitio cg25149859 en el cromosoma 11
en la posiciéon 11374995 correspondiente al gen GALNT18 (antes GALNTL4);
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aunque nuestro resultado fue en el grupo de comparacion de pacientes con AN y
BN. Este gen codifica una enzima (ppGalNAc-T18) que participa en la regulacion de
sintesis de proteinas mediante la O-glicosilacién tipo mucina. Ademas, la proteina
ppGalNac-T18 se expresa en la membrana celular, en el reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi, en tejido pulmonar y en menor proporcién en cerebro (X. Li et al.,
2012). En estudios/in vitro la proteina ppGalNac-T18 participa en la regulacion del
estrés y de la apoptosis.(Shan et al., 2019). En estudios animales aumento la
expresion del gen GALNTI18 al ser estimulado por la inflamacion en células
hepaticas (Hoffman et al., 2048); y en estudios in vitro, la proteina ppGalNAc-T18
modula la actividad de ppGalNAe=T2 (gen GALNTZ2) como una proteina chaperona
(X. Li et al., 2012). El gen GALNTZ participa en la regulacién del metabolismo de
lipidos (Willer et al., 2008). Por-otra parte, polimorfismos del gen GALNT18 se
asocian en pacientes con enfermédades endocrinas y autoinmunes; el polimorfismo
rs2722769 en pacientes con diabetes mellitis#tipo 2 (Palmer et al., 2012); y el
polimorfismo rs4910008 como factor prendstico _en respuesta al tratamiento de
artritis  reumatoide (Maldonado-Montoro et al., 2016). Finalmente, nuestros
resultados demostraron que el sitio cg25149859 presénta mayor metilacion en
pacientes con BN; y mas del 40% de los pacientes con BN«<tenian sobrepeso u
obesidad; nosotros sugerimos que la metilacion del sitio cg25149859 del gen
GALNT18 podria participar en la regulacién del metabolismo de lipides y podria
regular la sintesis de proteinas en vias neurobioldgicas relacionadas con'elisistema
de recompensa; y de esta manera participar en la fisiopatologia en enfermedades

psiquiatricas y metabdlicas. Sin embargo, esta hipétesis fue planteada al obtener
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mediante un GWAS 8 genes que regulan la actividad metabdlica en pacientes con
anorexia nerviosa; y 2 de estos genes (ASB3, ERLEC1) fueron asociados a diabetes
mellitus tipo 2. Estos resultados apoyan la teoria de un riesgo poligenico en el origen

de los TCA:

7.4. Enriquécimiento de vias

Nuestros resultados.Ubican a los sitios CpGs diferencialmente metilados de nuestro
estudio en 17 genes..Se destaca la participacion del factor de transcripcion SRF
(factor de respuesta al suero).con el gen KPNA1 (proteina importina a-1, funcién de
comunicacién entre citoplasma y:el nucleo de la célula). (Tabla 12) La literatura ha
reportado que el SRF es un factor\de transcripciéon que regula la formacién de
musculo liso, estriado y cardiaco, y_controla la expresion de genes expresados
tempranamente (IEG) (Rosenwald et al{2017). En células no musculares existen
dos familias 6 vias de sefializacion reguladas por cofactores para SRF, Rho-actina
y Ras-ERK (quinasa regulada extracelularmente) (Kikuchi et al., 2019). ERK es
regulada por un complejo de factores ternarios (TCF) conformado por los factores
Elk-1, SAP-1 y NET, ademas ERK es activada por la fosforilacion de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Posern y Treisman, 2006). Por el
contrario, Rho-actina es controlada por factores de transcripcion relacionados con
el miocardio (MTFA) (Esnault et al., 2017). Ademas, se ha reportado que existe
regulacion por factores de transcripcidén miembros de la familia zinc (GATA) (Gau y
Roy, 2018). Sin embargo, SRF requiere de un complejo nuclear de poros para
ingresar al nucleo. Este complejo se forma por la proteina SRF, KPNA1 y KPNB1

(McConville et al., 2011).
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Por otro lado, hay estudios que demuestran la relaciéon entre serotonina y SRF
(Hirota et al., 2014). Se reporté que la pérdida de SRF en cerebro anterior y en
neuronas del hipocampo estan asociadas con la incapacidad de habituacion y
depresién aJdargo plazo; y en ganglios basales con hiperactividad. Por el contrario,
la alta expresion'de SRF en el nucleo accumbens y nucleo estriado, postulan a SRF
como regulador deda plasticidad neuronal en el sistema dopaminérgico. Se sugiere
que SRF influye en eldesarrollo de alteraciones del comportamiento dependientes
de dopamina en el cuerpo-estriado. (Parkitna et al., 2010). Aunque no hay reportes
de SRF y TCA, hay estudios-de SRF en modelos de epilepsia (Losing et al., 2017),
enfermedad de Parkinson (Rieker, et al., 2012) y, en la formacién de espinas
dendriticas por los efectos de7uso\repetido de cocaina (Cahill et al., 2018). Estos
datos sugieren que SRF y sus-eofactores regulan funciones como, actividad
sinaptica, crecimiento de la fibra nerviosa_y modulacion de la forma del cono de
crecimiento neuronal. Algunos cofactares son. . BDNF (factor neurotréfico derivado
del cerebro) y TFII-I (factor general de transcripcion lli), que fueron identificados

como moduladores de SRF (Kikuchi et al., 2019; Meyer zu Reckendorf et al., 2016).

Nosotros observamos el sitio ¢g13845098 hipometilado en\ pacientes con TCA.
Nuestros datos sugieren que el gen KPNA1 participa como cafactor con SRF. Esta
interaccion podria modular la actividad neuronal en neuronas dopaminergicas y ser
una de las causas y el fundamento molecular que explique la altag€omorbilidad
psiquiatrica de TCA con alteraciones del estado de animo o trastornos del

neurodesarrollo. Sin embargo, a la fecha no hay estudios que reporten la
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participacion de SRF en trastornos de la conducta alimentaria con alta comorbilidad

psiquiatrica.

Adicionalmente, encontramos la participacién del gen SOCS6 (supresor de
sefializacién.de citosina 6) en la via de sefalizacion del receptor KIT. (Tabla 13)
Este gen codifica’una proteina que pertenece a los inhibidores STAT inducido por
citosina (CIS), también conocido como supresor de senalizacién por citosinas
(SOCS). En la literatura“se reporto la presencia del receptor KIT en neuronas del
ganglio dorsal (Hirata et al., 1995). La regulacion por SOCS se ha descrito por
retroalimentacion negativa en.la via JAK/STAT; al unirse al receptor KIT reduce su
actividad en 40% y también reduee_la activacion de la proteina ERK, via de las
MAPK (Kazi et al., 2012)10 que sugiere que SOCS participa como proteina
inhibitoria en la sefalizacién de las MAPK. Por otro lado, se ha reportado que la
expresion de SOCS inhibe el receptor'de insulina. En este sentido, la expresiéon de
SOCS ha sido asociada con agentes que inducen resistencia a la insulina como
interleucina 1- B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) (Mebney et al., 2001). Nosotros
observamos que el estado de metilacion del sitio cg09447725 que corresponde al
gen SOCS se encontrd hipermetilado en los pacientes con™TCA. Aunque no hay
datos para correlacionar el estatus de metilacion de este sitio, eon tejido nervioso,
sugerimos que la proteina SOCS tiene un rol de regulacién en la via de senalizacién
MAPK reportada previamente. La poca expresion de este gen, podria ser el
mecanismo que regula en la poblacién con TCA el desarrollo de alteraciones
inflamatorias, como diabetes tipo 2 y obesidad. Aunque, este patrén de metilacion

podria ser distinto en otro tejido, como en hepatocitos, pudiendo ser un factor.de
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desarrollo de obesidad en pacientes adolescentes con TCA. Por lo tanto, se
requieren mas estudios que comparen los patrones de metilacién en diferentes

tejidos’en pacientes con TCA para confirmar esta teoria.

Otro gen, que-participa en varias vias de sefializacion fue el RAF1, ubicado en el
cromosoma 3:"Este gen codifica la proteina RAF, que activa la via de MAPK/ERK;
involucrado en procesos celulares como proliferacion, diferenciacion, muerte
celular, metabolismo y.motilidad (Huang et al., 2017). En la literatura se ha reportado
la participacion de esta via“en la adiccién por drogas (C. Y. Li, Mao, y Wei, 2008),
ademas que la proteina ERKZ2;regula la adiccion a drogas en tratamientos contra el
cancer (Kong et al., 2017). El{ . mecanismo propuesto, involucra al receptor de
dopamina 4, que activa proteina quinasa C (PKC). Ademas, PKC permite la
activacion del receptor NMDA con/el consecuente aumento de la concentracion de
calcio citosélico; estimulando la proteina ERK+C. Y. Li et al., 2008). Por otra parte,
se ha reportado a la via dopaminérgica y el circuito de recompensa como el vinculo
entre obesidad y adicciéon (Volkow et al., 2013); €stos datos respaldan nuestros
resultados en relacién a sobrepeso y obesidad y uso de substancias en pacientes
con TCA. En nuestros resultados observamos hipometilacion del sitio cg09326546,
correspondiente al gen RAF. Este dato sugiere que, a mayor/expresion de esta
proteina, existe mas activacion de la via MAPK. Esta activacion podria ser el
fundamento del comportamiento adictivo hacia la comida de los pacientes con BN y
TA; o la base que explique la presencia de adicciones en pacientes con-TCA. Sin
embargo, se requieren de mas estudios que relacionen la participacion de_la via

MAPK en modelos experimentales.
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Finalmente, el enriquecimiento de vias demostro participacion del gen RAF con el
receptor de serotonina y la via ELK-GATA4, aunque hay pocos datos de esta
relacién,/nosotros sugerimos que la activacion del receptor 2 activa las quinasas de
la familia SRC, el cual permite el aumento de la concentracion de calcio citosdlico y
este paso padria activar la via RAS/RAF/MAP/ERK y regular la transcripcion de
genes relacionados”a la conducta adictiva. Sin embargo, a la fecha hay pocos
estudios que evaluen‘genes asociados a la adiccion de la comida (Cornelis et al.,

2016).
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8. Conclusion

De nuestros resultados obtenidos en el estudio, se establecieron las siguientes

conclusiones:

Los"pacientes con bulimia nerviosa y trastorno por atracon presentan mayor
riesgo dessuicidio, y esta asociado con sobrepeso u obesidad. Ademas, los
sujetos con..anorexia nerviosa se relacionan con el trastorno obsesivo
compulsivo.

Los patrones de smetilacion de los sitios ¢g10612237, cg09466243,
cg23521742, ¢g04149955, ¢g22681738, ¢g00164837, ¢g09326546,
€g25939242, cg04865319 'y cg19743686 son posibles biomarcadores de
heterogeneidad clinica en pacientes adolescentes mexicanos con trastornos
de la conducta alimentaria:

En pacientes con anorexia nerviosa, lametilacion de gen KPNA1 podria estar
relacionado con la actividad de meuronas dopaminérgicas en pacientes con
trastornos del estado de animo.

En pacientes con bulimia nerviosa, la metilacion del gen GALNT18 podria
participar en la regulacion del metabolismo de lipidos«y-sintesis de proteinas.
En pacientes con trastorno por atracén, la metilacion 'del gen SOCS6 es

capaz de inhibir la via de senalizacion MAPK.
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