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Resumen

La obesidad puede estar favorecida por la desregulaciéon en la expresion de genes que
participan en la homeostasis energética a nivel gastrointestinal. Los mecanismos

moleculares que participan en la expresion de estos genes requieren mayor investigacion.

Los estudios de obesidad en humanos presentan limitaciones metodologicas para los
ensayos in vivo, por lo cual, se ha reconocido a la rata zucker mutante para el gen receptor
de Leptina, como el modelo animal mejor conocido de obesidad genética y de eleccién
para el estudio de enfermedades metabdlicas, dado su fenotipo similar al de la obesidad
humana y una correspondencia del 90% en la secuencia de aminoacidos de su genoma

con el del humano.

De esta manera, el presente estudio permitié identificar nuevos genes involucrados en la
homeostasis energética, a partir del analisis del transcriptoma obtenido por metodologia
mRNA-seq, en muestras de mucosa gastrica y de ileon de ratas Zucker magras y obesas,
distribuidas en diferentes condiciones de alimentacion y seleccionar a uno de estos genes

como el “gen candidato” para estudiar.

Adicionalmente, se aplicé un abordaje traslacional de los resultados obtenidos en el
modelo animal, a un grupo de jovenes normopeso y obesos no diabéticos, evaluando en
ellos, el comportamiento de la proteina codificada por el “gen candidato” y su correlacion

con parametros relacionados con la obesidad.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan un aporte a la comprension
de los mecanismos fisiopatolégicos que podrian llevar a la obesidad tanto en el modelo
animal de rata Zucker como en humanos.

Palabras claves: obesidad, Angiopoyetina 4, células enteroendocrinas, homeostasis

energética, transcriptoma, secuenciacion mRNA-seq, Lipoprotein lipasa.



Abstract

Obesity may be favored by deregulation in the expression of the genes involved in energy
homeostasis at gastrointestinal level. The molecular mechanisms involved in the

expression of these genes are not completely defined and require further investigation.

Studies on obesity in humans have methodological limitations in in vivo tests. For this
reason, mutant zucker rats for Leptin receptor gene have been recognized as the best
known animal model of genetic obesity, and are the first choice in studies on metabolic
diseases, mainly due to the similarity between their phenotype and human obesity and a

90% correspondence in the amino acid sequence of their genome.

In consequence, this study allows identifying the genes involved in energy homeostasis,
based on the analysis of the transcriptome obtained by mRNA-seq methodology in samples
of gastric mucosa and ileum from lean and obese Zucker rats, which were distributed in

different feeding conditions.

Moreover, a translational approach of the results obtained in the animal model was applied
to a group of normal weight and non-diabetic obese young people, and the serum profiles
of the protein encoded by one of the genes identified in the transcriptome analysis of the

Zucker rat were evaluated.
The results obtained in this work contribute to the understanding of the physiopathological

mechanisms that may lead to obesity in both the Zucker rat animal model and humans.

Keywords: obesity, angiopoietin 4, enteroendocrine cells, energy homeostasis,
transcriptome, mRNA - seq sequencing, lipoprotein lipase.
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Introduccion General

La obesidad es una enfermedad cronica altamente prevalente . Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, para octubre del afio 2017, el 39% de los adultos presentaban
sobrepeso y el 13% avanzaron a obesidad 2. En Colombia, segun la ultima Encuesta
Nacional de Situacion Nutricional (ENSIN —2015), la prevalencia de sobrepeso en adultos
fue de 37,7% y de obesidad de 18,7% 3. Adicionalmente, la obesidad se relaciona con un
incremento significativo en la morbimortalidad de la poblacion y una carga econdémica
importante para los sistemas de salud en todo el mundo, por lo que ha sido considerada

como una prioridad en las actividades de salud publica e incentivando su investigacion *.

Por tanto, el desarrollo del presente trabajo se encuentra enmarcado en una de las
problematicas de alto impacto en el area de la salud y busca contribuir al conocimiento
todavia limitado, de las bases genéticas y moleculares que modulan su fisiopatologia,
como un paso previo importante en la busqueda de alternativas efectivas para su

tratamiento.

Por otra parte, la obesidad es un trastorno poligénico y multifactorial, favorecido por la
desregulacién en la expresién de genes que son importantes para el control del balance
energético y el peso corporal “°. Especificamente, a nivel de la mucosa géstrica y de ileon,
se han identificado la presencia de células enteroendocrinas (CEE) que expresan genes
cuyos perfiles transcripcionales determinan la secrecion de diferentes neuropéptidos
intestinales, cuyas sefales en el hipotalamo juegan un papel importante en el control del
apetito y la saciedad, la absorcion de nutrientes, el metabolismo de los lipidos y de la
glucosa ®7. Actualmente, los mecanismos moleculares que participan en la expresién de

estos genes no estan totalmente esclarecidos y requieren mayor investigacion.



Con base en lo anterior y teniendo en cuenta las limitaciones metodoldgicas para los
estudios in vivo en humanos, en el presente trabajo se empled el modelo animal de rata
Zucker magra y obesa, para identificar genes involucrados en la homeostasis energética a
nivel gastrointestinal. Estos genes fueron identificados mediante el analisis del

transcriptoma a nivel de la mucosa gastrica y de ileon en dicho modelo animal.

El estudio de dicho transcriptoma se realizd mediante la metodologia de mRNA-seq @ a
partir de las muestras de mucosa gastrica y de ileon obtenidas de las ratas Zucker magras
y obesas, las cuales fueron distribuidas bajo diferentes condiciones de alimentacion: ad
libitum, ayuno y realimentacion. A partir del analisis de dicho transcriptoma, se seleccion6
una lista de genes que cumplian con ciertos criterios de seleccién. Tras la revision en la
literatura de los genes seleccionados, se escogié uno de estos genes, el cual fue llamado
“gen candidato” y cuya expresion fue confirmada mediante técnica de PCR en tiempo real
y con el cual se continuaron los demas analisis. En el presente estudio, también se evalu6
el perfil sérico de la proteina codificada por dicho gen, mediante la técnica de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay o ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) y
se determind su localizacion en mucosa gastrica, de ileon y tejido adiposo, mediante

técnica de inmunohistoquimica.

De acuerdo a la revision de la literatura publicada hasta la fecha, este es el primer estudio
que utiliza el poder de la secuenciacion mRNA-seq para caracterizar el perfil
transcriptomico en dicho modelo experimental, lo que permitié estudiar nuevos genes y
vias involucradas en la fisiopatologia de la obesidad, los cuales podrian llegar a

representar potenciales blancos terapéuticos.

El objetivo general del presente trabajo fue identificar estos genes relevantes para la
homeostasis energética a nivel de la mucosa gastrica y de ileon en el modelo animal de
rata Zucker magra y obesa. Adicionalmente, mediante un abordaje traslacional de los
resultados obtenidos en el modelo animal de rata Zucker, hacia una cohorte de hombres

jévenes sanos hormopeso y obesos no diabéticos, se busca contribuir a la comprension



de algunos de los mecanismos fisiopatoldgicos que podrian llevar al desarrollo de la

obesidad humana.

Para el cumplimiento del objetivo general, se llevaron a cabo el desarrollo de los siguientes
objetivos especificos: 1) se analizé y describio el perfil del transcriptoma de la mucosa
gastrica y de ileon en ratas zucker magras y obesas expuestas a diferentes condiciones
de alimentacion: ad-libitum, ayuno y realimentacion, 2) se identificé un grupo de genes que
cumplieran con ciertos criterios de seleccion y se escogié al “gen candidato” para continuar
con los analisis del estudio, 3) se estudié en el modelo animal de rata Zucker magra y
obesa, el perfil sérico y la inmunolocalizacién en tejido adiposo y gastrointestinal, de la
proteina codificada por el “gen candidato”, 4) para el abordaje traslacional a humanos, se
evalué en la cohorte de jovenes sanos normopeso y de obesos no diabéticos, el perfil
sérico de la proteina codificada por el “gen candidato” identificado a partir del estudio en el
modelo animal y 5) en la cohorte de humanos, se correlacionaron los perfiles séricos de la
proteina seleccionada, con parametros clinicos, hormonales, bioquimicos vy

antropomeétricos relacionados con la obesidad .

La presentacion del presente trabajo se realizd con base en los dos componentes
metodolégicos empleados: en el capitulo 1 se presentan los resultados y la discusion
correspondientes al analisis y confirmacion del transcriptoma obtenido en el modelo animal
de ratas Zuckery en el capitulo 2, se presenta el estudio realizado en la cohorte de jovenes
sanos normopeso y obesos no diabéticos. El cumplimiento del objetivo general se
demuestra a lo largo del escrito y en las conclusiones finales y el cumplimiento de los

objetivos especificos, se describen en la metodologia y resultados de cada capitulo.



Capitulo 1

1. Introduccién capitulo 1: Estudio del
transcriptoma de rata Zucker magra y obesa

La homeostasis energética es el proceso mediante el cual un organismo mantiene el
equilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto de energia, garantizando que el peso corporal
se mantenga en un rango adecuado. Cuando esta respuesta adaptativa se pierde, se
produce una acumulacién excesiva de triglicéridos en el tejido adiposo generando la

adiposidad propia de la obesidad °.

Dentro de este sistema homeostatico, el tracto gastrointestinal juega un papel fundamental
% A nivel de la mucosa gastrica y del ileon, se ha identificado la presencia de células
enteroendocrinas, las cuales expresan genes que codifican para diferentes neuropéptidos,
los cuales ejercen un control sobre el apetito y la saciedad, la absorcion de nutrientes y el
metabolismo de lipidos y glucosa. Dichos neuropéptidos se secretan en funcion del estado
de ayuno o de alimentacién del organismo, por ejemplo, a nivel de la mucosa gastrica se
secreta Ghrelin, que constituye la unica hormona con efecto orexigénico de origen
intestinal conocida, mientras que en el ileon, se han identificado las mayores
concentraciones de el Peptido YY (PYY), el cual ejerce un potente efecto anorexigénico,
al inhibir la secrecidn del Neuropéptido Y en el hipotalamo y juega un papel importante en
la generacion del estado de saciedad "', También a nivel del ileon se secreta el Peptido
Similar al Glucagon — 1 (GLP-1), conocido como un potente factor incretinico (al estimular
la secrecién de insulina por las células beta del pancreas), que disminuye la ingesta de

alimentos, aumenta la saciedad y disminuye los niveles de glicemia postprandial &3,



Adicionalmente, a nivel del ileon, se ha reconocido un mecanismo denominado “freno ileal”,
el cual consiste en que cuando los nutrientes entran en contacto con la mucosa del ileon,
se produce una mayor inhibicién del vaciamiento gastrico y del transito intestinal, que
cuando los nutrientes entran en contacto con otro segmento intestinal, aumentando
significativamente el estado de saciedad y con potentes efectos anorexigénicos. GLP-1y
PYY, secretado principalmente por el ileon, son considerados los péptidos mediadores

para la activacion del freno ileal ®°.

Se ha planteado que las alteraciones en los perfiles transcripcionales de los genes
expresados por las células enteroendocrinas, afectan los patrones de secrecion de los
péptidos gastrointestinales que participan en el mantenimiento del balance energético

corporal, contribuyendo de esta manera con la fisiopatologia de la obesidad °.

El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de una célula, tejido u organismo y
refleja la expresion y regulacion de los genes en una condicion fisioldgica o patoldgica
determinada 8. El analisis del transcriptoma obtenido a partir de las muestras de mucosa
gastrica y de ileon procedentes de las ratas Zucker magras y obesas, durante diferentes
estados nutricionales, ad libitum, ayuno y realimentacion, permite identificar genes
relevantes, cuyos perfiles transcripcionales reflejarian su participacion en vias moleculares
involucradas en la regulacién del balance energético corporal. Esto podria contribuir a
mejorar la comprension de los mecanismos moleculares que participan en el desarrollo de
la obesidad y al posible disefio de terapias dirigidas a estos mecanismos, que sean

efectivas para su tratamiento.

Es una fortaleza para el presente estudio, que el transcriptoma analizado fuera obtenido
mediante tecnologia de RNA-seq, ya que permite que todo el transcriptoma sea estudiado
de forma cuantitativa y con una mediciéon mas precisa de los niveles de expresién que otros
métodos. Ademas, permite identificar nuevos transcritos y evaluar la dinamica del
transcriptoma en los diferentes tejidos y condiciones experimentales con muy alto

8,16

rendimiento La mayoria de los estudios en obesidad que han utilizado esta

metodologia, se han centrado en el tejido adiposo. Asi, el presente trabajo, de manera



novedosa utiliza la secuenciacion por metodologia de mRNA-seq, para caracterizar el

transcriptoma a nivel gastrointestinal en el modelo experimental antes descrito.

Los modelos de animales genéticamente modificados y con fenotipo magro y de obesidad,

d "'®  El modelo animal de rata

han sido los mas empleados en el estudio de la obesida
ofrece algunas ventajas, como la facilidad de reproduccién y mantenimiento, la posibilidad
de controlar sus factores ambientales, el acceso a diferentes tejidos diana que no son
facilmente obtenidos en los seres humanos y que permite un analisis fenotipifico mas
detallado y una fisiologia mejor entendida y similar a la de los humanos. Adicionalmente,
otra gran ventaja es la disponibilidad de la secuencia completa de su genoma y de cepas

genéticamente identificadas y definidas *%.

Las ratas Zucker obesas son el modelo animal mejor conocido de obesidad genética y se
caracterizan por presentar una mutacion recesiva en el gen del receptor de la leptina (lepr),
que en estado de homocigosis, determina el desarrollo de obesidad '. La leptina es una
hormona producida por el tejido adiposo e importante en la regulacion central del balance
energético corporal. Esta hormona, se libera al torrente sanguineo en proporcion a la
cantidad de lipidos almacenados en el tejido adiposo y se une al receptor de leptina que
se encuentra en el hipotdlamo, inhibiendo la produccion del peptido orexigenico
Neuropepttido Y (NPY) y estimulando la produccion del peptido anorexigénico
Propiomelanocortina (POMC). De esta manera, la via de sefalizacion de leptina participa
en el mantenimiento de la homeostasis energética, al promover un estado de saciedad que

disminuye la ingesta de alimentos e incrementa el gasto energético corporal %2,

Las ratas Zucker presentan una alteracién en la via de sefalizacion de leptina que conlleva
a la desregulacion de los neuropeptidos orexigénicos y anorexigénicos a nivel cerebral y
posterior desarrollo de la obesidad ?*. El fenotipo obeso en estos animales, se presenta
a una edad temprana entre la tercera y la quinta semana de vida, esta asociado a
hiperfagia, alteracion de la termogénesis e hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos. Asi

mismo, se encuentra asociado con diferentes anormalidades endocrinolégicas que



reproduce estrechamente la progresion de la enfermedad observada en humanos y que

se describiran posteriormente en este documento 2'2°,

El modelo experimental de ratas magras y obesas bajo diferentes condiciones de
alimentacion utilizado en el presente trabajo, retoma uno de los modelos estandarizados
para el estudio de la regulacion de la homeostasis energética, ya que imita el
comportamiento fisiol6gico demostrado durante el estado de ayuno y alimentacion en

humanos delgados y obesos %7,

Los roedores magros, tienen reservas bajas de grasa y son ideales para estudiar los
cambios rapidos que se dan en respuesta a la inanicion y la restriccién cal6rica; mientras
que los roedores obesos, debido a los mayores depdsitos de grasa, pueden sobrevivir
periodos prolongados de ayuno antes de recurrir a otras fuentes de energia diferentes a
los lipidos, siendo ideales para estudiar el ayuno a largo plazo y los mecanismos

fisiopatolégicos que promueven el exceso de adiposidad 22°.

En condiciones de alimentacion normal (ad libitum), la utilizacion de energia cambia poco
y ocurre tanto el almacenamiento como la movilizacion de la grasa; mientras que durante
el ayuno y la realimentacion, la utilizacion de la energia cambia mucho y de forma aguda,
induciendo cambios drasticos en el metabolismo que le permitan mantener la homeostasis

energética®.

En condiciones de ayuno, la disminucién en los niveles de insulina, favorecen la lipolisis
del tejido adiposo, y con esto, la liberacion de acidos grasos libres a la sangre y su
movilizacion hacia otros tejidos, para ser utilizados como combustible energético. Esto
requiere un incremento en la expresion de genes implicados en la lipolisis y la beta
oxidacion de los acidos grasos durante el ayuno. Ademas, se presenta una disminucién
de la lipogénesis en el tejido adiposo secundario a cambios en los principales factores de
transcripcion lipogénicos *'. En el modelo experimental utilizado en el presente estudio,

las ratas se sometieron a un estado de ayuno durante 36 horas, el cual es suficiente para



garantizar que el perfil transcriptomico evaluado, reflejara las condiciones de ayuno real,

sin que se llegara a un estado catabdlico del animal 032,

Durante la realimentacién, se han documentado cambios en la transcripcién génica que
incrementa los niveles de insulina. El efecto anti-lipolitico de la insulina, altera la
movilizacion de los lipidos a la sangre. La insulina promueve la lipogénesis y el
almacenamiento de acidos grasos en el tejido adiposo, para reponer las reservas de grasa
utilizadas durante el ayuno 3. Esto favorece un aumento rapido en el peso y la grasa
corporal, volviendo a la normalidad después de recuperar el tamafo y el contenido de
adipocitos disminuido durante el ayuno y que determina la secrecion de varias
adipocitoquinas, las cuales participan en la regulacion central del apetito y la saciedad ?"%.
El estudio de la realimentacion refleja la fisiologia de la ingesta de alimentos que da unas
sefales de saciedad y el papel potencial de la regulacién postalimentacion en la

obesidad*.

De esta manera, este modelo permite comprender los efectos de la disponibilidad de
alimentos en la dinamica transcriptomica de la mucosa gastrica y del ileon, en los patrones
fisiologicos de alimentacion que mantienen la homeostasis energética en las ratas Zucker
magras y cuya alteracion durante la respuesta a las condiciones de ayuno/alimentacion en
las ratas Zucker obesas, permite identificar factores y posibles vias biolégicas que pueden

contribuir a la fisiopatologia de la obesidad.

2. Materiales y Métodos

El disefio general del presente estudio se basé en dos componentes metodoldgicos: el
primer componente se expone a continuacion en este primer capitulo, donde se
identificaron genes involucrados en la homeostasis energética en un modelo animal de
ratas Zucker magras y obesas expuestas a diferentes condiciones de alimentacién, ad
libitum, ayuno y realimentaciéon y posteriormente se evaluaron los perfiles séricos y la

inmunolocalizacion en el tejido adiposo, gastrico e ileon, de la proteina codificada por uno



de los genes seleccionados del analisis de mMRNA-Seq en el modelo animal. El segundo
componente consiste en el enfoque traslacional a humanos de los resultados obtenidos en

el modelo animal de rata Zucker y se expone en el capitulo 2.

2.1 Animales y tejidos

Los experimentos en animales siguieron los principios y procedimientos descritos en la
guia del National institute of Health (NIH) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.
El protocolo fue aprobado por el Comité de ética en investigacion animal de la Universidad

Nacional de Colombia 3°.

Se emplearon ratas machos Zucker magras y obesas adquiridas de la compaiia Charles
River Laboratories International, Inc, las cuales fueron pareadas por edad (5 semanas) en
grupos de 10 ratas y alojadas en el microaislador “Flexible Front Glovebox”, bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad, ciclo de luz dia/noche, alimento
(5001 - Laboratory Rodent Diet) y agua ad libitum y controlando su peso corporal cada
tercer dia. Los datos antropométricos de las ratas Zucker utilizadas, mostraron que las
ratas obesas ganaron significativamente mas peso que las ratas magras, principalmente a
partir de las 7 semanas de vida, como ha sido reportado en otros estudios con este animal

(anexo A).

A las 10 semanas de vida, las ratas fueron distribuidas en tres condiciones experimentales:
1) ratas Zucker magras (n=10) y obesas (n=10) alimentadas ad — libitum, 2) ratas Zucker
magras (n=10) y obesas (n=10) sometidas a ayuno de 36 horas y 3) ratas Zucker magras
(n=10) y obesas (n=10) sometidas a ayuno de 36 horas y luego realimentadas durante 15
minutos. Posteriormente se les practicd eutanasia por dislocacion cervical, previa
aplicacion intraperitoneal de Ketamina (60 mg/kg) y Acepromacina (0,1 mg/kg) a cada
grupo de ratas y se tomaron muestras de sangre troncal, las cuales fueron almacenadas

a -80°C para los analisis bioquimicos y hormonales. Se obtuvieron muestras de mucosa
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tanto gastrica como de ileon, las cuales se congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente

y se almacenaron a -80°C hasta los analisis moleculares.

2.2 Extraccidn, purificacién y secuenciacion de ARNm

Los tejidos fueron almacenados en reactivoTrizol y el RNA total se extrajo usando el kit
PureLink ® RNA mini kit - Life Technologies. La cantidad de RNA se determiné usando el
kit Qubit ® Fluorometric Quantitiation - Life Technologies - Invitrogen y se verificd su
integridad por electroforesis. Se prepararon pooles y réplicas bioldgicas con cantidades
equivalentes de RNA total de 5 ratas por cada condicion de alimentacion. A partir de estos
pooles, se construyeron librerias de cDNA, las cuales fueron amplificadas y sometidas a
control de calidad y validaciéon. Los clusters aptos para el analisis, fueron secuenciados
por metodologia de mRNA-Seq utilizando el secuenciador Illlumina HiSeq 2500 y con

duplicado técnico por cada lectura.

Los datos provenientes del proceso de secuenciamiento fueron procesados usando la
plataforma web Galaxy a través de dos herramientas: FastQC-ReadQC para realizar el
control de calidad a los datos crudos y posteriormente Tophat-BOWTIE para alinear las
lecturas secuenciadas con el genoma de Rattus Norvegicus *. En este punto, se genero
una tabla de cuentas de “lecturas por kilobase de transcritos por millén de lecturas”

secuenciadas (RPKM), a partir de la cual se inici6 el analisis del transcriptoma.

2.3 Procesamiento de las lecturas provenientes de la

secuenciaciéon mediante mRNA-seq

2.3.1 Analisis de expresion génica diferencial

El analisis de calidad de los datos obtenidos del secuenciamiento con la herramienta
FastQC-Read, habian indicado la calidad de secuenciacion de las muestras (anexo B), lo

que permitio iniciar el analisis del transcriptoma. Las cuentas de los genes detectados tras
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el alineamiento de las secuencias de ARNm al genoma de referencia de Rattus norvegicus
estaban reportadas como valores RPKM (Reads per kilobase of transcript per million
reads), a partir de las cuales se iniciaron los analisis de expresion génica diferencial. De
los registros obtenidos, se tuvieron en cuenta solamente los registros que tuvieran un
minimo de 50 lecturas, para determinar los perfiles de expresion génica diferencial. Se
contrastaron los registros obtenidos de los diferentes estados metabdlicos (magro y obeso)
durante las diferentes condiciones de alimentacion (ad libitum, ayuno y realimentacion) en
los grupos de ratas Zucker. Este analisis se realizd de manera independiente para la
mucosa gastrica y de ileon. De esta manera, se identific6 un subgrupo de genes

diferencialmente expresados, segun un fold change >1.8.

2.3.2 Analisis de Componentes Principales

Los valores de RPKM de los genes diferencialmente expresados, fueron transformados en
log2 y sumarizados mediante analisis de componentes principales (ACP) utilizando el
programa Excel Xlstat, con el propdsito de contrastar los perfiles de expresion génica entre
los diferentes tejidos sometidos a las mismas condiciones de alimentacion y discriminar las

diferentes condiciones estudiadas a partir de los perfiles de expresién obtenidos.

2.3.3 Analisis de Enriquecimiento Funcional

Para identificar los genes con funcion bioldgica relevante para los objetivos del estudio, se
empled un analisis de enriquecimiento funcional usando términos ontoldgicos (GO)
relacionados con el balance energético y se identificaron los grupos de genes con los

valores de enriquecimiento mas significativos (p<0.05) .

2.3.4 Agrupacioén Jerarquica

Con el subgrupo de genes diferencialmente expresados, se realizO6 de manera

independiente para la mucosa gastrica y de ileon, un agrupamiento jerarquico basado en
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los patrones de expresion, empleando el algoritmo Self Organizing Maps (SOM) y la
herramienta Open Source Multiexperiment Viewer, con el fin de determinar grupos de
genes con tendencias similares en los perfiles de expresion durante las diferentes

condiciones analizadas en cada tejido %%,

2.4 Seleccion de genes relevantes para el estudio

Los andlisis descritos previamente, permitieron hacer una seleccion preliminar de genes,
con los cuales se realiz6 un alineamiento apareado con el genoma de referencia de Rattus
norvegicus. Se seleccionaron solamente los genes con secuencias de aminoacidos
confirmadas (nomenclatura NP) y se establecié el porcentaje de identidad en secuencias
de aminodacidos entre las especies Rattus norvegicus y Homo sapiens. Para este analisis
se usaron las herramientas BLASTp y HomoloGene disponible en la pagina del NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene.

La seleccion final de genes se hizo teniendo en cuenta los siguientes criterios: 1) que los
genes tuvieran perfiles de expresion diferencial de interés para los objetivos del estudio, 2)
que tuvieran una funcion bioldgica relacionada con el balance energético, 3) que
presentaran un porcentaje de identidad > 75% en la secuencias de aminoacidos entre las
especies de Rattus norvegicus y Homo sapiens y 4) que la proteina codificada por estos

genes fuera secretable y medible en suero por inmunoensayo.

Los genes seleccionados del analisis de mRNA-seq, fueron validados con la literatura
cientifica con el fin de identificar aquellos genes que pudieran tener una funcion relevante
en la homeostasis energética y cuya desregulacion pudiera contribuir con la fisiopatologia
de la obesidad, pero principalmente, que hubieran sido recientemente descritos y cuya
investigacion pudiera contribuir a su conocimiento y representar un aporte novedoso a la
literatura. Tras esta validacion, se escogid el “gen candidato” para continuar con los
estudios. Los perfiles de expresion diferencial del gen escogido como candidato fueron

confirmados por RT-PCR.
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2.5 Confirmacion mediante RT-PCR

Con el proposito de verificar los perfiles de expresion diferencial observados previamente,
se procedid a analizar los niveles de expresion a nivel de ARNm del gen escogido como
“candidato” mediante PCR en tiempo real. Las muestras de mucosa gastrica y de ileon
congeladas y almacenadas a -80°C, fueron embebidas en reactivo Trizol (1mL/100mg de
tejido -Trizol® Invitrogen) y homogenizadas (microhomogenizador de tejidos PRO2000®),
luego se extrajo 1,5 ug de RNA total (kit PureLink® RNA mini kit — Life Technologies), el
cual se cuantificé por fluorescencia (kit Quibit®, Life Technologies, Invitrogen) y se verifico
su integridad por electroforesis. La retrotrasncripcion se realizé con el kit Super Script IlI
de Invitrogen y el Termociclador Thermal Cycle 1000C BIORAD, en las siguientes
condiciones de ciclado: 37°C por 40 min, 42°C por 15 min, 96°C por 1 min y 4°C por 5 min.
El cDNA obtenido se utilizé como templete para realizar la RT-PCR (Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real - CA, USA). Para confirmar la expresion del gen escogido como
“candidato”, se emplearon primer y sondas especificos de rata (sonda Taq Man Gene
Expression, Thermo Fisher Scientific) y HPRT fue usado como gen housekeeping para el
control interno (sonda # 95 para HPRT, Roche Diagnostics Gmbh Mannheim, Germany).
Las condiciones de ciclado para la PCR fueron de 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg y
72°C por 1 min durante 35 ciclos. Los tamanos de los productos fueron confirmados por
electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio
(Gel Doc 1000 Documentacion System de Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA). Los
datos informados en la PCR en tiempo real fueron normalizados y las expresiones génicas

relativas de los genes seleccionados fueron calculadas usando el método 2-AACt .

2.6 Determinacién de los perfiles séricos proteicos

Mediante metodologia de ELISA se evaluaron los perfiles séricos de la proteina codificada
por el gen seleccionado como “candidato”, tras su validacion por RT-PCR. Se emplearon
sueros obtenidos de los diferentes grupos de experimentacion en el modelo animal de ratas

Zucker magra y obesa, que habian sido almacenadas a -80°C. Se utilizaron kits de ELISA
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comercialmente disponibles y especificos para cada especie [Rat Angiopoietin-related
protein 4 (Angptl4) ELISA kit-CUSABIO y Human Angiopoietin- like 4 ELISA kit-Thermo
Fisher Scientific Inc]. Los ensayos se realizaron por duplicado y los resultados se

expresaron de acuerdo a la curva estandar en pg/mL.

2.7 Inmunohistoquimica

A partir de muestras de mucosa gastrica, mucosa de ileon y tejido adiposo, procedentes
de las ratas Zucker delgadas y obesas, fijados en bloques de formalina tamponada neutra
al 10% y embebidos en parafina, se determiné la inmunoreactividad del Anticuerpo
policlonal de rata Anti-Angiopoietin-like 4 antibody (ab115798) *!. Todos los ensayos se
realizaron en el mismo corrido y se utilizaron como controles internos, las células dentro

del mismo tejido que no mostraban marcacion al anticuerpo.

2.8 Analisis Estadistico

Los datos provenientes de mRNA-Seq y RT-PCR, se analizaron usando el software R
(version 3.1.1). La comparacion entre los grupos para el estudio de expresion génica se
realizé con ANOVA de una y dos vias, seguido de la prueba de Tukey post hoc. Para los
otros ensayos, los valores se expresaron como la media de la desviacion estandar o
mediana (rango intercuartilico), para variables no distribuidas normalmente. Todas las
variables se probaron para la normalidad de la distribucion. Se usé la prueba exacta de
Fisher, t-test (valor t) para muestras independientes y ANOVA, para detectar la diferencia
entre dos medias aritméticas. Los valores estadisticos son presentados como *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001. La significancia estadistica fue asumida con un p<0.05.
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3. Resultados en el modelo animal

3.1 Caracterizacion del transcriptoma obtenido

Inicialmente la base de datos obtenida del analisis del transcriptoma, estuvo compuesta
por 39.595 registros. Tras una primera depuracion de los datos, se seleccionaron solo los
registros con mas de 50 lecturas, tras lo cual, se identificaron 11.449 registros provenientes
de mucosa gastrica y 11.667 registros de la mucosa de ileon. En el diagrama de Venn se
observan genes expresados de manera especifica para cada tejido, sin embargo, la
mayoria de los genes detectados muestran expresion comun entre la mucosa gastrica y

de ileon (figura 1).

A
1037 1255
Gastric lleal
mucosa mw

Figura 1: numero de genes expresados en la mucosa gastrica y de ileon de las ratas
Zucker magras y obesas. Diagrama de Venn que representa la distribucién del numero
de genes por cada tejido analizado y la superposicion entre ellos. Draw venn diagram
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/Flanders Interuniversity Institute for
Biotechnology (VIB).

3.2 Identificacion de genes relevantes para el estudio

3.2.1 Analisis de expresion génica diferencial

Tras los analisis de expresion génica diferencial a nivel de la mucosa gastrica y de ileon

usando el algoritmo DESseq, se identificé un subgrupo de 70 genes en la mucosa gastrica
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y otro subgrupo de 55 genes en la mucosa de ileon, con la mayor expresién diferencial
durante los diferentes estados metabdlicos (magro y obeso) y de alimentacion (ad libitum,
ayuno y realimentacion). Los perfiles de expresion ARNm diferencial de dichos genes
fueron ilustrados en los siguientes mapas de calor y de manera independiente para cada
tejido (figuras 2 A-D).
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Figuras 2A y 2B: mapas de calor que representan la expresion génica diferencial de
ARNmM en mucosa gastrica de las ratas Zucker. Se evidencian los perfiles de expresion
génica diferencial en muestras de mucosa gastrica (GM) por cada condiciéon de
alimentacion ad libitum (AL), ayuno (Fast) y realimentacion (Ref), para las ratas Zucker
magras (L) y obesas (F), figuras 2 A y B. El color verde representa los genes con baja
expresion y el color rojo los genes con expresion elevada. Los resultados se visualizaron
mediante el programa Multiexperiment Viewer.
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Figuras 2C y 2D: mapas de calor que representan la expresion génica diferencial de
ARNmM en mucosa de ileon de las ratas Zucker. Se evidencian los perfiles de expresion
génica diferencial en muestras de mucosa de ileon (IL) por cada condicién de alimentacion
ad libitum (AL), ayuno (Fast) y realimentacion (Ref), para las ratas Zucker magras (L) y
obesas (F), figuras 2 C y D. El color verde representa los genes con baja expresion y el
color rojo los genes con expresion elevada. Los resultados se visualizaron mediante el
programa Multiexperiment Viewer.

3.2.2 Analisis de Componentes Principales

Para evaluar el comportamiento de los perfiles de expresion ARNm en las ratas magras y
obesas, sometidas a las mismas condiciones experimentales, se realizé un Analisis de
Componentes Principales con los datos obtenidos del subgrupo de genes con mayor
expresion diferencial en cada tejido y condicion experimental. La disposicion de los datos
en este analisis, permitié evidenciar que en la mucosa gastrica los perfiles de expresion
fueron similares durante las diferentes condiciones de alimentacién, pero opuestos en

funcion del estado metabdlico magro u obeso (figura 3A). En la mucosa del ileon, el
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comportamiento de los datos fue similar para las ratas magras y obesas, pero las
variaciones se dieron en funcion a las condiciones experimentales de ad libitum, ayuno y

realimentacion (figura 3B).

Figura 3A Figura 3B
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Figuras 3 Ay B: Analisis de Componentes Principales. Los circulos de correlacion
correspondientes a mucosa gastrica (GM) en la figura 3A y de ileon en la figura 3B,
muestran los eigenvalores F1 y F2 que resumen el 99,96% y 99.30% la tendencia de los
datos respectivamente para cada tejido. Se evidencia la oposicidon entre los perfiles de
expresion observados en funcién a la condicién metabdlica magra (L) y obesa (F) en la
mucosa gastrica y en funcién a la condiciéon de alimentacién ad libitum (AL), ayuno (Fast)
y realimentacion (Ref) en la mucosa del ileon.

3.2.3 Analisis de Agrupamiento

Los patrones de expresion del subgrupo de genes diferencialmente expresados que
tuvieron un comportamiento similar, fueron agrupados jerarquicamente en 9 clusters para
la mucosa gastrica (figura 4A) y 9 clusters para la mucosa de ileon (figura 4B). Cada
cluster tenia diferente densidad génica, con patrones de expresion similares entre si, pero
diferentes del resto de los clusters, esto permitié revelar grupos de genes con respuestas
similares en diferentes condiciones metabdlicas y de alimentacién, que podrian llegar a

coexpresarse, regularse conjuntamente y participar en los mismos procesos biologicos.
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Figura 4A
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Figura 4 A y B: perfiles de expresion identificados por técnicas de agrupaciéon en
mucosa gastrica (figura 4A) y mucosa de ileon (figura 4B), representados en clusters
compuestos por subgrupos de genes que comparten el mismo patron de expresiéon entre
ellos, pero diferente con respecto al conjunto de datos analizados. En cada recuadro se
muestra el total de genes agrupados en cada cluster.

3.2.4 Analisis de Enriquecimiento Funcional

El analisis de enriquecimiento funcional permitié identificar grupos de genes con los
términos ontoldgicos mas significativamente representados (p<0.05), tanto para mucosa
gastrica como de ileon y cuyas funciones estuvieron asociadas con la sintesis y el
metabolismo de acidos grasos, las vias de sefalizacion hormonal, la generacion de

precursores metabdlicos y de energia, asi como los procesos de oxidoreduccion (Tablas 1
y 2).

Tabla 1: Términos Ontolégicos mas representativos de los clusters identificados en el total
de genes diferencialmente expresados de mucosa gastrica.

upload_1  upload_1
(over/unde (fold
r Enrichment)

upload_ upload_1 upload_1

CLUSTER GO Biological Process Complete (Pvallie)

1(2012) (expected)

fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase (G0:0033539) 8 85 + 9.46 3.19E-02
1 fatty acid beta-oxidation (GO:0006635) 26 423 + 6.15 7.71E-09
mitophagy (G0:0000422) 15 2.71 + 5.54 1.91E-03
ribosome assembly (GO:0042255) 10 1.15 + 8.69 3.86E-03
2 translation (G0:0006412) 58 7.08 + 8.19 4.81E-30
ribosomal large subunit biogenesis (G0:0042273) 10 1.23 + 8.14 6.94E-03
ATP synthesis coupled electron transport (GO:0042773) 26 5.38 + 4.83 1.36E-06
3 oxidative phosphorylation (GO:0006119) 28 6.09 + 4.60 8.26E-07
mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport (GO:0042775) 22 4.87 + 4.52 1.14E-04
positive regulation of protein localization to Cajal body (GO:1904871) 5 22 + 2312 3.41E-02
4 regulation of protein localization to Cajal body (GO:1904869) 5 22 + 2312 3.41E-02
3-UTR-mediated mRNA stabilization (G0:0070935) 6 .32 + 18.49 1.26E-02
cellular respiration (GO:0045333) 12 2.20 + 5.46 3.34E-02
5 oxidation-reduction process (GO:0055114) 41 14.94 + 2.74 9.40E-05
carbohydrate derivative metabolic process (GO:1901135) 37 14.36 + 2.58 2.44E-03
negative regulation of epidermal growth factor-activated receptor activity
. (GO:0007175) 7 61 + 11.56 3.61E-02
chaperone-mediated protein folding (G0:0061077) 17 3.25 + 523 6.48E-04
nucleosome assembly (GO:0006334) 21 4.57 + 4.60 1.74E-04
histone lysine demethylation (GO:0070076) 13 2.45 + 5.31 1.94E-02
8 histone demethylation (GO:0016577) 13 2.54 + 5.12 2.86E-02
intracellular steroid hormone receptor signaling pathway (G0:0030518) 18 4.53 + 3,97 1.43E-02
protein localization to chromosome, centromeric region (GO:0071459) 9 112 + 8.05 2.86E-02
antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |
9 (G0:0002474) 13 1.86 + 6.97 9.54E-04
antigen processing and presentation of peptide antigen (GO:0048002) 20 3.28 + 6.10 3.71E-06

Analisis realizado empleando la herramienta de enrriquecimiento funcional de Gene Ontology Consortium http://www.geneontology.org/ empleando los parametros por defecto
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Tabla 2: Términos Ontolégicos mas representativos de los clusters identificados en el total
de genes diferencialmente expresados de mucosa de ileon.

Rattus
norvegicus -  upload_1 upload_1 upload_1

upload_1
(fold
Enrichment)

upload_1 (P-

CLUSTER GO biological process complete REFLIST (4798) value)

(expected) (over/under)

secondary alcohol biosynthetic process (G0:1902653) + 2.81E-02
1 sterol biosynthetic process (G0:0016126) 38 24 767 + 313 1.88E-02
membrane docking (GO:0022406) 71 39 14.32 + 2.72 5.49E-04
2 single-organism metabolic process (G0:0044710) 2866 37 16.03 + 2.31 7.64E-03
cellular metabolic process (GO:0044237) 6649 62 37.19 + 167 3.81E-02
internal peptidyl-lysine acetylation (G0:0018393) 106 17 422 + 4.03 2.19E-02
3 peptidyl-lysine acetylation (GO:0018394) 108 17 4.30 + 3.96 2.80E-02
endosomal transport (G0:0016197) 206 27 8.19 + 3.29 1.44E-03
mitochondrial electron transport, cytochrome ¢ to oxygen (GO:0006123) 13 6 .39 + 15.37 3.62E-02
4 antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |
(GO:0002474) 25 9 75 + 11.99 1.07E-03
tricarboxylic acid cycle (GO:0006099) 29 9 87 + 10.34 3.65E-03
5 organic substance transport (G0:0071702) 1588 20 6.41 + 3.12 4.94E-02
Unclassified (UNCLASSIFIED) 7542 13 30.45 - A3 0.00E00
protein autophosphorylation (GO:0046777) 202 15 352 + 421 4.06E-02
6 regulation of cell size (GO:0008361) 346 20 6.02 + 3.32 4.56E-02
negative regulation of intracellular signal transduction (G0:1902532) 489 25 8.51 + 2.94 2.58E-02
ATP synthesis coupled electron transport (GO:0042773) 53 16 1.91 + 8.36 2.43E-06
7 mitochondrial translation (G0:0032543) 33 9 1.19 + 7.55 4.68E-02
oxidative phosphorylation (GO:0006119) 60 16 217 + 7.38 1.40E-05
protein localization to chromosome (G0:0034502) 51 24 6.98 + 344 3.68E-03
8 DNA duplex unwinding (G0:0032508) 46 21 6.29 + 3.34 3.05E-02
mitotic sister chromatid segregation (G0:0000070) 9% 41 12.86 + 3.19 3.11E-06
dendrite morphogenesis (G0:0048813) 63 15 3.01 + 4.98 6.96E-03
9 dendrite development (GO:0016358) 111 21 5.31 + 3.96 2.00E-03
hormone-mediated signaling pathway (G0:0009755) 140 22 6.69 + 3.29 2.14E-02

Tomados en conjunto, estos analisis permitieron hacer una nueva seleccion preliminar de
los genes Angptl4, Igfir, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3, teniendo en cuenta los criterios
de seleccion de genes previamente establecidos (perfiles de expresion génica diferencial
de interés para los objetivos del estudio, funcion bioldgica relacionada con el balance
energético, porcentaje de identidad = 75% en la secuencias de aminoacidos entre
especies de Rattus norvegicus y Homo sapiens y cuya proteina codificada fuera secretable

y medible en suero y tejido).

3.2.5 Genes Seleccionados y validados

A partir del analisis de mMRNA-Seq y teniendo en cuenta los criterios de seleccion de genes,
se procedio a validar en la literatura cientifica los genes seleccionados preliminarmente.
Esto permitié identificar al gen Angptl4, como un gen recientemente descrito en modelos

de humanos y roedores, con funciéon relevante en la homeostasis energética, cuya
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expresion cambia en respuesta a los diferentes estados de alimentacion y cuya
desregulacion se ha sugerido que puede estar involucrada en la fisiopatologia de la
obesidad “®%2. Adicionalmente, son escasos los reportes de su expresion a nivel intestinal,
lo cual permitiria contribuir a su conocimiento. Todo esto, aunado a una alta densidad
transcripcional y el perfil de expresion génica diferencial en las diferentes condiciones del

estudio, permitié su seleccion como “gen candidato” para continuar con los analisis.

3.3 Analisis de los perfiles de expresion por RT- PCR

La validacion de la expresion de Angptl4 por RT-PCR realizada de manera independiente
para la mucosa gastrica y del ileon, en el modelo animal de rata Zucker magra y obesa
sometidas a las mismas condiciones de alimentacion, permitié evidenciar que los perfiles
de expresidén de Angptl4 mostraron en general, un comportamiento muy semejante entre

la mucosa gastrica y del ileon (figuras 5 Ay B).

Los niveles de expresion de Angptl4 cambiaron significativamente durante los diferentes
estados de alimentacién tanto para las ratas magras como obesas (p<0.05). El patron de
expresion de Angptl4 entre las ratas magras y obesas durante los diferentes estados de
alimentacion fue opuesto: mientras que en las ratas magras, los niveles de expresion de
Angptl4 aumentan durante el ayuno y permanecen bajos durante el estado ad libitum, en
las ratas obesas, los niveles de expresion de Angptl4 permanecen bajos durante el ayuno
y no se regulan a la baja durante el estado de alimentacion (figuras 5 Ay B). Al comparar
los niveles de expresion entre los dos grupos, los niveles de Angptl4 en las ratas obesas
son menores durante el ayuno y mayores durante el estado alimentado, en comparacién

con los niveles de expresion de Angptl4 de las ratas magras (p<0.01) (figuras 6A y B).
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Figura 5A
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Figuras 5A: Niveles de expresion ARNm de Angpt/4 en mucosa de ileon de ratas Zucker,
segun su condicidon metabodlica. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresion
ARNm de Angptl4 en mucosa de ileon de las ratas Zucker, durante los diferentes estados de
alimentacion y discriminados por su condicion metabdlica magra (Lean) u obesa (Obese). El
significado estadistico esta indicado por p <0,05.
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Figura 5B
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Figuras 5 B: Niveles de expresion ARNm de Angpt/4 en mucosa gastrica de ratas Zucker,
segun su condicidon metabodlica. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresion
ARNmM de Angptl4 en mucosa gastrica de las ratas Zucker, durante los diferentes estados de
alimentacion y discriminados por su condicion metabdlica magra (Lean) u obesa (Obese). El
significado estadistico esta indicado por p <0,05.
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Figura 6A
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Figura 6A: Niveles de expresion ARNm de Angpt/4 en mucosa gastrica de ratas Zucker, segin
su condicion experimental. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresion ARNm
de Angptl4 en mucosa gastrica para las ratas Zucker magras (Lean) y obesas (Obese),
discriminadas segun los diferentes estados de alimentacion, ad libtum, ayuno (Fasted) y
realimentacion (Refed). El significado estadistico esta indicado por * p <0,05 y *** p <0,01.
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Figura 6B
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Figura 6B: Niveles de expresion ARNm de Angpt/4 en mucosa de ileon de ratas Zucker, segin
su condicion experimental. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresion ARNm
de Angptl4 en mucosa de lleon, para las ratas Zucker magras (Lean) y obesas (Obese)
discriminadas segun los diferentes estados de alimentacion, ad libtum, ayuno (Fasted) y
realimentacion (Refed). El significado estadistico esta indicado por * p <0,05 y *** p <0,01.
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3.4 Anadlisis de los perfiles séricos de la proteina

relacionada con Angiopoyetina 4

Al comparar los niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4, que
fueron cuantificados por metodologia de ELISA en el suero de las ratas Zucker magras y
obesas, se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(p<0.01). Los niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas
Zucker obesas, fueron significativamente mayores en comparacion con las ratas Zucker
magras durante todas las condiciones de alimentacion: ad Libitum, ayuno y realimentacion
(Figura 7A). Al evaluar los niveles de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4
durante los diferentes estados de alimentacion y de manera independiente para cada uno
de los grupos de ratas magras y obesas, se evidencio que los niveles séricos de la Proteina
Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas magras, mostraron cambios
estadisticamente significativos durante los estados de alimentacion ad libitum y ayuno
(p<0,05), mientras que en las ratas obesas, los niveles séricos de la Proteina Relacionada
con Angiopoyetina 4, no variaron significativamante durante los diferentes estados de

alimentacion (p>0.05), representados en la figura 7B.
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Figura 7A
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Figuras 7A: Niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas
Zucker magras y obesas durante los diferentes estados de alimentacion. Los diagramas de
Boxplots representan los niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4
durante los diferentes estados de alimentacion discriminados por su condicién metabolica magra
(Lean) u obesa (Obese). El significado estadistico esta indicado por * p <0,05y *** p <0,001.
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Figura 7B
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Figuras 7B: Niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas
Zucker magras y obesas durante los diferentes estados de alimentacion. Los diagramas de
Bloxplots representan los niveles séricos de la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4
discriminados por el modelo experimental de alimentacion (ad libitum, ayuno (Fasted) y
realimentacion (Refed), de manera independiente para las ratas magras (Lean) y obesas
(obese). El significado estadistico esta indicado por * p <0,05 y *** p <0,001.
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3.5 Analisis de Inmunoreactividad

El estudio de inmunohistoquimica para la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4 en
las muestras de la mucosa gastrica, mucosa de ileon y el tejido adiposo de las ratas Zucker
demostrd: una reaccion de inmunorreactividad moderada a intensa, muy especifica y bien
definida a nivel de la porcion profunda de la mucosa fungica del estbmago, predominando
en el citoplasma de las células principales. En la mucosa del ileon, la inmunoreactividad
observada demostré la marcacién citoplasmatica de la Proteina Relacionada con
Angiopoyetina 4 en todos los enterocitos, localizados tanto en la superficie de las
vellosidades como en el fondo de las criptas. Adicionalmente, a nivel de la mucosa de
ileon también se encontré inmunorreactividad para la Proteina Relacionada con
Angiopoyetina 4 en algunas de las células del infiltrado inflamatorio, principalmente en el
citoplasma de las células inflamatorias que estan dentro del epitelio. Finalmente, en el
tejido adiposo de las ratas Zucker evaluado, se evidencid una marcacion focal por
inmunoreactividad a nivel del endotelio de los vasos sanguineos, en algunas membranas

de los adipocitos y en algunas células del infiltrado inflamatorio como los mastocitos.
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Figura 8: Inmunohistoquimica de la Proteina Relacionada a Angiopoyetina 4. Estomago de
rata tefiido con hematoxilina-eosina (A) e inmunoreactividad para Angptl4 (B) observadas en 10X.
Se observa marcacion de la porcién profunda de la mucosa fundica donde predominan las células
principales (flecha). lleon de rata tefido con hematoxilina-eosina y observado en 20X (C) e
inmunoreactividad para Angptl4 en ileon observada en 10X (D) y 20X (E). Se aprecia marcacion en
enterocitos tanto de las vellosidades (flecha roja), como de las criptas (flecha negra); el estroma y
la tinica muscular son negativos (asterisco). Tejido adiposo de rata tefiido con hematoxilina-eosina
y observado en 10X (G) e inmunoreactividad de Angptl4 en tejido adiposo observado en 20X (H).
Se aprecia marcacion de membrana en adipocitos (flecha negra) y marcacién en endotelio de vasos

sanguineos (flecha roja)
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4. Discusion

Mediante el analisis del transcriptoma de la mucosa gastrica y del ileon, obtenido mediante
metodologia de mMRNA-seq en el modelo animal de ratas Zucker, se determinaron los
perfiles transcripcionales de dichos tejidos en diferentes condiciones metabdlicas (magra
y obesa) y en tres condiciones experimentales diferentes (ad Libitum, ayuno vy
realimentacion). El estudio del transcriptoma permitié el reconocimiento de algunos genes
expresados diferencialmente durante los diferentes estados metabdlicos y condiciones de
alimentacion (Igf1r, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3), los cuales no habian sido descritos
previamente a nivel gastrointestinal y que podrian tener una funcion relevante en la

regulacion del balance energético corporal.

Adicionalmente, los criterios de seleccién utilizados en el presente estudio y la validacion
en la literatura, permitieron identificar el gen de Angptl4 como el “gen candidato” para
continuar con los analisis. Esta seleccion como “gen candidato” se vio favorecida por su
alta densidad trasncripcional y el perfil de expresion génica diferencial observado en las
diferentes condiciones del estudio. Por otra parte, la descripcion de Angpt/4 en humanos
y en roedores es muy reciente, son escasos los reportes a nivel intestinal y se ha planteado
que su funcion puede ser relevante en el mantenimiento de la homeostasis energética

corporal, mientras su desregulacion, puede contribuir en la fisiopatologia de la obesidad
43,4442

El gen de Angptl4 ha sido identificado con diferentes nombres: Fasting-Induced Adipose
Factor  (FIAF), PPARgamma  Angiopoietin-Related (PGAR) vy Hepatic
Fibrinogen/Angiopoietin-Related Protein (HFARP) “°. En el genoma de la rata, Angpt/4 se
localiza en el cromosoma 7p13, tiene siete exones y se expresa principalmente en el tejido
adiposo y en un grado mucho menor en el higado, musculo esquelético e intestino “.
Angptl4 codifica para una proteina secretable de 406 aminoacidos, la cual se puede dividir
en distintas regiones: un péptido sefal N-terminal, una regién que contiene dos dominios

de espiral, una regién enlazadora y un gran dominio similar al fibrindgeno C-terminal 3.
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La Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4, puede presentar diferentes modificaciones
postraduccionales (glicosilacion, oligomerizacion y escision), las cuales se presentan de
manera especifica en los diferentes tejidos y generan diferentes isoformas, cada una con
funciones bioldgicas particulares “°. La Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4 de
longitud completa, es secretada por los adipocitos y las células endoteliales al torrente
sanguineo . A nivel de la matriz extracelular o en el plasma, la Proteina Relacionada
con Angiopoyetina 4, se somete a un procesamiento proteolitico por las Convertasas de
Proteinas (Pcs) generando un fragmento N-terminal y un fragmento C-terminal, ambos con
actividades biologicas diferentes, siendo la region N-terminal la responsable de su
participacion dentro del metabolismo de los lipidos, mientras que la region C-terminal esta
implicada en multiples procesos bioldgicos no metabdlicos como la diferenciacion celular,

la angiogénesis, la inflamacion, entre otros 34849,

La regulacién del metabolismo lipidico
por la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4, representa una funcién biologica
relevante en el mantenimiento de la homeostasis energética corporal como se describe a

continuacion.

Los acidos grasos constituyen una de las principales reservas energética del organismo,
son transportados en la sangre en forma de triglicéridos (TGC), unidos a las lipoproteinas
y almacenados en el tejido adiposo. Para que los acidos grasos sean almacenados y
utilizados como combustible energético, es necesario que la enzima Lipoproteina Lipasa
(LPL) hidrolice a las lipoproteinas ricas en TGC, permitiendo la liberacion de los acidos
grasos a la sangre. Estos acidos grasos libres (FFA) son almacenados nuevamente en
forma de TGC en el tejido adiposo para conservar los niveles de reserva energética del
organismo, pero ante un incremento en la demanda metabdlica o un balance energético
negativo, el tejido adiposo libera la energia almacenada en forma de acidos grasos
mediante la lipolisis por accion de las enzimas lipasas, las cuales a su vez, estan bajo
control de otras hormonas. Estos acidos grasos libres (FFA) en el plasma, son
redireccionados y utilizados como combustible energético en diferentes tejidos periféricos.
Un desajuste en la regulacion de la captacion y el uso de FFA por los tejidos subyacentes,
puede conducir a la pérdida de la homeostasis energética con la sobrecarga de lipidos

celulares, caracteristico en la obesidad *°.
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Se ha demostrado ampliamente que la Proteina Relacionada con Angiopoyetina 4, inhibe
la actividad de la enzima Lipoproteina Lipasa (LPL), bloqueando la hidrdlisis de las
lipoproteinas ricas en TGC y suprimiendo la liberacion y absorcién de los acidos grasos no
esterificados por los tejidos subyacentes. A través de este mecanismo, Angptl4 es un
componente central que regula el aclaramiento de los TGC plasmaticos, la absorcion de
los acidos grasos en el tejido adiposo y favorece el redireccionamiento de los acidos grasos
libres en la sangre, hacia otros tejidos periféricos como el musculo cardiaco y el musculo
esquelético, para ser utilizados como combustible energético en determinadas

circunstancias 4% 5152,

La distribucién adecuada de los acidos grasos en los diferentes tejidos y durante los
diferentes estados de alimentacion (cuando las necesidades energéticas del organismo
varian), constituye un evento importante para el metabolismo energético y la salud
metabdlica. Para esto, la participaciéon y regulacién en la expresion del gen Angptl4 es
fundamental. Los resultados del presente estudio muestran cambios significativos en los
niveles de expresion de Angptl4 en los diferentes estados de ayuno y alimentacion, lo cual
coincide con lo reportado previamente en la literatura, donde diferentes autores han
identificado reguladores transcripcionales claves de Angptl4 como los acidos grasos,
Receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) y algunas hormonas
principalmente la insulina, los cuales cambian durante los diferentes estados de ayuno y
alimentacién modulando rapidamente la expresion de ANGPTL4 %*5*. Se ha demostrado
ampliamente que los acidos grasos que se encuentran incrementados en el plasma
durante el ayuno activan los factores de transcripcion PPARs, los cuales se unen a la
region promotora del gen ANGPTL4 y estimulan su expresion, desempefiando un papel
importante en la respuesta metabdlica al ayuno®°%%*, Por el contrario, tras la alimentacién
se ha demostrado que los niveles séricos caracteristicamente elevados de insulina,

reprimen la expresion de ANGPTL4 por mecanismos aun desconocidos %7,

Por su parte, Cushing et al. y Kroupa et al., demostraron en ensayos con ratas silvestres y
mutantes para Angptl4, que la expresion de ANGPTL4 se induce de manera temprana
durante el ayuno en varios tejidos y con un nivel bajo de alimentos, es suficiente para

disminuirse en estado de alimentacion 8. Estos autores demostraron la importancia de
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aumentar la expresién de Angptl4 durante el ayuno para inhibir la actividad de LPL,
prevenir la hidrélisis de lipoproteinas ricas en TGC vy restringir la absorcién de acidos
grasos al tejido adiposo, quedando disponibles en sangre para ser redireccionados hacia
otros tejidos como el musculo cardiaco y esquelético para ser utilizados como combustible

57,68

energético Adicionalmente, Angptl4 ejerce un efecto lipolitico directo sobre el tejido

adiposo, favoreciendo la liberacion de acidos grasos libres al plasma y promoviendo el uso
de la grasa almacenada como combustible energético, disminuyendo la adiposidad %3
Sin embargo, la expresion de Angptl4 debia disminuir durante la alimentacioén, para permitir
la actividad de LPL y la absorcion de los acidos grasos, recuperando las reservas
energéticas en el tejido adiposo, que habian sido utilizadas durante el ayuno, garantizando
de esta manera, la adecuada compartimentalizacién de los lipidos corporales y evitando

la lipotoxicidad en los diferentes tejidos 6:°%€0,

Adicionalmente, una caracteristica particular del gen Angptl4 intestinal, es que su
expresion esta fuertemente regulada por la microbiota intestinal y sus metabolitos, los
cuales varian ampliamente segun el tipo de nutrientes y estado de alimentacion 562,
Estudios in vivo e in vitro con modelos de roedores, mostraron que la expresion de Angptl4
intestinal esta significativamente reprimida en ratones con una microbiota intestinal normal
en comparacion con los roedores libres de gérmenes °'. Sin embargo, la regulacion de la
expresion de Angptl4 depende del tipo de comunidad microbiana intestinal y sus
metabolitos microbianos especificos, algunos de los cuales disminuyen la actividad de
factores potenciadores de transcripcion especificos de Angptl4, disminuyendo su
expresion y secrecion por las células enteroendocrinas, con el fin de contribuir a la
regulacion sistémica del metabolismo y absorcién de acidos grasos por los diferentes
tejidos; mientras que otras comunidades de microorganismos y los acidos grasos

microbianos de cadena corta y larga aumentan la expresion de Angptl4 intestinal 456364,

El mecanismo regulador de Angptl4 durante la realimentacion tras un periodo de ayuno ha
sido menos descrito y no esta totalmente esclarecido. Varios autores que han estudiado
los efectos del ayuno y la realimentacion sobre la enzima LPL en tejido adiposo de rata,
han encontrado que la actividad de LPL estaba modulada por los cambios en el patron de

32,65

ingesta de alimentos . De esta manera, durante el ayuno a corto plazo, la actividad de
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LPL disminuye y se restablece tras 4 horas de realimentacion, mientras que cuando la
realimentacion se da tras un periodo de ayuno mas largo (>36 horas), como en el caso del
presente estudio, la actividad de LPL toma mas tiempo en recuperarse, favoreciendo la
persistencia de los acidos grasos libres en el plasma que venian elevados desde el ayuno

y que podrian favorecer la expresion de Angpt/4*.

Esto se explica porque durante un periodo de ayuno a corto plazo, la actividad de LPL es
inhibida a través de mecanismos postraduccionales que cambian su configuracién de
dimero activo a mondémero inactivo, permitiendo que tras la realimentacion, la LPL pueda
recuperar su actividad rapidamente para manejar y almacenar una carga de lipidos
ingerida, mientras que durante un periodo de ayuno prolongado, como el que se empled
en las ratas Zucker durante el presente estudio, los cambios de LPL se dieron a nivel
transcripcional y de sintesis, por tanto, la actividad de la LPL no se puede recuperar hasta

que los niveles de RNAm de LPL se restauren, lo cual ocurre muy lentamente 3267,

Dado que Angptl4 es la principal reguladora de la actividad de la LPL, los hallazgos antes
mencionados se correlacionan con el comportamiento evidenciado en los niveles de
expresion de Angptl4 durante el ayuno y la realimentacion en el modelo animal de rata
Zucker, en el cual los niveles de Angptl4 se deben incrementar durante el ayuno, para
inhibir la actividad de LPL mediante el cambio de su configuracion de dimero activo a
monomero inactivo. Durante la realimentacion, posterior a un periodo de ayuno
prolongado, los niveles de Angptl4 permanecen elevados, prolongando el estado de

inactividad de la enzima LPL durante el estado de realimentacion .

Por otra parte, es probable que la presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal, que
estimulan la liberacién de la lipasa pancreatica (LP) y aumentan la absorcién de los acidos
grasos por el enterocito, deba ser regulada de alguna manera, por tanto, el aumento de
los acidos grasos provenientes de los lipidos orales, inducen la expresion intestinal de
Angptl4, regulando la actividad de la LP y restringiendo la absorcion de los acidos grasos
para proteger al enterocito contra la sobrecarga de los lipidos al regular la absorcion

intestinal de los lipidos orales %. Un efecto protector de Angpt/4 a la lipotoxicidad, se ha



37

demostrado también en otros 6rganos y tejidos como el corazén y el musculo esquelético.
Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para comprender mejor el papel de

Angptl4 en la realimentacion .

En los resultados del presente estudio, el perfil de los niveles de expresion de Angptl4 en
las ratas magras, refleja el comportamiento fisiologico de Angptl4 demostrado en los
diferentes estudios in vivo e in vitro, realizados tanto en humanos como en roedores.
Durante el ayuno, los niveles de insulina son bajos, mientras los niveles plasmaticos de los
acidos grasos estan elevados, activando los PPARs y estimulando la expresién de
ANGPTL4 en los diferentes tejidos 2.

En el intestino la proteina codificada por el gen de Angptl4, en su mayoria es vertida a la
sangre, inhibiendo la actividad de la LPL en los tejidos distantes principalmente en el tejido
adiposo, con lo cual, se impide la absorcién local de los acidos grasos libres (FFA) y por
otro lado, se estimula la lipolisis del tejido adiposo, favoreciendo la liberacion de FFA al
plasma *. Mediante estos dos mecanismos, fisiologicamente se garantiza la provision
adecuada de los acidos grasos a los musculos cardiaco y esquelético durante el ayuno y
se promueve el uso de la grasa almacenada como combustible energético “**¢*°, Por otra
parte, durante el estado de alimentacion, los niveles de insulina se incrementan y los
niveles de los acidos grasos disminuyen por el efecto antilipolitico caracteristico de la
insulina sobre el tejido adiposo, disminuyendo la liberacion de los acidos grasos del tejido
adiposo a la sangre y prevaleciendo el efecto represor de la insulina sobre la expresion de
Angptl4; con lo cual se favorece el incremento de la actividad de la LPL, la hidrolisis de los
TGC y la absorcién de los acidos grasos al tejido adiposo, para reponer las reservas
energéticas utilizadas durante el ayuno y favorecer una adecuada compartimentalizacion

de la grasa corporal, evitando su acumulacion en los diferentes tejidos y la lipotoxicidad 3*
43,59

Por otra parte, durante el estado ad libitum, se favorece la colonizacion de la microbiota
intestinal, inhibiendo aun mas la expresion y actividad de Anglptl4 en el lumen intestinal,

permitiendo la actividad de la lipasa pancreatica y la absorcion de los lipidos orales, los
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cuales son transportados al plasma, donde la actividad de la LPL esta desinhibida y

contribuye a la absorcion de los 4cidos grasos al tejido adiposo %¢7°.

En este sentido, el perfil de los niveles de expresion de Angptl4 observado en las ratas
obesas en el presente estudio, también se correlaciona con lo reportado previamente en
la literatura, donde diferentes autores plantean que el “encendido y apagado” del gen
Angptl4 esta alterado en la obesidad y por tanto, la respuesta del sistema de LPL a los
cambios de ayuno y alimentacion, se encuentra atenuada en roedores y sujetos obesos
0.7 Kroupa et al. demostraron que la expresion de Angpt/4 en las ratas magras, era mayor
durante el ayuno y con menor actividad de LPL que en el estado de alimentacion; mientras
que en las ratas obesas, no hubo cambios estadisticamente significativos y con niveles de
glicemia e insulina mayores en comparacion con las ratas magras, sugiriendo un estado
de resistencia a la insulina en las ratas obesas, que podria explicar la desregulacion de la

expresion de Angpt/4 %%,

Tomados en conjunto, estos hallazgos han descrito que durante el ayuno en los
organismos obesos (probablemente por los niveles tipicamente elevados de algunas
hormonas como los glucocorticoides), la expresion de Angptl4 se encuentra disminuida, lo
cual favorece que la actividad de LPL permanezca activa durante el ayuno, permitiendo la
hidrdlisis de los TGC y la absorcién de los acidos grasos al tejido adiposo, promoviendo la
adiposidad . La hipertrofia e hiperplasia secundaria de los adipocitos, conlleva a un
estado proinflamatorio que altera la via de sefalizacién de la insulina, promoviendo un
estado de resistencia a la insulina. Este estado insulino resistente genera que durante la
alimentacion en las ratas obesas, la insulina no pueda regular a la baja la expresion de
Angptl4, permaneciendo elevada y manteniendo inhibida la actividad de la LPL durante la

alimentacion, alterando con ello la adecuada compartimentalizacion de la grasa 3344 %972,

Mientras que en los organismos magros hay un equilibrio entre las diferentes vias de
regulacion de la lipolisis, absorcion y distribucién de los acidos grasos, en los organismos
obesos las vias de sefalizacion endocrina (principalmente la via de sefalizacion de

insulina) y otras vias de sefalizacion inflamatorias y celulares estan alteradas, por lo cual
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se presenta una desregulaciéon en la lipolisis y se altera la capacidad de almacenar

adecuadamente los lipidos por los diferentes tejidos 3344 %972,

De otro lado, recientemente se demostré6 que la microbiota intestinal en humanos y
roedores obesos se encuentra alterada y por tanto, no se disminuye la actividad de los
factores potenciadores de transcripcion especificos de Angptl4 %7, favoreciéndose la
expresion intestinal de Angptl4 y su secrecion por las células enteroendocrinas durante la
alimentacion, lo que podria contribuir al deterioro en la respuesta del sistema de LPL
durante la alimentacién, ya que no se regula la lipolisis y se promueve el exceso de los
acidos grasos en plasma que impide el apagado de Angptl4 y favorece la resistencia a la

insulina .

El andlisis de los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en el modelo
animal, mostro diferencias significativas entre las ratas magras y obesas, con niveles
séricos incrementados de la proteina en las ratas obesas, lo cual puede ser explicado por
los niveles elevados de los acidos grasos y el estado de resistencia a la insulina
caracteristicos en la obesidad. Diferentes autores han demostrado que la expresion de
Angptl4 esta principalmente bajo control transcripcional sensible por los acidos grasos y
se podria esperar que en los organismos obesos, con niveles caracteristicamente elevados
de los acidos grasos, Angptl4 se sobreexpresara en los diferentes tejidos y su producto
proteico secretable al torrente sanguineo, tuviera mayores niveles séricos en las ratas

obesas 507475,

Por otra parte, el estado de resistencia a la insulina caracteristico en organismos obesos,
impide que la insulina inhiba la lipolisis del tejido adiposo, con generacién excesiva de
acidos grasos hacia el torrente sanguineo y por tanto prima el efecto estimulador de la
expresion de Angptl4 por los acidos grasos, sobre el efecto represor de la insulina sobre

la expresion de Angptl4.



40

Adicionalmente, los niveles de expresion de Angptl4 y los niveles séricos de la Proteina
Asociada a Angiopoyetina 4, pueden estar incrementados en los organismos obesos al
estar relacionados con la fisiopatologia de la obesidad por otros mecanismos no
metabdlicos, por ejemplo, se ha demostrado que Angptl4 es un factor proangiogénico
necesario para permitir la expansion del tejido adiposo; asi mismo, se ha documentado la
expresion incrementada de Angptl4 durante la diferenciacion adipositaria en estudios in

vitro 55,76,77,78.

Los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 para las ratas magras,
variaron significativamente entre los diferentes estados de alimentacion, ya que
fisiologicamente (como es lo esperado en las ratas magras), Angptl4 se regula segun los
diferentes estados nutricionales para asegurar una distribucién adecuada de acidos grasos
en los tejidos, evitando su acumulacion; mientras que los niveles séricos de la Proteina
Asociada a Angiopoyetina 4 en las ratas obesas, no variaron significativamente entre los
diferentes estados de alimentacion, posiblemente por que en las ratas obesas, la respuesta
de Angptl4 a los cambios de ayuno/alimentacion se encuentra atenuada %%,
Adicionalmente, los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en los
organismos obesos, pueden estar influenciados por los otros mecanismos no metabdlicos

que involucran a Angptl4 con la fisiopatologia de la obesidad.

Sin embargo, el comportamiento de los niveles séricos de la Proteina Asociada a
Angiopoyetina 4 en los diferentes estados de alimentacién tanto para las ratas magras
como obesas, no se correlaciond con los perfiles de expresion de Angptl4, lo cual esta en
consonancia con muchos estudios donde con frecuencia no se logra establecer dicha
correlacion. Por ejemplo, Kroupa et al. encontraron que los niveles séricos de la Proteina
Asociada a Angiopoyetina 4 son relativamente estables y cambian lentamente tras las
variaciones en los niveles de expresion de Angptl4, lo cual se explica por qué a pesar de
ser una proteina secretable, una cantidad significativa puede quedar retenida en la matriz
extracelular unida a los glicosaminoglicanos *4*°. Adicionalmente, la Proteina Asociada a
Angiopoyetina 4 puede ser diferencialmente procesada en los diferentes tejidos o incluso

en el mismo tejido, dependiendo de la expresion diferencial de las Proteinas Convertasas,
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por tanto, es posible detectar en la sangre tanto fragmentos N-terminal que cumplen la

4366 Asi mismo,

funcion metabdlica, como fragmentos C-terminal o la proteina completa
la expresion ubicua de Angptl4 y el caracter multifuncional de su proteina, hace que los
niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4, puedan estar influenciados por

muchos otros estimulos diferentes al estado metabdlico y de alimentacion **4°.

Por otra parte, actualmente se sabe poco sobre el sitio y la regulacion de la produccion de
Angptl4 en el intestino; sin embargo, los resultados de los analisis de inmunohistoquimica
realizados en los tejidos de las ratas Zucker, estuvieron en consonancia con lo reportado
hasta el momento en la literatura. En el presente estudio se demostré la
inmunolocalizacion de Angptl4 en la mucosa de ileon, con expresion citoplasmatica en
todos los enterocitos y a lo largo del eje cripta-vellosidad. Dichos hallazgos son similares
a lo reportado en los ensayos de Alex et al., quienes identificaron la presencia de celulas
positivas para Angptl4 a lo largo del intestino humano (prinicipalmente en el ileon) y con
caracteristicas de células enteroendocrinas. Las células con inmunorreactividad para
Angptl4, acumulan la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en granulos citoplasmaticos y
puede ser liberada a nivel local, inhibiendo la actividad de la lipasa pancreatica, o a nivel
del torrente sanguineo actuando como factor endocrino para inhibir la LPL en los tejidos

distantes, ya que la LPL se expresa muy débilmente en el intestino %8879,

Como ha sido previamente reportado, en el presente estudio se observd la
inmunolocalizacion de Angptl4 en la membrana de los adipocitos y en el endotelio vascular
del tejido adiposo donde Angptl4 ejerce principalmente su funcion metabdlica. En este
estudio se describe por primera vez la inmunolocalizacion de Angptl4 en la mucosa gastrica
de la rata Zucker, con marcacién de la porcion profunda de la mucosa fundica, donde

predominan las células principales.
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Capitulo 2

1. Introduccién segundo capitulo: Estudio

traslacional de rata a humanos

La obesidad en humanos es de naturaleza multifactorial, con la participacion de factores
genéticos, epigenéticos, metabdlicos, del comportamiento y ambientales que confluyen en
una alteracién en el balance energético®. Esta compleja etiologia, junto con las
limitaciones metodolégicas para los estudios in vivo en humanos, hacen que la

investigacion de la obesidad en humanos sea un reto 128182,

En este sentido, el estudio de la obesidad ha sido abordado desde diferentes puntos de
vista, tales como la investigacion basica de los mecanismos de control del balance
energeético, la participacion de la microbiota intestinal, los estudios de expresion diferencial
en diferentes tejidos relacionados con el control del peso corporal y estudios genéticos y

epigenéticos mediante aproximaciones traslacionales 8 98485

La investigacion traslacional es definida como el disefio metodolégico que permite
trasladar los descubrimientos cientificos que surgen del laboratorio, en aplicaciones
clinicas que facilitan la caracterizacion de los procesos de enfermedad, asi como la
generaciéon de nuevas hipotesis basadas en las observacidnes obtenidas en modelos de
animales y humanos *¢. Durante la ultima década, se ha definido que la investigacion
traslacional es una prioridad en salud y busca que el conocimiento cientifico obtenido, sea

util para la poblacion mediante la generacion de medidas mas efectivas para su manejo
87,88
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El modelo animal de rata Zucker magra y obesa es un modelo ideal para el estudio de las

enfermedades metabdlicas y el abordaje traslacional a humanos por las siguientes

razones:

Disponibilidad de cepas genéticamente identificadas y definidas para el desarrollo
de obesidad y de grupos control, lo que permite contribuir a la comprensién de los
mecanismos fisioldgicos y moleculares que mantienen el equilibrio energético y

cuya alteracion puede contribuir al desarrollo de la fisiopatologia de la obesidad
17,20, 89,90

Disponibilidad de la secuencia completa de su genoma y una correspondencia del
90% en la secuencia de aminoacidos de su genoma con el genoma humano #°"
%2 Adicionalmente, se ha determinado que la mayor parte de los genes humanos
conocidos y asociados a enfermedades complejas, tienen su equivalente en el

genoma de la rata 8 %',

Las ratas Zucker obesas, presentan un fenotipo muy similar al que caracteriza la
obesidad y el sindrome metabdlico humano: inicia en edades tempranas, cursa con
hiperfagia, disminucion del gasto energético y depésitos de lipidos principalmente
en el tejido adiposo blanco. Al igual que en los humanos, la ausencia en la sefal
de Leptina causa obesidad, produce una desregulacion de los péptidos
orexigénicos y mayores niveles circulantes de Leptina que en sus controles magros.
Como en el sindrome metabdlico en humanos, el perfil lipidico y de lipoproteinas
en plasma de estos animales también se encuentra alterado ?. Existen claras
diferencias entre los machos y las hembras obesas. Al igual que en los humanos,
las ratas Zucker obesas desarrollan hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos
principalmente en el tejido adiposo subcutaneo y presentan alteraciones
endocrinas, como la hiperleptinemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e

intolerancia a la glucosa 2'2278,



44

o Existe la posibilidad de acceder a algunos tejidos diana en las rata Zucker, a los
que no se puede acceder faciimente en los seres humanos para los estudios
genomicos y de la regulacion funcional de la enfermedad®.

e Lafisiologia de la rata es mejor entendida y similar a la de los humanos * %2,

¢ Facilidad para controlar sus factores de comportamiento alimentario y ambientales.

Recientemente se ha tenido una cantidad importante de informacion sobre los mecanismos
de control del apetito en modelo animal de rata, donde se han descrito mas de 30
hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores. Estudios traslacionales permitieron la
identificacion en humano de estos mismos factores, lo cual ha favorecido el avance en los

estudios farmacoldgicos para el tratamiento de la obesidad %94

Se ha demostrado que los péptidos sintetizados en el tracto gastrointestinal como GLP-1
(péptido-1 similar a glucagén), PYY (péptido tirosina-tirosina), CCK (colecistokinina) y
Ghrelina, asi como la hormona Leptina sintetizada en el tejido adiposo, modulan el apetito
tanto en humano como en animales y su desregulacion junto con la resistencia central a la

hormona leptina se han relacionado con la obesidad %°.

Al igual que en las ratas, en el humano, dichos péptidos son liberados por las células
enteroendocrinas en respuesta a la ingesta de alimentos en diferentes regiones del tracto
gastrointestinal incluyendo el estomago, el intestino delgado, el colon y el pancreas .
Estas células liberan moléculas que actuan en forma autocrina, paracrina y endocrina o
sobre neuronas entéricas y extraentéricas, activando sefiales vagales nerviosas aferentes
que inervan regiones del sistema nervioso central, involucrado en el control de la ingesta

de alimentos 94:95.97-98

Las células entero—endocrinas, contribuyen tambien con el metabolismo postprandial de
la glucosa *. Algunos péptidos derivados del tracto gastrointestinal luego de la ingesta,

aumentan la descarga de insulina por parte de la célula beta, en respuesta a las
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concentraciones de glucosa'®. A estos factores se les han denominado incretinas y son

determinantes de la homedstasis del metabolismo energético "%,

Se ha demostrado que la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2, son patologias caracterizadas
por la resistencia a la insulina y una disminucion de la secresion de incretinas, con alteracion
en la respuesta incretinica ante la ingesta de glucosa y la subsecuente disminucion en la

liberacién de insulina, predominando las vias orexigénicas sobre las anorexigénicas 92193,

Con base en lo anterior y teniendo en cuenta que mas de la mitad de los pacientes obesos
desarrollan diabetes mellitus tipo Il, en el abordaje traslacional a humanos durante el
presente estudio, se tuvo en cuenta la expresion diferencial del transcriptoma de la mucosa
gastrica y del ileon, dos tejidos que podrian contribuir al control incretinico del organismo,
asi como la evaluacion de los niveles séricos de la proteina de interés identificada en el
modelo animal, los niveles de glucosa e insulina y otros parametros relacionados con la
obesidad, durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), buscando simular la
respuesta fisiologica del organismo ante la ingesta de alimentos y la eventual participacion

del eje entero-insular.

Por otro lado, se ha demostrado una estrecha relacién simbiotica entre el huésped y la
microbiota intestinal para el apropiado funcionamiento del metabolismo y el control del

peso corporal, describiéndose alteraciones en la microbiota de pacientes obesos "%,

Finalmente, el abordaje traslacional a partir del modelo animal de rata Zucker magra y
obesa al humano, permite mejorar la comprension de los mecanismos moleculares
relacionados con el balance energético y el desarrollo de la obesidad, mediante los cuales
el tracto gastrointestinal es fundamental como 6rgano endocrino que participa activamente
en la regulacién del peso corporal y la expresion de los genes identificados a este nivel,
podrian contribuir a la identificacion de nuevos factores involucrados en el control de la
ingesta y la determinaciéon de factores incretinicos y anti — incretinicos que podrian ser

empleados para la implementacién de biomarcadores y el tratamiento.
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2. Materiales y Métodos

Como se mencioné anteriormente, el disefio general del presente estudio se baso en dos
componentes metodoldgicos: el primer componente (presentado en el capitulo 1), permitié
identificar en el modelo animal de ratas Zucker empleado, al gen de Angpt/4 como un gen
relevante involucrado en la homeostasis energética a nivel gastrointestinal y seleccionarlo
como el “‘gen candidato” para continuar con los analisis. El segundo componente se
expone a continuacion y consiste en evaluar si los hallazgos encontrados en el modelo
animal podrian ser relevantes tambien en la obesidad humana, para lo cual se emplea un
enfoque traslacional a humanos de los resultados obtenidos en el modelo animal, mediante
la evaluacion de los perfiles séricos de la proteina codificada por el gen de Angptl4
(Proteina Asociada a Angiopoyetina 4), en una cohorte de hombres jovenes sanos
normopeso y obesos no diabéticos, correlacionando dichos perfiles con parametros
clinicos, bioquimicos y antropométricos relacionados con la obesidad y evaluados en la

cohorte de humanos.

2.1 Consideraciones éticas

El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (acta de evaluacion numero 022-278-16
del 12 de diciembre del 2016). Para el estudio en humanos, se tuvieron en cuenta las
normas legales vigentes con respecto a los lineamientos éticos para la investigacion en
seres humanos en Colombia (Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y en
la Ley 84 de 1989)'%°.

2.2 Poblacién y grupos de estudio

Para el componente de estudio en humanos, se invitd a participar a un grupo de hombres

jévenes sanos, principalmente estudiantes de la Universidad Nacional de Colombia. La
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convocatoria se realizé a través de publicidad verbal y por escrito. Se incluyeron a 40
hombres jovenes sanos normopeso, con edad promedio de 23.4 (21.0-26.8) afos, e indice
de masa corporal (IMC) promedio de 22,21 (+/- 1,85) kg/m? y 40 hombres jévenes obesos
no diabéticos con edad promedio de 24 (21.0-26.8) afos, e IMC promedio de 37.62 (+/-
4,61) kg/m2.

2.3 Criterios de exclusion

Se excluyeron los participantes que tuvieran un diagnostico establecido de diabetes
mellitus (cualquiera que sea su tipo), presentaran enfermedades cardiacas, hepaticas,
renales, gastrointestinales, tiroideas u otra enfermedad cronica o infecciosa; tuvieran
historia de hiperlipidemia primaria o estuvieran tomando medicamentos que pudieran
afectar la tolerancia a la glucosa o el perfil lipidico, tales como beta bloqueadores,
diuréticos tiazidicos, metformina, levotiroxina o corticoides durante los ultimos 12 meses,
0 que tuvieran alguna prescripcidon meédica que alterara el metabolismo energético, o que
se encuentren sometidos a cualquier tipo de dieta o hubieran sido llevados a cirugia de

bypass gastrico o cualquier otra cirugia bariatrica.

2.4 Valoracion clinica, bioquimica y antropométrica

Cada uno de los participantes conté con la valoracién médica y de antropometria realizada
por nutricionista. A cada participante de la cohorte de jovenes sanos normopeso y de
jovenes obesos no diabéticos, se le indagdé sobre los habitos de actividad fisica,
sintomatologia previa relacionada con estados de hiperglicemia, antecedentes patoldgicos,
quirurgicos y farmacoldgicos, habito de tabaquismo y consumo de alcohol, antecedentes
familiares en primer y segundo grado de consanguinidad para obesidad, diabetes,
enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular, hipertension arterial, dislipidemia y
neoplasias. Se midieron las variables antropométricas de forma estandarizada (talla, peso,
indice de masa corporal (IMC). La composicion corporal se determind mediante
absorciometria de rayos X de doble energia (DXA) (GE Lunar Prodigy Advance). La

obesidad se definid como un IMC> 30 kg/m?, de acuerdo con los criterios de clasificacion
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de la Organizacién Mundial de la Salud de 2017 2. Adicionalmente, se determinaron las
mediciones de frecuencia cardiaca, presion arterial sistélica, diastélica y media en cada

uno de los participantes de las diferentes cohortes segun protocolo establecido.

Para las diferentes determinaciones bioquimicas, se tomaron muestras de sangre
mediante venopuncién en la region antecubital del brazo, de acuerdo al Manual para
Obtencion y Envio de Muestras para Analisis de Eventos de Interés en Salud Publica,
usando el sistema venoject '®®. En cada uno de los participantes se realizé una prueba de
tolerancia oral a la glucosa (PTOG), empleando los criterios del Comité de Expertos
Internacionales. Dicha prueba se llevé a cabo a las 07:00 am después de un ayuno
nocturno de 10 horas. Se colocd un catéter en la vena antecubital de uno de los antebrazos
y se tomé una muestra inicial de sangre venosa (3 - 4 cc) en un tubo seco. Ademas de la
muestra tomada en ayuno, se tomaron otras muestras de sangre venosa a los 30, 60, 90
y 120 minutos después de una carga oral de glucosa de 75 g disuelta en 300 mL de agua
107

. Los sueros fueron centrifugados a 3000Xg por 5 minutos y se almacenaron a -80°C

hasta su analisis bioquimico u hormonal.

Se determinaron los niveles de glucosa e insulina en las muestras de suero obtenidas de
los sujetos participantes, durante cada tiempo de la PTOG. Los niveles séricos de insulina
se determinaron mediante inmunoensayo de electroquimioluminisencia (Elecsys, Roche).
La sensibilidad a la insulina se estimé utilizando el Modelo Homeostatico de Evaluacion de
Resistencia a la Insulina (HOMA IR) = insulina (uU/mL) x glucosa en ayunas (mmol/L) /

22,5], como lo describe el grupo de Matthews y Colaboradores "%,

A partir de las muestras de sangre tomadas en el estado de ayuno, se determin6 también
el perfil lipidico de los participantes utilizando un Kit comercial proporcionado por Spinreact,
que incluye la medicion de triglicéridos, el colesterol de muy baja densidad (cVLDL), el
colesterol de baja densidad (c-LDL), el colesterol de alta densidad (c-HDL) y el colesterol

total.
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Adicionalmente, se determinaron los niveles séricos de la Proteina C Reactiva
Ultrasensible (PCR) y los niveles séricos de Leptina utilizando un kit de ELISA humano
comercialmente disponible de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Numero de
Catalogo KAC2281-Thermo Fisher Scientific Inc), con una sensibilidad al ensayo <3,5
pg/ml y coeficientes de variacion (CV) intra e inter ensayo de <3,9% y <5,3%

respectivamente.

Asi mismo, se determinaron los niveles séricos de Adiponectina en el suero humano,
utilizando un KIT de ELISA humano comercialmente disponible de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (NUmero de Catalogo KHP0041 - Thermo Fisher Scientific Inc),
con sensibilidad al ensayo de 100 pg/mL y con coeficientes de variacién (CV) intra e inter
ensayo <3,8% y <5,5%, respectivamente. Todas las muestras se analizaron por duplicado

y se inform¢ el valor medio de las dos mediciones.

2.5 Analisis sérico de la Proteina ANGPT-L4

La seleccién de la proteina de estudio en el modelo humano, se realizé a partir del analisis
del transcriptoma en el modelo animal de ratas Zucker, descrito previamente en el capitulo
1. Este analisis permitié identificar al gen Angptl4 como el “gen candidato” para continuar
con los estudios y a la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4, como la “proteina de estudio”,
cuyo patron sérico fue estudiado en el modelo animal de rata Zucker y fue evaluado en la

cohorte de humanos.

El estudio de los perfiles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en humanos,
se realiz6 mediante metodologia de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Para
estos ensayos se utilizaron muestras de suero provenientes de los grupos de jovenes
sanos hormopeso y de obesos no diabéticos, tomadas durante la prueba de tolerancia oral
a la glucosa (PTOG) y de acuerdo a la metodologia descrita previamente. Para estos
analisis se utilizaron kits de ELISA comercialmente disponibles y especificos para la
especie de humanos (Human Angiopoietin like 4 ELISA kit- (Thermo Fisher Scientific -

Numero de catalogo: EHANGPTL4)), la sensibilidad de este ensayo fue de 20 pg/ml, los
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coeficientes de variacion (CV) intra e inter ensayo fueron de < 10% y < 12%
respectivamente. Las muestras de suero se analizaron por duplicado y se informé el valor
medio de las dos mediciones y la desviacién estandar de cada determinacion. Los

resultados se expresaron de acuerdo a la curva estandar en pg/mL.

Se evalud la correlacion de los niveles séricos de la Proteina Asociada con Angiopoyetina 4
(obtenidos durante el ayuno y los diferentes tiempos de la PTOG), con los parametros
clinicos, bioquimicos y antropométricos relacionados con la obesidad y evaluados en la
cohorte de humanos. El estudio de correlacion se realizé usando diferentes métodos

estadisticos de acuerdo con la distribucién de los datos y que se describen mas adelante.

2.6 Estudio de Inmunoreactividad en tejidos humanos

En el abordaje traslacional a humanos se incluy6 el analisis de inmunoreactividad para la
proteina de estudio codificada por el gen ANGPTL4, en tejidos humanos correspondientes
a la mucosa gastrica, la mucosa de ileon y el tejido adiposo, los cuales fueron obtenidos y
analizados por el servicio de patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia. En la reaccion se uso el anticuerpo policlonal IgG de raton Anti-
Angiopoietin-like 4 antibody (ab115798), el cual presenta inmunoreactividad para
ANGPTL4 en tejidos tanto de rata, como de humano *'. Los tejidos se encontraban fijados
en bloques de formalina tamponada neutra al 10% y embebidos en parafina. Todos los
ensayos se realizaron en el mismo corrido y se utilizaron como controles internos las

células dentro del mismo tejido que no mostraban marcacion al anticuerpo.

3. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con R Statistical Software (version 2.2.0). Se uso
el test de Shapiro—Wilk para probar la hipétesis de distribucién normal de los datos. En

cuyo caso, los resultados se informan como medias (+/-) de la desviacion estandar
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(desviacion a partir de la media), mientras que los datos con distribucion no normal, se
reportaron como medianas y rangos intercuartilicos (IQR). Los datos categodricos se
presentaron como proporciones. La significancia estadistica entre dos grupos se determino
mediante el test t-Student, o de ANOVA cuando dicha comparacion se realizé entre mas
de dos grupos. EIl estudio de correlacion entre los niveles séricos de la Proteina
Relacionada con la Angiopoyetina 4 y los diferentes parametros metabodlicos y
antropométricos evaluados en la cohorte de humanos, se realiz6 mediante analisis del
coeficiente de correlacién de Pearson, cuando se cumplian los supuestos de normalidad,
o mediante el coeficiente de correlacion parcial de Spearman, cuando no se cumplian los
supuestos de normalidad. Se realizd6 un modelo de regresion lineal multivariado, para
estimar el efecto de la proteina estudiada sobre los parametros de interés, como el indice
de HOMA IR. Los valores estadisticos son presentados como *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001. La significancia estadistica fue asumida con un p<0.05.

4. Resultados en humanos

4.1 Caracterizacion de los sujetos participantes

Las caracteristicas clinicas, bioquimicas y antropométricas se muestran en la tabla 3. No
hubo diferencias significativas en cuanto a la edad y la estatura de los participantes de
cada cohorte. Se mostr6 una edad promedio de 23.4 (21.0-26.8) afios para los hombres
jovenes sanos normopeso y de 24 (21.0-26.8) afos para los jovenes obesos no diabéticos
(p>0,05). Por el contrario, se mostraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al IMC (37,6 £ 4,6 Kg/m? vs. 22,21 + 1,9 Kg/m?, p <0,001), el porcentaje de grasa
corporal total (45,0 + 3,83 vs. 21,13 £ 4,6, p<0,001) y el porcentaje de grasa androide
(55,66 * 3,28 vs. 28,93 + 6,92, p<0,001) entre los hombres jovenes obesos no diabéticos

versus los jévenes sanos hormopeso, respectivamente.
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Con relacion a los parametros clinicos y bioquimicos, también hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las cohortes, con niveles significativamente mas
elevados en los sujetos obesos no diabéticos, para los niveles de Presién Arterial Media
(PAM) [100,24 + 9,82 vs. 84,24 + 6,98), <0.0001], niveles séricos de PCR [4.2 (4-8.1) vs.
0.5 (0.05-0.7), p<0.001], niveles de glicemia en ayunas [88 (67,4-97,4) mg/dl vs. 82,4 (+
7,7) mg/dl, p<0,05] y los niveles de glicemia durante los diferentes tiempos de la PTOG:
30 min (131.83 £ 24.47 mg/dL vs. 115.46 £ 21.05 mg/dL, p=0.0038), 60 min (113,66 +
31,06 mg/dL vs. 86,87 + 19,36 mg/dL, p< 0.001) y 120 min (91,9 + 27,41 mg/dl vs. 75,17
13,75 pUl/mL, p=0,0181).

Adicionalmente, los jovenes obesos no diabéticos presentaron mayores niveles de insulina
sérica basal [27(12.6 — 41.4) pUl/ml vs. 7,93 £ 3,08 pUl/ml, p<0.001] y de los niveles de
insulina determinados durante los diferentes tiempos de la PTOG: 30 min [217,64 + 95,69
pUl/ml vs. 74,1 (6,32-141,88) pUl/ml, p<0,001], 60 min [135,6 (48 -223.2) yUl/ml vs. 55,39
+ 31,34 pUl/ml, p<0,001] y 120 min [75,2 (10.7-161) vs. 23,3 (0,25-46,35) pUI/mL,
p<0,001], que en los jévenes sanos normopeso, respectivamente; asi como un HOMA-IR
significativamente mayor para los jovenes obesos no diabéticos versus los jovenes sanos
normopeso [5,89 (2,09-9,69) vs. 1,61 £ 0,62), p<0,001].

El perfil lipidico de los participantes, también mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las cohortes, con mayores niveles en los jovenes obesos no diabéticos
respecto a los jovenes sanos normopeso para el Colesterol Total (188,72 + 27,96 mg/dL
vs. 165,73 + 25,28 mg/dL, p=0.0041), el colesterol LDL (112.79 + 19.3 mg/dL vs. 97.05 +
19.32 mg/dL, p=0.0166), el colesterol VLDL [31,2 (-4,37-39,63) mg/dL vs. 17,63 £ 5,46
mg/dL, p <0,001] y los TGC [164 (69 -256) mg/dL vs. 90,37 + 29,77 mg/dL, p<0.001);
mientras que los niveles de colesterol HDL estuvieron significativamente disminuidos en
los jovenes obesos no diabéticos frente a los jévenes sanos normopeso [39 (35-43) mg/dL
vs. 46,97 + 7,49 mg/dL, p=0.0026]. Finalmente, los niveles séricos de Leptina en ayuno
fueron significativamente mas elevados en los jovenes obesos no diabéticos frente a los
jévenes sanos normopeso [26.75 (17.56-26.9) pg/mL vs. 7.47 (6.74-7.69) pg/mL, p<0,001],

mientras que los niveles de Adiponectina en ayuno, tuvieron un comportamiento contrario,
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con niveles significativamente menores en los jovenes obesos no diabéticos con respecto
a los jévenes sanos normopeso, respectivamente (13,23 + 1,97 yg/mL vs. 15,09 + 1,92
pg/mL, p <0,001).

Tabla 3. Caracterizacion de las variables clinicas, bioquimicas y antropométricas de
la cohorte de jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos.

VARIABLE Hombres sanos Hombres obesos no P-valor
normopeso (n=40) diabéticos (n=40)
Edad (afios) 23.40 (21-26.75) 24 (21.15-26.75) 0.6468
Peso (Kg) 66,75 + 6,53 115,05 + 14,42 <0.0001
Talla (metros) 1,73 £0,05 1,75+ 0,07 0,29
IMC (Kg/m? ) 22,21+1,85 37,62 £4,61 <0.001
Circunferencia de cintura (cm) 78,2 +4,45 111,06 + 8,53 < 0.001
Grasa total (%) 21,13 +4,62 45,07 + 3,83 <0.001
PAM (mmHg) 84.24 + 6.98 100.24 + 9.82 <0.0001
Glucosa basal (mg/dL) 82,477 88 (67,4-97,4) 0.048
Glucosa 30 min (mg/dL) 115.46 + 21.05 131.83 + 24.47 0.0038
Glucosa 60 min (mg/dL) 86,87 + 19,36 113.66 + 31.06 < 0.001
Glucosa 120 min (mg/dL) 7517 £ 13,75 91.9+27.41 0.0181
Insulina basal (uUI/mL) 7,93 + 3,08 27 (12.6 —41.4) < 0.001
Insulina 30 min (pUI/mL) 74,1 (6,32-141,88) 217,64 + 95,69 < 0.001
Insulina 60 min (uUI/mL) 55,39 + 31,34 135,6 (48 -223.2) < 0.001
Insulina 120 min (pUI/mL) 23,3 (0,25-46,35) 75,2 (10.7 -161) < 0.001
HOMA-IR 1,61+ 0,62 5,89 (2,09 - 9,69) < 0.001
CT (mg/dL) 165,73 + 25,28 188,72 + 27,96 0.0041
c-HDL (mg/dL) 46,97 + 7,49 39 (35 - 43) 0.0026
c-LDL-colesterol (mg/dL) 97,05 + 19,32 112.79 £ 19.3 0.0166
c-VLDL-colesterol (mg/dL) 17,63 + 5,46 31,2 (-4,37-39,63) < 0.001
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Triglicéridos (mg/dL) 90,37 + 29,77 164 (69 - 256) < 0.001
PCR 0.5 (0.05-0.7) 4.2 (4-8.1) < 0.001
Leptina (ng/mL) 7.47 (6.74-7.69) 26.75 (17.56-26.9) < 0.001
Adiponectina (ug/mL) 15,09 £ 1,92 13,23 £ 1,97 < 0.001
Angiopoyetina basal (pg/mL) 929,22 + 741,72 1018,16 + 725,06 0,66
Angiopoyetina 30 min (pg/mL) 853,53 £ 712,93 944,45 + 668,46 0,63
Angiopoyetina 60 min (pg/mL) 798,39 £ 592.28 975,01+ 667,95 0,33
Angiopoyetina 120 min (pg/mL) 916,94 + 826,99 1002,68 + 821,94 0,71

Los datos distribuidos normalmente se presentan como media de la desviacion standar (t) y los
datos no distribuidos normalmente se presentan como medianas o rangos intercuartilicos (IQR). Si
las variables en ambos grupos se distribuyen normalmente, se comparan mediante una prueba T.
Si una o ambas variables no se distribuyen normalmente, se comparan mediante un analisis no
paramétrico con la prueba de rango con signo de Wilcoxon. Un valor de p <0.05 se consideré
estadisticamente significativo. HOMA-IR (Evaluacion del Modelo de Homeostasis-Resistencia a la
insulina), IMC (Indice de Masa Corporal), PAM (presion arterial media), CT (colesterol total), c-HDL
(colesterol de alta densidad), c-LDL (colesterol de baja densidad), c-VLDL (colesterol de muy baja
densidad), TGC (triglicéridos), PCR (proteina C reactiva ultrasensible).

4.2 Estudio de niveles séricos de la Proteina ANGPT-L4

Los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) para los
jévenes obesos no diabéticos y para los jévenes sanos normopeso, mostraron una alta
variabilidad entre los individuos, incluso de la misma cohorte. De manera general, los
jévenes obesos no diabéticos mostraron niveles séricos levemente mayores que en los
jévenes sanos normopeso, tanto en condiciones de ayuno [1018,16 + 725,06 vs. 929,22 +
741,72, p=0,66], como durante los diferentes tiempos de la PTOG, respectivamente [30
min (944,45 + 668,46 vs. 853,53 + 712,93, p=0,63), 60 min (975,01 + 667,95 vs. 798,39 +
592.28, p=0,33) y 120 min (1002,68 + 821,94 vs. 916,94 + 826,99, p=0,71), sin embargo,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (tabla 3, figura 9A).
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Figura 9A
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Figura 9A: Grafico de caja y bigotes que compara los niveles séricos de la Proteina Asociada
a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) entre los jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos,
medidos durante el ayuno (Fasting) y a los 30, 60 y 120 minutos, durante una prueba de
tolerancia oral a la glucosa (PTOG). No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, durante el ayuno ni los diferentes
tiempos de la PTOG (p>0,05).

El perfil sérico de los niveles de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4, evaluados en la
cohorte de humanos durante la PTOG, mostré leves variaciones en los niveles de la
proteina para los jovenes sanos normopeso, tras la exposicion a las diferentes
concentraciones de glucosa durante los diferentes tiempos de la PTOG; mientras que en

el grupo de jovenes obesos no diabéticos, los niveles séricos de dicha proteina
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disminuyeron a los 30 minutos y principalmente a los 60 minutos de la prueba. Sin
embargo, dichos cambios no fueron estadisticamente significativos para ninguna de las

cohortes (p>0,05), (figura9 By C).
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Figura 9 B y C. Niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4)
medidos en jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos durante una prueba de
tolerancia oral a la glucosa, las curvas muestran el comportamiento de los niveles de la Proteina
Asociada a Angiopoyetina 4 en los diferentes tiempos durante la PTOG (ayuno, 30, 60 y 120
minutos) (figura 8B) y se comparan dichas mediciones de acuerdo con la condicién metabdlica
(normopeso y obeso) (figura 8C). El significado estadistico esta indicado por p <0,05.
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4.3 Estudio de correlacidon entre los niveles séricos de la
proteina de interés y los parametros bioquimicos y
antropomeétricos

El analisis de correlacion entre los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina
4 (evaluados tras el periodo de ayuno (basal) y los diferentes tiempos de la PTOG, en
conjunto para la cohorte de jévenes sanos normopeso y de obesos no diabéticos), con los
parametros clinicos, bioquimicos y antropométricos, se muestra en la tabla 4. En el
presente estudio, se observaron correlaciones negativas entre ANGPT-L4 basal con el IMC
(r=-0.0310; p = 0.85), el porcentaje de grasa corporal total (r = -0.0169; p = 0.9197), los
niveles de glicemia basal (r = -0.1733; p = 0.29), niveles de insulina basal (r = -0.1622; p =
0.33), el HOMA-IR (r = -0.0372, p =0.329), el colesterol total (r = -0.114, p = 0.493), el
colesterol LDL (r = -0.1068, p = 0.58), el colesterol VLDL (r = -0.0952, p = 0.56), los
triglicéridos (r = -0.0822; p = 0.623) y la Leptina (r = -0.022; p = 0.893). Por otra parte, se
observaron correlaciones positivas entre los niveles de ANGPT-L4 y el colesterol HDL (r =
0.024, p = 0.88), la PCR (r= 0.065; p=0.697) y los niveles de Adiponectina (r= 0.182;
p=0.274). Adicionalmente, los niveles séricos de ANGPT-L4 evaluada a los 30 minutos de
la PTOG, se correlacionaron negativamente con los niveles de glicemia (r = -0.124; p=0.45)
e insulina (r = -0.128; p=0.44) medidos también a los 30 minutos. Finalmente, los niveles
séricos de ANGPT-L4 evaluada a los 60 minutos de la PTOG, se correlacionaron
negativamente con los niveles de glicemia (r = -0.089; p=0.59) e insulina (r = -0.161;
p=0.33) medidos también a los 60 minutos y de la misma manera, a los 120 minutos para
los niveles de glicemia (r =-0.147; p=0.37) e insulina (r = -0.237; p=0.15) medidos también

a los 120 minutos.

Sin embargo, en general ninguna de estas correlaciones mostrd un valor de significancia
estadistica (p>0,05), por lo cual se asume que no se encontrd una correlacion significativa
entre el perfil sérico de ANGPT-L4 medido durante el ayuno y los diferentes tiempos de la
PTOG con los parametros clinicos, bioquimicos y antropométricos que habian sido

evaluados en la cohorte de humanos (tabla 4).
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Tabla 4. Correlacion de los niveles séricos de ANGPT-L4 con variables clinicas,
bioquimicas y antropométricas medidos en la cohorte de humanos.

Variable r P-valor
ANGPTLA basal

IMC, Kg/m2 -0.0310 0.8535
Grasa total, % -0.0169 0.9197
Glucosa basal, mg/dl -0.1733 0.2982
Insulina basal, Ul/ml -0.1622 0.3305
HOMA - IR -0.0372 0.3295
Colesterol total, mg/dL -0.1146 0.4934
Colesterol HDL, mg/dL 0.0246 0.8834
Colesterol LDL, mg/dL -0.1068 0.5233
Colesterol VLDL, mg/dL -0.0952 0.5698
Triacileliceroles, mg/dL -0.0822 0.6237
Leptina, pg/mL -0.0225 0.8934
Adiponectin, ug/mL 0.1820 0.2742
ANGPTL-4 30 min

Glucosa 30 min, mg/dL -0.1241 0.4580
Insulina 30 min, uUl/mL -0.1287 0.4412
ANGPTL-4 60 min

Glucosa 60 min, mg/dL -0.0898 0.5820
Insulina 60 min, ull/mL -0.1613 0.3333
ANGPTL-4 120 min

Glucosa 120 min, mg/dL -0.1472 0.3780
Insulina 120 min, ull/mL -0.2374 0.1512

Coeficientes de correlacion entre los niveles séricos de ANGPT-L4 medidos durante el ayuno y los
diferentes tiempos de la PTOG y los parametros clinicos, bioquimicos y antropométricos, medidos
en conjunto para la cohorte de jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos. El analisis
univariado utilizando el coeficiente de correlacidon de Pearson o Spearman se realizdé de acuerdo
con la distribucion de los datos. Un valor de p <0,05 se consideré estadisticamente significativo.

4.4 Estudio de Inmunoreactividad en tejidos humanos

En el estudio de inmunohistoquimica para ANGPTL4 en las muestras de mucosa gastrica,
mucosa de ileon y del tejido adiposo humano, se observé una inmunorreactividad con
tincion muy tenue en algunas células parietales de la mucosa gastrica. En la mucosa del

ileon, la inmunoreactividad reveld la expresion citoplasmatica de ANGPTL4 en todos los
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enterocitos, tanto de la superficie de las vellosidades como el fondo de las criptas y
adicionalmente, se observé inmunorreactividad en algunas células inflamatorias que
estaban presentes alli. La marcacion en el tejido adiposo humano evidenci6
inmunoreactividad para ANGPTL4 a nivel del endotelio de los vasos sanguineos, algunas

membranas de los adipocitos y también en algunas células inflamatorias como mastocitos.

Figura10
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Figuras 10: Inmunohistoquimica de ANGPTL4. Estbmago de humano (regién fundica) tefiido con
hematoxilina-eosina (A) e inmunoreactividad para ANGPTL4 (B) observadas en 10X. Se observa
marcacion en las células parietales de la mucosa (flecha). ileon humano tefiido con hematoxilina-
eosina (C) e inmunoreactividad para ANGPTL4 en ileon (D) observado en 10X. Se aprecia
marcacion en enterocitos tanto de las vellosidades (flecha roja), como de las criptas (flecha negra);
el estroma y la tunica muscular son negativos. Tejido adiposo humano tefido con hematoxilina-
eosina y observado en 20X (E), e inmunoreactividad de ANGPTL4 en tejido adiposo observado en
10X (F). Se aprecia marcacion focal de membrana en adipocitos (flecha negra) y de endotelio de
vasos sanguineos (flecha roja). Control interno negativo en el estroma conectivo (asterisco).
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5. Discusion:

El estudio realizado en los jévenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, se
caracterizo por la seleccién de un grupo homogéneo de participantes del mismo sexo, en
un rango de edad similar entre ellos y sin antecedentes personales o familiares que
pudieran sesgar los resultados. Muchos estudios han reconocido el efecto del género
sobre el IMC, con diferencias significativas en el contenido y la distribucion de la grasa
corporal entre los géneros, secundario al efecto de las hormonas sexuales, las diferencias
en el metabolismo energético y los diferentes niveles de sensibilidad a ciertas hormonas

como las adipoquinas (leptina y adiponectina) y la insulina "',

Con respecto a la edad de los participantes, algunos estudios han demostrado que los
mecanismos moleculares que participan en la fisiopatologia de la obesidad, se activan
desde etapas muy tempranas de la vida, sin embargo, el fenotipo obeso se manifiesta con
mayor frecuencia a partir de la segunda década de la vida, favorecido ademas por la
expansion del tejido adiposo durante el crecimiento. En una etapa mas avanzada de la
vida, se presenta una disfuncion mitocondrial en la oxidacion de los acidos grasos que
promueve el acumulo de lipidos en los adipocitos y la lipotoxicidad, produciendo cambios
disfuncionales en el metabolismo de los lipidos y la glucosa, resistencia a la insulina y el

desarrollo de las comorbilidades asociadas a la obesidad '"""'"2,

La caracterizacion fisiolégica de los participantes, permiti6 demostrar que las cohortes
analizadas en el presente estudio fueron claramente representativas del fenotipo
metabdlico de normopeso y de obesidad. El incremento significativo en el IMC vy el
porcentaje corporal de grasa en los jévenes obesos no diabéticos, explica el incremento
significativo en los niveles plasmaticos de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
necesarias para el transporte del exceso de trigliceridos almacenados. Por otra parte,

actualmente se ha reconocido al tejido adiposo como un érgano endocrino activo, cuyos



61

factores secretados tienen patrones de expresion que estan bajo controles nutricionales y
hormonales *°. El incremento en los depdsitos de grasa en la cohorte de jovenes obesos
no diabéticos, explica la liberaciéon proporcional y significativamente incrementada de la
leptina y la insulina en este grupo. Se ha demostrado ampliamente, que la obesidad en
los humanos cursa con una alteracion en la via de sefializacion hipotalamica de la leptina,
lo que podria explicar la hiperfagia y la disminucion del gasto energético corporal. Esto
conlleva a la pérdida de la homeostasis energética y representa la principal analogia con
el modelo animal de rata Zucker obeso, portador de una mutacion en el gen receptor de

leptina '3,

Se ha demostrado tanto en humanos como en roedores, que la hiperplasia e hipertrofia de
los adipocitos, favorece un estado proinflamatorio, que conlleva a la alteracién en la via de
sefializaciéon de la insulina en dicha poblacién celular *%. El estado de resistencia a la
insulina evidenciado en la cohorte de jovenes obesos no diabéticos, explica los niveles

significativamente incrementados de insulina y glucosa en este grupo.

Diferentes estudios han demostrado que muchos de los hallazgos observados en los

2125114 | 55 resultados

modelos animales son relevantes en la obesidad humana
encontrados en el modelo animal de rata Zucker magra y obesa, permitieron identificar a
ANGPTL4 como un gen relevante en el control de la homeostasis energética corporal. El
abordaje traslacional de estos resultados, hacia la cohorte de hombres jévenes normopeso
y obesos no diabéticos, se vio favorecida por que el gen ANGPTL4 se conserva
evolutivamente entre las diferentes especies de mamiferos. Entre roedores y humanos,
ANGPTL4 comparte un 73% de identidad de nucledtidos y un 77% de identidad en la
secuencia de aminoacidos, entre el genoma Rattus Norvergicus y Homo Sapiens *.
Adicionalmente en el genoma humano, el gen ANGPTL4 esta localizado en el cromosoma
19p13.2 y al igual que en el genoma de la rata, este gen cuenta con siete exones y codifica
para una unica proteina secretable y multifuncional llamada “Proteina Asociada a
Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) ", la cual presenta las mismas caracteristicas estructurales,
sufre las mismas modificaciones postraduccionales, es regulada por los mismos factores

y funciona como una hormona sérica que regula la homeostasis de la glucosa, el



62

metabolismo de los lipidos y se ve influenciada por la sensibilidad a la insulina en ambas

especies 24555,

Los estudios de ANGPTL4 en humanos, han identificado su participacion en el
metabolismo energético, pero se han enfocado en investigar su papel en el desarrollo de

dislipidemias y riesgo cardiovascular''>"".

Los mecanismos fisiopatoldgicos que
desencadenan la dislipidemia en los humanos, se correlacionan con el mecanismo por el
cual, ANGPTL4 regula el metabolismo de los lipidos descrito en el modelo animal.

De manera relevante, los estudios en humanos han demostrado el caracter multifuncional
de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 y su participacion en muchos otros procesos
biolégicos como la angiogénesis, diferenciacion celular, cicatrizacion de heridas e
inflamacién. Este caracter multifuncional de la proteina, ha permitido asociar a ANGPTL4
con una variedad de efectos sobre la salud “>''°. Al igual que en el genoma de la rata, la
funcién de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en humanos, depende del sitio de

expresion, su presencia en el torrente sanguineo y la apariencia de la isoforma *34%48,

En consonancia con los resultados del analisis sérico de la Proteina Asociada a
Angiopoyetina 4 en el modelo animal de ratas Zucker magras y obesas, donde se planted
que la naturaleza y las caracteristicas multifuncionales de la Proteina Asociada a
Angiopoyetina 4, no permitieron establecer una correlacion entre los perfiles de expresion
génica y los niveles séricos de la proteina durante los diferentes estados de alimentacion,
en la cohorte de humanos no se establecid ninguna correlacion significativa entre los
niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 y otras medidas clinicas,
bioquimicas y antropométricas relacionadas con la obesidad, posiblemente secundario a
las caracteristicas y la naturaleza de la proteina también para los humanos, lo cual es

expuesto a continuacion.

A pesar de la evidencia genética respecto al papel de ANGPTL4 en la homeostasis de los
triglicéridos plasmaticos, de manera similar a los resultados del presente trabajo, con
frecuencia en diferentes estudios no se logra establecer una correlacion significativa entre

los niveles séricos de ANGPT-L4, los niveles séricos de triglicéridos y otros marcadores de
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adiposidad “*''>""7 Este resultado podria ser explicado en base a que la Proteina
Asociada a Angiopoyetina 4 se une a la enzima LPL a nivel subendotelial, inactivando una
parte de ella, mientras que la otra parte de la enzima LPL se ve protegida de dicha
inhibicion por su proteina transportadora, logrando alcanzar la luz vascular donde ejerce

Su accion 44,49,50,117

. De esta manera, las concentraciones plasmaticas de ANGPT-L4 no
reflejarian el nivel de unién a la enzima LPL y no representarian plenamente la actividad
funcional metabdlica de ANGPT-L4. Por otra parte, ANGPT-L4 circulante no es el Unico
determinante de la acciéon de la LPL, sino que otras Angiopoyetinas, proteinas
transportadoras, apolipoproteinas e inclusive los mismos acidos grasos, por mecanismos

diferentes a ANGPT-L4, pueden regular la actividad de la enzima LPL 49,

En el presente estudio, los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en
la cohorte de jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, mostraron una alta
variabilidad interindividual. Diferentes estudios han reconocido que ANGPT-L4 es una
proteina notablemente dinamica con drasticas variaciones en sus niveles séricos entre los
4349

individuos Esto puede deberse a diferentes factores que influyen tanto en su

expresion, como en las modificaciones postraduccionales de su proteina dandole un

| 5155 Por tanto, los niveles séricos de la Proteina Asociada a

caracter multifunciona
Angiopoyetina 4, representan la expresion integrada de ANGPTL4 en los diferentes tejidos
ante diferentes estimulos, tanto metabdlicos como no metabolicos *°. Recientemente,
también se ha reconocido un papel regulador de ANGPTL4 en la ingesta de alimentos,
control de la homeostasis energética y la adiposidad, mediante la modulacion de la
actividad de AMPK (proteina quinasa activada por AMP) en el hipotalamo. Esto ha
permitido demostrar su participacion en el control del balance energético a través otros

mecanismos diferentes a los descritos a nivel periférico ''81°,

Aunque las diferencias entre los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina
4 entre los jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos medidos durante la PTOG,
no fueron estadisticamante significativas, los niveles séricos de la proteina en los jovenes
obesos no diabéticos, estuvieron levemente mas elevados que en los jovenes sanos

normopeso durante todos los tiempos de la PTOG. De acuerdo con los analisis séricos de
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la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 en el modelo animal de rata Zucker presentados
en este estudio, diferentes autores han encontrado que el nivel sérico de dicha proteina en
los humanos obesos es mayor. Kroupa ef al. demostraron que existe una regulacion
alterada de ANGPTL4 a los cambios de ayuno/alimentacién en los humanos obesos con y
sin diabetes mellitus tipo Il, permaneciendo con niveles sericos de su proteina
persistentemente mas elevados que en los humanos normopeso *°. Dichas observaciones
se podrian explicar por el estado de resistencia a la insulina caracteristico de los
organismos obesos y que se evidencio en los jovenes obesos no diabéticos del presente
estudio, asi como por los niveles elevados de los acidos grasos caracteristicos de la
obesidad, que incrementan los niveles de ANGPTL4'®. Esto sugiere que en los humanos
obesos, como en el modelo animal de rata Zucker, también se podria presentar una
desregulacion en la expresion de ANGPTL4 y en la secrecion de su proteina, asi como la
presencia de niveles elevados de dicha proteina secundarios a su participacion en el
desarrollo de la obesidad, a través de otros mecanismos no relacionados con la inhibicién

de LPL, los cuales han sido mencionados previamente en el capitulo 1 7®'%',

Los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 medidos en la cohorte de
humanos, en respuesta a la exposicion a las diferentes concentraciones de glucosa
durante la PTOG, variaron muy levemente y no mostraron cambios estadisticamente
significativos. Dichos hallazgos se encuentra en consonancia con varios estudios como el
de Vienberg et al, en el cual se evalud la expresion de ANGPTL4 en ratones silvestres y
mutantes para ANGPTL4, tras inducir un estado de hiperglicemia con posterior
administracion intraperitoneal de insulina, demostrando que los niveles de ANGPTL4 no

657122 En este sentido,

fueron regulados directamente por la glucosa sino por la insulina
las variaciones encontradas en los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina
4 en el presente trabajo, aunque no significativas, se correlacionaron con los cambios
esperados en los niveles de insulina durante los diferentes tiempos de la PTOG. Los
cambios en los niveles séricos de la Proteina Asociada a Angiopoyetina 4 durante la PTOG
en el grupo de jovenes normopeso, aunque fueron leves, tuvieron una disminucién a los
60 minutos de la prueba, tiempo en el cual, se esperaba que los niveles de insulina fueran

mayores; mientras que en el grupo de jovenes obesos no diabéticos que presentaron
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caracteristicamente resistencia a la insulina, se perdi6 la capacidad de regular a la baja los
niveles de ANGPTL4.

El estudio de inmunolocalizacion de ANGPL4 en las muestras de mucosa gastrica,
mucosa de ileon y el tejido adiposo humano, se correlaciond parcialmente con los
hallazgos reportados en la inmunohistoquimica de los mismos tejidos en el modelo animal.
Al igual que en las ratas zucker del presente estudio, en la mucosa de ileon humano se
evidencio la expresion citoplasmatica de ANGPTL4 en todos los enterocitos y a lo largo del
eje cripta-vellosidad, como habia sido reportado previamente por Alex et al., quienes
consideraron que dichas células podian tener las caracteristicas de células
enteroendocrinas, con granulos secretores de ANGPTL4 en su interior y localizadas de

manera dispersa en el epitelio del intestino delgado humano 2.

Por otra parte, la inmunoreactividad de ANGPTL4 en el tejido adiposo humano identificada
en el presente estudio, también fue muy similar a la demostrada en el tejido adiposo del
modelo animal, con marcacion positiva para ANGPTL4 en el endotelio vascular del tejido
adiposo y en las membranas del adipocito, donde informa la literatura que la Proteina

Asociada a Angiopoyetina 4 cumplen su principal funcién metabdlica **%°.

A diferencia de la mucosa gastrica en las ratas Zucker, donde se evidenci6
inmunoreactividad para ANGPTL4 en las células principales, en la mucosa gastrica
humana la marcacion para ANGPTL4 fue mas tenue y predominé en las células parietales.
Estos hallazgos, podrian estar en consonancia con lo informado hasta el momento en la
literatura, donde se reporta que la expresién de ANGPTL4 a nivel gastrico es escasa '%.
Sin embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en investigar al tejido adiposo,
mientras que los reportes en intestino delgado y en la mucosa gastrica son muy escasos y

se requieren una mayor investigacion a éste nivel.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio tanto en el modelo animal de
rata Zucker como en los humanos, contribuyen a la comprensién de la fisiologia y la

patologia del balance energético corporal y reconocen la participacion de nuevos genes a
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nivel gastrointestinal involucrados en el mantenimiento de la homeostasis energética como
el gen ANGPTL4, cuya desregulacion podria contribuir al desarrollo de la obesidad. El
abordaje translacional de los resultados obtenidos en el modelo animal de rata Zucker
hacia el humano durante el presente estudio, sugiere que muchos de los efectos
observados en los modelos animales pueden ser relevantes tambien en el contexto de la

obesidad humana.
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lll. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

1. Los analisis del transcriptoma obtenido por metodologia mRNA-seq a partir de
muestras de mucosa gastrica y de ileon en el modelo animal de rata Zucker magra
y obesa, permitieron identificar a Angptl4, Igfir, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3,
como nuevos genes a nivel gastrointestinal involucrados en la regulacién de la

homeostasis energeética, los cuales podrian ser investigados posteriormente.

2. Del grupo de nuevos genes identificados, se reconociéo a ANGPTL4 como un gen
relevante involucrado en la regulacion del metabolismo lipidico y la adiposidad,
recientemente descrito tanto en humanos como en roedores y con escasos reportes

a nivel gastrointestinal, lo cual nos permitié contribuir a su conocimiento.

3. Los cambios en los perfiles de expresion de ANGPTL4, identificados en las ratas
Zucker magras durante las diferentes condiciones analizadas en el presente
estudio, permitieron demostrar que su regulacion constituye un evento importante
para la salud metabdlica del organismo; mientras que su desregulacion,
evidenciada en las ratas Zucker obesas durante el presente estudio, podria alterar
la respuesta fisiologica del sistema de Lipoprotein lipasa a los cambios de ayuno y

alimentacion, contribuyendo con la fisiopatologia de la obesidad.

4. El presente trabajo describe por primera vez el comportamiento de ANGPTL4
durante la realimentacion en el modelo animal de rata Zucker y sugiere que el
incremento de su expresion a nivel intestinal puede obedecer a un posible
mecanismo de proteccion contra la lipotoxicidad, que adicionalmente contribuye al

metabolismo sistémico de los lipidos.
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La evaluacion de los perfiles séricos de la proteina codificada por ANGPTL4 en el
modelo animal y humano, durante el presente estudio, puso en evidencia el
comportamiento dinamico de esta proteina, probablemente secundario a su
naturaleza y caracter multifuncional, sin que esto invalide su participacién como
una sefal endocrina que regula el metabolismo de lipidos y el balance energético

corporal.

Los analisis de inmunohistoquimica realizados en tejidos de rata Zucker y humanos
en el presente estudio, de manera novedosa describen la inmunolocalizacion de
ANGPTL4 a nivel de la mucosa gastrica y confirman su inmunolocalizacién a nivel
de la mucosa de ileon y el tejido adiposo, que habia sido descrita previamente en

la literatura.

El abordaje traslacional de los resultados obtenidos en el modelo animal de rata
Zucker al humano durante el presente estudio, sugiere que muchos de los
hallazgos encontrados en el modelo animal podrian ser relevantes también para la

obesidad humana.

El perfil de expresiéon evidenciado en las ratas Zucker magras y obesas podria
reflejar el comportamiento del gen Angptl/4 en los humanos normopeso y obesos
no diabéticos, sugiriendo que el estado de resistencia a la insulina, los niveles
plasmaticos de los acidos grasos y las alteraciones en la microbiota intestinal en
los humanos, podrian representar los factores mas relevante para la desregulacion

de ANGPTL4 y su participacion en la fisiopatologia de la obesidad humana.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio contribuyen a la
comprension de la fisiopatologia de la obesidad y sugiere a ANGPTL4, como factor
Intestinal y endocrino que podria ser tenido en cuenta en el disefio de estrategias

terapéuticas para la obesidad.
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Recomendaciones

Dada la importancia que tiene el sistema gastrointestinal dentro del mecanismo de
regulaciéon homeostatica corporal, resulta valioso ampliar las investigaciones a este
nivel, debido a que la mayoria de los estudios, se han enfocado hacia el tejido
adiposo. En este sentido, ANGPTL4 intestinal, ha mostrado ser un gen relevante
y recientemente descrito que podria representar un potencial blanco terapéutico

para el control del metabolismo lipidico y la adiposidad.

Dada la naturaleza dinamica y el caracter multifuncional de la proteina ANGPT-L4,
se recomienda que las nuevas investigaciones relacionadas con el papel
metabdlico de ANGPT-L4 requieran el planteamiento de estrategias metodoldgicas
muy especificas para la deteccion aislada de la fraccion N-terminal, responsable de

la funcidon metabdlica.

Debido al interés cada vez mayor en el papel de la comunidad microbiana en el
desarrollo de la obesidad, las investigaciones adicionales en humanos y roedores
podrian aclarar aun mas los efectos de la microbiota intestinal al estimular la
expresion de ANGPTL4 y podrian dirigirse a la modulacion dietética del ambiente
microbiano intestinal para afectar moléculas clave como ANGPTL4 involucrada en

la regulacion del metabolismo lipidico y la adiposidad.
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IV. Lista de Anexos

Anexo A: Curvas de ganacia de peso en las ratas macho Zucker magras (Male Lean) y
obesas (Male obese) desde el dia 38 de vida hasta el dia 88 de vida.

Zucker Rats

MALE OBESE

WEIGHT IN GRAMS
@

MALE LEAN

40 50 )
DAYS OF AGE
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Anexo B: Analisis de calidad de las lecturas secuenciadas por mRNA-seq, utilizando
FastQC-ReadQC (versién 0,52) sobre cada una de las muestras, se describe en la
siguiente tabla.

Tabla: Descripcién estadistica de las secuencias.

Samples Total Sequences | Sequence length | %GC | Mean Sequence Quality Phred Score
Sample_1 | 7765783 100 49 37
Sample_2 | 8902523 100 49 37
Sample_3 | 12415385 100 49 37
Sample_4 | 9631251 100 49 37
Sample_5 | 8942275 100 49 37
Sample_6 | 22160862 100 49 37

El nimero de secuencias leidas estuvieron en un rango de 2.5-25 millones de pb, la calidad
de secuencia por base correspondié en todos los casos a la categoria de muy alta calidad,
la calificacion de la calidad de secuencia mostré en todos los casos un Score Phres >30
en cada muestra analizada; el porcentaje de GC fue de 48-49% coincidente con la
distribucion tedrica esperada. Todas las secuencias tuvieron una longitud de 100pb,
durante el alineamiento no se detectaron outliers. Estos parametros indican claramente

una alta calidad de secuenciacion de las muestras.
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