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RESUMEN

El problema de obesidad en el mundo esta lejos de resolverse y dentro de las multiples teorias para
explicar su expansion se ha expuesto que existirian genes que predisponen a esta patologia. Hasta
ahora queda claro que, salvo algunas enfermedades claramente monogénicas que ocasionan obesidad,
son relativamente pocos los genes candidatos con suficiente poder en los estudios publicados, que
tendrian alguna implicacién en el incremento en la prevalencia de |a obesidad.

En este trabajo expongo algunos de los genes que muestran mayor asociacion con la obesidad, asi como
las técnicas de biologia molecular que se pueden emplear para su analisis y un modelo de estudio en
ratas.
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1. Introduccion

El aumento en la prevalencia de obesidad entre los nifios es particularmente alarmante debido a
enfermedades que antes eran muy poco comunes en este grupo, incluyendo apnea del suefio, higado
graso no alcohdlico (EHNA) con cirrosis resultante, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), etc.(1;2;3;4) Lagran
mayoria de los factores genéticos que afectan el peso corporal lo suficiente para causar la obesidad, se
expresan solo con la coexistencia de condiciones ambientales especificas.(5)

Practicamente todas las causas genéticas conocidas de obesidad tienden a aumentar la ingesta. Esto
sucede en sindromes genéticos pleitrépicos como en el sindrome de Prader-Willi (PWS), sindrome de
Bardet-Biedl (BBS), osteodistrofia hereditaria tipo Albright (AHO) y pseudohipoparatiroidismo tipo 1a
(PHP1A).(6)

Por otra parte, los genes que regulan la via de sefializacion de la leptina son particularmente importantes
para la homeostasis energética.(5) De hecho, uno de los mayores avances en la ciencia la obesidad en
los ultimos 15 afios ha sido la dilucidacién de la via de sefializacion de la leptina, pues las mutaciones que
afectan estos genes pueden ser responsables de tanto como el 3 0 4% de la obesidad severa, de inicio
precoz.(5)

Las mutaciones en los genes de la leptina y el receptor de leptina (OB y el PP), las mutaciones en el gen
propioc melanocortina (POMC), en el receptor de melanocortina-4 (MC4R) y en la prohormona
convertasa (PC1) afectan a la regulacién del apetito y conducen a la obesidad severa de inicio temprano
debido a hiperfagia.(7) En este sentido, las mutaciones de MC4R son las mas comunes que ocasionan
obesidad severa de inicio temprano.(8)

La proteina desacopladora tipo 2 (UCP-2), localizada en la membrana mitocondrial interna se expresa en
una amplia variedad de tejidos, por ejemplo en el tejido adiposo, musculo esquelético e islotes
pancreaticos. La funcién de la UCP-2 es tejido-dependiente, y sus posibles funciones incluyen la
regulacién del metabolismo de la grasa directa e indirectamente, por ejemplo, a través de efectos sobre
la secrecién de insulina.(9) La variacion genética en el gen de la UCP-2 puede actuar como un
modificador de los niveles de lipidos séricos y los indices de obesidad abdominal, y por lo tanto puede
también contribuir a las alteraciones metabdlicas observadas en la cbesidad y la DM2.(9)

El tejido adiposo visceral expresa de manera abundante genes que codifican sustancias bioactivas como
citoquinas, factores de crecimiento y complemento.(10) Unos genes con gran potencial de repercusion
clinica serian los involucrados en la diferenciacion adipocitaria, tales como: receptor gamma activado
por la proliferacion de los peroxisomas (PPAR ), enhancer-binding protein alpha (Cebpa), KIf6, Egr2,
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Gata2, etc.(11;12) Ademas, los polimorfismos de nucledtido
unico (SNPs) de varios genes y regiones cromosomicas se
nan asociado con el peso y composicion corporal.(13;14)

2. Condicionamiento de genes de obesidad en la etapa
prenatal

Datos epidemioldgicos y estudios experimentales en
znimales sugieren que las adaptaciones nutricionales fetales
y postnatales tempranas persisten y estan presentes en
adultos aun en ausencia del estimulo de estrés que las hayan
niciado.(15) Esto se explica, en parte, porgue los periodos
tempranos de la vida corresponden en gran parte al periodo
de la diferenciacion neuronal y de la maduracién del sistema
nervioso central (SNC) por lo que la nutricién perinatal tiene
una influencia critica en el desarrollo y la regulacion de vias y
redes involucradas en la regulacién de la homeostasis
=nergética.

Lz mavoria de los experimentos han estudiado los aspectos
cuantitativos de la sobre nutricion a través de la
—anipulacion del tamafio de camada(16) o la restriccion del
imento.(17) Por ejemplo, se ha estudiado que las ratas que
~ecen en camadas pequefias ganan mas masa que las ratas
ue crecen en camadas normales y mantienen estos
=notipos en la edad adulta, por el contrario, las ratas que
crecen en camadas grandes muestran retraso en el
—r=cimiento vy en masa.(18;19) fenotipos en la edad adulta,
-or el contrario, las ratas que crecen en camadas grandes
muestran retraso en el crecimiento y en masa.(18;19)
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3. Modelo de sobre nutricion neonatal

Sz utilizan ratas de la raza Sprague-Dawley. Los animales,
_nzvez que llegan al laboratorio, se estabulan a temperatura
—onstante y son sometidos a un periodo de luz y oscuridad de
12n(8:00-20:00); con libre acceso a comida y bebida.
=n las primeras 48 h de vida, las crias de varias madres de
tzs Sprague-Dawley son mezcladas al azar y divididas en
grupos: 1) camadas pequefias (SL, 4 crias,
realimentacion neonatal) y 2) camadas normales (NL, 12
, tasa de ingesta normal).
separan a las crias de 24 dias en grupos de alimentacién
n dieta de alto contenido graso [High Fat Diet (HF), 45 kcal
= grasa, 35 kcal % carbohidratos y 20 kcal % proteinas;
73 kcal/g], vy bajo contenido graso [Low Fat Diet (LF), 10
«z=! % de grasa, 70 kcal % carbohidratos y 20 kcal %
~—ot=inas; 3.85 kcal/g] (Diet Research, N.Y.,, USA.),
—ontinuando su desarrollo hasta el dia 90.
L ©nal del periodo de estudio, los animales se someten a
=_==nasia por decapitacidn. Los tejidos una vez extraidos se
—=ngelan en un recipiente aislante con nitrédgeno liquido vy los
oros en hielo seco. Las muestras se almacenan a -80°C
sz su procesamiento.
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iComo analizar la expresién de genes asociados a
Desidad?

Algunas de las técnicas de biologia molecuiar de mayor uso
para el estudio de la expresion de genes son:

*Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

*Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR)(20)

*Microarray(21)

*Genome-wide association (GWA)(22;23)

3.1. Reaccidn en cadena de polimerasa (PCR)

Una vez extraido el acido ribonucleico (ARN) del tejido de
interés, por medio de TRizol® LS (Invitrogen, Carlsbad,
CA), se procede a la reversotranscripcion (RT) en un
termociclador. Una vez concluida la RT, se cuantifica la
expresion de genes asociados a obesidad en con oligos
disefiados en algun programa para este fin corno "Primer 3"
a partir de secuencias corrocboradas en GenBank.

Por medio de electroforesis se puede verificar la expresion
de los genes de interés (Figura 1).

Figura 1. Gel de
 electroforesis de expresién

de genes en tejido adiposo

visceral de rata.

HPRT: Hipoxantina
fosforribosil transferasa

(gen constitutivo).

CRP: proteina C reactiva

PAI: Inhibidor del activadaor
_del plasmindgeno.

3.2. Reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-PCR)

Existen diferentes modelos para RT-PCR, en el CICMED
contamos con los modelos 1.5 LightCycler (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germany), y el ABI740 de
Applied. Con estos equipos podemos cuantificar la
amplificacién de genes deinterés (Figura 2).

o

i ZL-'&EQ,%‘?YKIW.-%&:—}

Figura 2. Grafica de amplificacion de genes en equipo de RT-PCR
Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).
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3.3. Microarray

Se extrae ARNm por homogenizacion usando TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras son purificadas
usando el RNeasy Lipid Tissue Mini kit (Qiagen, Valencia, CA)
y tratadas con DNase (RNase-free DNase Set, Qiagen) para
eliminar cualquier traza de DNA gendmico. La calidad del
ARN es evaluada midiendo la tasa de absorbancia de
260:280 nm, con electroforesis de gel de agarosa y con el
equipo "2100 Agilent Bioanalyzer" (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA).

El analisis de expresion génica en muestras del modelo de
sobrealimentacion neonatal que expongo se puede efectuar
usando el "Agilent Whole Mouse Rat Genome array”
(G4131F, Agilent Technologies), representando
aproximadamente 44000 genes y transcritos derata.

Brevemente, un microgramo de ARN total de cada muestra
es marcado con aminoallyl y amplificado usando el "Amino
Allyl MessageAmp II aRNA Amplification Kit" (Ambion,
Austin, TX).

Alicuotas (1.2 pg) de ARN amplificado son marcados con
fluorescencia usando Cy3/Cy5 (Amersham,
Buckinghamshire, UK) y posteriormente apropiadamente
combinados e hibridizados sobre Aginet oligomicroarrays de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las hibridaciones son hechas usando un disefio de
referencia, donde las muestras de control son pools de ARN
de muestras individuales.

Después de lavadas, las placas de microarrays son
escaneadas y la cuantificacion de las imagenes se efectla
con el software asociado GenePiX Pro 6.0.

Los datos de expresién génica de todos los experimentos por
replicado se analizan con GeneSpring GX software v 7.3.1
(Agilent Technologies).

El clustering es determinado con el Gene and Condition Tree
algorithms. Ademas se usan el Gene Ontology groupings,
GenMapp software y la pagina web KEGG en conjunto con
GeneSpring para identificar vias y grupos funcionales de
genes.

Al hacer el analisis de 44000 genes por microarray se
encuentra una mayor expresion de genes involucrados en
crecimiento celular, oncogénesis y metabolismo lipidico en
las ratas SL alimentadas con HF.

Estos resultados indican que HF induce cambios notorios en
NL que no se observan en SL, como si las ratas SL ya
estuvieran programadas y no respondieran al estimulo de la
dieta.
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Leptina y el gen 1 expresado de macrofago fueron unos de
los genes con claras diferencias entre SLHF y SLLF. Estos
datos sugieren que el fenotipo obeso podria presentar
alteraciones en genes proinflamatorios (Figura 3Ay 3B).

Figura 3. Analisis de expresion génica por microarray de ratas
sometidas a programming y dieta. A) Efecto global de la dieta. B)
Efecto del tamafio de la camada.
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