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Resumen

Objetivo: analizar la complejidad de la expresion génica en tejido adiposo de genes asociados con obesidad, me-
diante simulacién computacional con diferentes herramientas bioinformaticas. Métodos: después de una busqueda
bibliografica en PubMed, se seleccionaron 37 genes asociados con obesidad con fold change mayor a 1,5. A partir del
célculo de valores de los z-score obtenidos de experimentos de micromatrices de ADN de muestras de tejido adiposo
de personas obesas y de control, se construyé una red de interaccién con el programa Cytoscape 3.2. La informacion
detallada sobre las caracteristicas genémicas de estos genes se extrajo de las bases de datos Genome Browser de la
UCSC y del NCBI. Utilizando herramientas de andlisis de multivariado, se hizo un anélisis de componentes princi-
pales y uno de agrupacién. Resultados: la red construida mostré que los genes con mayor nimero de interacciones
fueron: 1) el factor nuclear respiratorio (NRF1), 2) el canal activado de potasio activado por calcio alfa 1 (KCNMA1)
y 3) la sintasa de acidos grasos (FASN). Los que tuvieron mayores valores de expresion fueron: 1) el factor de creci-
miento endotelial vascular A (VEGFA), 2) la dioxigenasa dependiente de alfa-cetoglutarato (FTO) y 3) el regulador de
crecimiento neuronal 1 (NEGR1). Las proteinas IL6, BDNF y HLC tuvieron los mayores valores de interaccién con
IL6R, NRF1 y ACACB, respetivamente. Las categorias ontolégicas mas importantes se relacionaron con procesos
metabdlicos de lipoproteinas, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la activacién de las MAP-quinasas y la cascada
JNK. Conclusiones: en su conjunto los resultados obtenidos de sobreexpresion diferencial de genes asociados con
el metabolismo de lipidos en el tejido adiposo de personas obesas podria ser un criterio para discriminar a nivel de
diagnéstico esta patologia.

Palabras clave: obesidad; tejido adiposo; expresion génica; micromatrices de ADN; bioinformatica.

COMPLEXITY OF THE EXPRESSION OF GENES ASSOCIATED
WITH OBESITY IN HUMAN ADIPOSE TISSUE

Running title: Global gene expression in human adipose tissue
Summary
Objective: to analyze the complexity of gene expression in the adipose tissue of genes associated with obesity, by

computer simulation with different bioinformatics tools. Methods: after conducting a PubMed literature search, 37
genes associated with obesity with a fold change greater than 1.5 were selected. An interaction network was cons-
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tructed using the Cytoscape 3.2 program from the calculation of z-score values obtained from DNA microarray expe-
riments of adipose tissue samples collected from obese and control people. Detailed information on the genomic cha-
racteristics of these genes was extracted from the UCSC and NCBI Genome Browser databases. Using multivariate
analysis tools, a principal component analysis and a cluster analysis were carried out. Results: the constructed network
showed that the genes with the greatest number of interactions were: 1) the nuclear respiratory factor (NRF1), 2) the
activated channel of potassium activate by calcium alpha 1 (KCNMA1), and 3) the fatty acid synthase (FASN). Those
with the higher expression values were: 1) vascular endothelial growth factor A (VEGFA), 2) alpha-ketoglutarate-
dependent dioxygenase (FTO), and 3) neuronal growth regulator 1 (NEGR1). The IL6, BDNF and HLC proteins had
the highest interaction values with IL6R, NRF1 and ACACB, respectively. The most important ontological categories
were related to lipoprotein metabolic processes, the tricarboxylic acid cycle, the activation of the MAP kinases, and
the JNK cascade. Conclusions: As a whole, the results obtained from differential overexpression of genes associated
with lipid metabolism in the adipose tissue of obese people could be a criterion to discriminate this pathology at a
diagnostic level.

Keywords: Obesity; Adipose tissue; Gene expression; DNA microarrays; Bioinformatics.

COMPLEXIDADE DA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS
A OBESIDADE NO TECIDO ADIPOSO HUMANO

Resumo

Objetivo: analisar a complexidade da expressédo génica no tecido adiposo de genes associados com obesidade,
por meio de simulagdo por computador com diferentes ferramentas bioinformaticas. Métodos: apdés uma busca
bibliografica em PubMed, foram selecionados 37 genes associados com obesidade com fold change superior a 1,5.
A partir do célculo de valores dos z-score obtidos de experimentos de micro matrizes de ADN de amostras de tecido
adiposo de pessoas obesas e de controle, construiu-se uma rede de interacdo com o programa Cytoscape 3.2. A
informacao detalhada sobre as caracteristicas gendmicas destes genes foi obtida das bases de dados Genome Browser
da UCSC e do NCBI. Utilizando ferramentas de andlise de multivariado, fez-se uma andlise de componentes prin-
cipais e um de agrupagédo. Resultados: a rede construida mostrou que os genes com maior niimero de interagdes
foram: 1) o fator nuclear respiratério (NRF1), 2) o canal ativado de potassio ativado por calcio alfa 1 (KCNMA1) e
3) acido graxo sintase (FASN). Os que tiveram maiores valores de expressao foram: 1) o fator de crescimento endo-
telial vascular A (VEGFA), 2) a dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato (FTO) e 3) o regulador de crescimento
neuronal 1 (NEGR1). As proteinas IL6, BDNF e HLC tiveram os maiores valores de interagdo com IL6R, NRF1 e
ACACB, respectivamente. As categorias ontolégicas mais importantes se relacionaram com processos metabédlicos
de lipoproteinas, o ciclo dos &cidos tri carboxilicos, a ativagdo das MAP-quinases e a cascata JNK. Conclusées: Em
seu conjunto, os resultados obtidos de superexpressao diferencial de genes associados com o metabolismo de lipidios
no tecido adiposo de pessoas obesas poderia ser um critério para discriminar a nivel de diagndstico esta patologia.

Palavras-chave: Obesidade; Tecido adiposo; Expressao génica; Micro matrizes de ADN; Bioinformatica.

Introducciéon

La obesidad es una condicién de salud compleja que,
generalmente, se asocia con desérdenes metabélicos
como la diabetes y el dafo cardiovascular, entre otros; se
caracteriza por la acumulacién de grasa corporal, produ-
cida por un desbalance entre las calorias ingeridas vy las

eliminadas (1,2). Estudios epidemiolégicos han mostrado
de manera consistente que ciertas dietas y estilos de vida
acenttian el riesgo de obesidad. En este sentido, existe
evidencia que el consumo continuo de bebidas azucara-
das (3-5), alimentos fritos (6), baja actividad fisica o se-
dentarismo (7), interacttan con ciertas variantes génicas
en la asociacién con la obesidad.
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Desde mediados del siglo pasado, la obesidad y el sobre-
peso se han convertido en un gran estigma en la mayoria
de los paises del mundo. Por su parte, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) la considera una enfermedad
dependiendo del lugar del mundo donde se presenta (8).
Reportes previos documentan que la obesidad en el mun-
do se ha duplicado desde 1980. Asi pues, en 2014 se
estimaba que mas de 1,9 millones de adultos mayores de
dieciocho afios tenian sobrepeso y, de estos, 600 millo-
nes eran obesos. Mas preocupante todavia es que apro-
ximadamente 41 millones de nifios menores de cinco
afios eran obesos principalmente en paises desarrollados
(9). Ahora bien, tanto el manejo y como tratamiento de
la obesidad son dificiles debido a su naturaleza multifac-
torial, pues depende de factores genéticos, epigenéticos,
ambientales y, también importante, de aspectos socio-
econdmicos (10-14).

La complejidad de la obesidad se refleja en que el apren-
dizaje y los habitos generan estimulacion en diferentes
areas del cerebro, cuya respuesta promueve un incre-
mento de la captacién de energia y el consecuente au-
mento de la masa corporal. En estos procesos, el hipo-
campo y la amigdala estan involucrados en el control
de sefales internas de hambre, memoria y los procesos
inhibitorios relacionados con la ingesta alimentaria (15).
Diferentes lineas de evidencia sugieren la existencia de
una correlacién entre la funcién del sistema dopaminér-
gico con marcadores de obesidad durante su progresién
(16). Se postula que tanto procesos de neuroplasticidad
como diferentes endofenotipos individuales estarian ju-
gando un papel importante en el sobrepeso moderado y
en la obesidad severa (17).

El tejido adiposo juega un papel importante en muchas
de las condiciones patolégicas asociadas con la obesi-
dad, actuando como un 6rgano endocrino integral en la
regulaciéon de la homedstasis energética, la sensibilidad
a la insulina y la tolerancia a la glucosa (18, 19). Adi-
cionalmente al adipocito, el tejido adiposo blanco con-
tiene pre-adipocitos, células endoteliales, fibroblastos y
leucocitos (20). En la condiciéon de obesidad, el niimero
de leucocitos del tejido adiposo se incrementa drama-
ticamente, promoviendo un estado crénico de un bajo
grado de inflamacién (21). En este estado, los leucocitos
activados, macréfagos y células T secretan interleukina-1
(IL-1), interleukina-6 (IL-6), y factor de necrosis tumoral
a (TNFa), que son citosinas inflamatorias (22,23).

El acelerado desarrollo de las ciencias 6émicas en el tlti-
mo decenio ha contribuido a un mayor conocimiento de
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enfermedades complejas como la obesidad. Los analisis
de expresién global de genes a partir de experimentos
de micromatrices de ADN y de anélisis poblacionales de
genomas han permitido comenzar a reconocer aspectos
dinédmicos de la regulacién de la expresion de tejido espe-
cifica de genes y las complejas redes de interaccién en di-
ferentes patologias (24-27). En este contexto, el estudio
de transcriptomas ha hecho posible abordar la relacién
entre la expresién global de genes en el tejido adiposo
con la obesidad y sus patologias asociadas. Durante la
restriccion calérica, la adipogénesis v la sintesis de acidos
grasos insaturados se asocia con cambios metabdlicos en
esta condiciéon (28). Se ha demostrado la asociacion de
la actividad de la stearoil-CoA desaturasa 1 y los indices
de saturacién de acidos grasos en tejido adiposo con la
resistencia a insulina en la obesidad (29).

Varios estudios en torno a la obesidad han enfocado sus
esfuerzos en encontrar biomarcadores asociados con
esta enfermedad que sean ttiles en la identificacion tem-
prana de individuos susceptibles y puedan agregar valor
al riesgo atribuible de desarrollar patologias asociadas
(30-32).

Este estudio tuvo como objetivo la analizar la compleji-
dad de expresién de genes asociados con obesidad en el
tejido adiposo blanco de personas obesas. El punto de
partida de los analisis consignados en este trabajo fueron
los valores de expresién global de genes consignados en
diferentes experimentos de micromatrices de ADN de
genes asociados con diferentes procesos metabdlicos y
fisiolégicos, caracteristicos de la obesidad. Para ello, se
realizé una bisqueda bibliografica en PubMed, en la cual
se seleccionaron 37 genes asociados a obesidad, con
fold change mayor a 1,5. A partir del célculo de valo-
res z-score obtenidos de estas micromatrices de ADN, se
evalud la complejidad de la expresion de estos genes. Se
construyd una red de interaccién génica y se aplicaron
pruebas de estadistica multivariada, que incluyeron un
Andlisis de Agrupacién y uno Andlisis de Componentes
Principales. En conjunto, los resultados mostraron que
existe una sobreexpresion diferencial de ciertos genes en
el tejido adiposo de personas obesas.

Materiales y métodos

En primer lugar, se seleccionaron 39 articulos pertinentes
al tema de investigacién, publicados entre 2010 y 2016,
luego de una busqueda en la base de datos bibliograficos
PubMed del Centro Nacional para la Informacién Bio-
tecnolégica (NCBI). La busqueda se llevé a cabo usando
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los siguientes descriptores: obesidad, tejido adiposo, ex-
presién génica, micromatrices de ADN, log>1,5 y valor
p<0,05. De los articulos seleccionados, se obtuvo infor-
macién gendmica y funcional correspondiente a los si-
guientes 37 genes que se asociaron con obesidad y algu-
nas de sus patologias asociadas: ANGPTL4, ADIPOQ),
ACACB, ELOVL6, LPL, VEGFA, TNMD, MMP9, FTO,
SCD, FASN, NEGR1, TMEM18, MAF, MTCH2, LEP,
C9orfl116, IL6, PPARGC1A, SOD2, IRAK3, IPOS,
KDM2B, ITIH5, KCNMA1, MEDAG, ADCY3, MC4R,
BDNF, SH2B1, SULT1A2, HMGCR, NPC1, IGF1,
NOS3, NRF1 y KEAP1. Todos ellos tuvieron valores fold
change mayores de 1,5 y valores P menores de 0,05.

Las descripciones y caracteristicas generales de los ge-
nes incluidos en este estudio se obtuvieron del Genome
Browser de la Universidad de California en Santa Cruz
(UCSCQ). Estas incluyeron el locus cromosémico, el na-
mero de exones, el tamafno del gen en pares de bases y
su respectivo ARNm en nucleétidos y el total de genes y
de repeticiones en el cromosoma correspondiente. Asi-
mismo, se calculé un indice de complejidad de cada gen,
aplicando la relaciéon entre el tamafio del ARNm vy el ta-
mafio de su gen codificante (Suplemento 1).

A partir de la informacién correspondiente de las dife-
rentes bases de datos de acceso libre del Genome Brow-
ser v del Map Viewer del NCBI se realiz6 un paseo cro-
mosdmico en las zonas 100 Kpb upstream y downstream
para cada uno de los genes incluidos en este estudio,
calculando el nimero de secuencias repetidas Alu, islas
CpGy genes.

Para analizar la expresién de los genes seleccionados
v asociados con obesidad, se tomaron los datos de un
trabajo depositado por Ofate y colaboradores (25), en
la base de datos de acceso libre Gene Expression Om-
nibus del NCBI El experimento de micromatrices se
ADN, base de este estudio, esta registrado bajo el nu-
mero de plataforma GPL6244, serie GSE48964 que
incluye muestras de pacientes con obesidad mérbida (c6-
digos GSM1187673, GSM1187674 y GSM1187675)
y muestras control de personas no obesas (codigos
GSM1187676, GSM1187677, GSM1187678). De
acuerdo con lo reportado en 2013 por Onfate y su equi-
po, el ARN total de las muestras, se extrajo de cultivos
de células troncales derivadas de tejido adiposo blanco
subcutaneo de personas obesas que se habian sometido
a intervenciones bariatricas.

Los valores log>2,0 consignados en la plataforma
GPL6244, serie GSE48964, para cada uno genes aso-
ciados a obesidad incluidos en este trabajo, se normali-
zaron por medio de la transformacién zscore de acuerdo
con la siguiente ecuacion.

(log intensity of G — mean log intensity G ... Gn)

zscore = standard deviationlog G ... Gn

Los valores z-score calculados para cada gen se em-
plearon en la construccién de una red de interaccién de
genes, por medio de la plataforma Cytoscape 3.2, que
es de acceso libre (sitio web: www.cytoscape.org/down-
load.php) (33). Los valores de los diferentes parametros
topolégicos de la red obtenida se extrajeron por medio
de la funcién Network Analyzer. La informacion acerca
de las interacciones fisicas de mayor peso entre los genes
evaluados asociados con obesidad se extrajo por medio
de la interfase Web GeneMANIA. Esta informacién se
complement6 con la contenida en la base de datos Bio-
logical General Repository for Interaction Datasets (Bio-
GRID) y en la plataforma Protein Interaction Network
Analysis platform PINAZ2. Los valores p estadisticamente
significativos obtenidos, luego de aplicar la correccion
por técnica de ajuste secuencial de Bonferroni para las
primeras 20 categorias ontoldgicas (GO, por sus siglas
en inglés), fueron extraidos utilizando el plugin Biological
Networks Gene Ontology tool (BiNGO) de la plataforma
Cytoscape 3.2.

Con el fin de jerarquizar la expresion de cada uno de los
genes en los dos grupos evaluados, se efectué la eva-
luacién de su significancia estadistica mediante pruebas
de estadistica multivariable incluyendo un Anélisis de
Componentes Principales (ACP), llevado a cabo con el
programa SPSS 20.0. Para visualizar las agrupaciones
diferenciales de aquellos genes con mayor o menor ex-
presion en tejido adiposo de personas obesas y del grupo
control, se efectu6 un analisis de agrupacion obteniendo
mapas de calor Heat-Map, disponible en la misma plata-
forma Cytoscape 3.2.

Resultados

En la red construida se observaron dos nodos principa-
les, con cantidad significativamente alta de interacciones:
el méas grande tiene como centro la proteina NRF1 (fi-
gura 1). Ademas, se destacaron por su elevada expre-
sion los genes que codifican para VEGFA (z-score 2,02),
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Figura 1. Red de interaccién y expresion de proteinas codifica-
das por genes asociados con obesidad, obtenida por medio del
software Cytoscape 3.2. La expresion de los genes proviene de
células troncales del tejido adiposo blanco de personas obesas,
tomadas del estudio de Ofiate y colaboradores (25). Se resaltan
los nodos KCNMAU1, NRF1y VEGFA. El color rojo indica mayor
expresiony el amarillo, menor.

FTO (z-score 1,31), NEGR1 (z-score 0,88), MTCH2 (z-
score 1,57), IL6 (z-score 2,15) y NPC1 (z-score 1,25). De
los valores de interaccién obtenidos de la red de genes
asociados con obesidad, la proteina que codifica el gen
factor respiratorio nuclear 1 (NRF1) fue la que obtuvo
mayor nimero de interacciones, en total 908; seguida
por el canal activado por potasio de la subfamilia M alfa
(IKCNMA1), con 140 interacciones; y, en tercer lugar,
el acido grado (FASN) con 127 interacciones (figura 2).
Se determiné que los pares de interacciones fisicas con
mayor peso ocurrieron en los genes asociados con obe-
sidad interleukina-6 (IL6) y su receptor IL6R (peso de
2,9269) y entre el factor nuclear respiratorio 1 (NRF1)
y el Factor Neurotrépico Derivado del Cerebro BDNF
(peso de 2,5247). Los datos se presentan en la tabla 1.
Se agrega que se encontraron otras reacciones de impor-
tancia como entre NOSTRIN y NOS3 y LEP con HK3.

Los valores de los parametros topoldgicos de la red mos-
traron una topologia compleja que se aglutina: el nimero
total de nodos fue de 1744 y el nimero promedio de ve-
cinos de cada nodo de 2 214. El valor de centralizacién
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Tabla 1. Valores de peso de los pares de interacciones fisicas de
proteinas codificadas por genes asociados con obesidad, em-
pleando la interfase GeneMANIA.

Gen 1 Gen 2 Peso
IL6R IL6 2,9269
NRF1 BDNF 2,5247
HLCS ACACB 2,4329
CACNATH KCNMA1 2,4048
APOC2 LPL 2,1458
KIAAO319 SH2B1 2,0400
IGFBP5 IGF1 1,7970
USP36 SOD2 1,641
ATRNLT MC4R 1,6413
ADIPOR2 ADIPOQ 1,6288

NTM NEGRT 1,4676
NOSTRIN NOS3 1,4672

PPRC1 NRF1 1,4633
KDR VEGFA 1,4621

OSBPL5 NPC1 1,4303
IRAK IRAK3 1,4267

LSAMP NEGRT 1,3994

LSAMP NTM 1,3994
HK3 LEP 1,38236581
LCN2 MMP9 1,3542

de la red fue significantemente alto: 0,52, lo que indica
que la red, en su mayoria, estd centrada en uno de los
nodos. En este caso, el gen nodal es NRF1, como se
muestra en la tabla 2.
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Figura 2. Numero de interacciones proteicas encontradas de las proteinas asociadas con obesidad evaluadas en este estudio, ob-
tenidas a partir de las bases de datos de BIOGrid y PINA2. La proteina NRF1 present6 la mayor cantidad de interacciones (908).

Tabla 2. Datos topoldgicos de la red construida con Cytoscape
3.2, tomando como base los valores de expresion de 37 genes
asociados con obesidad de células troncales de tejido adiposo
blanco de individuos con obesidad mérbida.

Parametros topoldgicos Valor
Coeficiente de agrupamiento 0,032
Componentes conectados 42
Didmetro de la red 8
Radio de la red 1
Centralizacion de la red 0,52
NUmero promedio de vecinos 2,214
NUmero de nodos 1744
Densidad de la red 0,001
Heterogeneidad de la red 10,165
Nodos aislados 0

En cuanto a las categorias ontolégicas (GO) extraidas
de la red se destacaron procesos biolégicos muy rela-
cionados con eventos patoldgicas ligados a la obesidad.
Entre estos cabe resaltar 1) el proceso metabdlico de li-
poproteinas, 2) el ciclo de los acidos tricarboxilicos, 3)
la activacion de las MAP-quinasas, 4) la cascada JNK y
5) la acumulacién de células T, como se muestra en la
tabla 3. El nimero de dinucleétidos CpG en la region
de 10Kpb de la zona upstream fue mucho mas alto, en
comparacién no solo con la zona 10 Kpb downstream
sino también con el resto de las zonas. El nimero de
secuencias Alu y de genes fue muy similar en todos los
genes analizados durante el paseo cromosémico realiza-

do (figura 3).

El ACP permitié reducir a 2 componentes los 37 genes
evaluados en ambos grupos. Se pudo establecer estadis-
ticamente que la contribucién de la varianza de los genes
asociados con obesidad en los dos componentes fue dife-
rente entre personas obesas y el grupo de control. En los
primeros, el componente 1 incluyé 21 genes, de los cua-
les ACACB, HMGR, IRAK3, ITH5, KDM2B, KEAP1,
MAF, NFR1 y C90rf116 fueron los que tuvieron mayo-
res valores de contribucion a la varianza. Lo anterior, en
contraste con el componente 2, que incluyé 11 genes de
los cuales IL6, IPO8, LEP, ADCY3, AGPTL4, BDNF,
FASN, FTO y KCMF1 presentaron mayores valores de
contribucién a la varianza total del componente. El gra-
fico biplot mostré que existen agrupaciones diferenciales

19




Echandia Carlos, Garcia Vallejo Felipe, Julio Montoya, Rodriguez Alejandra, Sanchez Adalberto, Satizabal José Maria

Tabla 3. Las veinte principales categorias ontolégicas extraidas de la red de obesidad y sus respectivos valores de p obtenidos con
la correccion por técnica de ajuste secuencial de Bonferroni. Los valores de p se obtuvieron ejecutando la aplicacion con el plugin

BiNGO de Cytoscape 3.2.

G.O0.-ID Descripcion valor p (Bonferroni)
43170 Proceso metabdlico de lipoproteinas 1,82E-25
44260 Ubiquitinizacién de proteinas 2,31E-25
48518 Regulacién positiva del proceso apoptético 2,99E-23
48519 Regulacién negativa de la actividad lipasa 1,24E-20
44237 Ciclo de los acidos tricarboxilicos 5,36E-20
48522 Senalizacion de la via apoptotica intrinseca 2,98E-19
9987 Regulacién negativa de la proliferacién de células T 6,86E-19
48523 Silenciamiento cromatinico dependiente de metilacion 8,39E-19
19222 Regulacién negativa de la actividad de la quinasa JUN 1,37E-18
60255 Activacion de la MAPK 5,82E-18
44238 Proceso metabdlico del colesterol 1,02E-17
9893 Regulacion positiva de la cascada JNK 1,93E-17
50789 Regulacién de la absorcion intestinal de colesterol 3,53E-17
51246 Regulacion negativa de la actividad de endopeptidasas 6,12E-17
31325 Regulacién positiva de la oxidacién de acidos grasos 6,54E-17
42221 Respuesta celular de lipopolisacaridos 5,13E-16
80090 Regulacion del proceso metabolico de lipoproteinas 5,82E-16
8152 Proceso catabolico de lipidos 9,27E-16
9892 Regulacién negativa de la gluconeogénesis 1,50E-15
65007 Homedstasis del colesterol 1,69E-15

de coexpresion entre personas obesas y las del grupo de
control. En personas obesas se observé un grupo confor-
mado por LEP, KCMF1, ITH55, FASN, MAF e IRAKS;
diferente al del grupo de control, que incluy6 a los genes
FTO, SCD, ADPQ), SHB e IPOS (figura 4).

En el Heat Map (mapa de calor), el anélisis de agrupacién
revel6 agrupaciones en dos diferentes bloques. El gen
IL6 se encontrd expresado diferencialmente, con mayor
expresion en personas obesas, en comparacion con el
grupo de control (figura 5). Es también de gran importan-
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cia resaltar los genes VEGFA, SOD2, SCD, KCNMA1 y
FTO, los cuales estan altamente expresados en personas
obesas. En general estos genes estan involucrados en
los procesos de angiogénesis, control del indice de masa
corporal (IMC) y metabolismo.

Discusion
La evidencia obtenida de los analisis desarrollados en

este trabajo permite asociar los genes IL6, NFR1, VE-
GFA, y FTO con la fisiopatologia de la obesidad. Un re-
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Figura 3. Paseo cromosomico realizado en una ventana de 100 Kpb, rodeando cada uno de los 37 genes evaluados, tanto corriente
arriba como corriente abajo. Se tomaron en cuenta secuencias repetidas Alu, islas CpG y genes, con pasos de 10 Kpb utilizando
informacion del Genome Browser de la UCSC y del Map Viewer del NCBI.
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Figura 4. Gréficos Biplot del andlisis de componentes principales para los grupos de obesidad y control, obtenidos con el programa
SPSSv220.
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Figura 5. Heat map realizado para los grupos control (A) y obe-
sidad (B) utilizando los z-score de valores de expresién obtenidos
del estudio de Ofiate y colaboradores (25), utilizando el software
Cytoscape 3.2.

sultado importante y que confirma hallazgos bioquimicos
previos fue la sobrexpresion del gen de IL6 en las célu-
las troncales, provenientes de individuos obesos, inclui-
dos en el andlisis. Este hallazgo permite su postulacién
como biomarcador potencial para un diagnéstico clinico
proteémico, debido a que su expresién fue estadistica-
mente significativa en las células troncales de tejido adi-
poso blanco de personas obesas. La mayor abundancia
de secuencias CpG y Alu, de 20-40 Kpb de la region
del genoma humano en la cual se localizan estos genes,
sugiere indirectamente la existencia de un posible meca-
nismo de regulacién epigenética por metilacion de las
CpG localizadas en los promotores de genes asociados
en personas obesas. También se sugiere que el mecanis-
mo de regulacién de los genes evaluados podria ser por
metilacion de las islas CpG ubicadas en sus promotores.
Previamente, se han reportado potenciales interacciones
entre el ambiente y mecanismos epigenéticos que regu-
lan la expresion de genes asociados con el incremento
del IMC y la obesidad.
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También se ha determinado una regulacién epigenética
en el gen FTO que codifica una ADN desmetilasa (34) y
en el gen MC4R. Dicha regulacién reduce la metilacién
a causa de la accién a largo plazo de una dieta alta en
grasas (35). Este efecto, en conjunto con la acetilacion
histénica mediada por el receptor gamma de prolifera-
cién de peroxisomas —PPARy (36)— sobre los genes
POMC (37) y LEP (38), remarcan la importancia de la
metilacion del ADN en los promotores de estos genes
que se caracterizan por una riqueza de islas CpG, los
cuales son potenciales blancos de metilacion mC5”.

Es importante mencionar las proteinas que resultaron
con mayor nimero de interacciones fisicas estan invo-
lucradas en diferentes procesos y vias metaboélicas, dife-
rencialmente reguladas. Una de ellas es el NRF1, pro-
teina implicada en el metabolismo de lipidos en el que
su sobreexpresion se relaciona con la imposibilidad de
ganar peso (39). De otra parte, el FASN, una enzima que
participa de procesos de lipogénesis y cuya expresiéon en
tejido adiposo estd relacionada con la acumulacién de
grasa visceral, incremento de la IL6, leptina y RBP4 cir-
culatoria, lo que sugiere un rol central de las rutas lipogé-
nicas en la relacién entre las consecuencias del exceso de
energia y el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2 (40).

Otra interacciéon importante fue la de VEGFA con su re-
ceptor VEFGR2 (KDR). Previamente se ha demostrado
que, durante la expansién de grasa en personas obesas,
la vascularizacién del tejido adiposo es insuficiente para
mantener la normoxia tisular, lo que genera una hipoxia
local que puede conllevar a una expresion alterada de
adipocinas, reclutamiento de macréfagos proinflamato-
rios y resistencia a la insulina, una de las patologias aso-
ciados con la obesidad (41).

El presente analisis confirmé la importancia del gen que
codifica para el IL6 y su interaccién con el ILR6. Ademas,
se determiné que el gen IL6 tuvo una mayor expresion
en tejido adiposo de personas obesas, en comparacién
con el tejido de las del grupo de control. Lo anterior lo
hace un potencial biomarcador de obesidad, que podria
estudiarse a futuro en personas con obesidad, incluyendo
un rango mas amplio de edades que permita determinar
si el IL6 se sobreexpresa incluso en la nifiez. En el es-
tudio de Sindhu y sus colaboradores (42), se demostrd
por medio de técnicas inmunohistoquimicas, RT-PCR y
microscopia confocal, que la obesidad es un modulador
positivo de la expresién de los genes IL6 e ILR6 en tejido
adiposo, lo cual podria ser un mecanismo que contribuya
a la induccién de inflamaciéon metabélica. Esta interleuki-
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na es secretada principalmente por adipocitos, especial-
mente del tejido adiposo visceral, de dos o tres veces mas
IL-6, en comparacién con el tejido adiposo subcutaneo
(43). En la obesidad, parece que el estado inflamatorio
se origina a partir de estas células, que son activadas por
macréfagos M1, los cuales, a su vez, producen citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6, lo que produce una
conexion entre obesidad, inflamacién y resistencia a la
insulina (44-45).

Se ha encontrado relaciéon del gen FTO con la predis-
posicién a la diabetes y se ha demostrado que modula
el IMC (46) v el apetito (47). Ademaés, los estudios rea-
lizados por Melhorn y sus colaboradores (48) y Cyrus
y sus colaboradores (49) reportaron que variantes en el
gen FTO aumentan el riesgo de obesidad debido a un
mal procesamiento del sistema nervioso, en cuanto a la
saciedad, lo que aumenta la ingesta de comida. Se ha
reportado que niveles bajos de FTO en ratones condu-
cen, entre otros efectos, a una reduccién significativa del
tejido adiposo y masa corporal baja. Por otro lado, el
gen NEGR1 codifica para una proteina miembro de la
superfamilia de inmunoglobulinas sobreexpresada en el
hipotalamo, donde parece que modula el nimero de si-
napsis en neuronas. En este sentido, nuestros resultados
aportan una evidencia fuerte de que el gen NEGR1 seria
buen candidato funcional en la obesidad, especialmente,
si se tiene en cuenta el origen neurolégico de esta enfer-

medad (50).

En nuestro estudio se determiné que las categorias GO
mas importantes se asociaron con procesos metabélicos
alterados en la obesidad. Es asi como el proceso meta-
bélico de lipoproteinas es esencial para la correcta meta-
bolizacién de grasas, colesterol y glicidos ingeridos (51),
cualquier alteracién en este proceso podria, junto con
otros factores, conllevar a la mala asimilacién y poste-
rior acumulacién de estos en el cuerpo v al desarrollo de
sobrepeso. Otra categoria GO importante fue los proce-
sos que ocurren en el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
conocido como embudo del metabolismo, en el que se
catabolizan, entre otros, acidos grasos para la correspon-
diente produccién de energia para la célula (52), ademas
de algunos intermediarios que se convierten en la base
de moléculas como la glucosa, acidos grasos y aminoa-
cidos no esenciales. De otra parte, la activaciéon de las
MAP-quinasas y la cascada JNK puede darse por el ex-
ceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), generadas,
a su vez, por la elevada acumulacién de lipidos (53, 54).

Comprender las complejas interacciones entre la alimen-
tacion v la salud es de gran importancia para promover
el desarrollo de intervenciones nutricionales mas eficien-
tes. que promuevan el bienestar y que puedan reducir
los factores de riesgo para enfermedades crénicas no
trasmisibles asociadas con la obesidad y que promueven
una la alteracién de la homedstasis metabélica. Los re-
sultados obtenidos validan la importancia de la aplicacién
de herramientas bioinformaticas para poder encontrar
evidencias sobre la expresion diferencial tejido especifica
y las interacciones funcionales que ocurren entre genes,
las cuales contribuyen a un estado metabdlico normal. La
simulacién computacional de resultados de experimentos
de micromatrices de ADN, consignados en distintas ba-
ses de datos y el empleo de plataformas émicas que se
emplearon en este trabajo, abren un nuevo camino para
abordar la obesidad como un evento de miiltiples causas
que genera alteraciones importantes en la expresion de
genes claves en el metabolismo energético y cuyo mane-
jo debe incluir nuevos enfoques desde las ciencias 6micas
y la bioinformatica.
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