E ’ '.) Check for updates

REvVISTA MEXICANA DE OFTALMOLOGIA PERMANYER

ARTICULO ORIGINAL

Lipid and cholesterol metabolism gene expression in pterygium
fibroblasts: comparative analysis with adipocytes and other
fibroblasts

Judith Zavala®, Victor Trevifio, Arely A. Reyna-Fuentes, Clarissa M. Arellano-Gurrola,
Daniela Enriquez-Ochoa, Jorge L. Domene-Hickman y Jorge E. Valdez-Garcia

Tecnoldgico de Monterrey, Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud, Monterrey, México

Resumen

Propésito: Comparar el nivel de expresion génica asociada al metabolismo de lipidos y colesterol en fibroblastos de
pterigion, adipocitos y otros tipos de fibroblastos. Metodologia: Los datos de expresion génica de 12 muestras de pterigion
primario, 12 de células adiposas y 63 de otros tipos de fibroblastos con la misma plataforma fueron obtenidos de la base
de datos Gene Expression Omnibus (GEQ). El promedio de expresion para cada gen fue calculado para cada tipo de cé-
lula. Los genes diferencialmente y los similarmente expresados se sometieron a andlisis de sobrerrepresentacion para ob-
tener vias de sefalizacion, interacciones proteicas y términos funcionales asociados. Resultados: De los 16,511 genes
analizados se obtuvieron 921 diferencialmente expresados y 1,207 similarmente expresados. Del andlisis de sobrerrepre-
sentacion de los genes diferencialmente expresados se encontraron 460 genes asociados (p < 0.05) a la proteina SREBP1,
mientras que en los genes similarmente expresados se encontraron 615 genes asociados a la misma proteina. Los genes
HMGCR, ACOX1 y LRP1 mostraron expresion significativamente disminuida (p < 0.05) en fibroblastos de pterigion en com-
paracion con adipocitos y otros tipos de fibroblastos. La expresion del gen HMGCS fue significativamente mayor (p < 0.05)
en fibroblastos de pterigion que en adipocitos y menor que en otro tipo de fibroblastos. Otros genes, incluidos LPL, ACATT,
LSS, LDLR y LCAT mostraron diferencia de expresion entre los tres tipos celulares. Conclusion: La expresidn desregulada
de genes asociados al metabolismo de lipidos y colesterol en fibroblastos de pterigion estd relacionada con la proliferacion,
sugiriendo su estudio posterior como posibles blancos terapéuticos.

Pterigion. Adipocitos. Microarreglos. Colesterol. Lipidos. Fibroblastos.

Abstract

Purpose: To compare the gene expression associated with lipid and cholesterol metabolism in pterygium fibroblasts,
adipocytes and other types of fibroblasts. Methodology: Gene expression data from 12 samples of primary pterygium, 12 from
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adipose cells and 63 from other types of fibroblasts with the same platform were obtained from the gene expression omnibus
database. The mean expression for each gene was calculated for each cell type. Differentially and similarly expressed genes
were subjected to overrepresentation analysis to obtain signaling pathways, protein interactions, and associated functional
terms. Results: Of the 16,511 genes analyzed, 921 differentially and 1,207 similarly expressed were found. From the overre-
presentation analysis of differentially expressed genes, 460 genes were found associated (p < 0.05) to the SREBP1 protein,
while in the similarly expressed genes 615 were found associated to the same protein. The HMGCR, ACOX1 and LRP1 genes
showed significantly decreased expression (p < 0.05) in pterygium fibroblasts compared to adipocytes and other types of
fibroblasts. Expression of the HMGCS gene was significantly higher (p < 0.05) in pterygium fibroblasts than in adipocytes
and lower than in other fibroblast types. Other genes, including LPL, ACAT1, LSS, LDLR and LCAT showed a differential
expression between the three cell types. Conclusion: Deregulated expression of genes associated with lipid and choleste-
rol metabolism in pterygium fibroblasts is related to proliferation, suggesting further study as potential therapeutic targets.

Pterygium. Adipocytes. Microarrays. Cholesterol. Lipid. Fibroblast.

Introduccion

El pterigion es un crecimiento celular anormal en la
conjuntiva que posee caracteristicas tumorales, entre
las que se destacan crecimiento descontrolado, inva-
sion y migracién. Su aparicion se asocia a la exposi-
cién solar prolongada. Tiene una incidencia de hasta
el 10% en poblaciones cercanas al ecuador. Es de
naturaleza benigna; sin embargo, su crecimiento y mi-
gracion hacia la region central del ojo puede llegar a
interferir con el campo visual, ademas de causar irrita-
cion, inflamacion e inducir astigmatismo'.

Aunque no se conocen con precision los mecanis-
mos que subyacen la patogénesis del pterigion, su
desarrollo se asocia a la exposicion a los rayos ultra-
violeta (UV) por la luz solar. Una variedad de factores
se ha relacionado con la patogénesis del pterigion,
incluyendo factores epigenéticos, mediadores de infla-
macidn, factores de crecimiento, moduladores de la
matriz extracelular, factores angiogénicos y linfangio-
génicos, mecanismos inmunoldgicos y alteraciones en
el metabolismo del colesterol®.

El unico tratamiento disponible para la remocion del
pterigion es la cirugia, con la desventaja de la recurren-
cia. Las técnicas quirdrgicas mas sofisticadas utilizan
autoinjertos conjuntivales o de membrana amniética
para recubrir el area conjuntival de donde se ha remo-
vido el pterigion, en busqueda de mejores resultados
estéticos y una reduccién de la reincidencia. El uso
posquirurgico de antimetabolitos, como la mitomicina-C
y la beta-radioterapia, también son utilizados como ad-
yuvantes en la prevencién de la reincidencia®.

Las investigaciones sobre la patogénesis del pterigion
con el uso de modelos in vitro ha proporcionado infor-
macion sobre los mecanismos moleculares subyacentes
y con ello posibles blancos terapéuticos. Se ha demos-
trado que en pterigiones humanos, el metabolismo de

colesterol se encuentra acelerado y que, cuando se
aplican agentes antiproliferativos al pterigion, el meta-
bolismo de colesterol disminuye*. Similarmente, se ha
encontrado que los fibroblastos de pterigién tienen au-
mentado el proceso de esterificacion del colesterol y
esto conlleva un aumento en su tasa de proliferacion®.
Dado que el tejido adiposo es el principal sitio de alma-
cenamiento y metabolismo de lipidos y colesterol, el
andlisis de vias en comun entre este tejido y el pterigién
brindaria mas informacion sobre su patogénesis y posi-
bles blancos terapéuticos. Ademas, la comparacion con
otro tipo de fibroblastos proporcionaria informacion so-
bre las caracteristicas especificas de los fibroblastos de
pterigion.

Propésito

El objetivo de esta investigacion ha sido comparar la
expresion de genes asociados al metabolismo de lipi-
dos y colesterol entre fibroblastos de pterigion, adipo-
citos y otros tipos de fibroblastos e identificar las vias
de sefializacion asociadas.

Metodologia

Los datos sobre el patrdn de expresion génica de
8 muestras de pterigion primario (GSE2513, sin usar
conjuntiva), 12 de células adiposas (GSE39117, espe-
cificamente las T1 pre-LPS) y 63 de otros tipos de fi-
broblastos de diferentes tejidos del organismo
(GSE63626, que contiene 3 de vaso sanguineo, 4 de
pecho, 8 de colon, 6 de duodeno, 6 de esdfago, 3 de
vesicula biliar, 6 de ileon, 5 de higado, 3 de pulmodn,
7 de glandula mamaria, 3 de prostata, 6 de estémago,
y 3 de Utero). Todos los datos fueron ensayados con
la misma plataforma (Affymetrix Human Genome U133)
y fueron obtenidos de la base de datos Gene
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Expression Omnibus (GEO) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Los datos fueron
normalizados transformandolos a distribucién uniforme
entre 0 y 1 antes del andlisis. Cero indica nula o muy
baja expresion y 1 indica la maxima expresion.

Los datos de expresién génica fueron analizados en
Excel. Las regiones de interseccion entre los estudios
de expresion se obtuvieron por la funcion BUSCARYV,
creando una matriz con los mismos genes analizados
en ambos tejidos junto con su valor de expresién para
cada muestra. Posteriormente, los datos fueron nor-
malizados mediante la funcién de Excel JERARQUIA.
EQV, para asignar la misma jerarquia a los valores
utilizados. El promedio de expresion para cada gen
fue calculado para células adiposas, fibroblastos de
pterigion y otros tipos de fibroblastos. Se calculé la
diferencia de expresion, establecida como la resta del
promedio de expresion de fibroblastos de pterigion y
células adiposas para cada gen y luego se compard
con el promedio de expresion de los fibroblastos de
otros tipos.

Se realizd el andlisis estadistico de la diferencia de
expresion de cada gen con la prueba t de student con
los valores normalizados de los diferentes tipos celu-
lares. La diferencia de expresion fue analizada para la
determinacion del intervalo de diferencia de expresion
y valor de prueba t de student en los que existe mayor
relacion. El intervalo de diferencia de expresion fue
establecido usando una diferencia absoluta mayor a
0.4 y una p < 1x107. El intervalo de similitud de expre-
sion fue acotado con una p > 0.5 y una diferencia ab-
soluta en el nivel de expresion < 0.05.

El andlisis de sobrerrepresentacion de los genes
similarmente y diferencialmente expresados entre fi-
broblastos de pterigion y células adiposas se hizo me-
diante la herramienta Gene Functional Classification
Tool de DAVID Bioinformatics Resources®’ para obte-
ner los términos de ontologia, vias de sefalizacion e
interaccion proteica asociados. Los genes representa-
tivos de las vias del metabolismo de lipidos y colesterol
fueron buscados en la matriz de genes en los diferen-
tes tipos de células para comparar su nivel de
expresion.

Resultados

Genes diferencialmente expresados entre
adipocitos y fibroblastos de pterigion

De los 16,511 genes analizados se obtuvieron 921
con un valor p < 1x107 y diferencia absoluta > 0.4. El

analisis de sobrerrepresentacion con la herramienta
DAVID proporciond informacion sobre los términos aso-
ciados. Los términos con mayor cantidad de genes
asociados representaron aquellos de procesos consti-
tutivos: factores de transcripcion, ciclo celular, membra-
na celular, etcétera (datos no mostrados). Se registraron
aquellos términos asociados con un valor p < 0.05 es-
pecificos del metabolismo de lipidos (Tabla 1). No se
encontraron vias metabdlicas de colesterol y lipidos
asociadas significativamente a los genes diferencial-
mente expresados. Las vias metabdlicas que presenta-
ron asociacion significativa fueron: vias de cancer
(48 genes), PI3BK-Akt (31 genes), proteoglicanos en can-
cer (28 genes) y via de las MAPK (26 genes).

Genes similarmente expresados entre
adipocitos y fibroblastos de pterigion

Se obtuvieron 1,207 genes similarmente expresados
(p > 0.5 y diferencia absoluta < 0.05). Al realizar el
andlisis de sobrerrepresentacion se encontraron los
términos SREBP1 y unién de lipidos relacionados al
metabolismo de lipidos (Tabla 2).

Expresion de genes asociados al
metabolismo de lipidos y colesterol en
adipocitos, fibroblastos de pterigion y
otros tipos de fibroblastos

Se analizé dentro de la matriz de datos los niveles
de expresion de los genes ACOX1, HMGCR, HMGCS
y LRP1, especificos del metabolismo de lipidos. Se
observo que los cuatro genes presentan un mayor nivel
de expresion (p < 0.05) en otros tipos de fibroblastos
en comparacion con fibroblastos de pterigion. El gen
HMGCS mostré mayor nivel de expresion en fibroblas-
tos de pterigion en comparacion con adipocitos, con
un valor p < 0.05. Los fibroblastos de otros tipos mos-
traron mayor expresion de este gen en comparacion
con adipocitos y fibroblastos de pterigion. Los genes
ACOX1 y LRP1 no mostraron diferencia significativa en
el nivel de expresién entre adipocitos y otros tipos de
fibroblastos (p > 0.05) (Fig. 1).

Se compararon, ademas, los promedios de los nive-
les de expresidn de genes adicionales relacionados al
metabolismo de lipidos entre cada tipo celular,
generando un mapa de calor (Fig. 2). En general, se
observé que la expresion de genes asociados al me-
tabolismo de lipidos y colesterol tiene mayor similitud
entre adipocitos y otro tipo de fibroblastos. Los genes
con mayor diferencia en el nivel de expresion en
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Términos asociados (p < 0.05) a los genes diferencialmente expresados entre adipocitos y fibroblastos de
pterigion obtenidos mediante el anéalisis de sobrerrepresentacion con la herramienta DAVID

Interacciones proteicas (UCSC_TFBS) SREBP1 460 Stard5, LPL, FADS3, LYPLA2, SREBF1, LRP1, LRP5,
NEDD4
Categoria funcional (UP_Keywords) Lipoproteinas 46 AKAP7, LRP1, APOCI, CPM, LPL, LDLRAP1
Metabolismo de 26 NPC1, ACADL, ACOX1, ACSM5, CROT, CPTIA,
lipidos EHHADH, FADS3, LPL, LDLRAPI, LYPLA2, MVK,
SREBF1
Metabolismo de 10 ACADL, ACOX1, ACSM5, CROT, CPT1A, EHHADH,
acidos grasos FADS3, LYPLA2, PECR, PTGES

Términos asociados (p < 0.05) a los genes similarmente expresados entre adipocitos y fibroblastos de
pterigion obtenidos mediante el anéalisis de sobrerrepresentacion con la herramienta DAVID

Interacciones proteicas (UCSC_TFBS) SREBP1 615 ELOVL4, LRP8, CRAT, CPT1A, CPT2,
ECH1, FFAR2, LDAH
Categoria funcional (UP_Keywords) Unidn de lipidos 19 FFAR2, PGRMC]1, ERLINT
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Comparacion de los niveles de expresion de los genes ACOX1, HMGCR, HMGCS y LRP1 entre adipocitos,
fibroblastos de pterigion y otros tipos de fibroblastos.

fibroblastos de pterigion con respecto a los adipocitos Discusion

y otros fibroblastos fueron FADS2, FADS3, HVIGCR,

LPL y APOCT. Los genes LDLRAD4, ACOT1, ACOX1, El analisis de sobrerrepresentacion de los genes con
LRP1 y APOE no mostraron diferencia significativa en ~ €xpresion similar y diferente entre adipocitos y fibro-
su nivel de expresion entre adipocitos y otros fibroblas-  blastos de pterigion mostré una gran cantidad de ge-
tos (p > 0.05). nes asociados a procesos constitutivos: factores de
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Mapa de comparacion del nivel de expresion
de genes asociados al metabolismo de lipidos y
colesterol.
AD: adipocitos; FP: fibroblastos de pterigion; OF: otros
fibroblastos.

transcripcion, ciclo celular, membrana celular, etcétera.
Al realizar la busqueda enfocada a colesterol y meta-
bolismo de lipidos, se encontraron términos con aso-
ciacion significativa con una cuenta mucho menor de
genes. De los genes diferencialmente expresados se
obtuvieron mas términos con asociacion significativa al
metabolismo de lipidos que en los genes similarmente
expresados. El principal término asociado tanto a los
genes similarmente como diferencialmente expresados
entre fibroblastos de pterigion y adipocitos fue SREBP1.

Este gen codifica para el activador transcripcional re-
querido para la homeostasia de los lipidos, regulando
la transcripcién del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y de la sintesis de acidos grasos y
colesterol. Tong, et al.® reportaron que la expresion de
SREBP1 en pterigiéon es mayor al observado en con-
juntiva sana. En nuestro andlisis, el gen SREBP1 es-
tuvo significativamente aumentado en fibroblastos de
pterigion con respecto a lo observado en adipocitos,
pero con igual expresion a otro tipo de fibroblastos.

Del anadlisis comparativo del nivel de expresiéon de
genes asociados al metabolismo de lipidos y colesterol
entre fibroblastos de pterigion, adipocitos y otros fibro-
blastos, se encontraron cuatro genes fundamentales
desregulados: ACOX1, HMGCR, HMGCS y LRP1. De
estos, solo HMGCS mostré mayor expresion en fibro-
blastos de pterigion en comparacion con adipocitos. En
un estudio previo, Peiretti, et al.® demostraron que la
HMGCR, enzima limitante en la via de la sintesis de
colesterol, se encuentra sobreexpresada en pterigion
comparada con pinglécula y conjuntiva sana. En nues-
tro andlisis, el gen HMGCR tuvo menor nivel de expre-
sion en fibroblastos de pterigion en comparacion con
adipocitos y otros fibroblastos.

Los genes ACOX1, HMGR y LRP1 tuvieron un nivel
de expresiéon promedio menor en fibroblastos de pteri-
gién comparado con adipocitos. La expresion de
ACOX1 y LRP1 no tuvo diferencia significativa entre
adipocitos y otros fibroblastos. La enzima ACOX1 es la
primera enzima en la via de la beta-oxidacion de los
acidos grasos, su disminucién causa adrenoleucodis-
trofia, una enfermedad en donde hay acumulacion de
acidos grasos de cadena muy larga'®. HMGCR es la
enzima limitante en la biosintesis del colesterol y su
expresion es directamente proporcional con los niveles
séricos del mismo''. Se ha demostrado que la inacti-
vacion en ratones de LRP1, el gen productor del recep-
tor 1 de lipoproteinas de baja densidad, conlleva a
dislipidemia y aterosclerosis'.

El gen HMGCS1 mostr6 orden de nivel de expresion
mayor a menor en otros fibroblastos > fibroblastos de
pterigion > adipocitos. La diferencia en los niveles de
expresion fue significativa. Este gen codifica para la
enzima HMGCS1, la cual produce HMG-CoA en el
paso critico en la via de la biosintesis del colesterol.
Se ha demostrado que la regulaciéon aumentada de
esta enzima conlleva a una sintesis elevada de lipidos
y aumento de peso'®. Los genes de las enzimas MVK
y LSS, que también participan en la via de la sintesis
de colesterol, se encontraron con diferente expresion
en los tres tipos celulares. El gen MVK tuvo mayor
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expresion en fibroblastos de pterigién, otros fibroblas-
tos y adipocitos. Mientras que el gen LSS se encontro
con menor expresién en comparacion con adipocitos y
otros fibroblastos. En conjunto, la desregulacion de la
expresion de genes de enzimas asociadas a la sintesis
de colesterol explica la sobreproduccion reportada por
Peiretti.

Dentro de los genes analizados, también se encon-
traron diferencias de expresion en aquellos que codifi-
can para enzimas del metabolismo de lipoproteinas.
Los genes APOB, APOC1 y APOL2 se encontraron
con expresion significativamente disminuida en fibro-
blastos de pterigion con respecto a adipocitos y otros
fibroblastos, mientras que el gen APOE se encontrd
sobreexpresado. APOB es el principal componente
proteico de los quilomicrones (apoB-48), LDL y lipopro-
teinas de muy baja densidad (VLDL) (apoB-100). Las
mutaciones de este gen conllevan a niveles desregu-
lados de LDL en sangre e hipercolesterolemia'*. La
desregulacion de la expresion de los genes APOCT y
APOLT se relaciona también con el desarrollo de trigli-
ceridemia’® ', Se conoce que APOE media el metabo-
lismo del colesterol y diferentes isoformas se asocian
a hiperlipidemia e hipercolesterolemia”. LRP1 es el
gen productor del receptor 1 de las LDL. Este receptor
se involucra en la sefalizacién intracelular y endocito-
sis de las lipoproteinas. Se ha demostrado que la in-
activacion de este gen en ratones conlleva a dislipide-
mia y aterosclerosis'?. El andlisis mostr6 expresién de
este gen en fibroblastos de pterigion disminuida signi-
ficativamente en comparacion con adipocitos y otros
fibroblastos, lo cual se correlaciona con el aumento en
el metabolismo de colesterol ya descrito.

Los niveles de expresion de los genes LPL, LCAT,
FADS1y FADS3 se encontraron significativamente dis-
minuidos en fibroblastos de pterigiéon respecto a los
adipocitos y otros fibroblastos. Estos genes codifican
para enzimas que participan en la homeostasis del co-
lesterol y acidos grasos. La lipoproteinlipasa (LPL) hi-
droliza a los triglicéridos produciendo acidos grasos li-
bres y glicerol. Se ha demostrado que la deficiencia de
esta enzima conlleva a hiperlipoproteinemia e hipertri-
gliceridemia'®. La lecitina colesterolaciltransferasa
(LCAT) convierte el colesterol libre a esteres de coles-
terol, la forma hidrofébica del colesterol que forma parte
de las lipoproteinas. La deficiencia de LCAT esta aso-
ciada al aumento de los niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) unido a colesterol e hipertrigliceride-
mia'®. Las enzimas FADS1 y FADS3 desaturan los &ci-
dos grasos produciendo acidos grasos poliinsaturados,

que son esenciales en el ser humano, su desregulacion
ha sido asociada a la hiperlipidemia®’-?2,

El gen ACOT1 se encontrd con expresion disminuida
en fibroblastos de pterigion. Este gen codifica para la
enzima acil-CoA tioesterasa, que regula los niveles
intracelulares de ésteres-CoA, coenzima A y &cidos
grasos libres. Se ha sugerido una relacién funcional
entre los niveles de esta enzima y la oxidacion de aci-
dos grasos y que la regulacion de ACOT1 es adaptativa
como proteccion de la sobreproduccién de acidos gra-
sos?3. La expresion de ACOT1 fue igual entre adipoci-
tos y otros fibroblastos.

En general, la desregulacién de los genes analizados
provee un panorama mas amplio de los mecanismos
que subyacen al aumento de colesterol encontrado en
el pterigion, que a su vez se relaciona con el aumento
en la proliferacion celular caracteristica de esta
patologia.

Conclusiones

El pterigion es un crecimiento anormal en la conjun-
tiva que solo puede ser tratado con remocién quirurgi-
ca. Aunque este tratamiento ha ido mejorando hasta el
desarrollo de injertos autoconjuntivales y de membrana
amniética, aun no se ha logrado prevenir por completo
la recurrencia. Este problema de salud es especifica-
mente importante en regiones cercanas al ecuador, en
donde la incidencia es mayor por la exposicion a los
rayos UV solares.

En el estudio de la patogénesis, se ha reportado que
el colesterol es una de las vias desreguladas en el
tejido de pterigion, lo cual contribuye al mecanismo de
proliferacion desregulada. Esto provee herramientas
para la identificacién de blancos terapéuticos que pue-
dan ser abordados farmacoldgicamente para la dismi-
nucién, eliminacién o prevencién de la recurrencia del
pterigion.

En este sentido, se han reportado andlisis del pa-
trén de expresion génica por microarreglos y analisis
por protedmica del pterigion. Sin embargo, la cantidad
de informacion obtenida de estos andlisis es muy
vasta y la identificacion de vias importantes puede
llevar mucho tiempo. En estos andlisis, la expresién
génica del pterigion es comparada con la de conjun-
tiva sana. En este analisis se corrobor6 la desregula-
cion del gen HMGCR previamente reportada en pte-
rigion y se compard por primera vez su nivel de
expresion con adipocitos y otros fibroblastos. El ana-
lisis adicional de genes asociados al metabolismo del
colesterol y de lipoproteinas demostré que los
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fibroblastos de pterigion tienen diferente patrén de
expresion que otros tipos de fibroblastos y adipocitos,
y que estos dos ultimos tienen similar patron de ex-
presion de este tipo de genes. A la fecha, no se han
encontrado reportes similares. El conocimiento de las
vias lipidicas desreguladas en el pterigién proporcio-
na herramientas para el estudio de su patogénesis
y para el analisis de posibles blancos terapéuticos
farmacoldgicos.
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