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RESUMEN

Introduccion: Al origen infeccioso de la obesidad se le conoce como
“‘infectobesidad”. Los primeros estudios realizados en modelos animales, como
pollos, ratones y primates no humanos, asociaron la presencia de anticuerpos
contra HAd36 con el desarrollo de la obesidad y la ganancia de peso, de igual
manera los ensayos realizados en preadipocitos (3T3-L1) y células madre adiposas
humanas (hASCc) han demostrado que HAd36 se asocia con la expresion de genes
implicados en la diferenciacion celular y el metabolismo de lipidos. Los estudios
realizados para identificar el DNA viral en tejido adiposo son pocos y los resultados
inconsistentes. Objetivo: Analizar la presencia del DNA de HAd36 en biopsias de
tejido adiposo subcutaneo y su relacién con la obesidad, cambios morfolégicos de
los adipocitos y la expresién de genes adipogénicos y de metabolismo celular.
Materiales y Métodos: Se recolectaron un total de 52 biopsias de tejido adiposo
subcutdneo de mujeres sometidas a liposuccion y/o lipectomia. Se realizé una
evaluacion antropomeétrica y clinico-bioquimica. La identificacién del DNA de HAd36
se realizd por PCR convencional, la expresion de los genes C/EBPSB, HIF-1a 'y 3-
actina se determiné utilizando sondas TagMan. La morfologia celular se analizé en
secciones de tejido adiposo tefiidas con H&E, la estimacién del nUmero y tamafio
de las células se realiz6 con el software Image J Fiji. Resultados: Se identifico el
DNA de HAd36 en 16 muestras de tejido adiposo subcutaneo (31%). La presencia
del DNA viral no se asocié con los pardmetros antropométricos o metabdlicos,
tampoco con cambios en la morfologia del tejido adiposo. Los niveles de expresion
de mRNA para C/EBPB y HIF-1a no mostraron diferencias significativas entre las
muestras positivas y negativas al DNA viral (p>0.05). Conclusion: El DNA de
HAd36 puede estar presente en el tejido adiposo subcutaneo, pero la presencia del
DNA viral no se encontro relacionado con los cambios morfolégicos en este tejido,

ni con la expresion de genes como C/EBPB y HIF-1a.



INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el
sobrepeso se definen como la acumulacion excesiva de tejido adiposo, a tal grado
que la salud y el bienestar se ven comprometidos (OMS, 2018; De Lorenzo et al.,
2016). La OMS report6 que la obesidad se ha triplicado en el mundo desde 1975,
para el 2016, mas de 1900 millones de adultos mayores de 18 afios padecian
sobrepeso, de los cuales mas de 650 millones eran obesos. De manera general el
13% de la poblacion adulta padece obesidad, siendo mayor en el sexo femenino
(15%), con respecto al masculino (11%) (OMS, 2018).

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, reportdé que en el 2018 la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en poblacién mayor a 20 afios es
del 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad), la cual incrementé con respecto a
lo reportado en el afio 2012 (71.3%). Asi mismo, se reporté que la prevalencia de la
obesidad es mayor en mujeres (40.2%) que en hombres (30.5%) (ENSANUT 2018).
Los individuos que padecen obesidad estan expuestos al desarrollo de otras
comorbilidades metabdlicas, principalmente la diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
resistencia a la insulina (RI), dislipidemias, hipertension arterial (HTA),
enfermedades cardiovasculares (EC), apnea del suefio y algunos tipos de cancer
(Kim y Plutzky, 2016; Mathieu et al., 2010).

El desarrollo de la obesidad es multifactorial, en la cual participan factores
genéticos, ambientales, metabdlicos, sociales y culturales (Ponterio y Gnessi,
2015). Una de las primeras clasificaciones de la obesidad de acuerdo con la
etiologia fue propuesta por Anthony Sclafani: puede ser de origen neural, endocrino,
farmacoldgico, nutricional, ambiental, estacional, genético, idiopatico o viral
(Sclafani, 1984).



En la actualidad el indice de Masa Corporal (IMC) se utiliza para establecer si un
individuo padece obesidad o sobrepeso, sin embargo, en personas que incrementan
Su masa magra como resultado del ejercicio intenso o el entrenamiento de
resistencia como los fisicoculturistas no resulta preciso. El IMC esta estrechamente
relacionado con el porcentaje de grasa corporal, pero el sexo, la edad y la raza
influencian de manera independiente esta relacion (Jackson et al., 2002; Purnell,
2018). Actualmente la clasificacion para el sobrepeso y obesidad que se aplica tanto
en hombres como mujeres de edad adulta fue propuesta por el comité de expertos
de la OMS, y el punto de corte para definir la obesidad es de un valor de IMC = 30
kg/m? (Tabla ).

Tabla I. Clasificacion del sobrepeso y obesidad de acuerdo con el IMC.

Riesgo Asociado a la

Clasificacion IMC (kg/cm?)
Salud*

Bajo peso
Normopeso 18.5-24.9 -
Exceso de peso (sobrepeso) 25-29.9 Aumentado
Obesidad grado | 30-34.9 Alto
Obesidad grado I 35-39.9 Muy alto
Obesidad grado Ill o Mérbida =40 Extremadamente alto

*Riesgo de padecer HTA, DM2 y EC. Adaptado de Prunell, 2018.

La distribucion del Tejido Adiposo (TA) puede variar tanto en el género masculino
como femenino, los varones presentan una mayor cantidad de TA visceral en
comparacion con las mujeres pre-menopausicas, las cuales presentan una mayor
cantidad de TA subcutaneo (Link y Reue., 2017). Una mayor acumulacion de TA
visceral se relaciona con el desarrollo de Sindrome Metabdlico (SM); por el
contrario, algunos estudios han sugerido que el TA subcutaneo podria tener un
papel protector contra el desarrollo del SM, confiriendo mayor proteccion al sexo

femenino que masculino (Kvist et al., 1988; Lemieux et al., 1993).



El desarrollo de la hipertrofia e hiperplasia esta regulada por factores genéticos y
ambientales (Spiegelman y Flier, 2001). La expansion del tejido adiposo
hipertréfico a través del aumento del tamafio de los adipocitos se asocia con
fendbmenos como el aumento de la liberacion de acidos grasos basales, mayor
liberacion de citocinas e incremento de células de la respuesta inmune que se
asocian con procesos proinflamatorios, disminuye la disponibilidad de oxigeno
(hipoxia), aumenta la fibrosis, disminuye la adiponectina y la sensibilidad a la
insulina. Sin embargo, cuando el tejido adiposo se expande a causa de la
hiperplasia los cambios fisiolégicos son beneficiosos, como el aumento de la
adiponectina, la disminucion de los siguientes mecanismos, como la liberacién de
acidos grasos basales, la liberacién de citocinas proinflamatorias, el reclutamiento
de células inmunitarias, la hipoxia, la fibrosis y una mejor respuesta a la insulina
(Figura 1) (Choe et al., 2016).

—— HIPERPLASIA —— —— HIPERTROFIA ——
* 1 Numero de células * 1 Tamaiio celular
| Acidos grasis libres « 1 Acidos grasis libres |
+ 1 Adioonectina + | Adioonectina
| Citocinas pro-inflamatorias «+ | Citocinas pro-inflamatorias
* | Celulas de la respuesta inmune * 1 Celulas de la respuesta inmune
* | Hipoxia y fibrosis * 1 Hipoxia y fibrosis
* | Sensibilidad a la insulina « | Sensibilidad a la insulina

Figura 1. Caracteristicas metabdlicas de la hiperplasia e hipertrofia del tejido adiposo.
Modificado de Choe et al., 2016.



Con relacién al origen etiolégico de la obesidad, existe evidencia del papel de ciertos
microrganismos como posibles agentes que podrian contribuir con su desarrollo. En
el afio 2001, Nikhil Dhurandhar acufid el término “Infectobesidad”, con el cual
proponia que la obesidad podria estar relacionada con algiin componente infeccioso
(Dhurandhar, 2001). El Virus del Moquillo Canino (CDV), relacionado con
enfermedades respiratorias, gastrointestinales y enfermedades del sistema
nervioso, también se ha asociado con la obesidad en ratones, con el aumento del
peso corporal y el tamafio de los adipocitos (Pasarica y Dhurandhar, 2006). De
acuerdo con algunos estudios, CDV induce cambios morfologicos en el hipotalamo,
el cual desempefia un papel importante en la regulacion del apetito, el consumo de
energia y el sistema neuroendocrino (Dhurandhar, 2004; Bernard et al., 1993).
Por otro lado, el Virus del Sarcoma de Rous tipo 7 (RAV-7) es otro virus que induce
obesidad, mediante la disminucion en los niveles de las hormonas tiroideas, sin
embargo, el mecanismo molecular por el cual se generan estos cambios se
desconoce (Bernard et al., 1999). El Virus de la Enfermedad de Borna (BDV) se ha
asociado con hiperplasia de los islotes pancreaticos, aumento en los niveles de
triglicéridos y glucosa (Mitra et al., 2010; Lyons et al., 1982; Ponterio y Gnessi,
2015).

El Citomegalovirus (CMV) y el Virus del Herpes Simple 1 (HSV-1), parecen ser
lipogénicos, ya que la infeccion tiene un efecto en algunos de los componentes del
SM, afectando incluso a la poblacién general sin obesidad (Voss y Dhurandhar
2017; Hamer et al., 2016). SMAM-1 es un adenovirus aviar que al ser inoculado en
pollos incrementa los depdsitos de grasa visceral, el agrandamiento del higado y los
rifones, la infiltracion de grasa hepatica y disminuye los niveles de los lipidos séricos
(Dhurandhar et al., 1992; Whigham et al., 2006; Vincent et al., 2009). Ademas,
se encontré que el 20% de las personas obesas presentan anticuerpos contra
SMAM-1 y consistentemente niveles bajos de colesterol y triglicéridos en suero
(Dhurandhar et al., 2001).



Generalidades de los adenovirus

Los adenovirus humanos (HAd, por sus siglas en inglés) han sido implicados como
agentes infecciosos en el desarrollo de la obesidad, aunque estdn mas asociados
con enfermedades del tracto respiratorio, trastornos oculares y del tracto
gastrointestinal. Estos virus generalmente causan enfermedades respiratorias leves
y autolimitadas (Cook y Radke, 2017). La capside del virus esta conformada por
252 capsomeros, de los cuales 240 son hexones que conforman la superficie
icosaedrica y 12 son pentones que conforman los vértices (Ponterio y Gnessi,
2015; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009). Algunos otros componentes son: las
proteinas llla, VI, VIII y IX asociadas a la capside. En el interior de la capside se
encuentra la proteasa del virion, que desempefia un papel vital en el ensamblaje y
el genoma del DNA de doble cadena asociado con cinco polipéptidos (proteina
terminal (TP), V, VII, Mu y IVa2) (Figura 2).

Proteinas de la cipside Proteinas del core

Proteina Terminal
Proteina Mu
Proteina VII
Proteina

Proteina VI
Proteina ITla

@ Hexon

4§ Base del pentén

' Fibra

Proteina VIII
Proteina IX

-4l
o0 e

Figura 2. Representacion de la estructura de adenovirus (Modificado de Cook y Radke, 2017).



El genoma de los HAd consta de una molécula de DNA bicatenario lineal de
aproximadamente 36 kb, asociado a una proteina terminal que se une
covalentemente al extremo 5° del DNA gendmico. El cromosoma viral posee cinco
genes de transcripcion temprana (E1A, E1B, E2, E3 y E4) y una unidad de
transcripcion tardia que codifica para cinco familias de mRNA (L1-L5) (Ponterio y
Gnessi, 2015). La organizacion de los 39 marcos de lectura abierta (ORFs) de
HAd36 es similar a la de otros Mastadenovirus, y posee Regiones de Repeticion
Terminal Invertida (RRTI) de aproximadamente 86 pb de longitud, siendo los mas
pequefios entre todos los adenovirus humanos secuenciados (Figura 3) (Arnold et
al., 2010).
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Figura 3. Estructura del genoma de HAd36. Cuenta con 4 genes que codifican las proteinas
tempranas (E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4) patrticipan en la regulacién de la replicacién del DNA viral,
mientras que los genes que codifican para las proteinas tardias (L1-L5), son productos de la
traduccién de mRNA tardio, y componen las proteinas estructurales de la capside.

La entrada del virus a la célula esta determinada por la interaccion entre la fibra viral
y el receptor presente en la superficie celular, generalmente la mayoria de los
adenovirus interaccionan con el Receptor de Coxsackie y Adenovirus (CAR, por sus
siglas en inglés), sin embargo, el subgrupo B puede usar moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (CMH), CD46 o CD80 como receptores (Murray,
Rosenthal y Pfaller, 2009).



En los seres humanos, CAR es un receptor que se expresa ampliamente en tejidos
como corazoln, pancreas, sistema nervioso central, prostata, testiculos, pulmén,
higado e intestino, tejido adiposo y muy poco frecuente en células By T (Tomko et
al., 2000 Carson., 2001, Bernaola y Luque, 2002), recientemente se ha
descubierto que el tejido adiposo visceral y subcutaneo también expresan CAR, lo
que haria susceptible a las células adiposas a la infeccion por HAd (Serrano et al.,
2015).

Una vez que el virus interacciona con su receptor (CAR, CD48 o CMH) el pentdn se
asocia con integrinas de union a vitronectina (avf1, av3, y avb), lo que facilita la
internalizacion del virus a la célula permisiva, la cual es regulada por moléculas de
sefalizacion celular como Fosfatidilinositol 3-Cinasa (PI3K), p130Cas y pequefias
GTPasas de la familia Rho (Li et al., 2000; Bai et al., 1993). Estas moléculas
inducen la polimerizacién de los filamentos de actina, este proceso es necesario
para una eficiente internalizacion del virus (Wang et al., 2000). El ingreso del virus
se da por endocitosis en vesiculas revestidas por clatrina, posteriormente la
membrana de la vesicula endocitica se rompe por accion toxica del penton, dejando
libre la particula viral dentro del citoplasma. Esta particula viral migra desde el
citoplasma hasta el nucleo, mediante los microtibulos y posteriormente el DNA viral

ingresa al nucleo a través de los poros nucleares (Figura 4) (Cook y Radke, 2017).

La replicacion del DNA viral ocurre en el ndcleo, en donde tres proteinas codificadas
por el virus participan en la replicacion: la proteina terminal (TP) que funciona como
primer o cebador, la Ad-DBP la cual esta implicada en la replicacion del genoma 'y
estabilizacion de la molécula de DNA una vez que se han separado las hebras y
Ad-DNA-pol participa en la replicacion del genoma viral utilizando la proteina viral
TP que esta unida al extremo 5° del DNA viral. Ademas, hay proteinas celulares en
el nucleo que participan en la replicacién del genoma viral. Primero se sintetizan los
genes virales tempranos responsables de la sintesis de productos que modifican el
metabolismo celular y de factores de virulencia, posteriormente, las proteinas
estructurales a partir de los genes virales tardios, transcritos solo del DNA viral

replicado (Bernaolay Luque, 2002).
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Figura 4. Entrada del virus a la célula. 1. Interaccién de la fibra del virus con los receptores
celulares CAR, CD46 o MHC). 2. La endocitosis es mediada por proteinas de clatrina y la interaccion
de la base del penton con integrinas. 3. Disociacion del viribn por el entorno del pH bajo del
endosoma. 4. Liberacién completa del virién. 5. Transporte del virién a través de los microtibulos
por la proteina dineina hacia el Complejo del Poro Nuclear (CPN). 6. Incorporacion del material
genético viral (DNA) al nucleo. (Modificado de Nemerow et al.,2009)

La transcripcion viral esta modulada por la proteina E1A, esta proteina activa la
transcripcion de los promotores tempranos del genoma viral. E1A promueve
activadores transcripcionales que, junto con las proteinas de la célula huésped,
activan la expresion de promotores tempranos como E1B, E2E, E3 y E4 (Bernaola
y Luque, 2002).

Las proteinas tempranas preparan a la célula para llevar a cabo la replicacién viral
y evadir la respuesta inmune. Durante esta fase el Promotor Principal Tardio (por
sus siglas en inglés MLP) es débilmente activo hasta la transicion a la fase tardia.
La transcripcion del gen E2E resulta en la acumulacion de la Proteina de Union al
DNA (DBP, por sus siglas en inglés), la proteina terminal E2B-pTP y la DNA

polimerasa, encargada de la replicacién del DNA viral, dando inicio a la fase tardia.



Las proteinas pIX y Va2 regulan la actividad transcripcional del MLP, la expresion
de L4-22K del promotor L4 activa la expresion maxima de MLP. L4-22K y L4-33K
regulan el patrén de empalme de transcritos tardios, los cuales codifican para las
proteinas estructurales del virus. El ensamblaje del virion ocurre en el nucleo, pero
los polipéptidos estructurales se ensamblan en capsémeros (hexones y pentones)
en el citoplasma. Las capsides inmaduras y vacias son ensambladas en el nucleo
celular, donde el core es formado por el DNA gendmico y proteinas asociadas, estas
particulas se encuentran en el nacleo celular y que posteriormente conformaran a

la particula viral (Bernaola 'y Luque, 2002).
Adenovirus 36 y Obesidad

Adenovirus humano 36 (HAd36) se ha asociado con el aumento en la adiposidad y
paraddjicamente con la disminucion en los niveles séricos de colesterol y
triglicéridos en pollos, ratones y primates no humanos (Dhurandhar, 2001). En el
afio 2000, Dhurandhar y cols., llevaron a cabo uno de los primeros estudios en
modelos animales, al infectar pollos y ratones con HAd36 a través de vias de
inoculacién intranasal e intraperitoneal, observando que sin importar la via de
entrada, HAd36 aumenté la adiposidad, principalmente del tejido adiposo visceral y
paradéjicamente los niveles séricos de colesterol y triglicéridos disminuyeron, los
cambios del tejido adiposo se observaron a partir de la tercera semana de la

inoculacion (Dhurandhar et al., 2000).

Posteriormente, el primer estudio de asociacion se realizé en una poblacién de 502
adultos estadounidenses donde se observé que la prevalencia de anticuerpos
contra HAd36 fue significativamente mayor en individuos obesos en un 30%, en
comparacion con los no obesos con el 11% (p<0.001). Los individuos seropositivos
presentaban un IMC mayor (44.9 kg/cm?), con respecto a los seronegativos (35.8
kg/cm?). Se reportdé que los niveles séricos de colesterol y triglicéridos se
encontraban disminuidos en aquellos individuos seropositivos en comparacioén con
los seronegativos (Atkinson et al., 2005). Goossens y cols., evaluaron la asociacion

de anticuerpos contra HAd36 con la obesidad en una poblacion de 509 individuos
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de Europa Occidental, en donde observaron que no existia una diferencia
significativa entre seropositivos y negativos con respecto al IMC y que la
seropositividad para HAd36 fue del 5.5% en la poblacion total. Concluyendo los
autores que en los Paises Bajos y en Bélgica, HAd36 no tiene un papel en el

incremento del IMC y la obesidad (Goossens et al., 2012).

Atkinson y cols. en el 2010 evaluaron la asociacion de HAd36 con la obesidad
infantil, reportando que la presencia de anticuerpos contra HAd36 se relacioné con
un mayor indice de masa corporal (IMC) y circunferencia de cintura (CC) en
comparacion con los seronegativos (Z-score y p<0.05). En poblacion infantil
mexicana, Parra-Rojas y cols. reportaron una seropositividad general del 73.9%,
siendo de 58.6% en nifios obesos y de 41.4% en nifios con normopeso. La
seropositividad para HAd36 se asoci6 con la obesidad (OR= 2.66; p= 0.01) y con
niveles bajos de HDL-c (OR= 2.85; p= 0.03) (Parra-Rojas et al., 2013).

La infeccién por HAd36 se ha relacionado con un incremento en los niveles de
expresion de genes que participan en la adipogénesis y metabolismo de lipidos,
tales como el PPARy y C/EBPS (Dhurandhar, 2013). De igual manera, en cultivos
celulares de preadipocitos murinos (3T3-L1) y células madre derivadas de tejido
adiposo humano (hASC), HAd36 aumenta la sefializacién del cAMP y PI3K por una
mayor fosforilacion de la proteina de unién al elemento de respuesta cAMP
(SREBP), y la proteina cinasa B (PKB o AKT). Esta sefializacion celular induce la
cascada de genes adipogénicos (PPARy, C/EBPB) que conduce a una mayor
diferenciacion y acumulacién de lipidos. Se ha demostrado que esta sefializaciéon
adipogénica podria ser inducida por la proteina codificada en el marco de lectura
abierto 1 (ORF1) del gen E4 de HAd36 (E4orfl). E4orfl es suficiente y necesaria
para que HAd36 pueda inducir la adipogénesis (Rogers et al., 2008).

Estudios realizados en células 3T3-L1 por Vangipuram y cols., demostraron que
HAd36 pero no HAd2, incremento el nimero de adipocitos diferenciados, los niveles
de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH), asi como el

contenido total de lipidos celulares. Estos experimentos indican que HAdJ36
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contribuye al efecto adipogénico en modelos in vivo (Vangipuram et al., 2004).
Pasarica y cols, observaron que HAd36 regula genes como C/EBPf, C/EBPaq, y
GPDH, los cuales son activadores especificos de la diferenciacion y adipogénesis
(Pasarica et al., 2006, Arnold et al., 2010, Rogers et al., 2008 y Ponterio y
Gnessi, 2015).

Por otro lado, la presencia de HAd36 en biopsias de tejido adiposo humano se
establecio en un caso clinico reportado por Salehian y cols., demostro la presencia
del DNA de HAd36 mediante PCR anidada y PCR en tiempo real en 3 de 4 biopsias
de tejido adiposo, de un paciente de 62 afios con un IMC de 34 kg/m?, el cual
mostraba una acumulacion excesiva de tejido adiposo en la regién abdominal y
toracica, asi como lipomatosis diseminada. El paciente presentaba seropositividad
para anticuerpos IgG contra HAd36, pero no para IgM y disminucién en los niveles
seéricos de colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL y LDL (Salehian et al., 2010).
Actualmente, se han publicado dos estudios que se han centrado en la identificacion
de HAd36 en biopsias de tejido adiposo. Posteriormente en el afio 2015, se analizo
la presencia de HAd36 en 49 biopsias de tejido adiposo lipoaspirado, sin que se
lograra identificar la presencia del DNA viral, y la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra HAd36 fue del 12.2% de los 49 individuos obesos, pero en el

grupo control no se logré identificar (Ergin et al., 2015).

Posteriormente, en el afio 2015, Ponterio y cols. lograron identificar la presencia del
DNA viral en 4 de 21 biopsias de TA visceral de pacientes con sobrepeso y
obesidad, lo que indica que algunos individuos son susceptibles de adquirir la
infeccion a nivel de tejido adiposo, por lo que su papel adipogénico sigue siendo
controversial en humanos (Ponterio et al., 2015). Sin embargo, los meta-analisis
publicados concluyen que la infeccion por HAd36 aumenta el riesgo de obesidad y
ganancia de peso en poblacion adulta (OR: 1.60; p<0.01) y un riesgo
significativamente mayor en nifios (OR: 1.89; p<0.05), ademas de que la infeccion
por HAd36 se asocié mas con la acumulacion de grasa subcutanea que con la grasa
visceral (Yamada et al., 2012; Shang et al., 2014; Xu et al., 2015).
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Por todos los antecedentes antes mencionado, y considerando que la obesidad es
consecuencia de una gran variedad de factores genéticos, hormonales y
ambientales, y que la infeccién por HAd36 podria estar contribuyendo en la etiologia
de la obesidad; el objetivo de este estudio es identificar la presencia de DNA viral
en muestras de tejido adiposo de mujeres que se sometieron a una cirugia de
liposuccion y/o lipectomia, su asociacion con el perfil clinico-bioquimico, con los
nieves de expresion del mMRNA de C/EBP-By HIF-1ay con la morfologia del tejido

adiposo, para contribuir al conocimiento del papel del HAd36 s en la obesidad.
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CAPITULO 1

Presence of Adenovirus-36 DNA in adipose tissue of
women: Relationship with adipocyte morphology and the
expression of C/EBPB and HIF-1a
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Abstract

Background: Human adenovirus 36 (HAd36) infection has been associated with obesity.
Experiments using 3T3-L1 adipocyte cultured cells and human adipose stem cells (hASCc)
have shown that HAd36 stimulates the expression of genes implicated in cell differentiation
and increased lipid accumulation. The presence of HAd36 in adipose tissue of overweight
and obese women has also been confirmed. This study aims to analyze the presence of
HAd36 DNA in the adipose tissue of women undergoing surgery for weight reduction and its
relationship with obesity through changes in adipocyte morphology as well as the expression

of C/EBP and HIF-1a.

Methods: Fifty-two subcutaneous adipose tissue biopsies were collected. The
anthropometric parameters measured were weight, height, skin folds, body circumferences,
and body fat percentage. Biochemical measures were performed for glucose, cholesterol,
triglycerides, cholesterol HDL-c, and LDL-c. The presence of HAd36 DNA was performed
by conventional PCR. Adipocyte morphology was analyzed in H&E-stained sections using
ImageJ/Fiji software. The expression of genes C/EBPf, HIF-1a and B-actin was determined

using TagMan probes.

Results: HAd36 DNA was detected in 31% of adipose tissue samples. The presence of viral
DNA was not significantly associated with anthropometric, clinical, or metabolic
measurements, or with changes in adipose tissue morphology. The levels of mMRNA
expression for C/EBPB and HIF-1a did not show significant differences between positive

and negative samples for HAd36 (p>0.05).

Conclusion: The presence of HAd36 DNA in adipose tissue was identified, but it was not
related to morphological changes of adipocytes, or the expression of C/EBPB and HIF-1a.

Further studies are needed to confirm these findings.

Key words: Human adenovirus 36, obesity, gene expression, adipose tissue.
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Introduction

In the year 2001, the term infectobesity was used to describe the infectious origin of obesity.
Nowadays, it has been proposed that obesity may have a viral origin.»? The relationship of
avian adenovirus SMAM-1 and human adenovirus 36 (HAd36) with obesity has been
extensively studied, and adenovirus 36 has been consistently associated with obesity in both

in vitro and in vivo assays and human studies.®

The first studies that analyzed the association between Human Adenovirus 36 (HAd36) and
obesity were performed in animal models (mice, chickens, and non-human primates),
reporting that infection with the virus was associated with the increase in body weight, fat

mass gain, and a decrease in serum cholesterol and triglyceride levels.**®

In human studies, the relationship between HAd36 and the development of obesity has also
been analyzed, however, observational serological studies have shown contradictory
results. Nonetheless, studies in children have found this association repeatedly, but in adults
results are inconsistent.” Several meta-analyses have concluded that infection by HAd36
confers an increased risk of obesity and weight gain, mainly with the accumulation of
subcutaneous fat, but not for metabolic markers.”® This same relationship was reported in

children who presented a greater risk for obesity.°

In vitro studies have attempted to elucidate the molecular mechanisms of the adipogenic
potential of adenovirus 36. The adipogenic effect of HAd36 was assessed by Vangipuram
et al, using in vitro models with murine preadipocytes (3T3-L1) infected with HAd36,
observing a greater differentiation of preadipocytes and an increase in the total content of
cellular lipids. The authors concluded that HAd36 could contribute to the development of
obesity.!® Other researchers determined that HAd36 infection could regulate adipogenic

genes, such as CCAAT/enhancer-binding protein-f (C/EBPa and C/EBP), peroxisome
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proliferator-activated y (PPARYy) and glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH), which

are specific activators of adipogenesis.*?

To date, few studies have identified the presence of HAd36 in human adipose tissue.?13
However, it is not clear if the virus is related to the development of obesity. Therefore, the
objective of this study was to identify the presence of HAd36 DNA in adipose tissue of
women undergoing surgery for weight reduction and its relationship with the morphological
changes of adipocytes and the expression of genes, such as C/EBP and hypoxia-inducible

factor-1a (HIF-1a) in the HAd36 positive samples.

Methods

Subjects

The study population consisted of 52 women from 19 to 60 years of age who underwent
abdominal liposuction and/or lipectomy in clinics specializing in weight reduction surgery.
The informed consent of all women was obtained before surgery for inclusion in the study.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the University of Guerrero

(CB-004/2017) and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.

Anthropometric and clinical measurements

Of the 52 women included in the study, 16 had normal weight, 26 were overweight and 10
were obese. Before the surgical intervention, an anthropometric assessment was carried
out by an electrical impedance technique using a body composition monitor (Tanita Ironman
BC-553, lllinois, USA). The thickness of skinfolds (triceps, biceps and subscapular) and

body circumferences (waist, hip, and arm) were measured twice, using a manual plicometer
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(Hergom-BF01, China) and a measuring tape (Seca 201, Hamburg, Germany), respectively.
Waist-to-hip ratio (WHR) was calculated dividing the waist circumference by hip
circumference. The biochemical parameters, glucose, total cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol, and triglycerides were determined by an automated analyzer (Mindray BS-

200, Shenzhen, China).

Adipose tissue sampling and DNA extraction

The samples of adipose tissue obtained during the surgical intervention consisted of
approximately 50 mL of adipose tissue from liposuction (33 samples) and 10 to 20 mg of
tissue from an abdominal lipectomy (19 samples). Approximately 10 to 15 cubic centimeters
of adipose tissue from liposuction were used from each patient. The aspirated tissue was
separated by centrifugation obtaining 3 fractions, 5 mL were taken from the intermediate
fraction and 10 mL from the freezing medium (8% glycerol + 2% human albumin + 0.1
sucrose in physiological solution) were added and then stored at -80 ° C until analysis. The
tissue obtained by abdominal lipectomy was fragmented in approximately 1 cm? fragments
and then washed with 0.9% saline. For the DNA extraction from adipose tissue, 300 pl from
the lipoaspirate or 5.0 mg from the adipose tissue from the abdominal lipectomy were used,
and both tissues were subsequently incubated in 500 pl of lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, 0.5% Triton X-100, pH 8.0) and proteinase K (Sigma, 0.4 mg/mL) for 1 hour at
37 °C. The organic phase was obtained by adding 250 pl of phenol/chloroform/isoamyl
alcohol (25/24/1), followed by chloroform/isoamyl alcohol (24/1). Next, isopropanol and
NaCl, were added to precipitate the DNA for 24 hours at -20 °C. The washes were performed

with 75% ethanol and the DNA was resuspended in 50 ul TE buffer (pH 8.0).
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Adenovirus 36 DNA detection

The protocol for HAd36 DNA detection was established in the present study. The DNA
obtained from both adipose tissue samples was diluted to a final concentration of 100 ng/pl.
To perform the PCR, a 300 ng concentration of DNA was used with the following primers:
forward, 5'-AGT CAG TGG ACT GAC AAA GAA CG-3' and antisense reverse, 5'-GTC TGC
ATA TAT CTC TTC TTC ACC-3’; these primers were directed to a conserved region of the
HAd36 hexon protein gene, and a fragment of 171 bp was amplified. The PCR conditions
were: 95 °C of denaturation for 5 minutes, followed by 35 cycles, 95 °C for 1 minute, 69 °C
for 1 minute, 72 °C for 1 minute, and a final extension at 72 °C for 3 minutes using a Veriti™
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, United States). An internal
positive control consisting of purified DNA from HAd36 was used. To evaluate the viability
of the samples and rule out possible PCR inhibitors, the B-actin gene (a fragment of 290 bp)
was also amplified, serving as a control for the PCR reaction. Samples were analyzed in
duplicate to confirm the results. The visualization of the amplified products was performed

using polyacrylamide gels (6%) stained with AgNO; (0.3%).
Histological analysis of adipose tissue

A total of 19 adipose tissue biopsies were obtained by lipectomy and fixed in 10%
paraformaldehyde. Subsequently, tissue sections of approximately 1 cm? were cut in a
cryostat, mounted on glass slides, and stained with hematoxylin-eosin. The images were
taken using a LEICA DM1000 (Wetzlar, Germany) optical microscope at 40X magnification,
for the estimation of the adipocytes diameter 200 cells per patient were analyzed. The
diameter was established taking as reference the scale images (200 pum). To evaluate the
number of cells, two fields were quantified for each patient. The estimate of the cell diameter

was obtained using the "measure and label" tool and for the number of cells per field "Multi-
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point" from the ImageJ/Fiji software. A limitation of this study is the morphological analysis
used to determine the number of adipocytes to diagnose hyperplasia since it only allows an
estimation of the number of cells found during the visual field assessments, so these results

must be taken with reservations.

The diameter and number of adipocytes were analyzed in tertiles, using the 1st tertile as
reference. The adipocytes that showed a diameter greater than the third tertile (>112.9 pm)
were considered hypertrophic, and hyperplasia was considered when the number of cells
was greater than the third tertile (>128 cells/field). The tissue samples were analyzed by two
independent analysts for evaluation of adipocyte morphology. The results were reported as
the average of both measurements. All samples were analyzed without prior knowledge of

the clinical data from each patient.

Gene expression analysis

The product of adipose tissue harvested by liposuction was collected in 15 ml polypropylene
conical tubes for the extraction of total RNA with TRIzol reagent and according to the
protocol established by Chomczynski and Sacchi.** To carry out the synthesis of cDNA, 1
Kg of RNA was used with oligo dT and reagents for reverse transcription in accordance with
the specifications of the manufacturer (Promega Corporation, USA). The cDNA was stored
at -80 °C until its use for real-time PCR. The expression of genes C/EBPgB, HIF-1a and -
actin, was carried out in duplicate and using TagMan probes according to the manufacturer’s
instructions in a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, California,
USA). Relative expression analysis of each gene of interest was performed using 24 and

224 methods, and B-actin was the reference gene.
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Statistical analysis

The data was captured in STATA (v 11.1) and GraphPad Prism 5 software. For the absolute
and relative frequencies of qualitative variables, the comparison between groups was
performed with the Chi-Square test (X?) or Fisher exact test, as appropriate. The comparison
between groups using the Welch's t-test for the parametric variables (data presented on
average +SD), and for non-parametric variables, the Mann Whitney test (median and ranges

percentiles) was used. A value of p<0.05 was considered statistically significant.
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Results

The identification of viral DNA by PCR was performed from adipose tissue samples obtained
from women undergoing abdominal liposuction or lipectomy, observing that the frequency
of viral DNA in patients with normal weight was 44%, for overweight 25%, and 31% for
obesity, although no significant differences were found when comparing the study groups

(p=0.053) (Table 1).

Table 1 Frequency of viral DNA according to BMI categories

HAd36-negative HAd36-positive
Group P
n=36 (73%) n=16 (27%)
Normal-weight 9 (25%) 7 (44%)
Overweight 22 (61%) 4 (25%) 0.05*
Obesity 5 (14%) 5 (31%)

Notes: * X? test; Normal-weight 18.5-24.9 kg/m?; Overweight 25-29.9 kg/m?; Obesity 230 kg/m?2.
Abbreviation: BMI, body mass index.

The PCR products were identified by electrophoresis on 6% polyacrylamide gels. In all
cases, positive (purified HAd36 DNA) and negative control reactions were performed

simultaneously with patient samples (Figure 1).

23



1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 1 12 M C+ N

<€ 171pb

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 M

290 pb =—pp

Figure 1 Identification of HAd36 DNA in 6% polyacrylamide gel stained with 0.3 % AgNOs.
(A) Lane 1-6, negative samples for HAd36, 7-12, positive samples for HAd36. The PCR
products corresponds to an amplified fragment of 171 bp. (B) PCR products to B-actin,
amplified fragment of 290 pb. M, corresponds to the molecular marker of 50 bp. C+, indicates
the positive control and N indicates the negative control.

Table 2 shows the clinical and metabolic characteristics of patients grouped by BMI and viral
DNA positivity, where the group of women with normal-weight who were positive for HAd36
presented lower tricipital skinfold thickness compared to women who were negative (20 vs
26 mm, p=0.03), and they also had higher levels of LDL-c compared to their counterparts
(71 vs 53 mg/dL, p=0.03), however, no significant differences were observed with respect
to other variables. In the overweight and obese groups, no statistically significant differences

were found in the comparison of clinical and metabolic characteristics.
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Table 2 Comparison of clinical and metabolic characteristics according to BMI categories and viral DNA positivity

Variables

Age (years)*
Height (cm)*

Waist circumference (cm) *
Hip circumference (cm) **

Weight (kg) *
BMI (kg/m?) *
Waist-hip-ratio*

Body fat mass (%) *

Bicipital skinfold (mm) *
Tricipital skinfold (mm) *
Subscapular skinfold (mm) **
Total cholesterol (mg/dL)*
Triglycerides (mg/dL)**
Glucose (mg/dL)**

HDL-c (mg/dL)**
LDL-c (mg/dL)**

Normal-weight P Overweight
n=16
HAd36-negative HAd36-positive HAd36-negative HAd36-positive
n=9 n=7 n=22 n=4
34 (+9) 40 (x14) 0.35 40 (+11) 41 (+10)
160.0 (+0.05) 160.0 (+0.04) 0.71 158.0 (+0.05) 156.0 (+0.05)
82.8 (+6.05) 77.2 (£7.8) 0.14 90.8 (+5.3) 93.1 (#4.2)
95.0 (93.5-99.0) 94.0 (90.0-95.0) 0.15 103.8 (102-107) 101.5 (99-104.8)
59.2 (#5.2) 56.7 (¥3.7) 0.29 68.1 (+3.4) 67.5 (¥4.5)
22.7 (#1.5) 22.1 (#1.4) 0.44 27.2 (¥1.5) 27.7 (#1.0)
0.86(+0.05) 0.83 (+0.08) 0.42 0.86 (+0.05) 0.91 (+0.04)
31.9 (¥9.3) 25.8 (¥6.7) 0.15 36.0 (+2.6) 34.3 (¥8.2)
22.3 (¥7.1) 17.4 (#8.2) 0.23 27 .5 (+5.8) 28.5 (+10.8)
26.0 (+6.4) 20.0 (#3.8) 0.03 28.7 (#5.4) 30.0 (#2.3)
22.0 (20.0-26.0) 22.0 (18-32) 0.86 30.0 (26.0-40.0) 30.0 (23-40.0)
156.7 (+36.2) 136.8 (+41.0) 0.28 169.0 (+49.5) 144.1 (£71.5)
61.0 (55.0-92.0) 76.0 (54.0-135.0) 0.83 86.0 (72.0-102.0) 65.5 (52.0-76.2)
83.0 (82.0-95.0) 85.0 (84.0-89.0) 0.59 86.0 (81.0-93.0) 91.4 (87.4-93.0)
39.0 (37.0-40) 41.0 (36.0-56.0) 0.31 38.5(37.0-42.0) 37.0 (37.0-37.5)
53.0 (41.0-63.0) 71.0(60.0-125.0) 0.03 71.5 (56.0-86.0) 80.0 (43.5-108.5)

0.92
0.47
0.38
0.17
0.91
0.44
0.09
0.70
0.87
0.47
0.99
0.50
0.05
0.47
0.17
0.89

Obesity
n=10

HAd36-negative
n=5
48 (£8.4)
160.0 (+0.08)
104.0 (x9.5)
113.0 (103.0-116.0)
80.6 (+5.3)
31.6 (¥1.3)
0.92 (+0.12)
42.3 (+0.76)
30.8 (+10.2)
34.8 (£7.0)
32.0 (30.0-48.0)
156.2 (+48.3)
62.0 (60.0-222.0)
99.9 (88.0-106.0)
46.0 (41.0-47.0)
56.0 (41.0-156.0)

HAd36-positive
n=5
35.4 (£12)
159 (+0.05)
105.2 (+10.7)

116.0 (110.0-136.0)

80.2 (+4.6)
31.9 (+2.4)
0.87 (+0.05)
34.4 (£7.2)
35.4 (+9.6)
33.8 (+5.3)
32.0 (30.0-38.0)
143.6 (+47.4)
77.0 (76.0-77.0)
77.0 (74.1-99.0)
44.0 (38.0-52.0)
86 (81.0-93.0)

0.10
0.72
0.86
0.34
0.89
0.77
0.45
0.07
0.48
0.81
0.78
0.67
0.92
0.46
0.91
0.60

Notes: Normal-weight 18.5-24.9 kg/m?; Overweight 25-29.9 kg/m?; Obesity 230 kg/m?; *Data presented mean + SD, Welch’s t-test.
**Data presented as median and 25th and 75th percentile, Mann Whitney test. Abbreviations: BMI, body mass index; SBP, systolic
blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; HDL-c, high density lipoprotein-cholesterol; LDL-c, low density lipoprotein-cholesterol.
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The results obtained from the cell morphology analysis of the adipose tissue obtained by
lipectomy are presented in Figure 2. Regarding the number of cells, it was observed that
HAd36-positive women had less variation in cell number per field (>100 to 159
adipocytesf/field), in comparison with HAd36-negative women who had a wide range of
variation in the number of cells (>100 to 190 adipocytes/field, Figure 2A). Regarding to the
estimation of cell diameter, results showed that adipocytes had a diameter between 100-
149 pm for both HAd36-positive and negative groups (Figure 2B). Representative
micrographs from histological sections of adipose tissue obtained by abdominal lipectomy
from obese HAd36-positive (Figure 2C) and obese HAd36 negative (Figure 2D) women are
shown; where it was observed that the HAd36-positive samples had a greater distribution of

various cell sizes compared with the HAd36-negative samples.
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Figure 2 Morphological analysis and distribution of adipose tissue from women who
underwent abdominal lipectomy. (A) Distribution (%) of positive and negative samples for
HAd36 in relation to the number of adipose cells per field. (B) Distribution (%) of positive
and negative samples for HAd36 in relation with cell diameter. (C) Representative
photograph of a sample of adipose tissue positive for HAd36, showing greater cellularity and
adipocytes of variable size. (D) Photograph representative sample of adipose tissue
negative for HAd36 showing a more homogeneous distribution in the number and size of
adipocytes.

The morphological analysis of adipose tissue showed that women who were positive for
HAd36 DNA presented a higher frequency of hyperplasia in comparison with HAd36-
negative women (Figure 3), however, these differences were not statistically significant
between study groups (p=0.37). With respect to hypertrophy, the results showed a slight
increase in the size of HAd36-negative women with respect to positive ones, but these

differences were also not significant (p=0.62).
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Figure 3 Morphological changes of subcutaneous adipose tissue from women subjected to
abdominal lipectomy. (A) Frequency of fat cell hyperplasia in positive and negative women

for HAd36. (B) Frequency of fat cell hypertrophy in positive and negative women for HAd36.
The P value was calculated using Fisher's exact test.

In Figure 4, the statistical analyses of the mRNA expression levels for C/EBPS and HIF-1a

are shown, where no statistically significant differences were observed between HAd36-

positive and negative women (p>0.05).
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calculated using the Welch's t-test.
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Discussion

In recent years, HAd36 infection has been associated with higher body weight and obesity
in children and adults.®"'> Some studies have summarized the known facts about how

HAd36 induced obesity, but more evidence is needed.®

Our initial aim was to know the overall frequency of HAd36 DNA in adipose tissue and we
found 31% of positive samples (16 out of 52 samples), which is higher compared to 19% (4
out of 21 samples) reported by Ponterio et al, (2015) in visceral adipose tissue.’® These
differences could be due to the specificity of the primers used in the PCR assay since the
primers of our study were designed to amplify a conserved region of the gene that codes for
the hexon protein, unlike those used by Ponterio et al, which were designed to amplify a
fragment of the gene that codes for the fiber protein. Similarly, a study conducted in Turkish
adults in the same year, failed to identify the presence of HAd36 genetic material in the
lipoaspirate, and the primers used for the PCR were also directed to the HAd36 fiber gene.’
The first report that evidenced the presence of HAd36 DNA was from a clinical case
published in 2010. The identification of viral DNA was performed in subcutaneous adipose
tissue biopsies of a patient with visceral obesity. In this study, the same primers from the
Turkish population were used; however, the presence of viral DNA was identified in three of
the four tissue biopsies.*? According to these findings, we could speculate that the primer
design, viral load, and the amount of adipose tissue used for the analysis are variables that

should be considered for future viral DNA identification assays.

An intriguing question is how HAd36 enters the adipocyte, however, it was recently reported
that the coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR) is expressed in subcutaneous and
visceral adipose tissue. Most adenovirus serotypes interact with CAR to enter the cell, and

this protein is highly expressed in the gastric, respiratory, and ocular mucosa cells.!®
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Furthermore, it is suggested that the HAd36 fiber protein has highly conserved sites in the
Tyr315 and Lys350, which would enable it to interact with sialic acid (SA), a component of
the membrane involved in cell recognition.*?° This background could provide a possible
explanation for how adipose tissue is susceptible to HAd36 infection; however, the molecular

mechanism by which the virus reaches adipose tissue deposits is still unknown.

In this study, we did not find an association between the presence of HAd36 DNA in adipose
tissue with altered anthropometric and metabolic measurements. Similarly, in a study
conducted in Italian patients where viral DNA was detected in abdominal adipose tissue, no
significant differences were found in serum cholesterol, triglycerides, and glucose levels.?
Another study published in 2012 reported that there is no positive correlation between
seropositivity of HAd36 with BMI. This same study showed that it was not possible to detect
viral DNA by PCR in adipose tissue biopsies of 31 patients with severe obesity using primers
directed to the gene that code for the hexon protein of HAd36.2* These results are not in
accordance with a study carried out in a HAd36-induced obese rat model where the
metabolic profile and the expression of adipokines were analyzed. Findings showed that in
HAd36-induced obese rats, no ectopic fat deposition and no increase in serum triglycerides
and glucose levels were found, and insulin sensitivity was normal. These results were
attributed to the fact that these rats had a significant increase in the expression of
adipokines, such as adiponectin which improves insulin sensitivity, Lipin 1 (Lpinl) was
shown to favor the deposition of triglycerides in adipose tissue and prevent their ectopic
accumulation, and glucose transporter 4 (Glut4) was also shown to favor glucose uptake in
adipose tissue, compared to the control group consisting of rats with obesity induced by a
high-fat diet.?? A limitation of our study is that the expression of adipokines was not
measured; therefore, the relationship between adipokines, and biochemical parameters and

body fat distribution could not be determined.
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In terms of the morphological changes, once cut-off points were established for hyperplasia
and hypertrophy of adipose tissue, the results showed that women who were positive for
HAd36 presented a slight increase in the number of adipocytes per field; however, these
differences were not significant in comparison with the negative group. Currently, there is
no evidence linking HAd36 infection with hyperplasia and hypertrophy of human adipose
tissue, however, some studies performed in animal models have confirmed that HAd36
infection increases fat deposits between 3 and 8 months after infection, and that adipose
tissue gain is slow but not transient,’* and the same results have been observed in non-
human primates, mice and chickens.*® This adipose tissue gain could be related to the
adipogenic role of HAd36 since the protein encoded by the E4 open reading frame 1 gene
(E40RF1) is sufficient and necessary to induce adipogenesis.® It has been reported that
HAd36 stimulates differentiation of preadipocytes to adipocytes by promoting adipocyte
hyperplasia and increasing intracellular lipid accumulation and higher levels of the glycerol
3-phosphate dehydrogenase (GPDH) protein, which favors adipocyte hypertrophy.'® Some
genes related to adipogenesis, that were found to be upregulated in human mesenchymal
stem cells (hMSCs) infected with HAd36 are C/EBPa, C/EBPB, PPARYy, activating
transcription factor 3 (ATF3), and fatty acid-binding protein 4 (FABP4).2* However, our
results did not associate the presence of HAd36 DNA in the subcutaneous adipose tissue
with differential expression of C/EBPB mRNA between positive and negative women;
therefore, other studies are needed to confirm the overexpression of adipogenic genes and
their relationship with the increase in body fat during the course of viral infection in animal

models.

A recent study found that the presence of antibodies against HAd36 was related to the
expression of PPARy and miRNAs in visceral adipose tissue, which participate in the

regulation of adipogenesis. Results show that HAd36 seropositive subjects present higher
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expression of PPARy and miR-17 (pro-adipogenic), but lower expression of miR-155 (anti-
adipogenic), which may favor a proadipogenic state in these subjects.? Therefore, the role
of miRNAs in the epigenetic regulation of adipogenesis in HAd36 infection represents a new
line of research that will continue to be developed to clarify the underlying mechanisms of

this viral infection.

In regard to the expression of the transcription the hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), it
has been reported that some infections due to viruses, such as hepatitis C virus, human
cytomegalovirus, and human papillomavirus (HPV), have been linked to increased mRNA
levels and the HIF-1a protein.?®2 |n this sense, evidence suggests that the activity of HIF-
1a is induced by low levels of oxygen in the adipose tissue that is characteristic of obesity,?®
but when analyzing the results obtained from HIF-1a expression, no significant differences
were found between positive and negative women to HAd36. However, it is important to
mention that in our study only one adipogenic gene (C/EBP) and one gene associated with
cellular metabolism (HIF-1a) were evaluated, and thus, establishing an association between
the presence of viral DNA with hyperplasia and hypertrophy of adipose tissue is not
sufficient. Therefore, the analysis of transcription factors and the genes they regulate is
considered of utmost importance to determine the adipogenic pathways involved in the

development of obesity in subjects with HAd36 DNA.

There were additional limitations in the present study, the small sample size reduces its
statistical power; therefore, it is necessary to repeat it on a larger sample to confirm these
results. In addition, only women were included, so it is important to replicate the study in
men; besides matching them by gender, age, and body mass index, considering that
hormonal regulation of metabolism is gender related.*° Another limitation of this study is that

the serum neutralization assay was not carried out to analyze seropositivity for HAd36, and
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thus, we were unable to assess the concordance between seropaositivity and the presence

of viral DNA in adipose tissue.

Conclusion

In conclusion, our results show the presence of HAd36 DNA in subcutaneous adipose
tissue; however, this finding was not associated with the morphological changes of adipose
tissue or with the expression of some genes, such as C/EBP[3 and HIF-1a related to obesity.

However, more studies are needed to replicate these results.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La obesidad y el sobrepeso se han convertido en un problema de salud a nivel
mundial que esta estrechamente relacionado con el desarrollo de complicaciones
metabdlicas, como la diabetes tipo 2, hipertensién, dislipidemias, cancer, entre
otras. Sin embargo, la susceptibilidad a estas complicaciones no esta determinada
Unicamente por el IMC o el porcentaje de grasa general, sino, que depende en gran
medida de la distribucion corporal del tejido adiposo, su capacidad de expansion y
cambios morfologicos que adquiere como respuesta a los estimulos del medio
ambiente (Piche et al., 2018).

En los ultimos afos, se ha puesto especial atencion en el origen infeccioso de la
obesidad, especialmente atribuido a la infeccion por HAd36, por lo que varios
estudios han asociado la presencia de anticuerpos contra HAd36 y la ganancia de
peso, asi como el desarrollo de obesidad en poblacién adulta e infantil (Yamada,
Hara y Kadowaky., 2012; Shang et al., 2014; Xu, Cao y Wang., 2015).

El papel adipogénico de HAd36 se ha evaluado en modelos in vitro (preadipocitos
murinos y adipocitos humanos derivados de células madre) e in vivo (pollos, ratones
y primates no humanos). Sin embargo, existe poca evidencia de su relacién con la
obesidad en humanos, debido a la complejidad metodoldgica para la recoleccion de
las muestras e identificacion molecular del material genético viral, y los resultados
obtenidos hasta ahora son inconsistentes en las poblaciones estudiadas (Salehian

et al., 2010; Ergin et al., 2015; Ponterio et al., 2015).
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El primer reporte en documentar la presencia de HAd36 en tejido adiposo fue
publicado en el afio 2010 que identifico la presencia de DNA de HAd36 en biopsias
de tejido adiposo subcutdneo de un paciente con diagndstico de lipomatosis
diseminada y acumulacion inusual del tejido adiposo visceral (TAV), la identificacion
del material genético se realiz6 mediante PCR anidada, y fueron positivas en tres
de 4 biopsias, finalmente, los autores concluyeron que HAd36 podria estar
relacionado con el aumento del tejido adiposo en cavidades toracicas y region
visceral, asi como la reduccion de lipidos séricos (Salehian et all.,2010).
Posteriormente Goosens y cols. llevaron cabo un estudio en 31 biopsias de tejido
adiposo de una poblacién europea, sin embargo, no se logroé identificar la presencia
de DNA viral o una asociacion directa de la obesidad con la infeccion de HAd36
(Goossens et al., 2012). En el afio 2015, se publico un estudio realizado en 49
biopsias de lipoaspirado correspondientes a individuos obesos y no obesos, sin
embargo, al igual que en la cohorte europea, no se logré identificar la presencia de
HAd36 en las biopsias. Actualmente, el Unico estudio publicado que ha identificado
la presencia de DNA de HAd36 en tejido adiposo fue realizado en el afio 2015 por
Ponterio y cols., reportaron una frecuencia del 19%, se detectd en 4 de 21 biopsias
de tejido adiposo visceral (Ponterio et al., 2015).

La frecuencia reportada en el presente trabajo es actualmente la méas alta en
comparacion con los estudios antes mencionados, aungue no existe evidencia clara
que relacione la infeccion de HAd36 y la localizacion anatémica del tejido adiposo,
sin embargo, un meta-analisis publicado en el afio 2011 que evalud la relacion entre

la infeccion por HAd36 y el riesgo de obesidad, concluyé que la infeccion por HAd36
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no se asocidé con marcadores metabdlicos anormales, pero si con la mayor
acumulacion de grasa subcutanea que visceral (Yamada, Haray Kadowaki., 2011).
El mecanismo por el cual HAd36 podria infectar tejido adiposo aun es desconocido,
sin embargo, una de las principales evidencias que podria explicar este mecanismo
es la expresion del receptor CAR, el cual se ha demostrado que interacciona con
algunos serotipos de adenovirus humanos y que se expresa en el tejido adiposo
visceral y subcutaneo (Stasiak y Stehele., 2019). Los resultados obtenidos de un
estudio ex vivo, en 91 biopsias de Tejido Adiposo Visceral (TAV) y 109 de Tejido
Adiposo Subcutaneo (TAS) reportaron que CAR se expresa mayormente en TAV
que TAS, sin embargo, los niveles de expresiéon del mMRNA fue mayor en TAS de
pacientes obesos en comparacion con no obesos (Serrano et al., 2015), estos
resultados aportan evidencia que podria explicar la relacion entre la presencia de
HAd36 en depdsitos de tejido adiposo visceral y subcutaneo.

Es importante mencionar que, en los estudios llevados a cabo en diferentes
poblaciones, se ha determinado la infeccibn por HAd36 a partir de muestras
serologicas por técnicas como Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA) o ensayo de anticuerpos neutralizantes, pero la relacion entre la presencia
del DNA de HAd36 con la obesidad y el perfil clinico-bioquimico son pocos y los
resultados inconsistentes con los reportados previamente.

Por otro lado, algunos estudios han reportado que no existe una relacion entre la
presencia de anticuerpos contra HAd36 con la obesidad y los niveles de colesterol
sérico y triglicéridos, pero si con la edad, raza y sexo. Sin embargo, la interpretacion
resulta confusa debido a que no existen reportes previos que relacionen la infeccion

por HAd36 con aspectos culturales y demogréaficos. Por lo que los autores



especulan que quizas sean factores de confusion dentro del estudio, y que la misma
heterogeneidad de la poblacion dificulta la interpretacion de los resultados
(Yamada, Haray Kadowaki., 2011; Broderick et al., 2009).

En este estudio, las mujeres positivas para HAd36 presentaron un ligero incremento
en el numero de células adiposas por campo y didmetro celular. Los primeros
reportes llevados a cabo en cultivos celulares de preadipocitos murinos (3T3-L1) y
células troncales/estromales derivadas de tejido adiposo humano (hASC)
demostraron que la infeccién por HAd36 se asocia con el incremento en la
diferenciacion celular y mayor acumulacion de lipidos en comparacién de aquellas
células no infectadas (Vangipuram et al., 2004; Pasarica et al., 2006).

Los hallazgos de la morfologia celular no son concluyentes ni con el nUmero de
células adiposas (hiperplasia) ni con el diametro celular (hipertrofia) en muestras
positivas al DNA viral. Varios estudios in vitro, han demostrado que HAd36 puede
sobre regular la sefalizacion del cAMP y PI3K, incrementando la fosforilacion de la
proteina de unién al elemento de respuesta CAMP (SREBP), y la proteina cinasa B
(PKB o AKT). Esta sefalizacion celular, esta relacionada con la activacién de
factores de la transcripcion adipogénicos como del Receptor Activado por
Proliferadores Peroxisomales (PPARYy) y la Proteina de Union al Enhancer/CCATT
B (C/EBPPB) que conduce a una mayor diferenciacién y acumulacion de lipidos. Esta
sefalizacion celular adipogénica también es inducida por la proteina codificada en
el marco de lectura abierto (ORF) 1 del gen E4 de HAd36 (E4orfl). E4orfl es
suficiente y necesario para que HAd36 pueda inducir la adipogénesis (Rogers et

al., 2008).
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Por otro lado, los cambios morfolégicos del tejido adiposo vienen acomparfiados de
una adaptacion metabodlica como consecuencia de la hiperplasia e hipertrofia del
tejido. La disposicion de oxigeno en el tejido disminuye a medida que aumenta el
volumen celular y como consecuencia dan lugar a la expresion de genes de
supervivencia celular en condiciones de hipoxia. El mas importante es el factor de
la transcripcion HIF1-a, que es el mediador clave de la sefial de hipoxia, el cual se
encuentra incrementado en pacientes con sobrepeso y obesidad. Por lo tanto,
medir los niveles de expresion de genes adipogénicos como C/EBPS, PPARyy de
supervivencia celular como HIF1-a podrian aportar informacién relevante de los
cambios metabdlicos en presencia de HAd36 en tejido adiposo. La hipoxia del tejido
adiposo previene la hidroxilacién de HIF1-a, promoviendo su translocacion al nacleo
y unién al factor de transcripcion HIF1-8, que a su vez activa los elementos de
respuesta a la hipoxia en genes diana como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), transportadores de glucosa (GLUTS) y enzimas glicoliticas (Jun
et al., 2016). El tejido adiposo visceral es metabdlicamente mas activo, y mas
propenso a la expansion que el tejido adiposo subcutaneo. Por lo tanto, la expresion
de genes adipogénicos varia con respecto a la localizacion anatomica del tejido
adiposo, y tanto la hiperplasia como la hipertrofia son consecuencia de estimulos
intrinsecos como extrinsecos del individuo (Choe et al., 2016).

Por todo lo mencionado anteriormente, se ha propuesto un modelo que integra los
hallazgos obtenidos en el presente trabajo, donde podemos observar que HAd36
se ha relacionado con la infeccion de las vias respiratorias, gastrointestinales y
urinarias, sin embargo, se ha demostrado que la infeccion puede trascender a

organos como higado, cerebro y tejido adiposo. La deteccion del DNA viral por



medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en biopsias de tejido
adiposo subcutaneo de mujeres sometidas a liposuccion y lipectomia para
determinar que la presencia podria influir en cambios metabdlicos, morfologicos y
de expresion en adipocitos, sin embargo, al establecer los grupos de mujeres
positivas y negativas para HAd36, los resultados no fueron significativos.
Morfologicamente, se observé que las mujeres positivas para HAd36 presentaban
un ligero incremento en la celularidad de adipocitos, pero de igual manera estos
resultados no fueron concluyentes ni significativos. El mismo panorama se observo
con respecto a los niveles de expresion del mMRNA de genes adipogénicos (C/EBP,
PPARy y HIF-1a), donde no se observaron diferencia entre mujeres positivas y

negativas para HAd36 (Figura 5).
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Figura 5. Modelo integrador. Resultados comparativos entre mujeres negativas y

positivas para HAd36.
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En conclusion, nuestros resultados aportan evidencia sobre la presencia del DNA
viral de HAd36 en células del tejido adiposo subcutaneo, lo que sugiere el posible
tropismo por este tejido, pero no se asocié con la obesidad o un incremento del IMC
en la poblacion de estudio, y de igual manera, no se observaron diferencias
estadisticas con caracteristicas clinicas o antropométricas, con la morfologia del

tejido adiposo o con la expresion de genes adipogénicos y supervivencia celular.
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ANEXOS.

Table 1. Frequency of HAd36 positivity by type of surgery

HAd36-negative HAd36-positive
Type of Surgery P
n=36 (73%) n=16 (27%)
Liposuction 30 (83) 11 (69)
0.23*
Lipectomy 6 (17) 5(31)

Notes: * X2 test
Abbreviation: HAd36, Human adenovirus-36; PCR, polymerase chain reaction; BMI, body mass index.

Table 2. Frequency of HAd36 positivity grouped by BMI and type of surgery.

Normal-weight Overweight Obesity
n=(16) n= (26) n=(10)
Type of
s HAd36- HAd36- P HAd36- HAd36- P HAd36- HAd36- P
urgery
negative positive negative positive negative positive
n=9 n=7 n=22 n=4 n=5 n=5
Liposuction 8 (89) 6 (86) 0.70* 19 (86) 2 (50) 0 15* 3 (60) 3 (60) 0.73*
Lipectomy 1(11) 1(14) 3(14) 2 (50) 2(40) 3 (40)

Notes: *Exact fisher test; Normal-weight 18.5-24.9 kg/m?; Overweight 25-29.9 kg/m?; Obesity 230 kg/m?2.
Abbreviation: HAd36 Human adenovirus-36; PCR, polymerase chain reaction; BMI, body mass index.
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Table 3. Correlation between the expression levels of HIF-1a and C/EBP with
anthropometric and morphological variables of adipose tissue.

mRNA HIF-1a mRNA C/EBPS
Variables r p r p
BMI (kg/m?) 0.01 0.94 0.1 0.59
Hip circumference (cm) 0.003 0.98 0.04 0.76
Adipocyte/field -0.24 0.34 0.04 0.88
Adipocyte diameter (um) -0.09 0.72 -0.11 0.65
mRNA C/EBPS 0.06 0.70 - -

Notes: r = Spearman's correlation coefficient; p = p value; BMI = body mass index; Circ. Waist =

waist circumference

Table 4. Correlation between HIF-1a and C/EBPS expression levels by group of
positivity with anthropometric and morphological variables.

MRNA de HIF-1a

mRNA de C/EBPS

HAd36-negative

HAd36-positive

HAd36-negative

HAd36-positive

Variabl

ariables r P r P r P r P
BMI (kg/m?) 006 071 201 077 004 083 030 032
Hip

circumference -0.01 0.96 -0.05 0.87 -0.03 0.85 0.03 0.91
(cm)

Adipocyteffield oo 35 050 067 007 079 L 067
Adipocyte 003 092 05 067 -024 037 050 067
diameter (um)

mMRNAC/EBP 005  0.77 002 095 ; ; ; ;

Notes: r = Spearman's correlation coefficient; p = p value; BMI = body mass index; Circ. Waist =

waist circumference
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Table 5. Prevalence of seropositivity by ELISA for HAd36 grouped by BMI

HAd36-negative HAd36-positive

Group n=35 (67%) n=17 (33%) P
Normal-weight 12 (34%) 4 (23%)
Overweight 15 (43%) 11 (65%) 0.18*
Obesity 8 (23%) 2 (12%)

Notes: * X2 test

Abbreviation: HAd36, Human adenovirus-36; ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; BMI,

body mass index

Table 6. Comparison of clinical and anthropometric characteristics according to

seropositivity by ELISA for HAd36

HAd36-negative

HAd36-positive

Variable P
n= 35 (67%) n=17 (33%)
Age (years)** 40 (31-50) 34 (26-39) 0.128
Height (cm)* 1.58 + 0.05 1.60 £ 0.05 0.284
Waist circumference (cm)* 91.2+11.2 89.0+9.9 0.509
Hip circumference (cm)** 102 (97-107) 102 (98-107) 0.992
Weight (kg)* 67.1+9.4 67.9+7.4 0.759
BMI (kg/m?)* 26.8 £ 3.9 26.5+ 3.0 0.797
SBP (mmHg)* 117.3+18.3 1142 +13.4 0.532
DBP (mmHg)* 76.1+15.0 78.6 £11.9 0.559
Waist-hip-ratio * 0.87 £ 0.07 0.86 £ 0.05 0.861
Arm Circumference (cm)** 30.0 (27.0-32.0) 30.5 (28.0-32.0) 0.899
Body fat mass (%)* 33.7+£7.2 35.4+6.5 0.433
Bicipital skinfold (mm)* 25.2+8.1 28.9+9.8 0.157
Tricipital skinfold (mm)* 27.5+£6.9 29.8+£6.0 0.264
Subscapular skinfold (mm)** 26.0 (22.0-32.0) 30.0 (28.0-42.0) 0.094
Glucose (mg/dL)** 85.0 (81.3-95.0) 91.0 (81.0-94.0) 0.526
Total Cholesterol (mg/dL)* 160.0 £ 47.0 150.9 + 45.2 0.513
Triglycerides (mg/dL)** 78.5 (60.0-105.0) 67.0 (60.0-81.3) 0.171

Notes:*Data presented mean + SD, Welch’s t-test. **Data presented as median and 25th and 75th
percentile, Mann Whitney test. Abbreviations: BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure;
DBP, diastolic blood pressure; ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.
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Table 7. Comparison of clinical and anthropometric characteristics grouped by BMI and positivity by ELISA for HAd36.

Normal-weight Overweight Obesity
n=16 n=26 n=10
Variable P P P
HAd36- negative HAd36-positive HAd36-negative HAd36-positive HAd36-negative HAd36-positive
n=12 n=4 n=15 n=11 n=8 n=2
Age (years)** 32 (29-45) 38 (30-45) 0.761 40 (36-50) 34 (30-54) 0.310 45 (41-51) 24 (22-25) 0.034
Height (cm)* 1.60 £ 0.04 1.62 £ 0.06 0.405 1.57 £0.05 1.59 £ 0.05 0.462 1.58 £ 0.07 1.64 £ 0.06 0.355
Waist circumference (cm)* 81.8+7.6 76.3+4.3 0.190 90.8+4.2 91.7+64 0.688 105.8 +9.6 100.0 + 11.3 0.481
103.5 (102.0- 109.5 (103.0-
Hip circumference (cm)** 94.0 (91.5-98.5) 95.0 (92.5-95.0) 0.807 103.3 (101.0-107.5) 0.958 114.5 (106.5-133.5) 0.599
105.0) 116.0)
Weight (kg)* 57.9+5.0 58.9+3.9 0.715 67.6+3.8 68.6 +2.9 0.477 80.0+5.0 82.1+45 0.608
BMI (kg/m2)* 225+1.3 224+2.1 0.926 27.4+15 27.2+15 0.768 32.0+2.0 30.7+0.7 0.394
SBP (mmHg)* 114.3+22.6 106.8 + 12.2 0.538 1159+ 15.7 118.2+13.4 0.697 1245+ 15.8 107.0+11.3 0.187
DBP (mmHg)* 74.4+19.3 77.3+7.7 0.783 76.0+12.2 80.9+13.4 0.341 79.0 + 14.0 68.5+0.7 0.341
Waist-hip-ratio * 0.86 + 0.07 0.81+0.02 0.221 0.87 £ 0.05 0.88 + 0.06 0.588 0.89+0.10 0.91+0.03 0.825
Arm Circumference (cm)** 25.5 (23.5-28.5) 24.5 (23.5-25.5) 0.393 30.5 (29.0-32.0) 30.5 (29.0-32.0) 0.479 35.0 (32.5-38.9) 33.0 (31.0-35.0) 0.428
Body fat mass (%)* 27.9+7.2 334124 0.291 35.2+4.1 36.5+3.3 0.387 39.7+5.8 33.0+7.8 0.202
Bicipital skinfold (mm)* 199 £7.3 21.0+104 0.819 259+5.7 30.0+7.1 0.117 31.8+8.5 38.5+16.3 0.410
Tricipital skinfold (mm)* 23.5+6.2 23.0+6.6 0.893 275538 30.9+3.0 0.093 33.6+59 37.0x7.1 0.501
Subscapular skinfold (mm)** 21.0 (17.0-26.0) 27.0 (23.0-31.0) 0.161 28.0 (26.0-32.0) 32.0 (28.0-42.0) 0.209 32.0 (29.0-43.0) 42.0 (30.0-54.0) 0.510
Glucose (mg/dL)** 83.5 (82.0-86.5) 92.9 (87.9-95.0) 0.033 84.0 (79.0-93.0) 91.0 (81.0-94.0) 0.349 99.5 (80.0-109.6) 75.6 (74.1-77.0) 0.296
Total Cholesterol (mg/dL)* 151.2 +38.1 139.0 + 16.6 0.551 168.9 + 53.2 160.1 + 53.8 0.680 156.3 + 49.4 1245+6.4 0.411
Triglycerides (mg/dL)** 76.0 (55.0-135.0) 55.0 (51.0-58.5) 0.133 85.0 (72.0-103.0) 75.0 (66.0-97.0) 0.334 77.0 (61.0-193.5) 66.0 (56.0-76.0) 0.295

Notes:*Data presented mean + SD, Welch'’s t-test. **Data presented as median and 25th and 75th percentile, Mann Whitney test.
Abbreviations: BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.
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