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I ARTICULO ORIGINAL

Programacion intrauterina de enfermedad en la vida adulta:
identificacion de genes cardinales asociados a hipertension arterial,
obesidad y sindrome metabélico

Intrauterine Programming of Adult Disease: Identification of Cardinal Genes Associated with
Hypertension, Obesity and Metabolic Syndrome

IVAN D ACEVEDO MONTERROSA'®, DAMIAN A. SORIA'®, ANALIA TOMAT" 2®, ROSANA ELESGARAY' 2@, CRISTINA ARRANZ' 2%,
CAROLINA CANIFFI" 2

RESUMEN

Introduccion: La restriccion del crecimiento intrauterino es una alteracion del desarrollo fetal que se caracteriza por una
tasa de crecimiento durante la etapa fetal que es menor al potencial genético de crecimiento para la edad gestacional. Esta
condicién plantea una carga importante para la salud pablica, ya que aumenta la morbimortalidad de la descendencia, a corto
y a largo plazo, particularmente, por asociarse al desarrollo de enfermedad cardiovascular y metabdlica en la vida adulta.
Objetivos: Mediante el uso de herramientas bioinformaticas nos propusimos identificar posibles genes cardinales involucrados
en la restriccion del crecimiento intrauterino asociados al desarrollo de obesidad, hipertensién arterial y sindrome metabélico.
Material y métodos: Obtuvimos un total de 343 genes involucrados en los fenotipos de interés e identificamos 20 genes que
resultaron significativamente relevantes en el anélisis de la red de interaccion. Particularmente, cuatro de estos genes iden-
tificados codifican para factores de crecimiento o sus receptores, VEGFA, PDGFRB, IGF1R y EGFR. Ademas, identificamos
genes relacionados con la insulina y el control de la homeostasis cardiovascular, como son el CTNNB1, APE MYC y MDMD2.
Por otra parte, el anélisis de clisteres permitié reconocer los términos de ontologia genética mas significativos, entre los que
se destacan aquellos relacionados con procesos biolégicos de proliferacién y muerte celular programada, de comunicacién
intercelular, del metabolismo proteico, y de desarrollo del sistema cardiovascular.

Conclusiones: Los genes hallados en este estudio podrian ser de utilidad como biomarcadores putativos de la presencia de
alteraciones cardiovasculares y metabdlicas asociadas a la restriccion del crecimiento intrauterino o potenciales blancos te-
rapéuticos de estrategias de tratamiento orientadas al genotipo del paciente.

Palabras claves: Biologia computacional - Ontologia de genes - Retardo del crecimiento fetal - Hipertensién - Obesidad - Sindrome metabdlico

ABSTRACT

Background: Intrauterine growth restriction is an abnormal fetal development characterized by a fetal growth rate lower
than the potential genetic growth for the gestational age. This condition represents a major burden for public health systems,
as it increases short and long-term morbidity and mortality in the offspring, particularly because of its association with the
development of cardiovascular and metabolic disease in adult life.

Objectives: The aim of the present study was to identify possible cardinal genes involved in intrauterine growth restriction
associated with the development of obesity, hypertension and metabolic syndrome using bioinformatics tools.

Methods: A total of 343 genes involved in the phenotypes of interest were obtained and 20 genes were identified as significantly
relevant in the interaction network analysis. Specifically, four of these identified genes encode for growth factors or their
receptors, VEGFA, PDGFRB, IGF1R and EGFR. We also identified genes related to insulin and cardiovascular homeostasis as
CTNNBI1, APEMYC and MDMD2. Cluster analysis provided the most significant gene ontology terms, including those related
to the biological processes of proliferation and programmed cell death, intercellular communication, protein metabolism and
development of the cardiovascular system.

Conclusions: The genes found in this study could be useful as putative biomarkers for the presence of cardiovascular and
metabolic disorders associated with intrauterine growth restriction, or as potential therapeutic targets for treatment strate-
gies directed to the patient’s genotype.

Key words: Computational Biology - Gene Ontology - Fetal Growth Retardation - Hypertensién - Obesity - Metabolic Syndrome
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Abreviaturas
HPA  Human Protein Atlas
HTA Hipertension arterial

INTRODUCCION

El desarrollo durante el periodo prenatal es un proceso
altamente dindmico en el que se combinan factores
maternos, placentarios y fetales, junto con factores
genéticos y ambientales, que pueden modular la pro-
liferacion y maduracién celular, durante las etapas
embrionaria y fetal del crecimiento intrauterino. (1, 2)

La restriccién o retardo del crecimiento intraute-
rino (RCIU) es una alteracién del desarrollo fetal que
puede estar presente en aproximadamente el 5% al 15%
de los ninos nacidos vivos, (3, 4) y que se caracteriza
por una tasa de crecimiento durante la etapa fetal que
es menor que el potencial genético de crecimiento para
la edad gestacional. (2) Esta complicacién durante
el embarazo plantea una carga importante para los
sistemas de salud, ya que aumenta la morbilidad y la
mortalidad de la descendencia, tanto a corto como a
largo plazo. (5, 6)

En la década de 1980, Barker postulé que la en-
fermedad cardiovascular en el adulto podria tener sus
origenes en la vida fetal con base en la observacion de
la distribucién geografica de la mortalidad infantil a
principios del siglo XX, que era similar a la de muerte
por cardiopatia isquémica aproximadamente 60 anos
después. (7) Desde entonces, se han realizado numero-
sos estudios epidemioldgicos, clinicos y experimentales,
que permitieron profundizar el conocimiento de los
factores que pueden afectar negativamente el desarro-
llo durante el periodo fetal, entre ellos la malnutriciéon
materna, la hipertension gestacional, la preeclampsia/
eclampsia, la diabetes gestacional, la menor actividad
del sistema renina angiotensina en los rinones, y la ex-
posicién a hipoxia o estrés. (2) En particular, numerosos
estudios han apoyado la hipétesis de la programacién
temprana de la enfermedad cardiovascular en la vida
adulta; el aporte de nutrientes al feto es una de las
principales causas. (8-11) Ademas, en un esfuerzo por
conservar energia y sobrevivir a expensas de comple-
tar el crecimiento fetal en un entorno de suministro
inadecuado de nutrientes, se ha observado la alteraciéon
de la homeostasis de la glucosa y la insulina fetal, que
modifica el perfil metabdlico en los tejidos, y progra-
ma la expresion de adaptaciones en la vida posnatal
asociadas a la resistencia a la insulina y al exceso de
peso. (12) Més atin, se ha observado que el dano al
que se expone a un individuo durante su desarrollo
intrauterino puede tener consecuencias metabdlicas
en las generaciones posteriores. (13, 14)

En la sociedad moderna, y particularmente en
Argentina, existe una alta prevalencia de los facto-
res de riesgo para el desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares y metabolicas. (15) Por lo tanto, el
desarrollo de estrategias de deteccién temprana de la

RCIU  Restriccion del crecimiento intrauterino

SM Sindrome metabdlico

susceptibilidad de un individuo, que naci6 con RCIU, a
presentar enfermedad cardiovascular o metabdlica en
la vida adulta podria mitigar el riesgo de consecuen-
cias a largo plazo de la RCIU mediante intervenciones
terapéuticas y estrategias de tratamiento orientadas.

Actualmente, contamos con gran cantidad de datos
en la bibliografia sobre la RCIU, la hipertensién arte-
rial (HTA), la obesidad y el sindrome metabélico (SM).
Este altimo representa la asociacion de varios factores
de riesgo cardiovascular entre los que se incluye la
obesidad, la HTA, la dislipemia, y la resistencia a in-
sulina. (16) Sin embargo, estos datos de la bibliografia
se encuentran fragmentados en diferentes niveles de
informacion biolégica (gendémica, transcriptémica,
protedmica). El procesamiento e integracién de datos
usando herramientas bioinformaéticas nos acerca a la
posibilidad de aplicar una medicina personalizada.

Por lo tanto, en el presente trabajo nos propusimos
evaluar e identificar posibles genes cardinales invo-
lucrados en la RCIU asociados al desarrollo de HTA,
obesidad y SM, y los procesos biolégicos que puedan
estar alterados.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de datos

Los genes relacionados con las condiciones de RCIU, obesidad,
HTA, y SM, fueron recolectados en julio 2019 a partir de las
siguientes bases de datos: Phenotype-Genotype Integrator
(PheGenl https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni), Gene
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), Clinvar (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), (17) Database of gene-disease
associations (DisGeNET https://www.disgenet.org/), (18)
European Bioinformatic Institute (EBI http://www.ebi.ac.uk)
(19) y Comparative Toxicogenomics Database (CTD http://
ctdbase.org). (20) De esta tiltima, se seleccionaron inicamente
los genes con una relacién directa con los fenotipos basada
en la bibliografia publicada.

Construccion de las redes de interaccion genética

Las redes de interaccion genética son una representacién
matematica de la interaccién entre genes codificantes de
proteinas en sistemas biolégicos. Esta relacion se establece a
través de diferentes métodos, como mineria de textos, infor-
macién basada en experimentos, interacciones establecidas
por modelos de ortologia, métodos estadisticos, y predicciones
basadas en caracteristicas proteicas. Para la creacion de las
redes de interaccién se emplearon tres herramientas amplia-
mente usadas: Search Tool for the Retrieval of Interaction
Genes/Protein (STRING https://string-db.org/) (21) creada
por Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) y European
Molecular Biology Laboratory (EMBL); Consensus Path
DB-Human (CPDB http://cpdb.molgen.mpg.de/), (22) desa-
rrollada por MAX Planck Institute for Molecular Genetics; y
Gene MANIA (https:/genemania.org/) (23) desarrollada por
Donnelly Centre for Cellular and Biomolecular Research en
la Universidad de Toronto, Canada.
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Analisis de redes de interacciéon genética y evaluacion
topolégica

Las redes fueron visualizadas y analizadas en Cytoscape
V3. (24) Los genes més relevantes fueron determinados en
relacion con el grado de centralidad (Degree of centrality)
una medida de centralidad topoldgica que define el nimero
de aristas que inciden en un nodo. Es decir, se utiliza para
identificar genes relevantes involucrados directamente con
otros genes codificantes de proteinas de la red. La ecuacién
para calcularlo es la siguiente:

Los genes mas relevantes fueron determinados en relacion
con el grado de centralidad (Degree of centrality), una medida
de centralidad topoldgica que define el ntimero de aristas que
inciden en un nodo (25).

Para un gréafico B y un nodo vi, deg representa el nimero
de artistas

B (vi) = deg (vi)

Otra propiedad tenida en cuenta fue la intermediacién
de nodos (Betweeness centrality), que representa cuantitati-
vamente el namero de veces que el nodo funciona como un
intermediario entre otros nodos. Por lo tanto, esta medida
muestra conectores claves para la dinamica de una red biol6-
gica. Es calculada usando la siguiente formula: (26)

B (v) = Z ost(vi)

Ost

s#viEt

Para un gréafico B, un nodo v, y dos nodos diferentes a
v, (s y t). Donde & (v,) es el nimero de caminos més cortos
desde s at que involucran av,y 5 el camino mas cortodes at.

Ademas de las caracteristicas de centralidad, se investig
el tejido en el que dichos genes se encontraban sobreexpresa-
dos con fines descriptivos. Para esto, usamos Human Protein
Atlas (HPA), (27) una base de datos desarrollada por el Ins-
tituto Karolinska en asociacion con otras instituciones, en la
que se centraliza informacién de expresion de transcriptos
proveniente de diferentes fuentes. Agregado a esto, paquetes
adicionales de Cytoscape fueron instalados para detectar re-
giones densas o clister de proteinas. La aplicacién Molecular
complex detection (Mcode) (28) fue utilizada para este fin,

el analisis se llevé a cabo con un Degree de 3, Node score 0,2
y un K-score de 2.

Analisis funcional

El anélisis de enriquecimiento funcional de los genes se llevé a
cabo usando g.Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost). (29)
Este servidor publico otorga una coleccién de herramientas
usadas de manera estandarizada en analisis bioldgicos, lo que
permite la identificacién de vias biolégicas y categorias de onto-
logia genética, que incluyen procesos bioldgicos (BP: biological
processes), funciones moleculares (MF: molecular functions) y
componentes celulares (CC: celular components). El método de
correccion de Benjamini-Hochberg fue utilizado para el calculo
del false discovery rate (FDR). Se establecieron valores de p <
0,001 y de FDR < 0,05 como significativos. Adicionalmente
las anotaciones electrénicas automaéticas fueron excluidas y al
menos 5 términos query fueron requeridos para aceptar una
anotacion funcional, con el fin de reducir la probabilidad de falsos
positivos. A continuacion, fueron seleccionaron los términos de
ontologia més significativos segin el FDR y, usando la herra-
mienta REVIGO (Reduce and Visualize Gene Ontology, http://
revigo.irb.hr/), (30) se removieron los términos redundantes.

Consideraciones éticas
No aplicable

RESULTADOS

Lista de genes

Se obtuvieron 5605, 759, 2787 y 532 genes relaciona-
dos con los fenotipos de obesidad, HTA, SM y RCIU,
respectivamente. Al aplicar teoria de conjuntos se
encontraron 343 genes superpuestos entre la RCIU y
las otras 3 entidades (Figura 1).

Red de interaccion genética

Los 343 genes resultantes de la superposicién se uti-
lizaron para la creacion de las redes. La red obtenida
contenia 12633 conexiones (Figura 2).

Fig. 1. Diagrama de Venn de
genes alterados en los fenoti-
pos de obesidad, hipertension
arterial, sindrome metabdlico
y restriccion del crecimiento
intrauterino

HTA SM
(759) (2787)

RCI
(534)
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Fig. 2. Red de integracion
genética unificada de los 343
nodos con 12633 interacciones.
El diametro del nodo se relacio-
na directamente con el grado
de centralidad y el color con la
intermediacion, siendo mayor
el valor para ese gen cuanto
mas similar es al color rojo.

Subsecuentemente, se obtuvo el top 20 de genes:
EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico;
MAPK1, proteina quinasas activadas por mitégenos
1; STAT3, transductor de senal y activador de la
transcripcién 3, CTNNBI1, beta-catenina 1; MAPKS,
proteina quinasas activadas por mitégenos 3; TP53,
proteina supresora de tumores 53; APP, proteina pre-
cursora amiloidea; PIK3R1, subunidad reguladora 1 de
fosfoinositol 3-quinasas; MYC, protooncogen bHLHe39,
proteina béasica hélice-bucle-hélice 39; ESR1, receptor
de estrogeno alfa; HIF1A, subunidad alfa del factor 1
inducible por hipoxia; CDKN1A, inhibidor de la qui-
nasa dependiente de ciclina 1A; MDM2, protooncogen
MDMZ2; VEGFA, factor de crecimiento endotelial vas-
cular A; JAK2, janus quinasa 2; JUN, C-jun, subunidad
factor de transcipcion AP-1; PIK3CA, subunidad 1 alfa
catalitica de fosfoinositol-3-quinasas; IGF1R, receptor
del factor de crecimiento similar a la insulina 1; MUC1,
mucina epitelial 1; PDGFRB, factor de crecimiento
derivado de plaquetas. Seleccionados segtn los resul-
tados del analisis topoldgico, los valores resultantes
fueron de 128 a 239 y 0,00342065 a 0,0131197 para el
grado de centralidad e intermediacion, respectivamente
(Tabla 1). En la misma tabla, se muestran los términos
de ontologia genética, la funcién principal del gen y el
tejido donde es sobreexpresado. Como puede observase
en la tabla, algunos de estos genes tienen una expresion
ubicua (Tabla 1).

Clusteres de proteinas

Luego de haber identificado los genes codificantes
de proteinas mas importantes de la red, se realizé
un andlisis mas amplio de la red. Como se ha men-
cionado previamente, la red estd conformada por
genes superpuestos entre la RCIU y patologias que
representan un riesgo cardiovascular como obesidad,
HTA y SM. Por lo tanto, se procedié6 a localizar zonas
densas de complejos de proteinas para, luego, conti-
nuar con la identificacién de términos de ontologia
implicados en cada uno de los clusteres hallados
(Figura 3). Se excluyeron los clisteres conformados
por menos de 3 nodos, debido a que podrian mostrar
resultados poco confiables en la determinacion de
términos de ontologia. Como resultado, ocho clts-
teres fueron identificados, conformados por entre 5
y 50 nodos (Figura 3).

DISCUSION

Este estudio es el primero, segin nuestro conoci-
miento, en utilizar el anélisis de redes para evaluar la
interaccién compleja entre la RCIU y los fenotipos de
obesidad, HTA, y SM, en biisqueda de genes cardinales
que tendrian potencial funcién como biomarcadores
putativos del desarrollo de estos fenotipos en individuos
que presentaron RCIU o que podrian ser empleados
como potenciales blancos terapéuticos.
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Tabla 1. Top 20 de genes centrales de la red de interaccion

Grado de
centralidad

Interme-
diacion

Proteina

Funcién

Términos GO

Tejido en el

que se expresa

EGFR

MAPK1

STAT3

CTNNB1

MAPK3

TP53

2239

239

214

211

210

204

0.0131197

0.00933646

0.01061652

0.00990833

0.00675088

0.00518495

Receptor del
factor de
crecimiento
epidérmico

Proteina
quinasas ac-
tivadas por
mitdégenos 1

Transductor
de sefal y
activador de
la transcrip-
cion 3

Beta-cateni-
nal

Proteina qui-
nasas
activadas
por mitége-
nos 3

Proteina su-
presora de
tumores 53

7p11.2

22q11.22

17921.2

3p22.1

16p11.2

16p11.2

Glucoproteina transmem-
brana. Regula positiva-
mente la proliferaciéon y
migracion celular

Segun el contexto celular
tiene diversas funciones
biolégicas como crecimien-
to celular, adhesion, super-
vivencia y diferenciacion.

Respuestas celulares a fac-
tores de crecimiento. Fun-
cién basal de células beta.

Mantenimiento y desarro-
llo de las capas de células
epiteliales. Involucrada
en la internalizacién de la
insulina.

Apoptosis, proliferacion
celular, adhesion, diferen-
ciacion, dinamica endoso-
mal y supervivencia celular.

Factor de transcripcion con
actividad antitumoral me-
diante la regulacion nega-
tiva de genes involucrados
en la proliferacion celular.

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolifera-
tion, positive regulation of
cellular biosynthesis, regu-
lation of phosphatidylino-
sitol 3-kinase signaling, en-
zyme binding, phosphatase
binding, identical protein
binding, phosphatase bin-
ding, phosphotransferase
activity, alcohol group as
acceptor, focal adhesion,
membrane raft

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of phosphatidyli-
nositol 3-kinase signaling,
enzyme binding, phospha-
tase binding, identical
protein binding, phospho-
transferase activity, alcohol
group as acceptor, focal
adhesion, membrane raft

Cellular response to or-
ganic substance, positi-
ve regulation of cellular
biosynthesis, regulation of
cell proliferation, enzyme
binding, phosphatase bin-
ding, identical protein bin-
ding, transcription factor
binding, RNA polymerase Il
transcription factor complex

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolife-
ration, positive regulation
of cellular biosynthesis,
enzyme binding, phospha-
tase binding, transcription
factor binding, focal ad-
hesion, RNA polymerase Il
transcription factor com-
plex, membrane raft

Cellular response to or-
ganic substance, positi-
ve regulation of cellular
biosynthesis, regulation
of phosphatidylinositol
3-kinase signaling, enzy-
me binding, phosphatase
binding, identical protein
binding, focal adhesion,
phosphotransferase ac-
tivity, alcohol group as
acceptor, membrane raft

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolife-
ration, enzyme binding,
phosphatase binding, iden-
tical protein binding, trans-
cription factor binding, p53
binding, RNA polymerase Il
transcription factor complex

Placenta, tejido mamario,
piel, higado, tejido adiposo

Ganglios basales, corteza
cerebral, amigdala, muscu-
lo esquelético

Higado, musculo cardiaco,
granulocitos, musculo es-
quelético, vagina, muscu-
lo liso

*Qvario, placenta, endo-
metrio, cerebelo, retina,
musculo liso, glandula
tiroides

*Amigdala, corteza cere-
bral, intestino delgado,
colon, esofago

Timo, ovario, apéndice,
nodulos linfaticos, esofa-
go, piel

(continda)
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(continuacion)

Grado de

Interme-

Proteina

Funcién

Términos GO

Tejido en el

APP

PIK3R1

MYC

ESR1

HIF1A

CDKN1A

MDM2

[EEGED
193

179

168

158

157

150

149

diacion

0.01175245

0.00742799

0.00936675

0.00630876

0.00598343

0.00635673

0.00535669

Proteina
precursora
amiloidea

17p13.1

subunidad 1
reguladora,
fosfoinositol
3-quinasas

21g21.3

Protoonco-
gen bHL-
He39, pro-
teina basica
hélice-bucle-
hélice 39

5q13.1

Receptor de
estrégeno
alfa

824.21

Subunidad
alfa del
factor 1 in-
ducible por
hipoxia

6q25.1-
925.2

Inhibidor de
la quinasa
dependiente
deciclina 1A

14q23.2

Protoonco-
gen MDM2

12915

Receptor de superficie
celular y precursor trans-
membrana. Involucrada en
movilidad y transcripcion
celular. Relacionada en la
internalizacion de péptido
amiloide beta que lleva a
disfuncién mitocondrial.

Metabolismo de insulina.
Modula la respuesta ce-
lular a estrés del reticulo
endoplasmatico.

Progresion del ciclo celular
y diferenciacion celular.
Promotor de angiogénesis.
Regula la reprogramacion
somatica, dado que con-
trola la autorrenovacién en
células embrionarias.

Regulacién de crecimiento,
diferenciacion y funciones
en sistema reproductivo.
Mantenimiento de ho-
meostasis 6sea, cardiovas-
cular y nerviosa.

Regulador maestro de res-
puesta a hipoxia. Vascula-
rizacion embrionaria, an-
giogénesis y fisiopatologia
de enfermedad isquémica.

Regulacion negativa de
progresiéon del ciclo ce-
lular y respuesta a dafio
de ADN.

La ubiquitinacion de p53/
TP53 lleva a su degrada-
cion, lo que promueve el
desarrollo tumoral. Regula
negativamente receptores
de AMPA, necesaria para
el reflejo barorreceptor en
respuesta a cambios de
presién arterial

Cellular response to or-
ganic substance, positive
regulation of cellular bio-
synthesis, regulation of
cell proliferation, cellular
response to organic sub-
stance, enzyme binding,
identical protein binding,
membrane raft

Cellular response to or-
ganic substance, posi-
tive regulation of cellular
biosynthesis, regulation
of phosphatidylinositol
3-kinase signaling, en-
zyme binding, phospha-
tase binding, transcrip-
tion factor binding, RNA
polymerase Il transcription
factor complex

Cellular response to or-
ganic substance, positive
regulation of cellular bio-
synthesis, regulation of
cell proliferation, transcrip-
tion factor binding, RNA
polymerase Il transcription
factor complex

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
enzyme binding, phos-
phatase binding, identical
protein binding, transcrip-
tion factor binding, RNA
polymerase Il transcription
factor complex

Cellular response to or-
ganic substance, positive
regulation of cellular bio-
synthesis, regulation of cell
proliferation, enzyme bind-
ing, phosphatase binding,
transcription factor bind-
ing, p53 binding, RNA
polymerase Il transcription
factor complex

Cellular response to or-
ganic substance, positive
regulation of cellular bio-
synthesis, regulation of cell
proliferation, enzyme bind-
ing, phosphatase bind-
ing, phosphotransferase
activity, alcohol group as
acceptor, RNA polymerase
Il transcription factor com-
plex

Celllular response to organic
substance, positive regulation
of cellular biosynthesis, regu-
lation of cell proliferation,
enzyme binding, identical
protein binding, phosphatase
binding, p53 binding

que se expresa

*Encéfalo, rifiones, glan-
dula adrenal, tejido mama-
rio, placenta, musculo liso,
musculo cardiaco

*Glandulas salivales, mé-
dula 6sea, musculo es-
quelético, higado, tejido
mamario, corteza cerebral,
musculo liso, musculo car-
diaco

*Piel, musculo esquelético,
tejido adiposo, pancreas,
trompas de Falopio, células
T, tejido linfatico

Endometrio, cérvix, epidi-
dimo, musculo liso, tejido
mamario

*Médula 6sea, rindn, glan-
dula adrenal, vaso, granu-
locitos, cérvix, pulmones
*Intestino delgado, higa-
do, musculo esquelético,
tejido adiposo, eséfago,
colon

*Intestino delgado, higa-
do, musculo esquelético,
tejido adiposo, eséfago,
colon

*Timo, higado, placenta,
médula ésea, pancreas,
musculo esquelético, gra-
nulocitos

(continua)
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(continuacion)

Grado de Interme- Proteina Locus

diacion

centralidad
145

VEGFA 0.00646737 Factor de
crecimiento
endotelial

vascular A

6p21.1

JAK2 143 0.01015 Janus quina-

sa 2

9p24.1

JUN 143 0.00874665 C-jun, subu-
nidad factor
de transcrip-

cion AP-1

1p32.1

PIK3CA 136 0.00425497 Subunidad 1
alfa cataliti-
ca fosfoino-
sitol 3-qui-

nasas

3026.32

IGF1R 130 0.00415681 Receptor
factor de
crecimiento
similar a la

insulina 1

15G26.3

MUC1 129 0.00825035 Mucina epi-

telial 1

1922

PDGFRB 128 0.00342065 Factor de
crecimiento
derivado de

plaquetas

5032

Funcién

Angiogénesis, vasculo-
génesis y crecimiento de
células endoteliales. Rela-
cionado con complicacio-
nes en la microvasculatura
en diabéticos.

Sefializacién en inmunidad
innata y adaptativa. Trans-
duccién de sefiales en el
citoplasma de hormonas
como leptina, prolactina,
eritropoyetina y trombo-
poyetina. Fosforila al STAT.

Factor de transcripcion que
incrementa la expresion de
genes esteroidogénicos.
Involucrado en tumores
malignos y dafio al nervio
optico por hipertension.

Sefalizacién celular en
respuesta a factores de
crecimiento como insulina,
VEGFA o PDGF. Cardio-
miogénesis en embriones
mediante la via AKT1.

Mantenimiento de células
malignas. Activacion de
las vias PI3K-AKT/PKB y
Ras-MAPK con inhibicién
de la apoptosis y aumento
de la proliferacion celular.

Formacién de barrera mu-
cosa con fines protectores
en la superficie epitelial.
Senalizacion intracelular
las vias de ERK, SRC, NF-
kappa-B y Ras/MAPK.

Mitbgeno para células
de origen mesenquimal.
Esencial para el desarrollo
del sistema cardiovascular.
Involucrado en interna-
lizaciéon de receptores,
angiogénesis, migracion
de células de musculo
liso y reorganizacién de
esqueleto de actina

Términos GO

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolifera-
tion, identical protein bind-
ing, focal adhesion

Cellular response to or-
ganic substance, positive
regulation of cellular bio-
synthesis, regulation of cell
proliferation, regulation
of phosphatidylinositol
3-kinase signaling, enzyme
binding, phosphatase
binding, identical protein
binding, phosphotransfer-
ase activity, alcohol group
as acceptor, focal adhe-
sion, membrane raft

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolif-
eration, enzyme binding,
identical protein binding,
transcription factor bind-
ing, phosphatase binding,
RNA polymerase Il tran-
scription factor complex

Cellular response to organ-
ic substance, regulation
of phosphatidylinositol
3-kinase signaling, phos-
photransferase activity,
alcohol group as acceptor,
RNA polymerase Il tran-
scription factor complex

Cellular response to organic
substance, regulation of
cell proliferation, regula-
tion of phosphatidylinositol
3-kinase signaling, identi-
cal protein binding, phos-
photransferase activity,
alcohol group as acceptor,
RNA polymerase Il tran-
scription factor complex

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
p53 binding, membrane
raft, RNA polymerase Il tran-
scription factor complex

Cellular response to organic
substance, positive regula-
tion of cellular biosynthesis,
regulation of cell prolifera-
tion, regulation of phos-
phatidylinositol 3-kinase
signaling, enzyme binding,
phosphatase binding, phos-
photransferase activity, alco-
hol group as acceptor, focal
adhesion, membrane raft

Tejido en el
que se expresa

*Glandula tiroidea, hi-
gado, musculo cardiaco,
endometrio, musculo es-
quelético, vejiga, prostata

Granulocitos, musculo car-
diaco, vaso, tejido adiposo,
nodulos linfaticos, piel

*Tejido reproductor feme-
nino, médula ésea, tejido
adiposo, glandula tiroidea,
piel, pulmones

*Timo, médula 6sea, glan-
dula paratiroidea, corteza
cerebral, tejido mamario,
tejido adiposo

*Vesiculas seminales, ova-
rio, cerebelo, pancreas,
prostata, musculo liso,
placenta

Vesicula biliar, rifnon, pul-
mones, estomago, pan-
creas, eséfago

Tejido reproductor feme-
nino, tejido adiposo, mus-
culo liso, musculo esque-
lético, pulmones, musculo
cardiaco

Términos GO: Términos de ontologia genética; STAT: transductor de seiales y activador de la transcripcion; VEGFA: Factor de crecimiento endotelial vascular
A; PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas; PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa; AKT1: Gen que codifica para proteina quinasa B; PKB: Proteina quinasa
B; MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos; ERK: Proteina quinasa regulada por sefales extracelulares; SRC: Proteina quinasa SRC; NFkappa-B: Factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.

Con

* se identifican los genes de distribucion ubicua.
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Claster Genes Términos de ontologia genética MCODE
Score
JAK2, PIK3R1, PTPN11, EGFR, STAT3, PDGFRB, Regulacién positiva de la proliferacién 20,082
GALS13, SIRT1, AHR, SERPIN, FGFR1, FOXO1
g g ¢ ’ y g lular; r mponen
CYP2E1, IGF1, F3, IGFIR, MBL2, MLXPL, RBP4, celutar; eSpueSta_?co ponentes .
FOS, MYC, JUN, CTNNB1, CDKN1A, CAV1, quimicos; regulacién de la apoptosis;
PTGS2, CDKN1A, ITGAV, MAPK1, GLUD1, KDR,
FGFR3, CCL2, RB1, A2M, ALB, IL6, FAM20C, ; unién de factores de
CXCL8, ARNT, APOA, CYP3A1, PDGFRB, o o .
g g 4 g ’ crecimiento; actividad de proteinas
LGALS13, VEGFA, FLT4, VCAM1, PLACI, GH2 - ’ P
quinasa
MAPK3, FGF19, RAF1, PRKAAL, SERPINEL, Regulacién positiva de la proliferacién 18,245
SMAD2, AGTF3, SMAD4, PIK3CA, TLR4, TERT, . e ”
SVIARCA4, BMP2, IFNG, ESRL, TGFB1, BMPA, celular; respugsta a quimicos; regulacion
GAB, FAS, CCND1, BGN, MUC1, JUNB, TNC, de la apoptosis;
TNFRSF1A, KLF4, PRKAR1A, LMNA, BCL2, ; union de factores de
ACVR2A, CITED2, FBN1, COL4A1, TNF, APP, CD4,  crecimiento; actividad de proteinas
S100A8, EPAS1, PDGFB, IL4R, ADAM12, NRP2, quinasa
TGFB3, SMARCBI, HIF1A, INHBA, MMP9, TLR2,
IL4R, PDGFB, CYP2B6
APOE, NOS3, TFPI2, AGT, AHSG, PDE4D, CRKL, Regulacién positiva de la respuesta a 13,815
UCHL1, P4HB, IGFBP1, BLM, TP53, MDM2, IGF2, timulos: lacion del metaboli
F7, RUNX2, BIRC5, F2, LGALS1, CAMK2A, Ikgkg, ~ SStIMUI0s; regulacion delmetabolismo
VTN, CASP3, S100A9, MAOA, NFE2L2, CRYAB, proteico; region extracelular; uniones
INSR, FLT1, TGFB2, TLR3, SNCA, SIN3A, PLAUR, célula-célula; actividad de factores de
SMARCA2, ELN, BRAF, MTOR, LGALS3, MUSK, o o - .
GONE, NAMPT, NLRPS, BONE, GATAS, RIPKA, c’rec‘|m|ento, union del factor insulino
PGF, CYP19A1, PDGFRA, TP53RK, JAGL, KRAS, simil
ITGB3
TCF7L2, FMR1, PON1, EDNRB, ITIH2, DYRK1A, Regulacién positiva de la comunicacién 9,302
LPL, KCNH2, TFAP2A, NPM1, CTNND2, ADIPOQ, 1o o
GH1, MAPT, LEP, KISS1, ENG, SLC6A4, AQP4, ular; respue. P _
LARS2, CD14, WNT7A, HRAS, CD40, CCR5, quimicos; region extracelular; uniones
IL2RA, BAX, ERCCS, FLNB, GDF15, DLK1, ARID1B,  célula-célula; actividad de
HMOX1, BCR, SPP1, SOD1, PIEZO2, SEMASA, ) Ry N
MCTP2, ARIDS, BMP?, CPB2, ATPEVIEL, hom‘odlmerlz’amon proteica; unién de
PHLDA2 apolipoproteina
CEP290, MMPS, WT1, MYOD1, TH. NPPA, Biosintesis celular; cromosomas; ; 6,773
GATA4, SMARCALL, KM724, CD28, PAXZ, actividad de factor de transcripcidn de
HTR2A, ORC4, GJA5, HDACS, DKK1, FOXMI, - - P
RBBPS, CNR2, NPPB, FOXP3, ADCYAPL, CALCA, ARN polimerasa Il; unién a doble cadena
CYP17A1, INS, GHRL, SOX11, PEX2, CNR1, de ADN
HADH, LHCGR, POMC, RAB18, ERCC2, RBM10,
PQUSF1, CTBP1, BSG, FTO, CUL7, MYCN, FGF21,
PYRCR1, SNRPB
PLAGLI, TNFSF11, NKX2-5, IL4, ACE, CD4OLG, Respuesta a estrés; regulacion positiva 6,103
CTH, SCGBIAL, ZFPMZ, GNF, LBF, NOSZ, del metabolismo; cromosomas; region
FPARGCIA, ATP1A1, PSATL, IARS, IL10, PHGDH, - ) 166
SMC1A, ERNI, WNT4, ABCC8, GSTM1, PPARA, extracelular; actividad de transporte de
GATAS, ALDH1A1, FADS1, HFE, HDACS, SIRT2, ATPasas de cationes; unién a cromatina
NIPBL, DKC1, SOX2, GNAS, HBB, TRIM37,
LIN28A, ARID1A, ATP6VOA2, SFTPD
> DONSON, PLOD3, PTDSS1, ALDH18A1, NUCB2, Unién a iones calcio; union a opsonina 35
X CALR, MTHFD1, CEP152, S1008B ’
8 P KLHL7, SCN5A, HNF1B, TNNTZ, REN Desarrollo del VI; contraccion celular 3
/{m)\\\\ mediada por actina; sistema circulatorio
/
/
/
W—

Fig. 3. Clusteres de proteinas y términos de ontologia mas significativos identificados. En cuanto a los términos de ontologia, en color azul
se identifican aquellos que corresponden a los procesos bioldgicos, en color naranja a aquellos que corresponden a los compartimientos
celulares, y en color verde a aquellos que corresponden a la funcién molecular
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Identificamos un total de 20 genes que resultaron
significativamente relevantes en el analisis de la red
de interaccién, la gran mayoria de estos genes estuvie-
ron relacionados con vias de senalizacion intracelular
asociadas a respuesta a sustancias organicas, y a regu-
lacién positiva de la biosintesis celular. De acuerdo con
los resultados obtenidos, al menos cuatro de estos genes
identificados codifican para factores de crecimiento o
sus receptores, VEGFA, PDGFRB, EGFR e IGF1R. Es
de destacar la identificacion de IGF1R, cuyo ligando,
el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1),
es sintetizado en el higado, aunque se expresa ubicua-
mente, y puede modular el metabolismo de hidratos
de carbono y lipidos. Su liberacién es estimulada por
la hormona de crecimiento y la insulina. Cuando hay
restriccion calérica, los niveles de IGF-1 disminuyen
y su sintesis en el higado es refractaria a la estimula-
cién de la hormona de crecimiento. (31) Este proceso
limita el crecimiento y la sintesis de proteinas cuando
la disponibilidad de nutrientes se ve comprometida.
Por otra parte, en estados fisiopatolégicos, incluido el
aumento de la resistencia a la insulina, el nimero de
receptores IGF1R cambia, lo que anula la posibilidad
de que el IGF-1 module el metabolismo de la glucosa,
por lo que se lo asocia al desarrollo o mantenimiento
del SM. (32)

Por otra parte, la identificacién de cuatro genes
cardinales que se expresan en tejidos estrechamente
relacionados con los fenotipos estudiados, como la pla-
centa, los distintos tipos de musculo y el tejido adiposo,
resultan de interés, ya que aiin no han sido evaluados
en la practica como biomarcadores en los fenotipos
incluidos en este estudio.

El gen CTNNBI1 esta involucrado en la internali-
zacién de la insulina y la expresién de su proteina se
ha encontrado como via de senalizacién involucrada
en la hipertrofia cardiaca, (33) ademas de modular
negativamente la diferenciacién de adipocitos. (34)
Por lo tanto, este gen puede ser de interés para los tres
fenotipos estudiados.

El gen APP, que se expresa en la placenta y en
el tejido muscular cardiaco y liso, de acuerdo con el
analisis de HPA, esta relacionado con los procesos de
transcripcién celular. Su identificacion resulta de inte-
rés, ya que cominmente se lo asocia con la enfermedad
de Alzheimer, pero actualmente se asocia también al
SM. La via de senalizacién intracelular de la insulina
esta involucrada en el metabolismo de la proteina ami-
loide, a la vez que esta puede unirse a los receptores
de insulina, lo que desencadena su internalizacion y
disminuye asi la respuesta de las neuronas a la insulina
y promueve la resistencia a la insulina. (35)

Ademas, la identificacién de dos protooncogenes,
MYC y MDMD2, en el anélisis de redes de interaccién
génica pone de manifiesto la relevancia de los proce-
sos de progresion del ciclo celular y la diferenciacion
celular. Ambos con funciones relacionadas con el man-
tenimiento de la homeostasis cardiovascular, han sido

escasamente explorados en la bibliografia en relaciéon
con estos fenotipos, y su inclusién como posibles bio-
marcardores o blancos terapéuticos también resulta
de interés.

Por otra parte, el andlisis de clisteres nos permi-
tié conocer los términos de ontologia genética mas
significativos, que se clasificaron segin el valor del
FDR o p corregido, por lo que eran mas significativos
cuanto menor era el valor obtenido. Entre los térmi-
nos ontoldgicos, se destacan aquellos relacionados
con los procesos biologicos de proliferaciéon y muerte
celular programada, de comunicacién intercelular,
del metabolismo proteico y de desarrollo del sistema
cardiovascular. Estos hallazgos son coincidentes con la
evidencia que muestra estos procesos como claves del
desarrollo de alteraciones en 6rganos y tejidos. (9, 36)
También hallamos que los genes identificados codifican
proteinas que pueden hallarse en el compartimiento
extracelular, lo que permitiria su utilizaciéon efectiva
como biomarcadores, y que sus funciones moleculares
estan estrechamente relacionadas con factores de cre-
cimiento y con estabilidad de ADN.

La principal fortaleza de este estudio fue el aprove-
chamiento de la informacion globalmente disponible,
mediante el procesamiento y el analisis de los datos de
diferentes niveles de informacién biol6gica. Ademas,
empleamos métodos con analisis estadisticos con un
alto grado de confiabilidad. Por otra parte, este analisis
permite orientar estudios posteriores; esto reduce el
tiempo y los recursos necesarios para la evaluacién de
biomarcadores y objetivos terapéuticos, lo que permite
un abordaje mejor dirigido.

Sin embargo, existen ciertas limitaciones, ya que
puede presentarse variabilidad poblacional en los re-
sultados obtenidos, y es necesaria la evaluacién expe-
rimental que corrobore nuestros hallazgos. A pesar de
esto, la utilizacion de seis bases de datos para obtener
inicialmente el conjunto de genes de cada fenotipo,
sumado al uso de tres herramientas de distinta metodo-
logia para establecer las redes de interaccion genética,
asegura complementariedad entre ellas.

Por lo tanto, podemos concluir que los genes ha-
llados en este estudio podrian ser de utilidad como
biomarcadores putativos de la presencia de alteraciones
cardiovasculares y metabdlicas asociadas con la RCIU,
o podrian ser de utilidad como potenciales blancos
terapéuticos de estrategias de tratamiento orientadas
al genotipo del paciente.

Criterios de autoria

IDAM: Obtencién, analisis e interpretacién de datos, redac-
cién del articulo; DAS, AT, RE, CA: Interpretacién de datos
y revision del articulo; CC: Diseno, interpretacion de datos,
redaccion y revision del articulo.
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