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IGF-1
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transportador de glucosa 1
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subunidad alfa de proteina Gs
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acido 2-[4-(2-hidroxietilpiperazin-I-il)]

factor inducible por hipoxia 1 alfa

hedgehog

modelo homeostatico de resistencia a la insulina
lipasa sensible a hormonas

hipertension arterial

lipoproteinas de mediana densidad

factor de crecimiento insulinico tipo 1
interleucina

indice de masa corporal
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tejido adiposo perirrenal
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kDa
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KRB
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LDL
LDs
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LPL
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MCP-1
MGB
MGL
mRNA
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mTORC
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NAD
NADH
NaOH
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NCEP
NEFA
NGF
no-HDL
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NT3 *-
NT3**
NT3
NT4
NT5
NT6
NT7
NTF3
Ntf3
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cinasa hepdatica B1

lipoproteina lipasa

monoacilglicerol

proteina quimiotactica de monocitos 1
minor groove binder

lipasa de monoacilglicerol

acido ribonucleico mensajero
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actor de crecimiento nervioso
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neurotrofina
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neurotrofina-3

neurotrofina-4

neurotrofina-5
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PLIN1
PLIN5
PNPLA2
PPARy
PRDM16
Pre-pro-NT
Pre-pro-NT
Pro-BDNF
Pro-NGF
ProNT
Pro-NT3
Pro-NT4
PVDF
qPCR
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RER

RNA

RT

SDS

SM
SMAD

gen para la TrkC en humanos

gen para la TrkC en roedores

leptina

p38 mitogen-activated protein kinase

receptor de baja afinidad de neurotrofina
tampdn fosfato salino

tampdn fosfato salino con 0,1% de Tween 20
logaritmo negativo de la EC50

sitio de alta afinidad

sitio de baja afinidad

coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de
peroxisomas

tomografia por emision de positrones

proteina cinasa A

perilipina 1

perilipina 5

lipasa adipocitica de triglicéridos o fosfolipasa similar a la patatina-2
receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas
PR domain containing 16

pre-pro-neurotrofinas

pre-pro-neurotrofinas

pro-factor neurotrdéfico derivado del cerebro
pro-factor de crecimiento nervioso
pro-neurotrofinas

pro-neurotrofina 3

pro-neurotrofina 4
fluoruro de povinildieno
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
reticulo endoplasmatico liso
reticulo endoplasmatico rugoso

acido ribonucleico

transcripcién reversa

dodecilsulfato de sodio
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small mothers against decapentaplegic



SNC sistema nervioso central

SNS sistema nervioso simpatico

SVF fraccion estromal vascular

TA temperatura ambiente

TG triglicéridos

TLR-4 receptores tipo Toll-4

TNF-a factor de necrosis tumoral alfa

Trk receptor de la tropomiosina cinasa
TrkA receptor de la tropomiosina cinasa A
TrkB receptor de la tropomiosina cinasa B
TrkC receptor de la tropomiosina cinasa C
UCP-1 uncoupling protein 1

VAT tejido adiposo perivascular

VEGF factor de crecimiento endotelial vascular
VLDL lipoproteinas de muy baja densidad
Wad adipocitos humanos aislados de WAT
WAGR tumor de Wilms- aniridia

WAT tejido adiposo blanco

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa
Zc Zucker control

ZFP Zn finger protein

Zob Zucker obesas

B-gal enzima galactosidasa
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1. NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas (NT) comprenden una familia de proteinas conocidas por sus efectos
en la supervivencia, desarrollo y funcién neuronal (Lewin y Barde, 1996; Huang y
Reichardt, 2001, 2003; Reichardt, 2006). Forman parte del conjunto de factores
neurotréficos, donde se incluyen otras familias que escapan a los objetivos de este

trabajo.

La primera NT descubierta fue el factor de crecimiento nervioso (NGF), seguida del
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF). Ambas NT son las mas estudiadas y
ejercen acciones relacionadas con el crecimiento, la diferenciacién, la plasticidad
sindptica y la supervivencia neuronal durante el desarrollo y tras dafio neuronal (Cohen

et al., 1954; Levi-Montalcini, 1987; Hofer y Barde, 1988; Thoenen, 1991; Chao, 2003).

Todas las NT comparten un alto nivel de homologia en secuencia y estructura y una gran
similitud en la organizacion de los segmentos génicos adyacentes. Probablemente, esto
se deba a un origen comun a partir de duplicaciones sucesivas de una porcion del
genoma derivado de un cordado ancestral (Hallbook et al., 1991). De hecho, el
descubrimiento de las otras NT fue posible gracias a la clonacién molecular de
secuencias altamente conservadas presentes en NGF y BDNF (Skaper, 2018). A raiz de
estos estudios, se diferenciaron la neurotrofina-3 (NT3) (Ernfors et al., 1990; Hohn et al.,
1990; Jones y Reichardt, 1990) y la neurotrofina-4 (NT4) (Hallb6ok et al., 1991; Ip N et
al., 1992). Posteriormente, se identificaron cuatro NT en mamiferos (NGF, BDNF, NT3 y
NT4) y dos mds en peces (neurotrofina-6, NT6 y neurotrofina-7, NT7), sin aparentes

ortélogos en mamiferos (Caporali y Emanueli, 2009).

El sistema nervioso de los mamiferos expresa altas cantidades de NT que regulan su
desarrollo y su funcién. Sin embargo, otras células no neuronales como los
cardiomiocitos, células beta pancredticas, endoteliales, epiteliales, musculares lisas de
los vasos sanguineos, adipocitos e incluso células del sistema inmune también pueden

expresarlas (Caporali y Emanueli, 2009; Chaldakov et al., 2009; Meloni et al., 2015).

Las funciones de las NT en tejidos no neuronales son menos conocidas y parece que
actuan tanto en el desarrollo embrionario como durante la edad adulta. Sus efectos

abarcan diversos procesos fisioldgicos (proliferacién y activacién celular, control



INTRODUCCION

hormonal, balance energético, gametogénesis, plasticidad, aprendizaje y memoria) y
patoldgicos (neurodegeneracion y regeneracion, inflamacién, dolor y estrés) (Martinelli

y Camargos, 2016).

1.1. ESTRUCTURA DE LAS NEUROTROFINAS

Los distintos miembros que componen esta familia presentan una alta homologia en la
secuencia aminoacidica (en torno al 50-60%) y un alto grado de conservacion entre
especies. Todas se sintetizan como precursores glicosilados de tipo pre-pro-
neurotrofinas (pre-pro-NT) (llustracion 1) con un tamafo de 35-40 kDa que son
procesados mediante protedlisis para dar lugar a proteinas homodiméricas maduras de

12-13 kDa.

N, potential glycosylation site
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llustracion 1. Estructura primaria de las proteinas para las neurotrofinas (NT) de BDNF, NGF,
NT3 y NT4/5. La zona “pre” de las NT es un péptido sefial que se separa del resto de proteinay
se forma asi la pro-neurotrofina (pro-NT). La proteina madura se forma por accion de
convertasas que actlan sobre las pro-NT. La N indica sitios potenciales para la glicosilacién.
Fuente: adaptado de Lessmann et al., 2003.

Las proteinas maduras pueden secretarse al espacio extracelular, aunque algunos
autores indican que no solo las proteinas maduras se secretan, sino que también las pro-
neurotrofinas (pro-NT) pueden secretarse y ser bioldgicamente activas. De hecho, la

escision de los precursores se puede producir tanto durante la via secretora o después

de la secrecidn (Caporaliy Emanueli, 2009; Bothwell, 2014). Esto demuestra que uno de
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los puntos de regulacion de la actividad de las NT son las proteasas responsables de su

conversion a NT maduras (Lee R et al., 2001, Lessmann et al., 2003).

En el organismo, las NT maduras se asocian de forma no covalente formando dimeros
de protémeros de 13,5 kDa aproximadamente (Radziejewski et al., 1992; Bothwell,
2014). Cada subunidad de las NT estd formada por dos pares de cadenas B antiparalelas
y estan estabilizadas por tres enlaces disulfuro (Robinson et al., 1995; Butte et al., 1998).
Ademas, diversos estudios indican que in vitro, los dimeros de NT forman heterodimeros
entre diferentes tipos de NT ya que la superficie de interaccion de los dimeros de NT
estd muy conservada. Sin embargo, no hay evidencias de la existencia de estos

heterodimeros in vivo (Jungbluth et al., 1994; Robinson et al., 1995).

1.2. RECEPTORES DE NEUROTROFINAS: TRK

Las NT llevan a cabo sus acciones interaccionando con sus receptores: los receptores de
la tropomiosina cinasa (Trk), de alta afinidad, de los que se conocen tres subtipos (TrkA,
TrkB, TrkC) y el receptor de baja afinidad (p75N™). Los receptores Trk se unen con
preferencia a las NT maduras de forma selectiva: NGF se une a TrkA, BDNF y NT4 se unen
aTrkB y NT3 se une a TrkC, aunque también puede unirse a formas alternativas de TrkA
y TrkB (Clary y Reichardt, 1994) activando rutas de sefalizacién diferentes a las de NGF
(Harrington et al., 2011). No obstante, todas las NT (pro-NT y NT maduras) son capaces

de unirse a p75N® (Caporali y Emanueli, 2009) (llustracion 2).

El receptor p75N™® media efectos pro-apoptéticos cuando se encuentra en forma
monomérica. De hecho, dimerizaciones u homomultidimerizaciones de este receptor
suprimen su efecto pro-apoptdtico (Rabizadeh et al., 2000). Como se ha sefialado antes,
puede ser activado por todas las formas y tipos de NT (pro-NT y formas maduras) como
ocurre en situaciones en las que el procesamiento intracelular de las pro-NT no es
eficiente y se liberan por los tejidos uniéndose con gran afinidad al p75N®. De este
modo, se activan vias de sefializacion controladas por este receptor que en gran parte

promueven la apoptosis (Lee R et al., 2001).
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llustracion 2. Interacciones de las neurotrofinas (NT) y pro-neurotrofinas (pro-NT) con los
receptores Trk y p75"™®, Todas las pro-NT y las NT, con menor eficiencia, pueden unirse al
receptor p75"™. Sin embargo, solo las NT maduras tras mecanismos de protedlisis pueden unirse
a los receptores Trk. En concreto, NGF se une especificamente a TrkA; BDNF y NT4 se unen al
TrkB; NT3 activa TrkC y, con menos eficiencia, activa TrkA y TrkB. Fuente: Reichardt, 2006.

Evidencias sugieren que, tras una lesion o degeneracion cerebral, aumenta la secrecion

de pro-NT y su unién a p75NR, aumentando asi la pérdida neuronal en lesiones y

modelos de enfermedades (Pedraza et al., 2005).

Diferente es el caso de los receptores Trk que solo interaccionan con NT madurasy, por
tanto, los procesos que regulan la maduracion también regulan la activacidén de estos
receptores (Lee R et al., 2001). La unidn de NT maduras a receptores Trk promueve la
supervivencia y diferenciacién celular. Al contrario que el receptor p75N'?, se activan por
dimerizacion y fosforilacion de determinados residuos tirosina presentes en el dominio

citoplasmatico activando multiples cascadas de senalizacion (llustracién 2).
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Aunque los dos tipos de receptores de NT (p75N™® y Trk) promueven efectos contrarios,
existe una regulacién entre ellos basada en la presencia del otro, inhibiendo o

favoreciendo la sefializacidn (Caporali y Emanueli, 2009).

Respecto a la expresidon de los receptores Trk, esta es esencial en el sistema nervioso
para el correcto desarrollo del mismo (Klein et al., 1994; Silos-Santiago et al., 1997) asi
como para el correcto desarrollo de otros sistemas. De hecho, hay estudios que indican
gue animales sin expresién de Trk presentan graves deficiencias a nivel cardiovascular

(Tessarrollo et al., 1997; Wagner et al., 2005).

1.3. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES TRK

Los receptores Trk pertenecen a la familia de receptores tirosina cinasas y son
receptores transmembrana de aproximadamente 140 kDa con un dominio tirosina
cinasa intracelular y un dominio de union a ligando extracelular (Deinhardt y Chao,

2014).

Cuando los ligandos se unen al receptor Trk, se produce la dimerizacién del receptory
la fosforilacién de los residuos de tirosina del dominio cinasa intracelular del receptor.
Asi, se activa la cinasa y se inicia la cascada de sefializacién (llustracion 3) (Barbacid,

1994; Deinhardt y Chao, 2014).

Dentro de los receptores tirosin cinasa no solo estan los receptores Trk, sino que
también se encuentran los receptores de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) (Barbacid, 1994; Longo y Massa, 2013;
Kawaguchi-Manabe et al., 2007).

Los receptores Trk pueden tener dos conformaciones: completa y truncada donde
algunas partes del dominio intracelular del receptor estan ausentes. Los receptores
truncados estdn muy expresados en el sistema nervioso y presentan actividad (Fenner,
2012; Deinhardt y Chao, 2014). Las distintas isoformas de los receptores Trk se originan
por fenédmenos de splicing alternativo que pueden producirse en el dominio intracelular
(Menn et al.,1998; Deinhardt y Chao, 2014). De hecho, las isoformas truncadas de TrkB
y TrkC no presentan el dominio tirosin cinasa presente en las formas completas de

ambos receptores (Longo y Massa, 2013).
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llustracion 3. Seiializacion de las neurotrofinas (NT). A través de la activacion de los receptores
Trk y p75N™®, las NT activan una serie de vias intracelulares que son diferentes para cada
receptor. La activacién de p75"™ da lugar a la transcripcién de genes proapoptdticos o genes
que promueven la supervivencia. En cambio, la activacién de Trk produce la transcripcién de
genes que promueven la supervivencia y la diferenciacién. Fuente: Reichardt, 2006.

La actividad de los receptores Trk puede inhibirse con el alcaloide natural K252a, un
compuesto que inhibe de forma selectiva a todas las isoformas de los receptores. Se
trata de una inhibicién competitiva con el ATP en su unidén al dominio catalitico,

impidiendo asi la activaciéon del dominio cinasa y por tanto el inicio de la cascada de

sefnalizacion (Morotti et al., 2002).
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1.4. BIOSINTESIS DE NEUROTROFINAS. PROCESAMIENTO Y SECRECION

El proceso de secrecién de las NT se inicia en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
produciéndose en primer lugar pre-pro-proteinas de 35 kDa aproximadamente, que
posteriormente se procesan en pro-NT (pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT3 y pro-NT4). El
tamafio de las pro-NT varia entre 210 y 270 aminoacidos y se trasportan mediante
vesiculas hasta el aparato de Golgi para su posterior procesamiento (Bothwell, 2014;
Caporali y Emanueli, 2009). Las pro-NT tienen capacidad de dimerizar y formar
homodimeros y heterodimeros de naturaleza estable (BDNF y NT3) e inestable (NGF)
(Farhadi et al., 2000). Ademas, estas pro-NT pueden sufrir modificaciones post-

translacionales.

Las pro-NT dan lugar a NT maduras de 120 aminoacidos y 13 kDa aproximadamente, tras
un procesamiento proteolitico llevado a cabo por proteasas de la familia de las pro-
proteinas convertasas (Seidah et al. 1996), que puede ocurrir durante o posteriormente

a su secrecion (Caporali y Emanueli, 2009; Bothwell, 2014).

En ocasiones, el procesamiento de las NT es incompleto, lo que conduce a la liberaciéon
de pro-NT al plasma. Esas pro-NT pueden procesarse mediante enzimas plasmaticas
(metaloproteasas y plasmina) (Lee R et al., 2001). Cuando las pro-NT se procesan, se
liberan 2 péptidos: un pro-péptido N-terminal y la NT madura (C-terminal). Asi el
receptor podria quedar expuesto a la influencia de ambos péptidos (Bothwell, 2016). En
general, la accién bioldgica de las NT estd regulada por su escisiéon proteolitica, con
proformas que activan preferentemente receptores p75N™ para mediar apoptosis y
formas maduras que activan receptores Trk para promover la supervivencia celular (Lee

R et al., 2001).

Las NT pueden secretarse por dos vias: constitutiva y regulada. La via constitutiva es
independiente de calcio y se produce en ausencia de estimulos iniciadores. En cambio,
la via regulada es dependiente de calcio y la secrecidn se produce en respuesta a un

determinado estimulo activador (Al-Qudah y Al-Dwairi, 2016).

Las células neuronales y neuroendocrinas hacen uso de la via constitutiva
(principalmente para la secrecién de NGF, NT3 y NT4) y regulada (para la secrecion de

BDNF). En contraposicidn, las células de estirpe no neuronal utilizan Unicamente la via
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constitutiva (Farhadi et al., 2000; Reichardt, 2006).

1.5. NT3

El patron de expresion de NT3 cambia en funcién de la naturaleza del tejido. En tejidos
neuronales, NT3 presenta una elevada expresidon durante el desarrollo embrionario
(proliferacion, migracién y diferenciacion neuronal de precursores) que disminuye
drasticamente o incluso desaparece en la edad adulta (Ernfors et al., 1990; Hohn et al.,
1990; Friedman et al., 1991; Maisonpierre et al., 1990; Lamballe et al., 1994). En tejidos
no neuronales, la expresion de NT3 aparece durante el desarrollo y se mantiene en la
edad adulta. Entre los tejidos no neuronales que expresan NT3 se encuentran: musculo
esquelético, corazén, pulmdn, higado e intestino (Hohn et al., 1990; Tessarollo et al.,

1994; Donovan et al., 1995; Su et al., 2016).

Respecto a las funciones de NT3, se le atribuyen funciones reguladoras de la
neurogénesis e incluso efectos neuroprotectores frente a la isquemia (Zhang J et al.,
2012; Gibon et al., 2017). Sin embargo, no se conoce bien su papel en tejidos no

neuronales.

Para llevar a cabo su actividad, NT3 puede unirse a los receptores de superficie celular
TrkCy p75N™. Cuando se une a TrkC se activan vias relacionadas con control de distintos
procesos del desarrollo y cuando se une a p75N™® se activan vias apoptdticas (Yano et

al., 2009; Zanin et al., 2016; Gibon et al., 2017).

Los procesos activados por la interaccion NT3 y Trk controlan la proliferacion y
diferenciacién de células neurales, la migracion de células de Schwann (Yamauchi et al.,
2004), células de melanoma (Truzzi et al., 2008), células madre mesenquimales, células
estromales de la médula dsea (Birnbaum et al., 2007) y desarrollo del sistema nervioso

entérico (Chalazonitis, 2004).

Al igual que el resto de las NT, NT3 se sintetiza en forma de pre-pro-proteina que se
procesa hasta pro-NT3 que dara lugar a NT3 madura. Tanto pro-NT3 como NT3 pueden
ejercer funciones en tejidos neuronales y no neuronales. Varios autores indican que la
pro-NT3 al interaccionar con p75N™R en tejidos neuronales actiia como factor apoptético
o regulador de la proliferacién y neurogénesis (Yano at al., 2009; Tauris et al., 2011;

Zanin et al., 2016; Gibon et al., 2017).

10
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1.6. RECEPTOR DE NT3: TrkC

El receptor TrkC se une a la forma madura de NT3. El receptor completo (llustracién 2)
tiene un tamafio de 140-150 kDa aproximadamente y, ademas, presenta multiples

isoformas.

Diversos analisis por Western Blot seialan las posibles isoformas de TrkC en funcion de
las bandas observadas. El receptor completo se corresponde con la banda de 140-150
kDa y presenta actividad catalitica en su dominio intracelular (Tsoulfas et al., 1993;
Elkabes et al.,, 1995; Tessarollo et al., 1997; Menn et al., 2000). Las bandas que
corresponden a isoformas truncadas del receptor han sido detectadas a 50-60 kDay 110
kDa, ambas sin presencia del dominio catalitico (Donovan et al., 1995; Tessarollo et al.,
1997; Menn et al., 1998). A su vez, algunos estudios indican posibles variantes de las
isoformas previamente indicadas que comprenden tamanos desde 80 a 150 kDa

(Lamballe et al., 1993; Tsoulfas et al., 1993; Quartu et al., 2003).

TrkC, al igual que NT3, se expresa en tejidos neuronales y no neuronales. Se ha
detectado expresiéon de TrkC en sistema nervioso central y periférico (Lamballe et al.,
1994) asi como en pulmones, corazén, rindn, papilas dentales, células de glandula
submandibular y tejido adiposo pardo (BAT) (Donovan et al.,, 1995; Tessarollo et al.,

1993, 1997; Lin et al., 2000; Youn et al., 2003).

Cuando NT3 se une a TrkC, se produce la activacion del receptor gracias a la activacién
del dominio cinasa intracelular y se inician determinadas vias de sefalizacién que
regulan procesos como proliferacion, crecimiento, diferenciacién y supervivencia
neuronal de células neuronales y sistemas no neuronales. Respecto a la actividad de las
isoformas truncadas, los estudios sugieren que pueden modular negativamente la
actividad de los receptores TrkC completos (Lin et al., 2000), incluso inhibir la actividad
catalitica del receptor si ambos estan coexpresados (Palko et al., 1999; Lin et al., 2000;

Youn et al., 2003; Bartkowska et al., 2013).

11
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2. TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un tipo de tejido conectivo formado mayoritariamente por
adipocitos. Estos adipocitos estdn embebidos en un estroma vascular o matriz
extracelular compuesto por fibroblastos, colageno, preadipocitos, células vasculares
endoteliales y macroéfagos residentes. A su vez, el tejido estd irrigado por vasos

sanguineos e inervado por el sistema nervioso simpatico (SNS) (Esteve Rafols, 2014).

La principal célula que forma el tejido adiposo es el adipocito. Hay dos tipos de
adipocitos: blanco y pardo. Aunque ambos tipos contienen grandes cantidades de
lipidos, cada uno desempena funciones diferentes e incluso opuestas (Cinti, 2019). No
obstante, se ha identificado otro tipo de adipocito que se denomina brite o beige y que

comparte caracteristicas entre blancos y pardos, (Wu J et al., 2012).

El tejido adiposo tiene una estructura caracteristica formada por I6bulos y lobulillos, que
se forman gracias a la unidn entre los adipocitos mediante fibras reticulares de colageno.
Morfolégicamente, los adipocitos son células redondeadas con un tamafo aproximado

de 10 a 200 micras (Cinti, 2005; Lee M et al., 2013).

2.1. TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO
2.1.1. TEJIDO ADIPOSO BLANCO
ESTRUCTURA MACROSCOPICA

El tejido adiposo blanco (WAT) esta formado por adipocitos y células que forman la
matriz extracelular o estroma, como fibroblastos, células inmunes (macréfagos,
eosinodfilos, linfocitos y mastocitos), células vasculares (endoteliales, pericitos,
musculares lisas, adventicias) y nerviosas (células Schwann, perineurales y neuronas).
En humanos, es abundante el colageno tipo VI (Khan et al., 2009; Pasarica et al., 2009;

Cinti, 2018).

Ademas de adipocitos maduros, el tejido adiposo esta formado por preadipocitos
situados en las inmediaciones del espacio pericapilar. Los preadipocitos son células con
un nucleo grande rico en eucromatina y citoplasma poco diferenciado (elevado ratio
nucleo/citoplasma). El citoplasma suele contener granulos de glucdégeno y pequefias

gotas lipidicas (LDs) (Cinti, 2018).
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WAT es un tejido vascularizado, y esta inervado unicamente por el SNS. La inervacion se
produce por fibras nerviosas amielinicas noradrenérgicas y fibras mielinicas sensitivas
(Bartness y Bamshad, 1998; Bartness, 2002; Bartness y Song, 2007; Bartness et al., 2010;
Cinti, 2018) que se encuentran alrededor de los vasos e incluso en contacto con los

adipocitos (Giordano et al., 1998, 2008).

Generalmente, en mamiferos de tamano pequeno el WAT tiene tonalidad blanca,
aungue en humanos tiende a ser amarillo y formado por adipocitos aproximadamente

un 30% mas grandes (Cinti, 2019).
ESTRUCTURA MICROSCOPICA

A nivel microscépico, el WAT esta formado por adipocitos blancos en los que el 90% de
la célula esta ocupada por una gota de grasa unilocular formada por triglicéridos (TG).
Su gran tamafio hace que el resto de citoplasma, nucleo y organulos, estén desplazados
hacia la periferia. La gota lipidica no esta recubierta de membrana, pero si de una serie
de proteinas que ejercen acciones metabdlicas como, por ejemplo, la proteina
antilipolitica perilipina 1 (PLIN1) y la proteina Fsp27 (fat-specific protein 27) con
funciones en la reagrupacién de los lipidos en una Unica gota lipidica, caracteristica de

los adipocitos blancos en WAT (Cinti, 2018).

Los adipocitos blancos tienen pocos organulos como mitocondrias, RER, reticulo
endoplasmatico liso (REL) y aparato Golgi. Externamente a la membrana plasmatica,
contienen una lamina externa formada, en el adipocito maduro, por colageno 1V,
laminina, hepardn sulfato y fibronectina (Cinti, 2018). No existe consenso en si la
fibronectina estd presente solo durante la adipogénesis o en el adipocito maduro

(Nakajima et al., 1998; Pierleoni et al., 1998).

Los adipocitos blancos se caracterizan por tener forma esférica lo que optimiza al
maximo su relaciéon superficie/volumen. Su tamafo varia de forma fisiolégica de 10 a
200 micras. El tamafio puede verse influido por varios factores como la localizacion del
depdsito graso y la técnica empleada para su fijacién. Por una parte, los adipocitos son
un 20-30% mas grandes cuando se fijan en fresco respecto a cuando se fijan en parafina.

Por otra parte, aunque la distribucién de los adipocitos condicione su tamafio, en la
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literatura no existe consenso en el tamafio de los adipocitos segln los depdsitos (Cinti

2010, 2018; Verboven et al., 2018).
FUNCION

El WAT tiene como funcidn principal almacenar energia en forma de TG para ser liberada
cuando el organismo lo necesita. En situaciones crénicas de balance energético positivo,
el WAT activa mecanismos con el fin de mantener la homeostasis del organismo. Cuando
el aporte de energia al organismo es excesivo y/o el gasto energético disminuye, el
exceso de energia se deposita eficientemente en forma de TG. De esta forma, WAT
almacena la energia extra del organismo a través de mecanismos de hipertrofia e
hiperplasia (Tchoukalova et al., 2010; Chusyd et al., 2016; Cinti, 2018). Por otro lado,
frente a una situacion de escasez de ingesta energética y/o incremento del gasto
energético el WAT moviliza los depdsitos de lipidos liberando acidos grasos libres (AGL)
y glicerol que a través de la sangre son transportados a los tejidos, donde seran oxidados

para obtener energia (Esteve Rafols, 2014).

El WAT expresa los diferentes subtipos de adrenoceptores- B (AR-B) (De Matteis et al.,
2002; Bordicchia et al., 2014). Por tanto, el tono simpatico y los AR- controlan diversas
funciones en WAT. Los AR-B presentes en WAT pueden activarse como respuesta a la
liberacion de noradrenalina (NA) por las fibras que lo inervan. De este modo, la
actuacidon del SNS en el tejido adiposo puede promover la lipdlisis de WAT que
produciria un aumento de AGL disponibles para su uso en otros drganos en situaciones

de ayuno o estados catabdlicos (Heeren y Scheja, 2018).
Otras funciones: WAT como érgano endocrino

Clasicamente se le ha atribuido al WAT un papel de reservorio energético donde la grasa
se libera en forma de AGL y glicerol cuando se necesita para obtener energia. No
obstante, el tejido adiposo se puede considerar un érgano endocrino, que juega un
papel crucial en procesos como la homeostasis glucidica y lipidica, secretando
adipocinas como leptina y adiponectina, asi como en procesos inflamatorios secretando
citocinas que influyen sobre el sistema inmune y contribuyen a la inflamacidn sistémica

(Trayhurn y Beattie, 2001; Galic et al., 2010).

14



INTRODUCCION

La idea de que el WAT actue como drgano endocrino surge a raiz de la identificacién de
una hormona secretada por WAT: la leptina. Se trata de un factor citocina-like también
conocido como proteina OB, que cuando estd mutada en el modelo animal de ratones
ob/ob desarrollan obesidad (Zhang Y et al., 1994). Estos ratones presentan hiperfagia,
hiperinsulinemia e infertilidad. Ademas, la administracidn exégena de leptina a estos
ratones revierte la situacion (Dardeno et al., 2010). Por ello, la leptina es conocida como
“lahormona de la saciedad” ya que tiene acciones centrales sobre el hipotalamo y sobre
drganos periféricos. A raiz de estas observaciones también se ha deducido que estados
de obesidad promueven una resistencia a la leptina (de manera analoga a como ocurre
con la insulina), lo que impide la retroalimentacidn negativa para reducir la ingesta de

energia.

Aunque la leptina es mayoritariamente producida en el WAT, se han identificado otros
tejidos que la secretan como BAT, estomago, placenta, glandula mamaria, foliculos
ovaricos y, en organos fetales, corazén, hueso y cartilago, aunque lo hacen en menor

grado (Trayhurn et al., 1999; Trayhurn y Beattie, 2001).

Ademas de la leptina, WAT secreta otras moléculas sefal y factores proteicos, lo que
sugiere que WAT no es solo un reservorio de grasa, sino que participa en la regulaciéon
de procesos metabdlicos y mantenimiento de la homeostasis (Ahima et al., 2000;
Trayhurn y Beattie, 2001). Todas estas moléculas liberadas por el tejido adiposo pueden

tener efectos locales (autocrinos o paracrinos) y a distancia (endocrinos).

2.1.2. TEJIDO ADIPOSO PARDO
ESTRUCTURA MACROSCOPICA

El BAT es un tejido muy vascularizado e inervado. De hecho, la densidad de capilares en
este tejido es hasta seis veces superior que en WAT. Es importante que haya un correcto
flujo sanguineo que aporte a BAT la energia necesaria y le permita disipar el calor que
se genera por termogénesis. Los vasos guardan especial relacion espacial con los
adipocitos, lo que sugiere una importante relacion funcional entre ambos (Cinti, 1999,
2018). La gran densidad de vasos y mitocondrias le aporta el color pardo caracteristico

en fresco.
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BAT esta también muy inervado y las fibras son tanto mielinicas como amielinicas
(Cannon et al., 1986; Giordano et al., 2008). Suelen ser fibras noradrenérgicas, aunque
en determinados depdsitos como el mediastinico se han identificado fibras colinérgicas
(Giordano et al., 2004). Las fibras nerviosas suelen distribuirse por el parénquima entre

los adipocitos (Cinti, 2018).

Dentro de BAT, solo una pequena proporcién de células (5-50%) son adipocitos pardos
maduros. Ocupan gran parte del tejido la parte estromal, que incluye progenitores
mesenquimales, progenitores endoteliales y preadipocitos indiferenciados. Estos
preadipocitos podran diferenciarse a adipocitos maduros tras un estimulo determinado

(Evans et al., 2019).
ESTRUCTURA MICROSCOPICA

A nivel microscopico, BAT esta formado por adipocitos pardos que tienen forma
poligonal y un tamafio entre la mitad y 1/3 del adipocito blanco. Se caracterizan por ser
células multiloculares ya que, a diferencia de los adipocitos blancos, almacenan las
grasas en multiples LDs. Al igual que en WAT, las LDs no estan rodeadas por membrana,
sino por una capa de proteinas entre las que destaca la proteina antilipolitica PLIN1 y la

perilipina 5 (PLIN5) (Cinti, 2018).

Su citoplasma contiene un gran numero de mitocondrias de gran tamafio que contienen
de forma exclusiva la proteina uncoupling protein-1 (UCP-1), responsable del fenémeno
de termogénesis por el que se libera calor a partir de energia almacenada en los acidos

grasos.

Al igual que en los adipocitos blancos, tienen una lamina externa por fuera de la
membrana plasmatica y el resto de los organulos son similares. No obstante, los
adipocitos pardos tienen el nucleo redondeado y en posicion central. Ademas, pueden

presentar en el citoplasma granulos tipicos de otras células endocrinas (Cinti, 2018).
FUNCION

El BAT puede disipar energia quimica a través del desacoplamiento de la cadena
respiratoria y la produccién de calor a partir de energia almacenada en forma de grasas.
(termogénesis). Este proceso esta mediado por la actividad de la proteina UCP-1y puede

ser activada por ciertos estimulos como exposicién al frio, componentes adrenérgicos o
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alteraciones genéticas (Fenzl et al., 2014).

La cadena respiratoria mitocondrial mantiene un gradiente de protones a través de la
membrana mitocondrial interna para la produccién de ATP. La termogénesis es posible
gracias a la actividad de la proteina UCP-1, responsable de desacoplar la cadena
respiratoria de la ATP sintasa y liberar energia en forma de calor. En concreto, provoca
el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa para la generacion del ATP, gracias a la
generacion de un transporte de protones en la membrana interna, por la que pasan del
espacio intermembrana al interior de la matriz mitocondrial (Cannon y Nedergaard,
2004). Como se ha indicado anteriormente, UCP-1 es caracteristica y exclusiva del tejido
pardo y es considerada un marcador metabdlico de los adipocitos pardos (Cannon vy
Nedergaard, 2004, Frontini et al., 2007; Ricquier et al., 2017). Durante la termogénesis
se produce una activacion de la UCP-1 y una sintesis de nuevas UCP-1 en caso necesario
(Cinti, 2018, Heeren y Scheja, 2018). Ademas, si el estimulo es suficientemente
prolongado o intenso, se produce un incremento del nimero de adipocitos pardos y de

sus precursores (Vitali et al., 2012; Lee Y et al., 2015, Cinti, 2018).

El tono simpatico es el mayor responsable de la activacién de la termogénesis (Cannon
y Nedergaard, 2004). EI SNS libera NA como respuesta a la activacion del hipotalamo por
parte de las fibras sensitivas presentes en receptores de la piel y adipocitos (Ye et al.,
2013). Asi, los impulsos aferentes llegan al hipotdlamo, que activa al SNS que promueve
la secrecion de NA en todas las fibras nerviosas que inervan al parénquima del tejido
adiposo. La NA se une a los AR-Bs que también se expresan en los adipocitos pardos y se
activan vias que derivan en la estimulacién del proceso termogénico. Como el AR-B3 es
un tipo de receptor adrenérgico (AR) acoplado a la proteina G estimuladora (Gs), su
activacion inicia la cascada de sefializacion mediada por AC/AMPc/PKA (adenilato
ciclasa/adenosina monofosfato sédico ciclico/proteina cinasa A). Estas vias pueden ser
de efecto rapido (via rapida) o efecto lento (via lenta, termogénesis adaptativa)

(Hustracion 4).

Via rapida de activacion termogénica. En esta ruta, se promueve lipélisis mediante la
accion de PKA sobre varias lipasas y la desactivacién de la perilipinl por fosforilacidn.
Las lipasas activadas son: lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL), lipasa sensible a

hormonas (HSL) y lipoproteina lipasa (LPL), que terminan incrementando la lipdlisis de
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los lipidos almacenados en las LDs, formandose acidos grasos libres a partir de los TG.
De este modo, se induce la lipdlisis y como producto final se liberan acidos grasos no
esterificados (NEFA) del interior de los adipocitos que se metabolizan por beta oxidacién
en la mitocondria. Ademas de servir como sustrato para la oxidacion, los NEFA activan
directamente la UCP-1 (Cannon y Nedergaard, 2004; Heeren y Scheja, 2018; Evans et al.,
2019) (llustracién 4A).

A. Via rapida B. Via lenta
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NeM/ N:n}/
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""-\-..\_H_\__ b
v e B-Adrenoceptor ey B-Adrenoceptor
Cytoplasm AC ” \

: _._ JALAC D Cytoplasm
—~

e
Ga, Lipid
ATP :..l.!h!P Droplet
v
GEKA ~a Fatty
Adds ATP Synthase f‘*«.

Nucleus
llustracion 4. Mecanismos de termogénesis mediada por noradrenalina (NA) en BAT.
La activacion de los AR-B; por estimulacién de NA que incrementa el desacoplamiento
mitocondrial via Gas/AC/AMPc/PKA produciendo la activacion de la termogénesis a través de
(A) Via rapida, donde se libera calor como resultado del desacoplamiento de la cadena
respiratoria mediado por la UCP-1 o (B) Via lenta, termogénesis adaptativa, donde se produce
un incremento de la sintesis de nuevas UCP-1 en la membrana mitocondrial interna. Fuente:

Adaptado de Evans et al., 2019).

En resumen, como resultado final de la termogénesis, en lugar de generar energia se
libera calor. Cuando los NEFA se oxidan en la mitocondria, se produce la liberacién y
acumulo de protones en el espacio intermembrana, formandose un gradiente.
La UCP-1 es un canal de protones situado en la membrana interna mitocondrial, que
permite que pasen de nuevo al interior de la matriz mitocondrial liberando calor; es
decir, desacopla el gradiente de protones y la produccién de ATP por la ATP sintasa

(Ricquier, 2017; Cinti, 2018; Heeren y Scheja, 2018; Evans et al., 2019) (llustracién 4A).
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Via lenta de activacion termogénica En esta ruta, la activacion de la AC aumenta la
formacion de AMPc que a su vez activa a la PKA (Cinti, 2018; Heeren y Scheja, 2018). A
su vez, PKA fosforila una serie de enzimas necesarias para llevar a cabo la termogénesis:
CREB (cAMP response element-binding protein) y p38 MAPK (p38 mitogen-activated
protein kinase). A su vez, p38 MAPK ejerce efectos en la transcripcion de UCP-1 a través
de la fosforilacion de PGC-1a (coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el
proliferador de peroxisomas) y ATF-2 (factor de transcripcidn activador 2, que a su vez
promueve la transcripcion de PGC-1la. Los acidos grasos también ejercen cambios
adaptativos a través de la activacion de PPARy (receptor gamma activado por
proliferador de peroxisomas), que se combina con PRDM16 (PR domain containing 16)
para promover la transcripcion de PGC-la. PPARy, PCGla, PRDM16, y ATF-2,
desarrollando un rol central en la regulacion y el incremento de la transcripcion de UCP-
1. Asi, se produce un incremento en la cantidad de proteina UCP-1 y por tanto, una
mejor capacidad desacopladora mitocondrial (Collins y Surwit, 2001; Cao et al., 2001,
2004; Cannon y Nedergaard, 2004; Evans et al., 2019; Yang y Mottillo, 2020) (llustracién
4B).

Ademas de la via mediada por los AR-B3, la UCP-1 puede activarse por otras cascadas de
senalizacion. Algunos estudios proponen inductores como: acumulacion de especies
reactivas de oxigeno en adipocitos pardos, el sensor nutricional mMTORC (mammalian
Target of Rapamycin), la cinasa hepatica B1 (Lkb1) y el acido 12,13-dihydroxy-9Z-
octadecenoico (Labbé et al., 2016; Shan et al., 2016; Lynes et al., 2017).

Muchos estudios relacionan BAT con obesidad ya que se ha observado que ratones
deficientes en BAT son propensos a desarrollar obesidad (Lowell et al., 1993). En la
misma linea, ratones con BAT incrementado tienen mejores efectos tras seguir una dieta

alta en grasas (Stanford et al., 2013).
Otras funciones: BAT como drgano endocrino

Son varias las evidencias que muestran que BAT puede tener una cierta funcién
endocrina ya que secreta moléculas de sefializacion celular como adipocinas, entre
otras. Su papel endocrino estaria bajo el control del SNS (Cannon y Nedergaard, 2004;
Villarroya et al., 2013; Wang GX et al., 2015). Un ejemplo de su funcién endocrina es la

secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) a través de distintas vias.
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Por una parte, la secrecién de VEGF puede producirse tras exposicion al frio donde se
activan los AR-B3 los adipocitos pardos de BAT (Tonello et al., 1999; Fredriksson et al.,
2000) de forma independiente a la UCP-1 (Fredriksson et al., 2005). Otra de las vias es
la estimulacion de los AR-B1 (Fredriksson et al., 2000). Esta secrecion de VEGF podia
tener un papel muy importante durante los fendmenos de hipertrofia e hiperplasia, ya
gue se produce un aumento de vascularizacidon por angiogénesis para que llegue mas

flujo sanguineo al tejido (Bukowiecki et al., 1982).

Por ultimo, BAT tiene un papel en la regulacidon de glucosa en el organismo. Varios
estudios sefialan que durante la exposicion al frio se regulan al alza genes asociados con
el metabolismo de glucosa (Hao et al., 2015) y se aumenta el consumo de glucosa y

lipidos (Peirce y Vidal-Puig, 2013; Stanford et al., 2013).

2.1.3. ADIPOCITOS BRITE O BEIGE

Recientemente se reconocié la existencia de los adipocitos beige o brite (brown in white)
(Wu J et al.,, 2012). Aunque se sabe que tienen un fenotipo intermedio entre los
adipocitos blancos y los pardos, su funcion es menos conocida. Difieren de los adipocitos
clasicos en su apariencia, morfologia, funcién y perfil génico (Evans et al., 2019). Las
diferencias principales entre los adipocitos blancos, pardos y blancos estan recogidas en

la tabla 1.
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BLANCO PARDO BRITE
Adipocitos
UCP—.1 nega'flvo . UCP-1 positivo UCP—.l posm.vo .
. . .. | Densidad mitocondrial . Densidad mitocondrial
Visualizacion Densidad

baja elevada

Una Unica gota lipidica mitocondrial alta LDs grandes y pequefias
& P Numerosas LDs & ypeq

Almacenamiento lipidos
Funcion Secrecién de adipocinas Termogénesis Termogénesis
(leptina/adiponectina)

Ucpl, Prdm16, Cidea, | Ucpl, Hox9, Prdm16,
Hoxc9, Fabp4, Adipoq Ppargcla, Adipogq, Cidea, Ppargcla, Adipoq,
Fabp4, Fabp3, Cptlb Fabp4, Fabp3, Cptlb

Genes
Distintivos

Tabla 1. Diferencias morfolégicas, funcionales y de expresidon en los genes distintivos en
adipocitos blancos, pardos y brite. Fuente: adaptado de Evans et al., 2019.

2.2. INTERACCIONES ENTRE AMBOS TEJIDOS

El tejido adiposo es un tejido dinamico que responde en funcién de las necesidades del
organismo para mantener una correcta homeostasis. WAT y BAT pueden almacenar
acidos grasos en situaciones de excesiva ingesta y liberarlos cuando el organismo los
necesita. Por un lado, el BAT tiene la especial capacidad de disipar energia en forma de
calor a través de la termogénesis por accion de la proteina UCP-1. Por otro lado, el WAT

tiene una mayor capacidad para almacenar energia que el BAT.

No obstante, aunque WAT y BAT presentan importantes diferencias estructurales y
funcionales, ambos poseen un gran poder de adaptacidon y son capaces de cambiar su
fenotipo segun las necesidades del organismo. Los estimulos que conducen a estos
cambios son diversos. Por ejemplo: una exposicion cronica al frio promueve que WAT
se vuelva mas pardo (browning), mientras que un balance energético positivo induce a

BAT a volverse mas blanco (whitening) (Cinti, 2019).

Algunos autores sugieren que existe una comunicacion entre WAT, BAT vy el sistema

nervioso que tiene la funcion de mantener la homeostasis de forma sincronizada cuando
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el organismo esta expuesto a condiciones como ayuno o exposicidn al frio. Segun indican
estos autores, son los AGL liberados por lipdlisis en WAT los que activarian las fibras
nerviosas aferentes de WAT e iniciarian la comunicacidn con el SNS, lo que en respuesta

aumentaria la termogénesis en BAT (Garretson et al., 2016).

2.2.1. FENOMENO BROWNING DURANTE LA EXPOSICION AL FRIiO
La exposicion al frio activa la termogénesis con el fin de generar calor a partir de energia
y regular la temperatura. Esta respuesta adaptativa se produce por la activacién del BAT

y browning del WAT tras la liberacién de NA por los terminales simpaticos y activacion

de los AR-B.

En WAT, el proceso de browning puede ocurrir por varios mecanismos: induccion y
activacion de la subpoblacién de adipocitos brite (Collins, 2011), y por
transdiferenciacién de adipocitos blancos (Cinti, 2018). En roedores, estos adipocitos
brite se han encontrado en WAT axilar, inguinal, perirrenal y perigonadal (Cannon y

Nedergaard, 1978; Himms-Hagen et al., 1986; Cinti, 2018).

Durante el browning, el adipocito blanco sufre una serie de cambios morfoldgicos: las
vacuolas lipidicas disminuyen su tamafio y la gota lipidica unilocular pasa a ser
multilocular, las mitocondrias incrementan su tamafio, se vuelven esféricas, aumentan
sus crestas y expresan UCP-1 (Ricquier et al., 1978; Himms-Hagen et al.,1986; Cousin et
al., 1992; Jimenez et al., 2003; Wikstrom et al., 2014; Cinti, 2018). De forma paralela, se
produce un incremento de la inervacion del parénquima y aumentan las uniones tipo
gap entre adipocitos (Barbatelli et al., 1994). Estas uniones gap facilitan el acoplamiento
eléctrico de los adipocitos durante la termogénesis. En cualquier caso, todos estos
cambios morfoldgicos dependeran de la actividad termogénica de los depdsitos pardos.

(Cinti, 2018).

Sin embargo, los mecanismos moleculares del browning no son del todo conocidos (Cinti
2018). Se cree que los receptores responsables del browning son los AR-B3 ya que este
receptor estd expresado en adipocitos blancos y su expresidon aumenta tras la exposicidon
al frio (De Matteis et al., 2002; Bordicchia et al., 2014). En esta linea, el aumento del
tono simpatico en WAT podria inducir el browning para favorecer la termogénesis (Cinti,

2018). De hecho, la inervacidon de ambos tejidos por fibras noradrenérgicas aumenta
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durante la exposicién al frio, y se ha demostrado una correlacion entre la densidad de
fibras noradrenérgicas y la intensidad del browning (Vitali et al.,, 2012). Esto pone
manifiesto el importante control neurogénico al que se encuentra sometido el tejido, ya

gue es capaz de cambiar su fenotipo en funcién de las necesidades.

Aunque son muchos los estudios que indican que el browning se produce a través del
AR-B3, Jimenez et al. (2003) observd que ratones Bs-knockout (KO) expuestos a frio
expresan menos niveles de UCP-1 que los wild type. No obstante, siguen teniendo
expresion de UCP-1 lo que sugiere que no solo el AR-Bs es el responsable del fendmeno

browning inducido por frio.

2.2.2. FENOMENO WHITENING DURANTE EL BALANCE ENERGETICO POSITIVO

En el whitening, al contrario que en el browning, aumenta el WAT, disminuye la actividad
de adipocitos pardos y se induce su conversion a blancos. Esto posee relevancia en
estados de envejecimiento y en obesidad, donde el whitening de depdsitos pardos

contribuye al estado proinflamatorio (Cinti, 2018; Kotzbeck, 2018).

En el envejecimiento, el whitening de BAT probablemente depende de la reduccion de
la actividad del SNS, como lo demuestran estudios donde se observa el blanqueamiento

de BAT en ratones sin AR-B3 (Bachman et al., 2002).

Sin embargo, el whitening de BAT debido a un balance energético positivo puede
considerarse una respuesta adaptativa al medio, ya que adquiriria una capacidad para

almacenar energia (Cinti et al., 1997, 2018).

2.3. DISTRIBUCION DEL TEJIDO ADIPOSO EN HUMANOS Y ROEDORES

En mamiferos hay varios tipos de tejido adiposo que se distribuyen en localizaciones
distintas y varian entre individuos. Existen dos depdsitos principales: el visceral y el
subcutdaneo. Ademas, tal y como se ha detallado anteriormente (apartado 2.1 de
introduccidn), segun la histologia se diferencian dos tipos de tejido adiposo, WAT y BAT.
el tejido adiposo se diferencia en dos tipos principales, WAT y BAT. Es importante
destacar que el hecho de que un depdsito graso se considere WAT o BAT depende de la
proporcién predominante de uno u otro, ya que todos los depdsitos tienen composicidn

mixta (WAT y BAT) (Cinti, 2005). Los tejidos con un predominio de adipocitos blancos
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son macroscépicamente blancos y se consideran WAT, mientras que los tejidos con

predominio de adipocitos pardos son macroscopicamente pardos y se consideran BAT.

El tejido adiposo subcutdneo se encuentra por debajo la epidermis mientras que el
tejido visceral se encuentra alrededor de los 6rganos. Ademas, la localizacion de estos
depdsitos en el organismo es importante pues de ella dependera su papel estructural y
funcional, que muchas veces distan de las funciones clasicas. Por ejemplo, el tejido
adiposo alrededor de estructuras esqueléticas ofrece proteccion mecdnica, el de la
glandula mamaria y corazén soporte metabdlico y nutricional, y el de la piel e intestinal
contribuyen activamente en el sistema inmune innato respondiendo a la invasidn

bacteriana (Zwick et al., 2018).

La composicion del tejido adiposo en los depdsitos viscerales y subcutaneos varia en
funcién de la genética, la edad, estado nutricional, especie, la sensibilidad a
determinadas hormonas y glucocorticoides y determinadas condiciones ambientales
(Sdnchez-Gurmaches et al., 2014). Algunos estudios evidencian que el numero de
adipocitos pardos decrece con la edad en todos los depdsitos (Sbarbati et al., 1991;
Morroni et al., 1995). Se ha observado ademas que la presencia de adipocitos marrones
en cada uno de los depdsitos posee una fuerte influencia genética (Guerra et al., 1998;

Cinti 2015).

Los depdsitos también varian en funcién de la especie. Humanos y roedores comparten
cierta correspondencia entre los depdsitos grasos y su composicidn. En las ilustraciones
4y 5 se observa la distribucidén y naturaleza de tejidos grasos en humanos y roedores,

respectivamente.

2.3.1. HUMANOS

En humanos, el depdsito visceral principal se encuentra dentro de la cavidad abdominal,
pero no exclusivamente. Este depdsito se puede dividir en mesentérico, retroperitoneal,
omental, gonadal y pericardico (Wajchenberg, 2000) (llustracidon 5A). De forma general,
un aumento de los depdsitos viscerales se relaciona con el desarrollo de alteraciones
metabdlicas como diabetes mellitus (DM) tipo 2 y enfermedad cardiovascular (Shuster

et al., 2012) (llustracion 5B).

El tejido adiposo subcutaneo se encuentra distribuido por debajo de la piel de todo el
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cuerpo, aunque los principales depdsitos estan en abdomen, gluteos y muslos. Estos dos
ultimos forman el depdsito gluteofemoral, mientras que el depdsito abdominal se
subdivide en superficial y profundo segun su relacidén con la fascia abdominal superficial

(Chusyd et al., 2016; Kwok et al., 2016) (llustracién 5A).

Ademas de estos, existen otros depdsitos grasos de pequeno tamano, generalmente
asociados a otros érganos por todo el organismo. Estos depdsitos son: tejido adiposo de
la piel, facial, mamario, articular, de la medula dsea, palmar y plantar, cardiovascular y
mesentérico. Sus funciones, aunque todavia desconocidas, son distintas a las clasicas y

de caracteristicas 6rgano especificas (Zwick et al., 2018).

El BAT esta presente en la infancia e involuciona a partir de la primera década de vida,
hasta desaparecer de casi todas las areas en la edad adulta. En nifios esta presente en
la zona interescapular (Stephens, 2011) y en adultos queda reducido a localizacién:
perirrenal (Krief et al., 1993), periadrtica, mediastinica y cervical (Lidell, 2018)
(Hlustracién 5A). En 2007 se demostré que el BAT persistente en adultos esta activo, lo
gue sugiere un papel en la regulacion del metabolismo energético (Cypess et al., 2012).
De hecho, este tejido se puede inducir en condiciones especiales, por ejemplo, durante
una exposicion crénica al frio o estimulacion B-adrenérgica prolongada (Zwick et al.,

2018).

Las implicaciones fisiopatologicas del tejido visceral y subcutaneo son distintas. El tejido
adiposo visceral, depositado principalmente en la cavidad intrabdominal, determina un
elevado indice cintura-cadera (obesidad de tipo central o androide) que a su vez se
relaciona con el desarrollo de enfermedad metabdlica caracterizada por: resistencia a
insulina, DM tipo 2, dislipemia, hipertension arterial (HTA), aterosclerosis, esteatosis

hepatica y cancer (Gesta et al., 2007; Sdnchez-Gurmaches et al., 2014).

En cambio, el tejido adiposo subcutaneo parece tener efectos beneficiosos en el
metabolismo ya que se relaciona con una mejora de la sensibilidad a insulina y un menor
riesgo de desarrollar DM tipo 2 (Gesta et al., 2007; Sanchez-Gurmaches et al., 2014).
Una de las posibles razones es que la acumulacidn de grasa en depdsito subcutaneo no
incrementa la inflamacion, riesgo cardiovascular o enfermedad metabdlica segun
apuntan diversos estudios genéticos, fisioldgicos y epidemioldgicos (Karpe y Pinnick,

2014). Este tipo de depdsito es el que se relaciona con la obesidad periférica o ginecoide.
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llustracion 5. Depdsitos de tejido adiposo en humanos. (A) Distribucion fisioldgica: el WAT
puede encontrarse en el tejido adiposo subcutdneo abdominal (a), gluteofemoral (g) e
intramuscular (h). También hay WAT visceral como el omental (b), mesentérico (c),
retroperitoneal (d), gonadal (e) y pericardial (f). EIl BAT se encuentra supraclavicular (i) y
subescapular (j). (B) Depdsitos asociados a un incremento del riesgo de comorbilidades y
mortalidad asociadas a la obesidad. Fuente: adaptado de Chusyd et al., 2016.

2.3.2. ROEDORES

Los depdsitos de grasa en roedores guardan similitud con los depdsitos de grasa de
humanos. El depdsito subcutdneo de roedores también se encuentra por debajo de la

piel, pero a diferencia de los humanos, existe una barrera de tejido muscular entre el

tejido adiposo vy la piel.

Los roedores presentan dos compartimentos de tejido adiposo subcutdaneo: uno
anterior (entre las escapulas y que desciende por el cuello hasta las axilas) y otro
posterior o inguinal (que se extiende desde region dorsolumbar a glutea). El tejido
inguinal es el mas utilizado para estudiar el comportamiento subcutaneo, y seria el

analogo del compartimento gluteofemoral en humanos (llustracién 6).
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llustracion 6. Distribucidon del tejido adiposo en ratén. Estd compuesto por dos depdsitos
subcutdneos (anterior y posterior) y varios depdsitos viscerales. Entre los depdsitos de WAT
destacan el inguinal y el epididimal. EIl BAT se encuentra principalmente en la region
interescapulary también esta distribuido estd distribuido a lo largo del resto de depdsitos grasos
(Chusyd et al., 2016).

El depdsito visceral de roedores, al igual que en humanos, se sitla principalmente
dentro de la cavidad abdominal. Podemos encontrar el compartimento perigonadal
(epididimal en machos y periovdrico en hembras), perirrenal, y mesentérico. Este ultimo
es el considerado mas similar al tejido adiposo abdominal humano tanto por localizacién
como por biologia, ya que presenta drenaje por vena portal, aunque no suele ser
escogido para su estudio por las limitaciones técnicas, entre las que se encuentran su

dificil separacion de los vasos.

Para el estudio de tejido visceral en roedores, suele utilizarse tejido adiposo
perigonadal, ya que es el mas accesible y de mayor tamafio. Sin embargo, no existe una
clara analogia de éste en humanos, y algunos autores lo consideran perivisceral mas que
visceral. Por otro lado, el tejido adiposo omental, claramente desarrollado en humanos,

estd poco definido en roedores, por lo que no suele ser escogido para su estudio.

Estas diferencias anatémicas entre roedores y humanos han de tenerse en cuenta a la
hora de extrapolar resultados (Chusyd et al., 2016). A parte de los depdsitos
mencionados, existen otros compartimentos de menor tamafio alrededor del corazén,

de la aorta, y de sus ramas principales (Cinti, 2005, 2018).
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En condiciones normales, el BAT se encuentra mayoritariamente en la region
interescapular y en menor medida en tejido subcutaneo anterior, en el mediastino, en
region cervical y en tejido subescapular (Cinti, 2005, 2018; Zwick et al., 2018). También
existen adipocitos pardos diseminados en el interior de depdsitos de WAT, como en los

depdsitos axilares, inguinales, perirenales y perigonadales (Cinti, 2018).

Como se ha indicado anteriormente, se ha reconocido la existencia de un tercer tipo de
adipocitos que comparte caracteristicas con los adipocitos blancos y los pardos y se

denominan brite o beige (Wu J et al., 2012).

2.4. INERVACION Y AR-B EN TEJIDO ADIPOSO

Tal y como se ha explicado previamente (apartados 2.1.1 y 2.2.2 de la introduccién),
WAT y en mayor medida BAT, estan inervados por fibras mielinicas noradrenérgicas y
amielinicas sensitivas distribuidas por el parénquima entre los adipocitos y los vasos
sanguineos (Cinti, 2018). El SNS es el Unico que inerva al tejido adiposo y tiene un papel
muy relevante en el control de la homeostasis metabdlica y glucidica del organismo. El
SNS media sus efectos a través de los AR, que se expresan en varios tejidos. En concreto,
en el tejido adiposo los AR ejercen funciones importantes como regular la lipogénesis,
la lipdlisis, la termogénesis, el metabolismo de glucosa y la secrecidon de hormonas por
los adipocitos que controlan multiples aspectos de la homeostasis energética del
organismo. No obstante, el SNS también ejerce sus funciones de mantenimiento de la
homeostasis metabdlica a través de la regulacion de la actividad de AR en otros tejidos
como pancreas, musculo esquelético, corazon, higado, cerebro, tracto gastrointestinal

(Evans et al., 2019).

Los AR pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Son
receptores integrados en la membrana y constan de 7 fragmentos transmembrana con
un dominio extracelular N-terminal y un dominio intracelular C-terminal. Estos
receptores se activan por accion de las catecolaminas endégenas adrenalina (A)
(liberada por la glandula adrenal) y NA (liberada por los terminales nerviosos). Existen

dos familias de AR: a.y B (Evans et al., 2019).

En la presente tesis doctoral, nos centraremos en la regulacién de la actividad del tejido

adiposo a través de la estimulacidon de los AR-B. El tejido adiposo de roedores y humanos
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expresa los 3 subtipos de AR-B: B1, B2y Bs. Los AR-B estdn acoplados a la subunidad alfa
de proteina Gs (Gas) y median respuestas excitatorias. Al activarse las proteinas Gas
activan a la AC que incrementa los niveles de AMPc y se inician determinadas vias de

sefializacion.

La expresién de los diferentes subtipos de AR-B es distinta en WAT, BAT y adipocitos
brite, por tanto, la funcidén serd diferente en funcién del receptor activado por las

catecolaminas enddgenas (Evans et al., 2019).

Los AR-B, especialmente el subtipo B3, ejercen efectos en el control de muchas de las
funciones ejercidas por el tejido adiposo. El subtipo AR-Bs se expresa en WAT y BAT y
media efectos de lipdlisis en WAT y termogénesis en BAT (Langin et al., 1991; Lonnqvist
et al. 1993). También estimula el browning de los adipocitos brite dentro de los
depdsitos de grasa blanca y ejerce efectos en el control de la transcripcion nuclear de
factores que incrementan la biogénesis de mitocondrias y la expresién de UCP-1 (Collins

et al., 2011; Bordicchia et al., 2014; Giordano et al., 2014; Evans et al., 2019).

Ademas, este subtipo AR-B3 también esta presente en los vasos que irrigan la grasa vy,

de hecho, producen vasodilatacién (Bhadada et al., 2011).

La expresion de los AR-B puede estar condicionada por varios factores como ejemplo la
edad. De hecho, la expresion de los AR-B3 decrece con la edad, la obesidad y la DM tipo

2 (Evans et al., 2019).

A continuacion, explicaremos la expresion y la funcion de los AR-B, ya que es distinta en

roedores y humanos adultos.

2.4.1. AR-B EN WAT
2.4.1.1. 'WAT DE ROEDORES

Expresion de AR-B en WAT de roedores

En roedores, los tres subtipos de AR-B estan expresados en WAT, tanto en los depdsitos
visceral y subcutdneo, siendo el AR-Bs el principal responsable de la lipélisis en
adipocitos maduros. El patrén de expresion de los AR-B varia durante la diferenciacién
de los adipocitos. De hecho, al inicio hay mucha mas expresién de B1 que de B3, mientras

gue en los adipocitos diferenciados hay mas expresion de Bs (Evans et al., 2019).
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Funcion de AR-B en WAT de roedores

Varios estudios sefialan la importancia de los AR-B en la homeostasis del tejido adiposo.
B1y Bs ejercen efectos en la lipdlisis en adipocitos maduros (Susulic et al., 1995; Germack
et al.,, 1997; Klaus et al.,, 2001), mientras que estos mismos estudios excluyeron la

existencia de un papel para los AR-B..

Estudios previos sefialan que el subtipo responsable de la proliferacién y diferenciacion
de preadipocitos es el AR-Bi. En estos estudios, la administracion de isoprenalina
(agonista no selectivo B1y B2) aumenta la diferenciacidn de preadipocitos mientras que
el CL316243 (agonista B3) no lo hace. Ademas, el SNS a través de la NA y junto con otros
estimulos hormonales, regula la lipdlisis en WAT. De hecho, la NA es el principal
regulador de la tasa lipolitica y la hiperplasia adipocitaria (Bowers et al., 2004; Bartness
et al., 2010, 2014). Esto concuerda con estudios en ratones con denervacion simpatica
en los que hay una inhibicién de la lipdlisis, una acumulacién de lipidos y un aumento

de la proliferacién del WAT (Youngstrom y Bartness, 1998).

Ademas, se ha visto que ratones B3-KO presentan una acumulacién de lipidos en
respuesta a una dieta con elevada concentracidén grasa, una disminucién de masa magra
y un aumento de la ingesta de comida, lo que lleva a un aumento del tejido adiposo. En
esta linea, en adipocitos obtenidos de ratones B3-KO se observa cierta actividad
compensadora que parece ser ejercida por los AR-B1 (Susulic et al., 1995; Revelli et al.,
1997). El subtipo B;, aunque se expresa en WAT, no hay evidencias que sugieran que

ejerza alguna funcion (Evans et al., 2019).

Por otra parte, en ratones sin expresion de ningun subtipo AR-B, hay un aumento de
todos los depdsitos de WAT. En estos ratones existe una actividad lipolitica residual en
respuesta a NA, que en este caso no ha podido ser compensada por otro AR-B (Tavernier
et al., 2005). Estos animales padecen obesidad en una dieta normal que incrementa
mucho m3s si se les administra una dieta con alto contenido graso (Bachman et al., 2002;

Jimenez et al., 2002).

Finalmente, tal y como hemos descrito en el apartado 2.2.1 de la presente tesis, el AR-
Bs parece ser el responsable de browning del WAT (De Matteis et al., 2002; Bordicchia

et al., 2014). En este sentido, es importante afiadir que la NA no alcanza porigual a todos
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los depdsitos grasos de WAT vy tras exposicion al frio, se activa el SNS y la NA liberada
alcanza los depdsitos WAT inguinales y retroperitoneales en mayor medida que los

epididimales (Garofalo et al., 1996; Brito et al., 2008).

2.4.1.2. WAT DE HUMANOS

Expresion AR-B en WAT de humanos

El WAT de humanos también expresa los 3 subtipos de AR-B (B1, B2y Bs3), siendo la
expresion de AR-Bz no tan relevante como la expresiéon de AR-B1 y AR-B2 (Evans et al.,
2019). La expresion de AR-B3 es minima y se cree que puede deberse a la existencia de
subpoblaciones celulares AR-Bs positivas en los depésitos de WAT. Otro estudio ha
detectado que la expresion del AR-B3 en tejido visceral y subcutaneo de humanos es
muy variable entre distintos pacientes, siendo la variabilidad menor en el depdsito
visceral (Bordicchia et al., 2014). Esto puede ser debido a la mayor presencia de
capilares, fibras noradrenérgicas y adipocitos pardos por la proximidad a las arterias

renales de la biopsia utilizada (Frontini y Cinti, 2010).

En ensayos con adipocitos humanos cultivados a partir de SVF (fraccion estromal
vascular) de depdsitos de grasa humanos, los niveles de mRNA de AR-B1y AR-B3 son

despreciables, pero si se detecta expresion de AR-B..
Funcion AR-B en WAT de humanos

El AR-Bsen tejido adiposo tiene mas funciones en roedores que en humanos, donde solo
ejerceria efectos lipoliticos (Carpéné C et al., 1998; Michel et al., 2019). Estudios sefialan
gue tras activacion de AR-Bs no se aumenta la lipdlisis ni la termogénesis en WAT de
humanos, y estas funciones son llevadas a cabo por los AR-B1 y B2 (LaFontan y Berlan,
1995; Carpéné et al., 1999). Sin embargo, hay que destacar que la mayoria de estos
estudios utilizaron agonistas Bz como CL316243, que tiene poco efecto sobre el AR-B3

humano (Evans et al., 2019).

Otro estudio realizado en adipocitos humanos viscerales y subcutdneos concluyo que, a
pesar de la baja expresidon en tejido adiposo humano del AR-Bs, la activacién por
L-nevibolol (agonista Bs) inducia lipdlisis y termogénesis, disminuyendo el tamafio de las
gotas lipidicas de los mismos. Ademas, este estudio detectd en muestras de tejido

adiposo ex vivo un aumento del AR-B3 cuando los adipocitos son expuestos al frio, lo que
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sugiere un papel en la funciéon termogénica. En consonancia, también comprobaron que
el tratamiento con agonistas Bz aumentaba la expresion de UCP-1 en adipocitos

humanos viscerales y subcutaneos (Bordicchia et al., 2014).

2.4.2. AR-B EN BAT
2.4.2.1. BAT DE ROEDORES

Expresion

En roedores, BAT expresa todos los subtipos de AR-B, siendo el B3 el mas expresado

seguido de B1y B2 (Collins et al., 1994).

En los adipocitos pardos, los AR-B1 se expresan desde que son preadipocitos hasta su
maduracion, aunque los niveles decaen durante el desarrollo. De hecho, la disminucién
en los niveles de B1 durante la maduracién del adipocito pardo coincide con el aumento

de los AR-Bs (Bronnikov et al., 1999).
Funcién

Varios estudios demuestran el papel imprescindible de los AR-B durante el desarrollo y
en la correcta fisiologia del BAT. Se ha visto en estudios con ratones sin expresion de
ningun subtipo de AR-B que éstos no pueden sobrevivir en situaciones de exposicion al
frio. Ademds, morfolégicamente BAT se convierte en WAT y sus adipocitos expresan
leptina, molécula de secrecidon tipica de adipocitos blancos (Bachman et al., 2002;

Jimenez et al., 2002).

El AR-B3 es el subtipo que mas funciones desempena en el BAT de roedores y esto se
correlaciona con los elevados niveles de expresion. Tal y como indican varios estudios,
la administracién de agonistas B3 produce un aumento de la cantidad de UCP-1 y un

aumento en la termogénesis (Arch, 1993; Cannon y Nedergaard, 2004).

Son varios los estudios que indican que el AR-B3 es el responsable de aumentar la
captacion de glucosa en los adipocitos pardos a través del aumento de sintesis y
translocacidon del transportador de glucosa 1 (GLUT-1) a la superficie celular
(Chernogubova et al., 2005; Dallner et al., 2006; Olsen et al., 2014; Merlin et al., 2018b).

Esto ocurre a través de la modulacién de la via de sefalizacién que incluye a la proteina
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mTORC2 que es independiente de vias sefializadas por la insulina y de la presencia de

UCP-1 (Olsen et al., 2014, 2017).

Los AR-B1 se expresan en adipocitos pardos y tejido pardo, aunque las funciones en los
adipocitos maduros no son relevantes (Chernogubova et al.,, 2005). No obstante, si
ejercen un papel en los preadipocitos, donde incrementan los niveles de AMPc y

promueven su diferenciacion (Bronnikov et al., 1992; Evans et al., 2019).

A pesar de que se pensaba que los AR-B1 no ejercian funciones en los adipocitos pardos
adultos y su papel parecia estar limitado a la fase de preadipocito, en estudios con
ratones B1-KO se observé una peor respuesta al frio en BAT (Ueta et al., 2012) y ratones
con sobreexpresion Bi1 son resistentes a obesidad inducida por dieta (Soloveva et al.,
1997). Por tanto, si parece que ejerza funcion en el tejido completo (Evans et al., 2019).
Ademas, el papel de los AR-B3 puede ser compensado por el B1 cuando es necesario.
Diversos estudios indican que ratones B3-KO, no presentan diferencias en la tasa
metabdlica o diferencias en la respuesta al frio respecto a ratones que expresan 3
(Susulic et al., 1995; Mattsson et al., 2011; De Jong et al., 2017) y pueden aumentar los
niveles de UCP-1 (Chernogubova et al., 2005). En estos ratones estan elevados los
nivelesy la funcién del 1 en BAT y adipocitos pardos. Esto parece ser una compensacién
para permitir que BAT y sus adipocitos puedan responder a la NA liberada por estimulos

del SNS (Susulic et al., 1995; Chernogubova et al., 2005; Mattsson et al., 2011)

En cuanto a los AR-B,, estan expresados en tejido adiposo BAT (Levin y Sullivan, 1986;
Chernogubova et al., 2005) pero no se cree que estén expresados en adipocitos pardos
(Bengtsson et al., 2000; Chernogubova et al., 2005). Una posible explicacion es que sean
los vasos que irrigan al tejido, y no los adipocitos pardos, los que expresen ;. En este
caso, la activaciéon de los B2 produciria un incremento de flujo sanguineo en BAT

(Ernande et al., 2016).

En experimentos realizados con ratones B,-KO, se ha detectado que tienen intacta la
termogénesis inducida por frio y por dieta (Fernandes et al., 2014). Y en estudios
realizados con ratones B1y B3-KO, no se han apreciado diferencias morfologicas de los
adipocitos pardos respecto a los ratones wild type, lo que sugiere que los B, pueden

ejercer un papel compensador cuando B1y Bz no se expresan (Bachman et al., 2002).

33



INTRODUCCION

En sintesis, el incremento de actividad del SNS sobre el BAT a través de la NA, induce la
activacion de los AR-B3 localizados en adipocitos maduros. De esta manera, se produce
un incremento en el desacoplamiento mitocondrial. Si la estimulacion del AR-B3 se
cronifica, se incrementan los niveles de UCP-1. A su vez, los AR-Bs incrementan la
captacidn de glucosa en BAT y aumentan la secrecién de adipocinas y otros factores,

entre los que se encuentra VEGF, que promueve el remodelamiento vascular.

2.4.2.2. BAT DE HUMANOS

Expresion

El BAT de humanos expresa los 3 subtipos de AR-B (B1, B2y B3) siendo la proporcidn de
AR-B3 mayor en BAT que en WAT (Evans et al., 2019).

Funcion

En un primer momento, se sabia que BAT estaba presente en neonatos, disminuyendo
con la edad, y presente en mayor medida en adultos expuestos al frio, donde se ha visto
gue la expresion de AR-B3 se eleva cuando los sujetos expuestos al frio (Chondronikola

et al.,, 2016).

Evidencia procedente de estudios en roedores sugiere que la activacién AR-Bsinduce la
termogénesis del BAT, lo que convirtio al AR-Bs3 en la diana potencial para tratamiento
de obesidad y DM tipo 2. Por ello, muchos estudios se centraron en encontrar un
agonista B3 que aumentara la termogénesis en tejido adiposo en humanos, evitando
efectos no deseados en el sistema cardiovascular. Sin embargo, estos estudios no fueron
fructuosos (Larsen et al., 2002; Redman et al., 2007; Arch, 2011), hasta que se empezd
a usar el agonista B3 de eficacia demostrada sobre el receptor humano, mirabegrén,
autorizado para el tratamiento de la vejiga hiperactiva. En concreto, la estimulacién con
mirabegrén aumenta el consumo de glucosa en BAT medido por tomografia por emision
de positrones (PET), y se correlaciona con aumento del metabolismo basal y del
consumo de oxigeno (Cypess et al., 2015; Din et al., 2016). También se ha visto un efecto
similar con efedrina, un agonista simpaticomimético, lo que sugiere que esta via esta
mediada por el SNS (Carey et al., 2012). Ademas, la actividad de BAT se ha visto que esta
inversamente correlacionada con la edad, el indice de masa corporal (IMC) y el estado

glucidico (Cypess et al., 2009; Ouellet et al., 2011).
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No obstante, un estudio reciente desafia esta teoria y propone que el receptor AR-B; es
el responsable de los efectos lipoliticos y termogénicos observados en humanos. Los
autores observan que solo dosis mdaximas de mirabegron inducen la lipdlisis y
termogénesis en humanos, y que se acompafia de activacidon del sistema cardiovascular.
Ademas, establecen que este efecto esta mediado por el AR-B,. Por ello, concluyen que
los efectos observados con mirabegrdon son producidos por activacidon cruzada con otros

AR-B.

En cualquier caso, las ultimas evidencias apuntan a que los Unicos estimulos que capaces
de incrementar la actividad de BAT en humanos son el frioy la activacion del SNS a través

de AR-B.

2.4.3. ADRENOCEPTORES EN ADIPOCITOS BRITE

Como se ha explicado anteriormente, los adipocitos brite o beige se localizan dentro de
depdsitos de WAT y se originan a partir de una célula precursora de adipocitos blancos
mediante un fendmeno llamado browining. Morfolégicamente, comparten

caracteristicas entre los adipocitos pardos y los blancos.

Estudios in vitro indican que los adipocitos brite son capaces de expresar los 3 subtipos
de AR-B, pero solo el B3 es funcional (Merlin et al., 2018a). En estos adipocitos brite, los
niveles de B3 son mas elevados y median respuestas como: aumento del consumo de O>
en termogénesis por aumento de UCP-1, aumento de los niveles de GLUT-1 en la
superficie celular, aumento de la captacidon de glucosa, aumento de la glicolisis y
aumento en los niveles de AMPc. Ademas, estas respuestas eran mds pronunciadas en
adipocitos brite derivados de WAT inguinal (subcutaneo) que de WAT epididimal
(visceral) (Merlin et al., 2018b). Esto podria explicar por qué es mas complicado el
browning en el WAT visceral que en el subcutaneo (Waldén et al., 2012; Okamatsu-
Ogura et al., 2013). Los adipocitos brite, cuando estan expuestos al frio, aumentan su
expresion de UCP-1 y se vuelven termogénicamente funcionantes (Guerra et al., 1998;
Vitali et al., 2012; Shabalina et al., 2013; Kalinovich et al., 2017;). Tal y como se ha
explicado previamente (apartado 2.2.1 de introduccion), se cree que este proceso de
browning en adipocitos blancos expuestos al frio puede ser debido a la estimulacién del
SNS a través de AR- Bs. De este modo, el frio aumenta la actividad del SNS y, por tanto,

aumenta la liberacién de NA desde los terminales nerviosos a estos depdsitos grasos
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(Bartness et al., 2014).

También se ha estudiado si tras el browning inducido por frio, los adipocitos brite que

aumentan la expresion de UCP-1 son funcionales.

2.5. FUNCIONES “CLASICAS” DEL TEJIDO ADIPOSO

2.5.1. ADIPOGENESIS

La adipogénesis es el proceso mediante el cual las células madre mesenquimales (MSC)
se comprometen al linaje adiposo (fase de compromiso) y se diferencian en adipocitos
(fase de diferenciacion terminal). Estas MSC se encuentran en el estroma perivascular
del tejido adiposo y en la médula 6sea. Son pluripotenciales y tienen la capacidad de
diferenciarse en distintos tipos celulares (adipocitos, miocitos, condrocitos y osteocitos).
El destino de estas células a un linaje concreto dependera del microambiente concreto

en el que se encuentren.

La formacién de adipocitos desde MSC se denomina adipogénesis y estd compuesta por
dos fases. En la primera se produce un compromiso, convirtiéndose en preadipocito, ya
restringidos a este linaje, pero sin cambios morfoldgicos. En la segunda fase se produce
la diferenciacién: pasan de estar en fase G1 (Growth 1) a entrar en mitosis, iniciando una

expansion clonal y terminando la diferenciacion a adipocitos (Tang y Lane, 2012).

Los mecanismos que activan la adipogénesis son varios, destacando entre ellos el
elevado consumo caldrico y de glucosa mantenidos. En este estado metabdlico se
induce la entrada de las MSC a la fase de compromiso que terminara dando lugar a
preadipocitos. Se han identificado factores que pueden comprometer o inhibir la
conversion de estas células pluripotenciales al linaje adipocitico. Entre ellos destacan:
miembros de la familia BMP (proteinas morfogénicas éseas, BMP2 y BMP4), Wnt y Hn
(hedgehog). En concreto, BMP4 y BMP2 tienen un rol activador, mientras que la
sefializacion de Hn tiene un efecto inhibidor. Wnt tiene ambas acciones. La interaccion
y el balance resultante de estos factores de sefializacion determinara si se producen

nuevos adipocitos (Tang y Lane, 2012).
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2.5.1.1. FACTORES QUE DETERMINAN LA FASE DE COMPROMISO A LINAJE
ADIPOCITICO

Estudios recientes han identificado que BMP2 y BMP4 son suficientes para
comprometer un cultivo de fibroblastos hacia linaje adipocitico. Las BMP actuan
uniéndose a sus receptores BMP y activan las proteinas SMAD (small mothers against
decapentaplegic): SMAD1, SMAD5 y SMADS, que a su vez conducen a la activacion del
factor de transcripcion de SMAD4. Una vez SMAD4 estd activado, este promueve la
diferenciacién terminal a adipocito mediante la transcripcién de PPARy, considerado el

regulador maestro de la adipogénesis (Huang et al., 2009).

Por otra parte, los fibroblastos adipogénicos son ricos en el factor de transcripcion ZFP
(Zinc finger protein) 423y su accion principal es sensibilizar los fibroblastos a la cascada
de sefalizacion mediada por BMP, necesaria para el compromiso (Gupta et al., 2010).
Concretamente, se ha visto que ZFP423 es necesaria para el desarrollo fetal del tejido

adiposo subcutaneo, pero no para el desarrollo tejido adiposo visceral (Shao et al., 2017)

También existen otros factores de transcripcidon implicados en la regulacién de la
adipogénesis, como ZFP467, que suprime la osteogénesis y promueve la adipogénesis

de las MSC (Quach et al., 2011).

2.5.1.2. FACTORES QUE DETERMINAN LA DIFERENCIACION TERMINAL A
ADIPOCITOS

El PPARy es el principal factor de transcripcidn y esta considerado como el regulador
principal de la adipogénesis, siendo indispensable para la diferenciacién de los
adipocitos tanto in vitro como in vivo. (Tontonoz et al., 1994, Barak et al., 1999, Rosen
et al., 1999, Wang F et al., 2013). Se han descrito numerosos metabolitos enddgenos
ligandos de PPARYy, pero su afinidad por estos receptores y su cantidad relativa en el
tejido adiposo es baja, por lo que hasta el momento se desconoce cudl es su ligando

principal.

Una de las consecuencias mas importantes de la activacién de PPARYy es la activacion del
factor de transcripciéon C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein alfa). Ambos acttan
conjuntamente y son suficientes para producir la diferenciacién terminal a adipocitos
(Wu Z et al., 1999). De hecho, acttiian sinérgicamente ya que C/EBPa y PPARy comparten

mas del 90% de sitios de unién a DNA. Ademas, PPARYy precisa la induccion de proteinas
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de la familia C/EBP para activar completamente los genes expresados en adipocitos
maduros (como por ejemplo el receptor de insulina, gen AP2 y adiponectina) (Lefterova

et al., 2008).

En el caso de la adipogénesis embrionaria, esta no es dependiente de C/EBPaq,
probablemente porque C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein beta) comparte
redundancia funcional con C/EBPa. Ademas, esta redundancia se restringe a la etapa
embrionaria, ya que C/EBPa es necesaria para todas las formas de adipogénesis adulta

(Wang F et al., 2013).

De-differentiation

v v '
Multipotent Committed Mature
mesenchymal preadipocyte Differentiating adipocyte
precursor BMPA (ZFP423, preadipocyte

(aSMA, PDGFRo/PDGFRp) PDGFRo/PDGFRp, ciSMA)
<> L <or— _—
Commitment Growth arrest

J L

Early differentiation Mature adipocyte

markers markers

* PPARy * Adiponectin,

* C/EBPoLor C/EBPP leptin

* AP2 * ATGL, LPL
Myoblast  Chondroblast  Osteoblast . GLUT4 « Perilipin

llustracion 7. Mecanismos moleculares de adipogénesis. El proceso de diferenciacién a
adipocitos esta compuesto por varias fases. La primera consiste en una fase de compromiso
donde los precursores mesenquimales multipotentes quedan restringidos al linaje adipocitico.
La segunda consiste en una fase de diferenciacién terminal donde se produce la detencién del
crecimiento donde se inicia la diferenciacién a adipocitos y la maduracién de los adipocitos.
Evidencias recientes sugieren la existencia de un proceso de desdiferenciacion donde los
adipocitos maduros podrian involucionar hasta estados previos del proceso de diferenciacion.
Fuente: Ghaben y Scherer, 20189.

2.5.1.3. DESDIFERENCIACION DE ADIPOCITOS

Ademas del proceso de diferenciacion, recientemente se ha sugerido que los adipocitos
podrian desdiferenciarse y volver a un estado de precursor de tipo fibroblasto
(fibroblast-like). Ello se deduce de estudios en modelos animales donde se han visto
fibroblastos de origen adipogénico durante la cicatrizacion (Plikus et al., 2017) y la

fibrosis dérmica (Marangoni et al., 2015).
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2.5.2. LIPOLISIS

La lipdlisis es una reaccién catabodlica que moviliza lipidos almacenados en el tejido
adiposo para obtener energia en funcion de las demandas energéticas del organismo.
Se produce la hidrdlisis de los TG almacenados y se liberan acidos grasos no esterificados
y glicerol a la circulacién, donde son utilizados por otros tejidos como sustrato
energético. Las tasas de lipdlisis estan influenciadas por cambios del estado nutricional,
y estan reguladas por sefiales hormonales y bioquimicas que modulan la actividad de las
enzimas lipoliticas y otras proteinas sin actividad enzimatica, para obtener la respuesta
adecuada en funcion de las necesidades y la disponibilidad de las reservas (Duncan et

al., 2007; Bartness et al., 2014).

La lipdlisis esta catalizada por tres lipasas principales: HSL, ATGL (también conocida
como PNPLA2 de fosfolipasa similar a la patatina-2), y MGL (lipasa de monoacilglicerol).
Estas tres lipasas actuan de forma secuencial para producir la degradacion de TG
almacenado en el tejido adiposo, liberando tres acidos grasos no esterificados y glicerol.
Sin embargo, esta hidrdlisis de los TG puede revertirse a través de la reesterificacion y

reciclaje de los AGL (Yang y Mottillo, 2020).

Durante la lipdlisis, la primera lipasa encargada de iniciar el proceso es la HSL, y su
actividad esta regulada principalmente por catecolaminas a través de receptores
adrenérgicos. De forma resumida, la secuencia de las reacciones es la siguiente: ATGL
produce la hidrdlisis de los TG para formar diacilgliceroles (DAG), liberandose un AGL; a
continuacion, DAG se convierte en monoacilglicerol (MAG) a través de la accion de la
MGL liberandose un AGL o, en cambio, se hidroliza totalmente por la HSL con la

liberacion de dos AGL y un glicerol (Saponaro et al., 2015).

La modulacion del SNS sobre el tejido adiposo esta controlado por factores celulares, y
por numero, afinidad y tipo de los AR localizados en la membrana de los adipocitos
(Collins et al., 2004; Langin, 2006). Los AR tienen un papel muy importante en la lipdlisis
ya que grado de respuesta depende de qué tipo de AR se active. La activacidn de los AR
beta (subtipos 1-3) estimulan, mientras que la activacion de los AR-a.2, inhiben la lipdlisis
(Collins, 2011; LaFontan y Berlan, 1995). La contribucion al resultado final de ambos AR

depende del depdsito de WAT, especie, sexo, edad y adiposidad (Carpéné C et al., 1998).
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La NA y la A son las principales catecolaminas que estimulan la lipdlisis en adipocitos
(Carpéné et al., 1998; Shi y Collins, 2017).-La activacion mediante estas catecolaminas
se produce a través de los AR-B3 en roedores y B1 and B2 en humanos (LaFontan y Berlan,
1995; Langin et al., 2006). A su vez, estos receptores se encuentran acoplados a la
proteina Gs y promueven la activacion de la AC que incrementa de AMPc.
Posteriormente, AMPc activa PKA, que a su vez fosforila y activa PNPLA2/ATGL o HSL,
desencadenando la reaccidn lipolitica previamente descrita (Bartness et al., 2014; Yang

y Mottillo et al., 2020).

Lipid Droplet 8 A + glycerol

llustracion 8. Estimulacion de la lipdlisis mediada por noradrenalina (NA) a través AR-Bs. La
activacion de AR-Bs por NA (NE en la ilustracién) activa la via Gs/AC/PKA. A su vez, PKA fosforila
a PLIN1 (perilipin-1), que libera ABHD5 (dominio a/p hidrolasa que contiene la proteina 5), lo
que permite la activaciéon de PNPLA2 (lipasa adipocitica de adipocitos), produciéndose la
hidrélisis de los TG para obtener DAG (diacilglicerol) y un AGL (acidos grasos libres, FA en la
ilustracion). A su vez, PKA también fosforila a HSL (lipasa sensible a hormonas), que se une PLIN1
e hidroliza DAG. Formandose MAG (monoacilglicerol) y un AGL. Finalmente, MAG se hidroliza
por la enzima MGL y se libera un AGL vy glicerol. Fuente: adaptado de Yang y Mottillo, 2000.

2.6. REMODELACION DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo puede expandirse a expensas del tamafio de adipocito (hipertrofia), a
expensas del numero de adipocitos (hiperplasia), o a una mezcla de ambos. En la
obesidad, el aumento del WAT es debido tanto a hipertrofia como a hiperplasia (Faust

y Miller, 1981), y en casos extremos este tejido puede alcanzar 2/3 del peso corporal
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total. De forma general, un balance energético positivo induce la hipertrofia del
adipocito al aumentar el contenido de grasa en su gota lipidica. Cuando el adipocito
alcanza tamafio critico, se estimula la maduracion de preadipocitos dando lugar a
hiperplasia. No obstante, este umbral varia segun el tipo de depésito, factores

genéticos, nutricionales y ambientales (Hirsch y Batchelor, 1976).

2.6.1. IMPORTANCIA DEL DESARROLLO TEMPRANO

Los depdsitos de tejido adiposo ya estan presentes en la semana 28 del desarrollo fetal
(Poissonnet et al., 1984). En condiciones fisiologicas presentan un grado maximo de
hiperplasia durante 2 etapas: al final del desarrollo fetal y primeras semanas de vida, y
durante la pubertad (Knittle et al., 1979). Esto se correlaciona con los periodos de
maximo crecimiento en estatura y de otros érganos. En ocasiones, la hiperplasia puede
persistir en el primer afio o dos afios de vida, especialmente en nifios obesos. La
importancia de este hecho viene dada porque la hiperplasia es un proceso irreversible,
asi que el numero total de adipocitos en la edad adulta vendra dado por el nimero
acumulado al final de la pubertad (Bonnet, 1981). No obstante, factores ambientales y
genéticos influyen también, seglin observaciones de estudios con gemelos homozigotos

(Heinonen et al, 2016).

2.6.2. CONSECUENCIAS FISIOPATOLOGICAS SEGUN LOS DEPOSITOS ADIPOSOS
IMPLICADOS

Los depdsitos viscerales tienden a contener de forma inherente adipocitos de mayor
tamanio (hipertroficos) que los subcutaneos (Wang QA et al., 2013; Gawronska-Kozak et
al., 2014). Esto ademas es independiente del estado metabdlico e IMC (Liu et al., 2009).
Estas aseveraciones provienen en parte de estudios in vitro, en los que se observé un
mayor potencial para la hiperplasia en adipocitos provenientes de tejido subcutaneo
que del visceral (Baglioni et al., 2012). Sin embargo, un experimento in vivo en modelo
de roedor encontrd hallazgos opuestos: una dieta hipercaldrica indujo hiperplasia del

tejido perigonadal (visceral), pero no del inguinal (subcutdneo) (Wang QA et al., 2013).

Pese a la naturaleza contradictoria de estos datos, se pone de manifiesto que tejido
visceral y subcutdneo presentan diferentes comportamientos en la obesidad. El grado

de hipertrofia o hiperplasia estda implicada en la fisiopatologia de la obesidad y el
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sindrome metabdlico (SM), como se explica a continuacion.

2.6.3. HIPERTROFIA ADIPOSA

La hipertrofia del adipocito se ha relacionado con disfuncion del tejido adiposo. Es bien
conocida desde hace décadas la relacion entre el tamafo de adipocito y la resistencia a
lainsulina (Salans et al., 1971, Stern et al., 1972). Un tejido adiposo hipertréfico se asocia

a un mayor riesgo cardiovascular y riesgo de DM tipo 2 (Boyko et al., 2000).

En primer lugar, la hipertrofia del adipocito produce una hipoxia tisular al presentar una
disminucion relativa del lecho capilar que lo nutre. Esto estimula factores angiogénicos,
como el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1-a0), y regula al alza genes
proinflamatorios (Trayhurn, 2013). Los adipocitos hipertréficos muestran ademas una
lipdlisis basalmente mas elevada (Wueest et al., 2009), liberando AGL a la sangre que
contribuyen a efectos deletéreos por lipotoxicidad en otros drganos, y a la resistencia a
la insulina per se a través de la estimulacion de los receptores tipo Toll-4 (TLR-4) (Song,
2006). Estos adipocitos, ademas, muestran alteraciones necréticas (Strissel et al., 2007;
Giordano et al., 2013), y secretan al medio sustancias proinflamatorias como TNF-a
(factor de necrosis tumoral alfa), IL (interleucina)-6, IL-8 y MCP-1 (proteina quimiotactica
de monocitos 1). A su vez, estas sustancias (en especial TNF-a) producen resistencia a
la insulina mediante la fosforilacion del “sustrato 1 del receptor de insulina”. Ademas,
los adipocitos hipertréficos muestran alteracion en la actina de su citoesqueleto que
interrumpe el normal funcionamiento del transportador de la glucosa regulada por la
insulina (GLUT-4) (Kim et al., 2015), lo que todavia contribuye mas a la resistencia a la

insulina (Atkinson et al., 2013).

Las citocinas proinflamatorias secretadas atraen macréfagos y linfocitos T (Chawla et al.,
2011; Huh et al., 2014). Estas citocinas incrementan la secrecién de todavia mas
sustancias proinflamatorias, perpetdan la resistencia a la insulina y estimulan la lipdlisis
de adipocitos, contribuyendo una vez mas a los efectos deletéreos. La inflamacién local
se observa también en otros tejidos como higado, musculo y pdncreas, por lo que es
posible que esta inflamacién también induzca resistencia a la insulina en otros tejidos

(Choe et al., 2016).

Ademas, el depdsito donde deposita la grasa también se ha relacionado con la
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resistencia insulina. El aumento de depdsito visceral, especialmente abdominal, se ha
relacionado riesgo de DM tipo Il (Boyko et al., 2000), dislipemia (Wajchenberg et al.,
2002), HTA (Hayashi et al., 2003) e incluso por mortalidad globalmente (Kuk et al., 2006).
Algunos, incluso relacionan también el depdsito de grasa subcutaneo abdominal (Smith
et al., 2001). Por otro lado, el aumento del depdsito subcutdneo se ha relacionado con

un efecto protector (Snijder et al., 2004).

2.6.4. HIPERPLASIA ADIPOSA

El crecimiento de tejido adiposo mediante hiperplasia precisa de precursores
(preadipocitos) mediante el proceso de adipogénesis. Es de esperar que aquellos
depdsitos con mas preadipocitos tendran mas facilidad para la hiperplasia que aquellos
con menos. Los preadipocitos miden alrededor de una décima parte que los adipocitos
maduros, y funcionalmente pueden acumular lipidos. EIl WAT tiene muchos mas
preadipocitos que el BAT. Dentro del WAT, el tejido subcutaneo presenta mayor
proporcién de preadipocitos que el visceral (Tchkonia et al., 2005), lo que condiciona la
forma de expansidn de cada tejido: el visceral se suele expandir mediante hipertrofia 'y
el subcutaneo mediante hiperplasia. La expansién mediante hiperplasia implica mayor
numero de adipocitos de menor tamafio, ya que el exceso de grasa se distribuye por un
numero de adipocitos mayor. Esto también condiciona una menor expansion de tejidos
gue se expanden mediante hipertrofia (ej. visceral), y a una disminucién del riesgo
cardiovascular y enfermedades metabdlicas (Snijder et al., 2004). De hecho, la falta de
expansion del tejido subcutaneo mediante hiperplasia se considera como un factor que
conduce a la resistencia a la insulina (Gealekman et al., 2011). Estos datos son
consistentes con el hecho de que el uso de tiazolidinedionas (antidiabéticos orales) en
pacientes diabéticos producen un aumento de peso a expensas del tejido adiposo

subcutaneo (Kangy Park, 2011) y mejoran su resistencia a la insulina.

Esta plasticidad para la hiperplasia es inversamente proporcional a la tasa de recambio
o turnover de los TG contenidos en él. La tasa de recambio depende de la capacidad del
tejido para promover la lipdlisis y lipogénesis. El tejido subcutdaneo posee una tasa de
recambio inferior al visceral (Caserta et al., 2001; Sackmann-Sala et al., 2012), lo que

podria tener implicaciones fisiopatoldgicas.
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3. PATOLOGIAS RELACIONADAS CON DISFUNCION DEL TEJIDO
ADIPOSO

3.1. OBESIDAD

La obesidad es un estado patolégico del organismo caracterizado por un exceso de grasa
corporal suficiente como para tener efectos negativos en la salud. Generalmente se
considera obesa a una persona con IMC >30kg/m? y con sobrepeso si se encuentra entre
25 y 30 kg/m?. Se trata de una aproximacién sencilla para calcular la cantidad de
adiposidad en un individuo. Sin embargo, no es del todo precisa, pues no tiene en cuenta
la variabilidad de otros componentes como tejido muscular (ej. una persona
hipermusculada puede tener un IMC elevado sin estar obeso), acuoso (ej. estado
edematoso), u dseo (ej. osteoporosis). Otra definicion operativa de obesidad es la
presencia de un perimetro de cintura 2 102cm en hombres y > 88cm en mujeres, pues
ello se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente, y se ha asociado con
la resistencia a la insulina y SM (ver apartado 3.2 de introduccién). Por ello, también se
puede considerar una persona obesa con IMC normal, si existen un exceso de adiposidad
visceral, que se traduce clinicamente con aumento del perimetro abdominal o datos

sugestivos de hiperinsulinemia (Ruderman et al., 1998)

Existen diferentes patrones anatémicos de acumulacion de grasa. La obesidad central o
androide se caracteriza por acumulacién de grasa en el abdomen, tdrax, hombros y
nuca. Se asocia a forma de “manzana” y es mas comudn en hombres. En la obesidad
periférica o ginecoide se acumula grasa alrededor de caderas, muslos y senos. Se asocia
a forma de “pera” y es mas comun en mujeres. Este dimorfismo sexual, aunque no esta
siempre presente, se cree que es debida a la presencia de testosterona (que facilitaria
el depdsito visceral) y estréogenos (que inhibirian dichos depdsitos). La obesidad central
se debe a un mayor depodsito de grasa visceral y, por tanto, factor de riesgo
cardiovascular. La obesidad periférica se debe a un mayor depdsito de grasa subcutanea

y se le atribuye efecto protector cardiovascular (Després, 2012).

Cabe mencionar que estos dos patrones no son dos categorias discretas, sino que

forman parte de un espectro continuo.
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3.2. SINDROME METABOLICO Y RESISTENCIA A LA INSULINA

El SM, también llamado “sindrome de resistencia a la insulina” o “sindrome X”, es en
realidad una constelacion de caracteristicas clinicas en un mismo individuo. Se
caracteriza por la presencia de obesidad, resistencia a la insulina, dislipemia y HTA, que
conducen a un aumento del riesgo cardiovascular. La presencia simultanea de estos
factores de riesgo en una misma persona podria tener vias fisiopatoldgicas comunes: un
aumento del tejido adiposo, especialmente abdominal, conduciria a una resistencia a la
insulina, alteracién en la captacion de acidos grasos, secrecion anormal de adipocinas,
inflamacidén, disfuncién endotelial, HTA y desarrollo de aterosclerosis (DeFronzo vy
Ferrannini, 1991). No obstante, todavia no se ha podido definir con detalle una via
fisiopatoldgica comun que los una, ya que la resistencia a la insulina podria no estar
presente en todas las personas con este sindrome. Ademas, no se ha podido demostrar
que la presencia simultanea de estos factores suponga un riesgo adicional a la presencia
de cada factor por separado (Sundstrom et al.,, 2006). Los criterios para definir este
sindrome son ademas variables. Por ello, existe controversia con respecto a la existencia
de este “sindrome” como entidad propia y a su utilidad diagndstica en la practica clinica

(Grundy et al., 2005).

El SM se caracteriza por la presencia de inflamacion de bajo grado, sistémica y local en
el tejido adiposo abdominal. La inflamacidn local del tejido adiposo produce la liberacién
de adipocinas por parte del tejido y su posterior aumento en sangre, lo que contribuye

a perpetuar la inflamacién (Bastard et al., 2006; Elks y Francis, 2010).

A la larga, el estado inflamatorio provoca alteraciones neuroinmunoendocrinas que
provocan un incremento de los niveles de citocinas proinflamatorias en tejido y plasma,
un aumento de NT (NGF y BDNF) en plasma, disautonomia, alteraciones hormonales y
de neurotransmisores, activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, alteraciones

inmunoldgicas, insulino-resistencia y aterosclerosis (Chaldakov, 2010).
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3.2.1. DEFINICION DE SINDROME METABOLICO

Existen varias definiciones, pero el mas utilizado es el definido por el National
Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel Ill (ATP-IlIl). Segun esta
definicidn, requiere la presencia de 3 de los siguientes 5 criterios. Nétese que no es

necesaria la presencia de obesidad abdominal ni la presencia de resistencia a la insulina.

e Obesidad abdominal, definida como perimetro de cintura = 102cm en hombres

y 2 88cm en mujeres.
e TG >150mg/dL o tratamiento para bajar TG.

e Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) < de 40mg/dL en
hombres y < 50mg/dL en mujeres, o necesidad de tratamiento para bajar

colesterol.
e Tension arterial > 130/85 mmHg, o necesidad de tratamiento antihipertensivo.

e Glucemia en ayunas = 100mg/dL o necesidad de tratamiento antidiabético.

3.2.2. CONCEPTO DE RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se puede definir como una respuesta bioldgica disminuida a
concentraciones normales de insulina. En la practica se puede evaluar como una menor
disposicion de glucosa circulante (Moller y Flier, 1991). Se ha relacionado con
hiperinsulinismo compensador y mayor riesgo de DM tipo 2, HTA y otras enfermedades

como sindrome de ovarios poliquisticos.

También se ha desarrollado con los procesos de disfuncion endotelial, inflamacion y

coagulacién, que conducen a la aterosclerosis.
Causas

La causa mas frecuente es la obesidad, que suele ser central o abdominal, pero también
ectdpica (ej. depodsitos en musculo o higado). Sin embargo, también puede ser primaria
(de origen genético), o secundaria a otras causas (inducidas por estrés o infeccidén por
activacion de hormonas contrarreguladoras, medicaciones como glucocorticoides,

inactividad fisica, embarazo, inmunomediadas, etc.) (Semple et al., 2011).
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Evaluacion

El gold standard para medir la resistencia a la insulina es el clamp euglucémico
hiperinsulinémico pero su uso es muy complejo, y por lo tanto, se suele recurrir a
estimaciones mas sencillas aungue menos exactas. La mas utilizada, y la que usamos en
la presente tesis con nuestros pacientes, es el HOMA-IR (de las siglas en inglés para
“modelo homeostatico de resistencia a la insulina). Se trata de una férmula que

relaciona los niveles de glucemia e insulinemia en ayunas (Matthews et al, 1985).

La féormula para calcular el HOMA-IR, cuando se mide la glucemia en mg/dL, y la

insulinemia en pU /mL es la siguiente:

glucemia en ayunas X insulinemia en ayunas

HOMA — IR = 205

Habitualmente se establece un punto de corte alrededor de 3,2 en base al percentil 75
de la poblacién general (Ascaso et al., 2001). No obstante, los valores de normalidad son
difusos, y establecer un umbral puede clasificar erréneamente a pacientes con
resistencia a la insulina (Martinez-Hervas et al., 2011). Lo fundamental en este valor es
gue, a mayor insulinemia o glucemia, mayor es el producto representado por el HOMA-

IR, lo que indica una mayor resistencia a la insulina.

A pesar de todo, los resultados se han de interpretar con cautela ya que existen
limitaciones, como cambios en la funcidn de los islotes beta pancredticos, falta de
estandarizacion en las técnicas de deteccion de insulina, casos raros de mutaciones en

el gen de la insulina, etc. (Steiner et al.,1990).
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4. RELACION ENTRE NEUROTROFINAS CON LA DISFUNCION DEL
TEJIDO ADIPOSO

4.1. PAPEL ENDOCRINO DE LAS NEUROTROFINAS. NEUROTROFINAS
COMO ADIPOCINAS

Aunque al tejido adiposo se le atribuyd durante mucho tiempo una funcién de reserva

energética, hoy en dia se considera el mayor érgano endocrino y paracrino del cuerpo

humano. El punto de partida para este nuevo pensamiento fue el descubrimiento de la

leptina (Zhang Y et al., 1994).

En su papel como drgano endocrino, el tejido adiposo secreta proteinas de sefializacion
llamadas globalmente adipocinas. Las mas conocidas son la leptina y la adiponectina. No
obstante, en los Ultimos afos se han descrito otras moléculas secretadas por el tejido
adiposo como son los factores neurotréficos, entre los que destacan NGF y BDNF
(Chaldakov et al., 2014). Muchas de las adipocinas secretadas por el tejido adiposo,
estdn vinculadas con la inflamacién como, por ejemplo: TNF-a,, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10 y
haptoglobina. Entre ellas también se encuentran la leptina y la adiponectina (Trayhurn
y Beattie, 2001). En suma, varios estudios relacionan los niveles circulantes de estas
adipocinas con el IMC, grasa corporal y en algunos casos, con alteraciones del

metabolismo de la glucosa y lipidos (Bullé et al., 2007).

En general, estas adipocinas son secretadas por el tejido adiposo y ejercen acciones
endocrinas y paracrinas a través de las cuales median procesos bioldgicos como la
ingesta de comida, la inmunidad, la inflamacién, la memoria, el estado de danimo vy el
metabolismo. Dentro de los efectos metabdlicos destaca el mantenimiento de la
homeostasis glucidica, lipidica y energética, cardioproteccién, neuroproteccién vy

envejecimiento (Chaldakov et al., 2014).
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4.2. EXPRESION Y FUNCION DE LAS NEUROTROFINAS EN TEJIDO
ADIPOSO

4.2.1. NGFy BDNF

Las NT mas estudiadas en tejido adiposo son NGF y BDNF. Varios estudios indican que
el tejido adiposo secreta NGF Y BDNF (Chaldakov et al., 2004; Ryan et al., 2008). Debido
a sus acciones en el metabolismo, ambas han sido denominadas metabocinas (Sornelli

et al., 2007).

NGF y BDNF median efectos neurotréficos y metabotroficos relacionados con la
obesidad, la DM tipo 2 y el SM (Hristova, 2013). Entre sus acciones destacan sus efectos
metabotrdéficos en la homeostasis glucidica, lipidica y energética (Unger et al., 2007) asi

como en la homeostasis cardiometabdlica y cardioproteccién (Chaldakov et al., 2010).

Varios estudios indican que los niveles de NGF y BDNF estan disminuidos en patologias
como la aterosclerosis coronaria, el sindrome coronario agudo (Chaldakov et al., 2004),
el SM (Geroldi et al., 2006; Bullé et al., 2007), la obesidad y la DM tipo 2 (El-Gharbawy
et al., 2006; Yamanaka et al., 2006; Bulld et al., 2007; Sposato et al., 2007; Unger et al.,
2007). Ademas, algunas evidencias indican que los niveles de ambas NT también pueden

alterarse en situaciones de estrés (Fiore et al., 2009).

Otro estudio identificé que roedores sometidos a estrés experimental o ratas con DM
tipo |, presentaban alteraciones en los niveles de NGF y BDNF en WAT (epicdrdico) y BAT
(interescapular) (Sornelli et al., 2009). En este estudio se hipotetiza un posible origen
de NGF y BDNF en los mastocitos presentes en el tejido adiposo, ya que estudios previos
sefialan la presencia de estas NT en mastocitos (Vega et al., 2003; Chaldakov et al.,
2010). Ademas, esta idea esta apoyada por las evidencias que indican que en
condiciones de estrés o DM los mastocitos sufren cambios en la degranulacién (De

Simone et al., 1990; Cirulli et al., 1998).

Existen algunas evidencias contradictorias con respecto a los niveles de NGF y BDNF en
plasma en patologias cardiometabdlicas. Un estudio con un grupo pequefio de pacientes
con patologia cardiovascular o SM sefialé un déficit sistémico de NGF y BDNF (Chaldakov
et al.,, 2001, 2004). En contraposicion, otro estudio posterior mostréo que NGF estd

incrementado en pacientes con sobrepeso, obesidad maérbida y SM (Bullé et al., 2007).
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Sin embargo, este incremento fue menos pronunciado en aquellos sujetos obesos
morbidos. Ademds, este estudio encontrd una relacion negativa entre los niveles de
NGF con el cHDL Yy la apolipoproteina A. Con respecto a los niveles de BDNF, Unicamente

se encontro un ligero aumento no significativo en obesos mérbidos.

Entre las evidencias del papel metabotréfico de NGF destaca que las células B
pancreadticas secretan NGF y expresan su receptor TrkA, que a su vez estd implicado en
la patologia de la DM. Ademds, NGF favorece la cicatrizacion de ulceras diabéticas en la

piel (Generini et al., 2004).

Varias evidencias indican una relacion entre BDNF y la ingesta de comida. Se ha visto
que, en ratones, la expresion de BDNF se reduce durante el ayuno (Xu et al., 2003).
Ademas, ratones KO de BDNF presentan hiperfagia (Rios et al., 2001). Por otro lado, la

administracion exdgena de BDNF reduce la ingesta (Pelleymounter et al., 1995).

En humanos la experiencia es mas limitada, pero la delecién de un alelo de BDNF se ha
observado en niflos con sindrome con obesidad severa, hiperfagia, hiperactividad y
alteracion cognitiva (Gray et al., 2006). La mutacién de su receptor TrkB también se
asocia a un sindrome similar (Yeo et al., 2004). Igualmente, nifios con el sindrome
“tumor de Wilms- aniridia” (WAGR) presentan deleciones del cromosoma 11p.12 que

incluyen el locus del BDNF y presentan obesidad precoz (Han et al., 2008).

Otro estudio demuestra que BDNF tiene efectos antidiabéticos y anorexigénicos

(Geroldi et al., 2006; Lebrun et al., 2006; Yamanaka et al., 2006; Unger et al., 2007).

En suma, todas estas evidencias tanto en humanos como en modelos animales apuntan
a BDNF como un factor regulador del peso, y que lo hace — al menos en parte- a través

de la reduccidén de la ingesta.

4.2.2. NT3

Entre las NT estudiadas como metabocinas, destacan los estudios de NGF y BDNF. Sin
embargo, solo algunos estudios indirectos estudian la posible funcion de NT3 como

metabocina.

Un estudio analizé los niveles en plasma de NT3 en mujeres con diferentes grados de

adiposidad, obesidad y SM. Los niveles de NT3 estaban relacionados positivamente con

50



INTRODUCCION

el IMC y la circunferencia de cadera en pacientes con sobrepeso (IMC 25-40 kg/m?) y
obesidad mdrbida (IMC 40 kg/m?) vs pacientes control (IMC 18,5 — 24,9 kg/m?). En
cambio, NT3 se correlaciona negativamente con la concentracion de colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y pacientes con hipertrigliceridemia tienen niveles
de NT3 mas bajos. Por ello, NT3 parece estar mas relacionada con el perfil lipidico que
con el grado de adiposidad, la distribucion de la grasa corporal y los marcadores de

inflamacién sistémica (Bullé et al., 2007).

Por el contrario, otro estudio describe que un grupo de pacientes varones y alcohdlicos
con obesidad presentan niveles elevados de NT3 en suero que estan positivamente
asociados con el IMC. Asimismo, describen una correlacién positiva entre los niveles

plasmaticos de NT3 y los niveles de cLDL (Popa-Wagner et al., 2013).

A pesar de estos antecedentes, no esta clara la funcidn que ejerce NT3 en el tejido

adiposo ya que no ha sido analizada previamente su presencia y funcion en el mismo.

TEORIA NEUROTROFICA DE LA ETIOPATOGENIA DEL SINDROME METABOLICO

La teoria neurotréfica del SM aparece en 2006 (Hristova y Aloe, 2006) y plantea que las
NT tienen un papel importante en el desarrollo del SM. Esta teoria indica que los niveles
de NT cambian durante la progresidén del SM. En estados iniciales, hay un aumento de
NGF que produce una hiperactivacion del eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal con aumento
de los niveles de cortisol y disminucién de sensibilidad de los receptores de leptina,
como mecanismo compensatorio del estado inflamatorio. En cambio, los estados
avanzados se caracterizan por presentar hiponeurotrofinemia reflejando la claudicacién
del mecanismo compensatorio. Este déficit metabotrofico deriva en alteraciones
patolégicas como obesidad, DM tipo 2, SM y aterosclerosis (Chaldakov et al., 2001;
Hristova, 2013).
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4.3. MECANISMOS FISIOLOGICOS DE SENALIZACION DE LAS
NEUROTROFINAS EN TEJIDO ADIPOSO

4.3.1. SENALIZACION CON FIBRAS NERVIOSAS AFERENTES

El tejido adiposo libera factores neurotréficos como NGF y BDNF, y las fibras aferentes
(o sensitivas) locales expresan sus receptores (Rosell et al., 2014; Christian, 2015;
Nakagomi et al., 2015; Cao et al., 2018). Estas fibras aferentes se comunican con el
sistema nervioso central (SNC) para mediar respuestas efectoras a distancia a través del
SNS, como el browning del WAT (Garretson et al., 2016). De hecho, la denervacién
selectiva de las fibras aferentes del WAT suprime la respuesta efectora simpatica y la

termogénesis en depdsitos de BAT distantes (Nguyen et al., 2018).

Ademas de factores neurotrdficos, otros factores liberados por el tejido adiposo (como
leptina, acidos grasos, VEGF o citocinas) pueden actuar sobre fibras nerviosas aferentes

produciendo efectos diversos (Guilherme et al., 2019).

4.3.2. SENALIZACION CON FIBRAS NERVIOSAS EFERENTES

Es conocida la importancia de la inervacion simpatica del WAT y BAT para la respuesta
termogénica frente al frio (Schulz et al., 2013). Asimismo, la simpatectomia regional
conduce a un compromiso en la termogénesis y a ratones susceptibles de sufrir obesidad
(Pereira et al., 2017). Por tanto, es de suponer que la inervacion SNS sobre estos tejidos

es de gran importancia para la regulacién del metabolismo energético.

Es posible que las NT producidas por el tejido adiposo actuen directamente sobre las
fibras nerviosas simpaticas (eferentes) a nivel local a modo de retroalimentacion. El
estimulo del WAT o BAT por NA libera a su vez factores como NGF y BDNF (Guilherme
et al.,, 2019) que pueden actuar sobre las fibras nerviosas simpaticas. A su vez, el
estimulo crénico con NA contribuye al browning del WAT que también produce alguno
de estos neuropéptidos. Por ello, es plausible que estos factores actien en un circuito
de retroalimentacion positiva para promover la inervacion simpatica durante la
respuesta termogénica al frio y el browning. De hecho, la inhibicion de NGF y su receptor

TrkA suprime el browning del WAT (Cao et al., 2018).
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OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesis es determinar si hay expresion de NT3 y TrkC en el tejido

adiposo de humanos y roedores, para poder estudiar el papel de la via NT3/TrkC como

modulador del metabolismo energético y su relacidon con enfermedades metabdlicas y

el envejecimiento.

Para ello, nos propusimos estudiar los siguientes aspectos:

1. Determinar la expresion génica y proteica de NT3 y TrkC en tejido adiposo y

adipocitos de roedores y humanos.

Estudiar el rol de la via NT3/TrkC en procesos como lipélisis y adipogénesis.

Analizar, en dos modelos de ratones modificados genéticamente con expresiéon
reducida de NT3, la presencia de cambios en expresidn génica e histoldgicos. Asi

como cambios en la expresién de UCP-1.

Analizar la expresion génica y proteica de NT3 y TrkC en tejido adiposo en un
modelo de rata con sindrome metabdlico y estudiar si existen alteraciones en la

reactividad vascular.

Evaluar la existencia de cambios en la expresién de NT3/TrkC en una poblacion

de pacientes con obesidad moderada-severa y sindrome metabdlico.

Analizar si la expresion génica de NT3 y su receptor se ve influenciada por la

edad.
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1. MODELOS CELULARES

1.1. PREADIPOCITOS HUMANOS

Los preadipocitos blancos humanos (C-12732) fueron adquiridos de Promocell como
células humanas primarias. Como indica el fabricante, los preadipocitos fueron aislados
de tejidos humanos (tejido adiposo subcutdaneo o visceral) obtenidos de centros
médicos autorizados y siempre siguiendo estrictos estandares éticos. Tras el
aislamiento, las células fueron criopreservadas en medio serum-free PromoCell Cryo-
SFM (C-22912), para asegurar una congelacién éptima y, por tanto, una elevada

viabilidad celular tras el descongelado.

Siguiendo el protocolo de Promocell, una vez descongelados en un bafio de agua a 372C
durante 2 minutos, los preadipocitos en pase 2 se sembraron con una densidad de 5000
células/cm?y se cultivaron con medio de crecimiento (Preadipocyte Growth Medium
SupplementMix C-39427, PromoCell). A las 24 horas se realiza un cambio de medio para
eliminar las células muertas y a partir de ese momento se realizaron cambios de medio
cada 48 horas. Una vez en pase 3 y a una confluencia del 80-90%, las células se utilizan

para iniciar el proceso de diferenciaciéon o determinar la expresion génica.

1.2. ADIPOCITOS HUMANOS

Los adipocitos humanos fueron obtenidos tras la diferenciacién de los preadipocitos de
PromoCell siguiendo los pasos que indica el fabricante. En lineas generales, una vez los
preadipocitos se han cultivado hasta pase 3 se inicia el proceso de diferenciacion. Para
ello, se cambia el medio de crecimiento de preadipocitos por el medio de diferenciacién
(Preadipocyte differentiation medium C-27436, Promocell) durante 72 horas para
diferenciar los preadipocitos en adipocitos. Pasado este tiempo, se vuelve a cambiar el
medio por un medio de nutricidn de adipocitos (Adipocyte nutrition medium C-27438,
Promocell) para completar el proceso de diferenciacion. A partir de este momento, se
cambia el medio de nutricién cada 48 horas. Pasados 15 dias el proceso de maduracién

de los adipocitos se completd y se hicieron los experimentos.

En caso de diferenciacion en presencia de estimulos, el proceso es el mismo pero el

medio de nutricion de los adipocitos se complementa con los distintos estimulos a
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estudiar tal y como se explica en el apartado 6 tabla 5 de la seccion de materiales y

métodos.

Todos los medios empleados estan suplementados con los antibidticos gentamicina 50
ug ml! (Gente-Gobens®; Normon) y anfotericina 50 ng mI'* (Biowhittaker®; Cambrex).
En todo momento las células se cultivaron en condiciones de esterilidad, a 372C en un
incubador con 5% de CO,. Todos los procedimientos se llevaron en las instalaciones del

servicio de cultivos celulares y citometria flujo de la Universidad de Valencia.

Con los adipocitos diferenciados se realizaron distintos experimentos: determinacién de

la expresidn génica y proteica y diferenciacidén en presencia de diferentes estimulos.

2. MODELOS ANIMALES

Para abordar los diferentes experimentos realizados a lo largo de la presente tesis
doctoral, se utilizaron varios modelos animales, asi como animales modificados

genéticamente. Los distintos modelos fueron:

- Ratas Wistar de diferentes edades.
- Ratas Zucker obesas (fa/fa) y sus controles, Ratas Zucker no obesas.
- Ratones Ntf3flox1/flox2, Tie2_cre*/0y sus controles, Ntf3flox1/flox2; Tje2_cred/o,

- Ratones Ntf3*/1acZneo y gys controles Ntf3+/+.

El cuidado y tratamiento de los animales, asi como los procedimientos experimentales
cumplen con la guia ARRIVE (del inglés: Animal Research: Reporting In Vivo Experiments)
y se realizaron siguiendo la legislacién espafiola recogida en el Real Decreto 53/2013, de
1 de febrero, sobre «Proteccion de los animales utilizados para experimentacién y otros
fines cientificos» el cual transpone y desarrolla la Directiva de la Unidn Europea
(2010/63/UE). Ademas, todos los protocolos utilizados han sido aprobados por el

Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Valencia.

Todos los animales fueron estabulados hasta su sacrificio, siguiendo ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas a una temperatura ambiente (TA) de 222C y 60% de humedad,

con alimentacion artificial y agua de bebida ad libitum.
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2.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
2.1.1. RATAS WISTAR
Se emplearon ratas Wistar macho de 16 y 72 semanas de edad (Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Spain), criadas en el servicio de Produccion animal del SCSIE de la
Universidad de Valencia. Las ratas Wistar de 16 semanas tenian un peso de 250-300

gramos y las de 72 semanas un peso de 450-550 gramos.

2.1.2. RATAS ZUCKER
Las ratas obesas Zucker (fa/fa) son un modelo animal con resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, dislipemia y sindrome metabdlico que desarrollan obesidad.a
mutacién en el gen Lepr® fue descubierta en 1961 por Lois y Theodore Zucker en la
poblacion de ratas consanguineas 13 M. Se trata de una mutacién en el receptor de la
leptina que se hereda como caracter autosdmico recesivo y condiciona al desarrollo de
obesidad. Los animales homocigotos para el alelo fa, mds conocidos como ratas Zucker
obesas, acusan obesidad entre la tercera y la quinta semana de vida (Vickers et al.,

2011).

En el presente estudio se emplearon ratas Zucker macho obesas y sus controles (Charles

River Laboratories, Barcelona, Spain) de 35 semanas de edad.

2.1.3. RATONES MODIFICADOS GENETICAMENTE
Para este trabajo se utilizaron ratones cedidos por el Centro de Investigaciones
Biomédicas en Red sobre Enfermedades Neurodegenerativas, perteneciente al
Departamento de Biologia Celular (Universidad de Valencia). Los animales fueron

criados en el servicio de Produccion animal del SCSIE de la Universidad de Valencia.
Ratones Nitf3 */lacZzneo (NT3+/~) y sus controles Ntf3*/* (NT3*/*)

Este modelo consiste en ratones transgénicos NT3*/12¢Zneo con expresién parcial de NT3,
creados usando recombinacion homaloga de un constructo incorporado a células madre
embrionarias (Farifias et al., 1994). La regidn que codifica para la proteina NT3 ha sido
reemplazada por el gen lacZ que codifica para B-galactosidasa. Los animales de genotipo
Ntf3*/+ utilizados como controles fueron de igual fondo genético que los mutantes

analizados, en este caso CD1/ICR.
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A partir de ahora, se nombraran a los ratones heterocigotos Ntf3*/'2Zneo con expresion
reducida de NT3 en el organismo, ratones NT3*/; y a sus controles Ntf3*/*, que expresan

el 100% de la NT3 en el organismo, ratones NT3*/*,

Se utilizaron animales adultos machos de genotipo heterocigoto NT3*y control NT3*/*
con edades comprendidas entre 35 y 41 semanas. Los controles pertenecian a la misma

camada que los heterocigotos.
Ratones Ntf3floxl/lox2, Tie2.cre+/0 y sus controles, Ntf3floxl/lox2; Tie2-cre0/0.

Este modelo consiste en ratones transgénicos vienen del cruce de dos tipos de cepas de
ratones que son los Ntf3fx1/1ox2 (B, 12954-Ntf3tm2Jae/l) y los Tie2-cre*/° (B6.Cg-Tg(Tek-

cre)1Ywa/l), ambos obtenidos en The Jackson Laboratory.

Los ratones Ntf3f9x1/1x2 son ratones mutantes que poseen sitios loxP flanqueando el gen
Ntf3. Por otra parte, los ratones Tie2-cre*/?, tienen el transgén Tie2-Cre (Tek-Cre) que
contiene el promotor del receptor tirosin quinasa de angiopoyetina especifico endotelial
(Tie2/Tek) dirigiendo la expresidon de la recombinasa Cre. Estos ratones transgénicos
Tek-Cre delecionan las secuencias que tienen sitios loxP en células endoteliales. Por ello,
una parte de la descendencia, empleada en la presente tesis, son ratones que no

expresan NT3 endotelial.

A partir de ahora, se nombraran a los ratones mutantes Ntf3floxl/lx2; Tie2_cre*/?, que no
expresan NT3 en el endotelio, ratones eNT3-; y a sus controles Ntf3flox1/1ox2. Tie2_cred/o,

gue no expresan NT3 en el endotelio, ratones eNT3+.

Se utilizaron animales adultos macho de genotipo mutante y sus controles con edades
comprendidas entre 50 y 63 semanas. Los controles pertenecian a la misma camada que

los mutantes.

2.2. SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS

Se anestesio a los animales usando el anestésico inhalatorio volatil isoflurano (IsoFlo®,
Esteve). El sacrificio de los animales se realizd a primera hora de la mafiana por

decapitacion y posterior exanguinacion.

Durante todo el proceso se tuvieron en cuenta las recomendaciones para la eutanasia

de los animales, de la Direccién general de medio ambiente (DGXI) de la Comisién
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Europea, para el sacrificio con el minimo sufrimiento fisico y mental del animal (Close y

et al., 1996).

2.3. EXTRACCION DE TEJIDO ADIPOSO

El procedimiento empleado para la diseccion de los diferentes tipos de tejido adiposo
es comun tanto en rata como en ratén. En el caso de existir alguna diferencia, se indica
en el procedimiento. En todos los casos, cuando se va a realizar posteriormente
extraccion de RNA o proteinas, se congeld inmediatamente el tejido a -802C hasta su

posterior uso para evitar la degradacion tisular.

Los nombres, las siglas y la tipologia de cada uno de los depdsitos de tejido adiposo de

rata empleados en la presente tesis, se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Nomenclatura empleada para cada uno de los tipos de tejido adiposo de modelos
animales usados en la tesis.

Siglas Naturaleza Tejido Tipologia
WAT Visceral Blanco
Wad Adipocitos viscerales Blanco
KAT Perirrenal Blanco
BAT Escapular Pardo
VAT Perivascular Pardo

Tejido adiposo visceral (WAT)

Se coloca al animal en posicidn supina y con una gasa impregnada en alcohol se limpia
el abdomen del animal con el fin de esterilizar y evitar la contaminacién de los tejidos a
extraer. Posteriormente, con la ayuda de unas pinzas, se levanta la piel a la altura del
diafragma y se incide con unas tijeras para cortar el peritoneo transversal y
longitudinalmente para exponer los O6rganos abdominales. A continuacién, se
localizaron los testiculos y se extrajo el tejido adiposo epididimal adherido, que en

roedores es de tipologia WAT.
Tejido adiposo perirrenal (KAT)

Una vez extraido el WAT, se desplazan los intestinos en sentido contralateral para

alcanzar el KAT que se encuentra encapsulado alrededor de los rifiones.
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Tejido adiposo escapular (BAT)

Para aislar el BAT, se coloca al animal en posicion pronay se limpia la zona de la espalda
con ayuda de una gasa previamente empapada con alcohol para esterilizar y ayudar a la
diseccion de la piel. Levantando la piel de la espalda con fdorceps, se incide con las tijeras
para cortar la dermis y la epidermis para exponer el depdsito de BAT que se encuentra
localizado entre las escapulas. Una vez localizado el tejido, se procede a eliminar
cuidadosamente el depdsito de WAT superficial que lo recubre. Finalmente, se secciona
el BAT evitando diseccionar el musculo asociado a él para evitar la contaminacién de la

muestra.
Tejido adiposo perivascular de aorta (VAT)

Tras realizar una toracotomia, se separan los pulmones y el corazén dejando al
descubierto el segmento de arteria, que se extrae disecandolo con cuidado para no
dafar el vaso, desde el cayado adrtico hasta el diafragma, con ayuda de unas pinzas y
tijeras de punta fina. La arteria extraida se coloca en una placa Petri que contiene la
solucidn fisioldgica de Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4.75 mM, CaCl; 1.8 mM, MgCl, 1.2 mM,
KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 mM y glucosa 11.0 mM pH=7.5) burbujeada con carbdgeno
(95% 02 y 5% CO;). A continuacion, con la ayuda de una lupa de diseccion de 20
aumentos (Leica S6E), se procede a la diseccién del VAT, separandolo de la aorta con

sumo cuidado para evitar dafiar el vaso.

2.4. EXTRACCION DE ADIPOCITOS DE TEJIDO ADIPOSO VISCERAL (Wad)

El tampdn empleado para el aislamiento Wad es el Krebs-Ringer bicarbonatado (KRB)
enriquecido con albumina al 3,5% peso/volumen (KRBA) y glucosa 6 mM. El KRB esta
formado por NaCl 118,7 mM, 4,8 mM KCl, 4,8 mM CaClz, 1,2 mM KH;POa4, 1,2 mM
MgSQO4, 15 mM NaHCOs. Para que la solucion mantenga su estabilidad se afiadié HEPES
10 mM y se gased con carbégeno (95% 02-5% CO2) durante 10-15 minutos para
oxigenar la preparacién. Asimismo, empleando NaOH (0,1 N), se ajusté el tampon KRB
hasta un pH=7.3 aproximadamente. Posteriormente, se anadié la albumina 3,5%

peso/volumen y la glucosa.

Se sacrifica a un animal, no ayunado, a primera hora de la mafiana y se extrae el tejido

adiposo visceral como esta descrito previamente en el apartado 2.3 de la seccién de
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materiales y métodos. A continuacion, se deposita en una placa de Petri con KRBA. Tras
aislar el tejido adiposo visceral, se troced en pequenos fragmentos y se introdujo en un
tubo de polipropileno con 15 ml de KRBA y colagenasa (1,5 mg ml?) a fin de disgregar el
estroma conjuntivo intersticial. Posteriormente, se realizé la digestidon enzimatica

mediante agitacion vigorosa (80-90 ciclos/min) durante 30 minutos en bafio a 379C.

A continuacidn, se separaron los adipocitos del estroma conectivo por filtracion a través
de una malla. Los adipocitos filtrados quedaron en la superficie y, para eliminar la
colagenasa, las células se lavaron con 15 ml de KRB a 379C. Tras cada lavado, se agitd
suavemente y se dejo el tubo durante 5 minutos en el bafio hasta que se estabilizaron

ambas fases; luego, se desechd la fase inferior por aspiracion.

Finalmente, una pequefia muestra de los adipocitos obtenidos se colocé sobre un

portaobjetos y se analizd al microscopio su integridad y tamanio.

2.5. ANALISIS ANTROPOMETRICO Y MARCADORES BIOQUIMICOS

Se analizaron varios pardmetros antropométricos con el fin de determinar si existian
diferencias entre los grupos a comparar. Se analizaron cepas de ratones modificados
genéticamente y un modelo animal de sindrome metabdlico. En ratones, las cepas
estudiadas son: ratones heterocigotos para NT3 (NT3*) con sus controles (NT3*+), y
ratones sin expresion endotelial de NT3 (eNT3-) con sus controles (eNT3+). Los
parametros antropométricos analizados fueron: edad, peso corporal, ratio del peso de
los diferentes depdsitos de tejido adiposo (WAT, KAT, BAT) frente al peso corporal, talla
y perimetro abdominal. Todos estos valores estan indicados en la tabla 10 del apartado
4.2 de resultados. En el caso del modelo animal de sindrome metabdlico, se emplearon
ratas Zucker obesas y ratas Zucker control y se determiné el peso de los dos grupos de

ratas (indicado en tabla 11 del apartado 5.1 de resultados).

Para determinar la glucemia, se obtuvieron muestras de sangre de la vena safena a cargo
del servicio de produccidn animal de la Universidad de Valencia usando técnicas
rutinarias. Posteriormente los animales se sacrificaron por retirada de sangre
transcardiaca y la sangre se guardd en tubos heparinizados y centrifugada a 1.500g a TA
durante 30 minutos en Eppendorf Centrifuge 5804-R (Hamburg, Germany) para obtener

el plasma, que fue inmediatamente congelado a -80°C para estudios posteriores. Tras
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la extraccidn, se determind la glucemia (mg dL?) en ayunas con el glucémetro (Contour
XT ® Bayer) y posteriormente, el perfil lipidico se determind en plasma usando un

autoanalizador (Gernonstar, Ansasia, Bombay, India).

En ratones se analizaron varios pardmetros como: glucemia (mg dL?), colesterol total
(mg dL?), cHDL (mg dL?), cLDL (mg dL?) y TG (mg dL?). Todos estos valores estdn

indicados en la tabla 10 del apartado 4.2 de resultados.

En las ratas Zucker se analizaron: colesterol total (mg dL?!), cHDL (mg dL?) y
TG (mg dL?). El colesterol no unido a lipoproteinas de alta densidad (no-HDL) se calculd
restando al colesterol total el cHDL. Todos estos valores estdn indicados en la tabla 11

del apartado 5.1 de resultados.

3. MODELOS HUMANOS

3.1. CRITERIOS DE INCLUSION
La seleccidn de los pacientes incluidos en el estudio fue realizada por el Hospital Clinico
Universitario de Valencia (HCUV) y el Hospital Clinico San Carlos de Madrid (HCSCM)
conforme a lo establecido en los principios de la Declaracién de Helsinki. Los protocolos
utilizados fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion de los
correspondientes hospitales y forman parte de dos proyectos de investigacién
desarrollados por el Dr. José Tomas Real, del Hospital Clinico de Valencia, y la Dra. Maria
Teresa Tejerina, de la Universidad Complutense de Madrid. En todos los casos se ha

obtenido el consentimiento informado de los pacientes.

Las caracteristicas clinicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio
se encuentran resumidas en la Tabla 9 del apartado 1.2 de resultados para pacientes del
HCSCM y en la tabla 15 del aparatado 5.2.2 de resultados para pacientes del HCUV. En
el caso de los pacientes de HCSCM se presentaron las caracteristicas de la poblacion en
funcién de distintos parametros y se encuentran en las tablas 12 (pacientes agrupados
segun la presencia de HTA), 13 (pacientes agrupados segun la presencia de DM) y 14

(pacientes agrupados segun el estilo de vida) del apartado 5.2.1 de resultados.
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En todos los pacientes, la presencia de DM o HTA se confirmd con diagndstico previo.
Altura y peso se midieron sin zapatos y con ropa ligera, y el IMC fue calculado como

peso(kg)/altura(m?).

3.2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
3.2.1. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Muestras de tejido adiposo visceral humano (hAT), que normalmente se desechan
durante las intervenciones quirdrgicas se obtuvieron en ambas poblaciones. Los
pacientes del HCUV (n=22) fueron seleccionados por el servicio de Endocrinologia y
Nutricidon del mismo hospital que iban a ser sometidos a cirugia bariatrica. Los pacientes
del HCSCM (n=28) fueron seleccionados por el servicio de Cirugia General del mismo
hospital que iban a ser sometidos a cirugia abdominal por neoplasia de colon (n=23) u
otras patologias (n=5). Se descartaron pacientes con patologias inflamatorias e
infecciosas y se utilizaron muestras de tejido adiposo en las que no se observaban

alteraciones macroscépicas.

Tras la extraccion las muestras se conservaron a -802C para evitar la degradacion tisular

hasta su posterior uso.

3.2.2 SANGRE
Muestras de sangre venosa fueron tomadas a primera hora de la mafana en ayunas. El
plasma se separd de forma inmediata por centrifugacién y se analizé la glucemia, TGy

perfil lipidico de acuerdo a los protocolos habituales de cada centro.
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4. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA (RT-PCR A
TIEMPO REAL)

El andlisis cuantitativo de la expresidon de los diferentes genes objeto de estudio
(expresion génica de NT3, TrkC y AR-B) se realizé con la técnica de RT-PCR a tiempo real

en varios territorios grasos de modelos animales y humanos y cértex de roedores.

Esta técnica consta de varios pasos, entre los que se encuentran extraccién y analisis
cualitativo/cuantitativo del RNA total, transcripcién reversa (RT), sintesis del DNA

complementario (cDNA) y reaccidén en cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR).

4.1. EXTRACCION Y ANALISIS CUALITATIVO/CUANTITATIVO DEL RNA
TOTAL
Dependiendo de la muestra, el protocolo de extracciéon de RNA total vario ligeramente.
Las muestras de tejido adiposo y cortex cerebral precisaron de triturado vy
homogeneizado previo utilizando un mortero congelado con nitrégeno liquido para
mantener siempre las muestras con temperatura éptima y asi evitar su posible
degradacion. Las muestras celulares no necesitaron un triturado ni homogeneizado
previo. Todos los experimentos se realizaron en condiciones apropiadas libres de

RNAsas (RNaseZAP®, Sigma) para evitar la degradacién del RNA.

Posteriormente, todas las muestras se introdujeron en un eppendorf que contiene 1 ml
de reactivo de aislamiento (Tripure Isolation Reagent de Roche Applied Science) con el
fin de destruir las membranas celulares y obtener los acidos nucleicos junto con otros
componentes celulares (proteinas, enzimas, lipidos, carbohidratos...) para su posterior

procesamiento. Se agitd la mezcla con un vértex durante 3 ciclos de 15 segundos a TA.

Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12.000g durante 10 minutos y a 42C. Al
finalizar, se eliminaron los restos de tejido y/o celulares no lisados recogiendo el

sobrenadante que permanecera durante 5 minutos a TA.

A continuacion, se procedio al aislamiento total del RNA, que se consiguio tras varias
centrifugaciones utilizando productos de mayor a menor hidrofilia. En primer lugar, se
afiadieron a la muestra 200 ul de cloroformo por cada ml de reactivo Tripure y se agitd
la muestra con ayuda de un vdrtex durante 15 segundos. Tras este proceso, se dejé

reposar durante 10 minutos y se realizd una segunda centrifugacién a 12000g durante
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15 minutos a 42C para facilitar la separacion y precipitacion del DNA gendmico (gDNA),
ya que en este punto el RNA se disolvera en la fase acuosa y quedara en la parte superior
del eppendorf. En segundo lugar, se recogio la fase acuosa que contenia el RNA total y
se afiadid un volumen de 500ul de isopropanol por cada ml de reactivo Tripure y se
mezcld suavemente para proceder a la precipitacidn de los acidos nucleicos. Se procedié
entonces a una tercera centrifugacién a 12.000g durante 10 minutos a 42C, para obtener
el pellet de RNA total. Se descarté el sobrenadante por vertido y se lavé el pellet de RNA
con 1 ml de etanol diluido al 70% en agua tratada con DEPC (dietil pirocarbonato) y una
cuarta centrifugacion a 7.600g durante 5 minutos a 42C. Finalmente, se dejo secar el
pellet de RNA y se resuspendio en el volumen minimo necesario de agua tratada con

DEPC. Para finalizar, se cuantificé y se almacend a -80°C hasta su posterior analisis.

4.2. CUANTIFICACION DEL RNA

Previamente a la congelacion del pellet a -802C, se procedid a su cuantificacién para
determinar el grado de pureza del RNA aislado. Para ello, se prepararon 500 plL a una
dilucién 1/250 de cada muestra, que se midieron en un espectrofotémetro de absorcion,
Biophotometer® de Eppendorf. Se medid |la absorbancia de cada muestra a una longitud
de onda de 260 nm y 280 nm ya que la ratio 260/280 es un indicador de pureza y un
valor mayor de 1.8 indica un RNA de buena calidad. Sabiendo que una unidad de
absorbancia a 260 nm equivale a 40 ug de RNA y aplicando el factor de dilucién, se

calculé la concentracion uM de la muestra.

4.3. TRANSCRIPCION REVERSA (RT) — SINTESIS DE cDNA

La RT consiste en convertir el mMRNA en cDNA. Para ello se utilizé la enzima ImProm-II™
(Promega Corp. Madison, USA), una enzima de alta sensibilidad que permite utilizar

cantidades pequefias de RNA total (0,1-1 ug) para que se lleve a cabo la reaccion.

Tras incubar el RNA total con el cebador oligo(dTie) (250 ng) en agua-DEPC a 709C con
el fin de facilitar su unién a la cadena de RNA, se llevd a cabo la reaccién de RT con el
siguiente mix de reaccion: Buffer-RT 5X, 3 mM MgCl,, 0,5 mM de cada deoxinucledsido
trifosfato (ANTPs), 20 U del inhibidor de ribonucleasas recombinante RNAsin® (Promega
Corp. Madison, USA) y 1 uL de la enzima Transcriptasa Reversa Improm-IITM (Promega

Corp. Madison, USA), con un volumen final de 20 pl.
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Se realizd un primer ciclo de hibridacion a 252C durante 5 minutos, seguidamente la
reaccion de extension transcurrio a 422C durante 60 minutos vy, finalmente, la enzima
fue desactivada incubando las muestras a 702C durante 15 min. El cDNA sintetizado fue

almacenado a -202C para su uso posterior.

4.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (qPCR)

Se utilizd el sistema de gPCR a tiempo real para detectar con elevada sensibilidad y
precision la presencia de los mRNA objeto de estudio. Los mRNA codificantes para cada
uno de los genes objeto de estudio (NT3, TrkC, los 3 subtipos de AR-B -B1, B2y B3-) v el
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) como control interno se cuantificaron
utilizando sondas Tagman® con propiedades fluorescentes, usando un termociclador
GeneAmp 7500 Fast System (Applied Biosystems, U.S.) como se describe en Oliver et al.
(2010) y Monté et al. (2012).

Diluciones 1/10 de la reaccion de RT previa fueron analizadas por duplicado mediante
ensayos Tagman® de expresion génica (Tagman® Gene Expression Assays, Applied
Biosystems), consistentes en una mezcla 20X de cebadores y sonda Tagman® MGB
(minor groove binder; ligando de unién al surco menor del DNA) marcada con el
fluorocromo 6-FAM™ en el extremo 5’ de la sonda y un quencher no fluorescente en el
extremo 3’, disefiados para la deteccidon y cuantificacion de secuencias génicas
especificas por RT-PCR a tiempo real de dos pasos. La mayoria de las sondas empleadas
fueron disefiadas para hibridar en la uniéon exén-exdn y asi mejorar la especificidad de
hibridacién y evitar la contaminacidon por gDNA (Tagman® Gene Expression Assays

protocol, Applied Biosystems, US).

Todas las reacciones se ajustaron a un volumen de 25 uL con Tagman® Universal Master
Mix (AmpliTag Gold® DNA Polymerase; Applied Biosystems, US), incluyendo 5 uL de la
dilucién de la reaccién de RT y 1,2 pL de la mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores
(900 nM) (Tagman® Gene Expression Assay). EI cDNA fue amplificado segun las
condiciones del fabricante con un primer paso de activacion de la polimerasa a 959C
durante 10 minutos y 40 ciclos compuestos de dos pasos, la desnaturalizacién a 959C

durante 15 segundos y la hibridacion/extension a 60°C durante 1 minuto. Tanto las
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muestras como el gen de referencia (GAPDH) fueron amplificados en reacciones

paralelas.

Tabla 2. Sondas Tagman® de expresidn génica utilizadas en muestras de ratdn, rata y humano.

Raton Rata Humano
Gen Id. Sondas Gen Id. Sondas Gen Id. Sondas
(Simbolo) (Simbolo) (Simbolo)
Gapdh Mm99999915 | Gapdh Rn99999916_ | GAPDH Hs99999905
(GAPDH) gl (GAPDH) sl (GAPDH) m1
Ntf3 (NT3) MmO01182924 | Ntf3 (NT3) Rn00579280_ | NTF3 (NT3) Hs01548350_
_ml ml m1l
Ntrk3 (Trk C) | Mm00456222 | Ntrk3 (Trk C) | Rn00570389_ | NTRK3 (Trk C) | Hs00176797_
_ml ml m1l
Adrb1 (B1) Mm01265414 | Adrb1 (B1) Rn00824536_ | ADRB1 (B1) Hs00265096 _
sl sl sl
Adrb2 (B2) Mm02524224 | Adrb2 (B2) Rn00560650_ | ADRB2 (B2) Hs00240532_
sl sl sl
Adrb3 (B3) MmO00442669 | Adrb3 (B3) Rn00565393_ | ADRB3 (B3) Hs00609046 _
m1l ml m1l

Datos proporcionados por Applied Biosystems (USA).

4.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los valores del ciclo umbral (“threshold cycle”, Ct) obtenidos para cada gen en cada
reaccion fueron calculados mediante el programa 7500 Fast sequence-detection-system
(Applied Biosystems, US). Los valores ACt fueron normalizados utilizando como gen de
referencia (GAPDH), siendo ACt a diferencia entre Ct del gen estudiado y el de referencia
(GAPDH). El valor ACt se transformé matematicamente mediante la expresidn 24 x 104,
directamente proporcional al niUmero inicial de copias de cada gen (Livak y Schmittgen,

2001).

5. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION PROTEICA (WESTERN
BLOT)

El analisis de la expresion proteica de NT3, TrkC y UCP-1 se realizé mediante la técnica
de inmunodeteccion de proteinas por Western Blot. Se estudiaron varios territorios
grasos de modelos animales y humanos: WAT, BAT, KAT, VAT y hAT, asi como adipocitos
diferenciados en presencia de NT3 32 ng mlL. Las diferentes condiciones experimentales

se detallan en el apartado de resultados de la presente tesis.
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5.1. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES Y CUANTIFICACION DEL
CONTENIDO PROTEICO

Las muestras de tejido adiposo y las muestras celulares se procesaron tal y como se
detalla en el apartado 4.1. Con el fin de lisar las muestras titulares y celulares, se afadié
al eppendorf que las contenia la solucidn de lisis celular y extraccion de proteinas (25
mM HEPES pH=7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 1% Tritén X-100) junto a una mezcla
comercial que contenia inhibidores de proteasas (Complete®, Roche Diagnostics) y
fosfatasas (PhosSTOP®, Roche Applied Science). Posteriormente, se sonicaron las
muestras (MicrosonTM ultrasonic cell disruptor) a 42C durante 3 ciclos de 5 segundos y,

a continuacion, se centrifugaron 30 minutos a 42Cy 16.100g.

Finalmente, el sobrenadante obtenido, que contenia las proteinas solubles totales, fue
alicuotado y almacenado a -802C. La concentracion de proteinas se determiné mediante
el método Bradford (Bio-Rad Hércules CA, USA) utilizando la albimina de suero bovino

(BSA, Sigma) como curva estandar.

5.2. INMUNODETECCION DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

Para realizar los experimentos de Western Blot, se prepararon 30 ug de proteina total
con tampodn de carga (60 mM Tris-HCl pH=6,8, 10% glicerol v/v, 2% SDS (dodecilsulfato
de sodio), 5% B- mercaptoetanol v/vy 0.01% azul de bromofenol) y se desnaturalizaron
a 952C durante 5 minutos. De forma paralela, y para determinar el peso molecular de
los péptidos detectados, se cargd en el gel el marcador de pesos moleculares Precision

Plus Protein Standard-Kaleidoscope (Bio-Rad).

La separacion de las proteinas se realizd mediante electroforesis himeda utilizando
geles de poliacrilamida del 10% o 12% que se prepararon usando una solucién mixta de
acrilamida/bis-acrilamida al 40% (Bio-Rad). La electroforesis se realizé con tampdn de
electroforesis Tris- Glicina-SDS (25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina y 0.1% SDS) a un
voltaje constante de 110 V durante 90 minutos a 42C. Transcurrido ese tiempo, los geles
se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinildieno (PVDF) durante 2 horas a
4°C a un amperaje constante de 340 mA en tampdn de transferencia Tris- Glicina-
Metanol (25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina, 20% metanol y 0.01% SDS). Tanto para la
electroforesis como para la transferencia se utilizé el sistema Mini- Trans-Blot®

Electrophoretic Transfer Cell System (BioRad).
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Una vez obtenidas las membranas, se bloquearon con BSA 5% (Sigma) preparado con
tampon fosfato salino (Roche) con 0,1% Tween 20 (Bio-Rad) (PBS-T) durante 60 minutos
en agitacion elevada. Tras varios lavados con PBS-T, se incubaron toda la noche a 4¢C
con los anticuerpos policlonales (Tabla 3) diluidos en sus correspondientes soluciones

de bloqueo.

A continuacion, se realizaron diversos lavados con PBS-T y se incubaron con los
anticuerpos secundarios adecuados en cada caso, conjugados con peroxidasa y diluidos
en BSA 5% (Sigma) preparado con PBS-T durante 50 minutos a TA en oscuridad (Tabla
3). Finalmente, las bandas fueron detectadas mediante incubacién con el reactivo
quimioluminiscente ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare).

Como control de carga se utilizé el anticuerpo policlonal frente a GAPDH.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el estudio de expresion proteica.

Proteina Siglas (:x) Anticuerpo 12 | Diluciéon | Anticuerpo 22 | Dilucién
Ac. policlonal de . .
Neurotrofina3 | NT3 35 | conejo (65804; | 1:1000 | Ant-TabbitlgG o ochg
(GE Healthcare)
abcam)
. Ac. policlonal de . .
Receptor tirosin | 1| 145 | conejo (33765; | 1:1000 | Anti-rabbitieG |, 5 qq,
quinasa . . (GE Healthcare)
cell signaling)
Ac. policlonal de
Proteina conejo ) Anti-rabbit 1gG )
desacoplante 1 ucp-1 32 (UB382; sigma 1:1000 (GE Healthcare) 1:2500
aldrich)
Gliceraldehido- e p:cl;;t)jgal - Anti-rabbit IgG
3-.fosfato GAPDH 34 (G9545; cell 1:5000 (GE Healthcare) 1:2500
deshidrogenasa . .
signaling)

Datos proporcionados por Abcam, Cell Signalling y General Electric Healthcare en funcion del
anticuerpo utilizado.

5.3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las imagenes de quimioluminiscencia fueron capturadas mediante el Autochemi™
Bioimaging System. El soporte informatico de captura empleado fue Labworks 4.6 Image
Acquisition and Analysis (Ultra-Violet Products). Para realizar el andlisis densitométrico
de las bandas correspondientes a cada una de las proteinas objeto de estudio, se utilizé

el software Image J (National institutes of health, USA). Los datos obtenidos fueron
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normalizados con respecto a los obtenidos para el control de carga GAPDH. Los

resultados fueron expresados como unidades arbitrarias de proteina inmunodetectable.

6. DIFERENCIACION DE PREADIPOCITOS A ADIPOCITOS
HUMANOS

Los preadipocitos se diferenciaron a adipocitos maduros tal y como se ha explicado
anteriormente en el apartado 1.2 de la seccién de materiales y métodos. En estos
experimentos, todo el proceso de diferenciacion desde el estadio de preadipocitos se
realizd en presencia de distintos estimulos para determinar si producian cambios en la
morfologia de los adipocitos. Para ello, el medio de nutriciéon de adipocitos (Adipocyte
nutrition medium C-27438, Promocell) se complementdé con los farmacos indicados en

la tabla 4.

Tabla 4. Farmacos empleados en los experimentos de diferenciacion.

Farmaco Siglas Concentracion Proveedor
) PeproTech, Inc.
-1 ’
Neurotrofina 3 NT3 32 ng ml (Rocky Hill, NJ, USA)
Inhibidor de las K252a 0,20 uM Calbiochem (San

tirosin quinasas Diego, CA)

Todos los reactivos se disolvieron en agua excepto: el K252a 20 uM que se disolvid en
DMSO (dimetil sulfoxido) al 1%. Las diluciones posteriores de K252a se realizaron en
agua. La concentracion final de DMSO en las placas de las células es 0,01%. Por ello, en
todos estos experimentos el medio se complementé con DMSO al 0,01% para igualar
condiciones experimentales. Al medio complementado con K252a no se le afiadié DMSO

extra.

Los experimentos se hicieron por duplicado y en placas de 12 pocillos. Los medios
complementados se cambiaron cada 48 horas y se prepararon justo antes del cambio
de medio para evitar su degradacion. Los experimentos realizados en presencia del
inhibidor K252a, éste se afiade 1 hora y 45 minutos antes del estimulo (NT3). En las
placas que no contenian inhibidores, primero se afiadid medio sin complementar y al
cabo de 1 hora y 45 minutos se afiadid el estimulo. De esta manera, se iguald el tiempo
de exposicion al estimulo en todos los pocillos. Las combinaciones posibles estan

resumidas en la tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones y composicion del medio de nutricion de adipocitos.

Condiciones comm:ii:nsti:r (ul) Inhibidor (pl) Estimulo (ul) e\:)ellu ;iri:lfci)r;?xll)
Control 1000 (0,01% DMSO) - 1000

NT3 900 (0,01% DMSO) 100 1000
K252a 900 (sin DMSO) 100 (0,1% DMSO) - 1000

NT3 + K252a 800 (sin DMSO) 100 (0,1% DMSO) 100 1000

Una vez terminados los 15 dias de diferenciacién en presencia de estimulos, se tomaron
fotos de cada uno de los pocillos con el microscopio invertido Leica DM IL LED Leica

cdmara (objetivo 10x).

6.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El analisis de las imagenes se llevd a cabo con el software Image J (National institutes of
health, USA) y se midieron distintos pardmetros: area de los adipocitos y didmetro de

las gotas lipidicas (LDs).

Para hacer las medidas lo mas aleatorias posible se tomé como punto de origen un
adipocito central y se midieron, en el caso de las LDs, 25 LDs de 5 adipocitos diferentes
en 6 campos, por lo tanto, se midieron 150 LDs para cada una de las condiciones
experimentales. En el caso de las areas de los adipocitos, se midio el area de 10
adipocitos de 6 campos distintos, por lo tanto, se midieron un total de 60 adipocitos
para cada una de las condiciones experimentales. Como todos los experimentos se
hicieron por duplicado, se midio finalmente un total de 300 LDs y 120 adipocitos para
cada una de las condiciones experimentales. Los resultados fueron expresados como

unidades de drea (um?) y didmetro (um).
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7. LIPOLISIS

Con el fin de analizar si la NT3 tenia efectos sobre la lipdlisis en adipocitos aislados de

rata (Wad), se realizaron experimentos de lipdlisis con ratas Wistar de 16 semanas.

Una vez extraidos los Wad como se ha indicado anteriormente en el apartado 2.4 de la
seccién materiales y métodos, se incubaron en presencia de distintos fdrmacos que se

encuentran resumidos en la tabla 6.

Tabla 6. Nombre y concentracion de los fairmacos empleados en los experimentos de lipdlisis.

Farmaco Siglas Funcidn Concentracion Proveedor
Factor PeproTech, Inc.
Neutrofina 3 NT3 L 32-96 ng ml? (Rocky Hill, NJ,
neurotréfico
USA)
(*) Agonista no
Isoprenalina Isoprenalina . 0,1-1-10 pm Sigma Aldrich
. selectivo B1/2
hemisulfato
Inh|b|.dor.de Inljnbl(.jor Calbiochem (San
las tirosin K252a tirosin 0,2 uM .
. . Diego, CA)
cinasas quinasas

Todos los reactivos se disolvieron en agua excepto: isoprenalina 10000 uM que se
disolvié en 4acido ascérbico al 0,01% y K252a 20 uM en DMSO 1%. Las diluciones

posteriores se realizaron con agua.

El medio utilizado para la incubacién de los adipocitos con los estimulos a analizar es el
KRBA explicado anteriormente (apartado 2.4 de la seccion de materiales y métodos). El
medio se enriquecid con albumina para acercar la composicion del medio de incubacién
al medio exterior y fijar los AGL liberados por las células adiposas en el curso de la
hidrdlisis de los TG, evitando la re-esterificacion. Por otra parte, la glucosa contenida en

el KRBA influye favorablemente en la actividad lipolitica de los adipocitos.

En los experimentos de lipdlisis, se afiadié adenosina deaminasa (ADA) (1l ml?t) para
bloquear la actividad antilipolitica de la ADA liberada por los propios adipocitos y de esta
forma aumentar la lipdlisis basal y la estimulada. La suspensién de adipocitos se prepard

diluyendo los adipocitos extraidos junto con el tampdn KRBA en una proporcion 1:10.

Para el experimento, se prepararon tubos eppendorf de 2 ml con 400 pl de suspension

de adipocitos y se estimularon con 4 pl de los estimulos a determinar (NT3 e
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isoprenalina). En los tubos control, los 4 ul de estimulo se sustituyeron por 4 ul de KRBA.
En el caso de los adipocitos humanos aislados, se afiadieron 500 ul de KRBA enriquecido
a las placas. Con el fin de conseguir una cantidad homogénea de adipocitos en cada
tubo, se agitd constante y circularmente la suspension celular previamente a

prepararlos.

Una vez preparados los tubos, se colocaron en el bafio a 372C, con agitacidén constante
y a velocidad lenta (40/50 ciclos/min) durante 30 minutos para estabilizarlos. A
continuacion, se afnadieron los inhibidores en aquellos tubos que fuera necesario y se
incubaron durante 45 minutos. Finalmente, se afiadieron los estimulos y se incubaron
durante 90 minutos, periodo durante el cual la lipdlisis es una funcion lineal del tiempo.
Para detener la incubacién, pasados 90 minutos, se introdujeron los tubos en hielo
durante 15-20 min. Una vez finalizados los 15-20 minutos para detener la reaccién, se
procedio a la medida de la actividad lipolitica. Todos los experimentos se realizaron en

presencia de controles y por duplicado.

Para determinacién de la actividad lipolitica, se tomd como criterio la cantidad de
glicerol liberado por los adipocitos en el medio de incubacién. La liberacién al medio
extracelular refleja de manera fiable la intensidad de la lipdlisis, ya que el glicerol
producido a partir de la hidrélisis de TG es poco metabolizado por los adipocitos debido

a una reducida actividad glicerol quinasa (GK).

La eleccion del glicerol frente a los AGL como medida fiable de lipdlisis se debe a que los
AGL producidos durante la lipdlisis pueden ser re-esterificados por los adipocitos en los
procesos de sintesis de TG, debido a la actividad espontanea de lipogénesis. Como
consecuencia, la cantidad de AGL en el medio de incubacién es la resultante de dos
procesos metabdlicos opuestos, lipdlisis y lipogénesis, por lo que la determinacion de

los AGL constituye un indice de lipdlisis poco fiable.
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Para medir el glicerol, se partio de la reaccién siguiente:

GK GPDH
GLICEROL > a-Glicerolfosfato > Dihidroxiacetonafosfato
ATP = ADP NAD = NADH + H*

GK: Glicerol quinasa

GPDH: Glicerol-fosfato deshidrogenasa

NAD: nicotinamida adenina dinucledtido

Para la medida de glicerol en la suspensién de cada uno de los tubos, se recogieron 60
pl de cada muestra del medio de incubacion de los adipocitos, por duplicado. Las

muestras se obtuvieron del fondo del tubo para evitar la contaminacién con adipocitos

gue se encuentran en la superficie.

Previamente a la determinacién de glicerol, a los 60 ul de muestra a analizar se
afiadieron 300 pl de reactivo enzimatico compuesto por ATP 1,5 mM (Sigma-Aldrich),
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD, 0,5 mM, Sigma-Aldrich), glicerol-fosfato-
deshidrogenasa (GPDH, 8500 unidades L™, Merck), glicerol quinasa (GK, 2357 unidades
L%, Sigma-Aldrich) y tampdn hidracina (1 M, Sigma-Aldrich). El tampdn hidrazina estaba
formado a su vez por glicina (H.NCH.COOH, 0.2 M, Sigma-Aldrich), hidréxido de
hidrazonio (N;HsOH, 1.069 M, Sigma-Aldrich), cloruro de magnesio (MgCl;, 0.2 M,
Sigma-Aldrich) y H,0 bidestilada. Se ajusto el pH hasta 9.8 con NaOH (0,1 N).

La reaccién se produce en presencia de hidrazina, que fija la funcién cetona y favorece
la irreversibilidad de la reaccion. La cantidad de NADH + H* producida es proporcional a

la cantidad de glicerol presente en la muestra a medir.

Una vez preparada la placa, se agité suavemente y se mantuvo durante 40 minutos a

TA. Pasado este tiempo, se realiza la lectura en el espectrofotometro a 340 nm.

7.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las absorbancias obtenidas para cada uno de los estimulos se extrapolaron de la recta
patrén estandar de glicerol (0.05, 0.1, 0.15, 0.2 umoles glicerol/200 ul) y se obtuvo la
concentracion de glicerol para cada uno de los tubos. A su vez, las concentraciones
obtenidas se porcentuaron respecto a la concentracion obtenida en el control

(adipocitos incubados con tampoén en ausencia de ningun estimulo).
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8. HISTOLOGIA

Con el objetivo de determinar si la ausencia de NT3 en el organismo o solo en el
endotelio produce cambios morfoldgicos en el tejido adiposo, se realizaron inclusiones
en parafina de WAT y BAT en dos modelos de ratén Los modelos empleados fueron:
ratones eNT3- y sus controles, eNT3+; y ratones NT3*/y sus controles, NT3*/*. Ambos

modelos estan detallados en el apartado 2.1.3 de la seccién de materiales y métodos.

Tras la diseccion, se lavaron los tejidos con PBS 1X y se introdujeron en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Tras este tiempo, se procedidé a deshidratar
los tejidos con diluciones decrecientes de etanol, después con xileno y, por ultimo, con
parafina. Las inclusiones de muestras de tejido adiposo en parafina, asi como las
tinciones de cortes semifinos con hematoxilina-eosina se realizaron en el departamento

de microscopia del Servicio Central de Apoyo a la Investigacién Experimental (SCSIE).

8.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para el analisis de las muestras se realizo la medida de las areas de los adipocitos. Para
hacer esta medida de forma aleatoria, se midieron 20 adipocitos de 5 preparaciones
para cada muestra, donde se escogid un adipocito central de la preparacién y a partir
de él se midieron 20 cercanos. Este método se empled para las medidas de BAT y para

las de WAT. Estas medidas se repitieron para 5 ratones de cada grupo.

La toma de medidas de las dreas (um?) se realizé con el software Image J (National

institutes of health, USA).

9. TINCION HISTOQUIMICA: DETECCION DE LA
B-GALACTOSIDASA POR X-GAL

El objetivo de estos experimentos es detectar dénde se expresa la NT3 en dos territorios
grasos: WAT y BAT. Para ello, se utilizaron ratones transgénicos NT3*" y sus controles

NT3** (modelos explicados en el apartado 2.1.3 de materiales y métodos)

La deteccidn es posible porque las células que expresan el gen lacZ que codifica a la
enzima galactosidasa (B-gal), al ponerse en contacto con el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-B-D-galactosidasa (X-gal), dan lugar a un producto azul visible. Esto es debido a
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gue la enzima B-gal hidroliza el X-gal generando indoxil que al contacto con el aire se
transforma en indigo insoluble que tiene color azul. Por tanto, las células tefiidas de azul

son aquellas en las que el gen lacZ se ha expresado bajo el promotor de NT3.

En primer lugar, los animales fueron sacrificados y se extrajeron los tejidos tal y como
se indica en los apartados 2.2 y 2.3 de la seccién de materiales y métodos. A
continuacion, se lavaron previamente los tejidos con 1 ml de tampdn fosfato salino (PBS)
0,1 M pH 7.4 y se prepard el tampdn de reaccion que contenia ferricianuro potasico
5mM, deoxicolato sédico 0,01%, MgCl, 2 mM, PO4 0,1 M pH 7.4 y Nonidet P-40 0.02%.
A este tampdn se le afiadid el sustrato X-gal a 1 mg ml?! (Roche) disuelto en

dimetilformamida (Sigma) a 25 mg ml! y se reservé a 372C en oscuridad.

Posteriormente, se realizaron dos incubaciones. En la primera de ellas, se lavan los
tejidos con 300 pL de solucidon A (Tabla 7) en agitacidon suave y se afiaden 500 plL de
soluciéon A a cada tejido, incubandolos durante 30 minutos a TA. A continuacidn, en la
segunda incubacidn se lavaron los tejidos con 300 pL de solucién B con agitacion suave

y se afiadieron 500 pL de solucién B (Tabla 7) durante 5 minutos a TA.

Tras eliminar el liquido de los tejidos, se afiadid 1 ml de tampdn de reacciéon que
contenia X-Gal a cada muestra y se incubd durante 1 hora a 372C en oscuridad. Al acabar
el proceso, se lavaron los tejidos con PBS 0,1 M y se llevaron al estereomicroscopio LEICA

M165 en el que se tomaron fotos a distintos aumentos.

Tabla 7. Composicion de las soluciones A y B para deteccion de la B-Galactosidasa.

Productos Concentracion Inicial Concentracion Final Volumen
Soluciéon A
PO, (pH=7,4) 1M 0,1M 500 plL
MgCl, 1M 2mM 10 uL
EGTA 0,2M 5mM 25 uL
H.0 mQ Hasta 5 ml
Solucién B
PO, Buffer (pH=7,4) 1M 0,1M 500 pL
MgCl, 1M 2mM 10 uL
Deoxicolato sédico 1% 0,01 % 50 pL
Nonidet P-40 10 % 0,02 % 10 uL
H.0 mQ Hasta 5 ml
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10. ESTUDIOS FUNCIONALES DE REACTIVIDAD VASCULAR

Se realizaron estudios funcionales en aorta de ratas Zucker y sus controles con el fin de
determinar si existian diferencias en la relajacion mediada por AR- B2 y B3 en un modelo

animal de sindrome metabdlico.

10.1.EXTRACCION DE LA AORTA Y MONTAJE EN BANO DE ORGANOS

La extraccién de la aorta se realizé mediante toracotomia en ratas Zucker y se siguid el
protocolo indicado en el apartado 2.3 de la seccién de materiales y métodos ya que es

comun para la extraccion del tejido adiposo perivascular de aorta.

Una vez extraido el vaso, con sumo cuidado para no dafarlo, se colocé la aorta en una
placa Petri que contenia la solucion fisioldgica de Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4.75 mM,
CaCl; 1.8 mM, MgCl 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 mM y glucosa 11.0 mM pH=
7.5) burbujeada con carbdgeno (95% O. y 5% COz) y se procedid a la eliminacidn del
tejido adiposo perivascular (explicado en el apartado 2.3 de la seccién de materiales y

métodos), para dejar la pared arterial desnuda.

Previamente al montaje en el bafio de drganos, la arteria se dividiéd en anillos de
aproximadamente 3-4 mm de longitud. Este procedimiento se realizé cuidadosamente
para evitar dafos en el vaso y, sobre todo, dafio endotelial. Los anillos se suspendieron
en el bafio de érganos con 10 ml de solucidon de Krebs. El bafio se mantuvo en todo

momento a 372C y con aporte continuo de carbdgeno (95% O,y 5% CO3).

Para el montaje en el bafio, a través del lumen de cada segmento arterial se introdujeron
dos finos alambres de acero inoxidable, uno se fijé al bafio de érganos y el otro se
conect6 a un transductor isométrico de fuerza - desplazamiento (Grass FT03), acoplado
a un sistema de adquisicion de datos (PowerLab/8SP; ADInstruments). Los cambios de
tension isométrica se registraron mediante un programa informatico (Chart v5;

ADInstruments).

Antes de iniciar cada protocolo experimental, las preparaciones se sometieron a una
tension inicial de 1 gramo y se mantuvieron durante un periodo de estabilizacion de 60
minutos, cambiando la solucién de Krebs cada 20-30 minutos y ajustando la tensién de

las diferentes preparaciones hasta obtener una linea basal estable.
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10.2.FARMACOS UTILIZADOS

Para los experimentos funcionales de érgano aislado se utilizaron diversos farmacos que

estan resumidos en la tabla 8.

Tabla 8. Farmacos utilizados en los estudios de érgano aislado.

c Concentraciones . .
Farmaco Tipo Farmaco Proveedor

(M)
()

Isoprenalina 0,1 nM a 100 uMm
hemisulfato

Agonista adrenérgico no selectivo

Sigma-Aldrich
B12

Sanofi-Aventis
SR 58611A 0,1 nM a 100 uMm Agonista adrenérgico selectivo Bs (Bridgewater,

N.J.)
(R)-(-)
Fenilefrina 1nMaluM Agonista adrenérgico selectivo a; Sigma-Aldrich
hidrocloruro
Acetilcolina 0,1 uM a 100 uMm Agonista colinérgico Sigma-Aldrich

Todos los productos se obtuvieron de Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), excepto el
SR 58611A que fue una donacién de Sanofi-Aventis (Bridgewater, N.J.). Todos los
reactivos se disolvieron en agua excepto: isoprenalina 10 mM que se disolvié en acido
ascorbico al 0,01% y el SR 58611A 10 mM que se disolvid en etanol al 20%. Las diluciones

posteriores de isoprenalina y SR 58611A se realizaron en agua.

10.3. DESCRIPCION DE LOS PROTOCOLOS EXPERIMENTALES
10.3.1. MESETA DE CONTRACCION CON KCL (80 mM)
Al finalizar el periodo de estabilizacién de 60 minutos y para comprobar la capacidad
contrdctil de los vasos, se cambié la solucidon de Krebs por 10 ml de una solucién
despolarizante obtenida de la sustitucién equimolecular en la solucion de Krebs de NaCl

por KCl a una concentracion de 80 mM.

La meseta de contraccion se mantuvo durante 10 minutos y la magnitud de esta
contraccion se tomd como la magnitud de referencia de contraccidn para el resto de

agentes contractiles.

10.3.2. DETERMINACION FUNCIONAL DE LA PRESENCIA DE ENDOTELIO
Tras un periodo de lavado (15 minutos) comprobamos la integridad funcional del

endotelio observando la vasorelajacion mediada por un agonista muscarinico,
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acetilcolina (acetilcolina 0,1 uM a 100 uM), sobre la meseta de contraccién inducida por

una concentracion del agonista a; fenilefrina (FE 1 uM).

Se consideraron las preparaciones con endotelio intacto cuando la relajacion de
acetilcolina respecto a la meseta de contraccion obtenida con FE fue mayor del 70%. Es
importante destacar que, en estos experimentos, se trabajé en presencia de endotelio
funcional. Tras comprobar la integridad funcional del endotelio, se lavaron las
preparaciones con solucion fisioldgica de Krebs y se dejan en estabilizacién durante 30

minutos.

10.3.3. CURVAS CONCENTRACION RESPUESTA
Para realizar las curvas concentracion respuesta (CCR) de contraccion, se afiadieron
contracciones acumulativas crecientes (1 nM a 1 uM) del agente contractil FE cada 5
minutos, hasta alcanzar el maximo de respuesta contractil y producir una meseta de

contraccion estable.

Seguidamente, se inicid un protocolo para estudiar el efecto de la activacion de los AR-
B en el tono vascular analizando la accion relajante de distintos agonistas con un perfil
de selectividad diferente por los subtipos de los AR-B. Para ello, se construyeron las CCR
de relajacidn de los agonistas de los AR-B sobre las mesetas de contraccién inducidas
por FE. Se anadieron concentraciones acumulativas crecientes (0,1 nM a 100 uM) de los
distintos agonistas con distinta selectividad por los subtipos de AR-B: isoprenalina
(agonista no selectivo B1/B2) y SR 58611A (agonista selectivo Bs). Las vasodilataciones
de los diversos compuestos se expresaron como porcentaje de relajacién respecto al

maximo de contraccién producido por la ultima concentracién de FE afiadida al bafio.

10.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las contracciones de FE se expresaron como porcentaje respecto a la contraccion inicial
de KCI (80 mM). Las relajaciones inducidas por acetilcolina y por los agonistas de AR-f3
(isoprenalina, SR 58611A) se expresaron como porcentaje respecto a la contraccion

maxima inducida por FE (1 uM).

Las CCR de contraccién con FE y de relajacién con los diferentes agentes relajantes
(acetilcolina, isoprenalina, SR 58611A) fueron ajustadas por regresién no-lineal

(GraphPad Software, Inc. San Diego CA, USA).
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Se obtuvieron los siguientes parametros caracteristicos:

pPCEso = logaritmo negativo de la ECso (concentracidn a la que el compuesto produce el
50 % del efecto maximo, sea contraccién o relajacion). En el caso de que el ajuste de la
curva sea significativo para dos sitios de unidn, se obtuvieron dos valores de potencia:
PECso(1) y pECs0(2), para el sitio de unién de alta y de baja afinidad, respectivamente. En

este caso también se calculd el porcentaje de receptores que hay en cada sitio.

Emax = efecto maximo contractil o relajante.

11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé6 empleando el software
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc. San Diego CA, USA). Los resultados se
representan como la media * el error estandar de la media (e.e.m.) para las

determinaciones obtenidas de muestras diferentes.

Se analizé la normalidad de los datos de la muestra con el test de de Kolmogorov-
Smirnov seguido por el analisis de la variancia (ANOVA) de una via o dos vias. En caso
comprobarse una distribucion normal, se aplicé el test de Newman-Keuls o la t de
Student. En cambio, si no seguian una distribucién normal se aplicé el test de Kruskal-
Wallis seguido por el test de Dunns o Brown-Forsythe y Welch test. Para establecer
asociaciones entre variables no paramétricas, se calculd la correlacién de Sperman. Un

valor de probabilidad de p<0,05 se consideré significativo.

El andlisis estadistico realizado depende de la técnica y se especifica en cada uno de los

resultados obtenidos en la presente tesis.
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1. EXPRESION DE NT3, TrkC Y LOS TRES SUBTIPOS DE AR-B EN
TEJIDO ADIPOSO DE RATAY HUMANO

1.1. EXPRESION EN TEJIDO ADIPOSO DE RATAS WISTAR
En primer lugar, con el fin de caracterizar la expresion génica y el patron de expresion
proteica de NT3 (codificada por Ntf3) y TrkC (codificada por Ntrk3) asi como de los tres
subtipos de AR-B (codificados por Adrb1, Adrb2 y Adrb3), se eligieron territorios grasos
aislados de ratas macho Wistar adultas (16 semanas). Se eligieron diversos tejidos
representativos de tejido adiposo de tipo pardo: tejido adiposo interescapular (BAT) y
perivascular de aorta (VAT), y de tipo blanco: tejido adiposo visceral (WAT) y perirrenal
(KAT). Como control se empled el cortex cerebral, ya que es un tejido de referencia para
la expresion de NT3 y de su receptor (TrkC) (Katoh-Semba et al., 1996 y Caporali A., et
al 2009). Ademds, se aislaron adipocitos del WAT de rata Wistar (Wad) en los que
también se determinaron los niveles de expresion génica de Ntf3 y de los diferentes

receptores.

NT3 y su receptor TrkC se expresan en todos los tipos de tejido adiposo

Los resultados obtenidos muestran que existe expresidén génica de Ntf3 (Figura 1A) y
Ntrk3 (Figura 1B) en los diferentes territorios grasos, con niveles similares o incluso
superiores a los observados en el cértex cerebral. Los niveles de Ntf3 en BAT y VAT son
similares entre ellos y a los observados en el cortex. Por otra parte, los niveles de Ntf3
en KAT y WAT son superiores a los obtenidos en el resto de los tejidos. A nivel proteico,
se detectaron distintas isoformas de NT3 en todos los tejidos de rata utilizados (35, 25

y 17 kDa) (Figura 1C).

Por lo que respecta a la expresion génica de Ntrk3, es de seialar que los niveles de mRNA
obtenidos en BAT y VAT fueron similares o incluso superiores a los del cortex cerebral
(Figura 1B). Sin embargo, en los territorios de tipo blanco (WAT y KAT) los niveles de
Ntrk3 son inferiores, presentando diferencias significativas respecto a los obtenidos en

BAT.

Los niveles de expresion proteica de TrkC se correlacionan con lo observado para los

niveles génicos y siguen el mismo perfil, detectandose en todos los tejidos una banda a
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110 kDa que fue mayor en cortex cerebral, BAT y VAT respecto a los territorios de tipo

blanco (WAT y KAT) (Figura 1D).
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Figura 1. Analisis comparativo de los niveles de expresion génica y proteica de NT3 (A, C) y
TrkC (B, D) en diferentes tejidos de ratas Wistar (16 semanas): cortex (C, n=3), tejido adiposo
interescapular (BAT, n=6), perivascular de aorta (VAT, n=5), perirenal (KAT, n=5), visceral (WAT,
n=15). Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido de test de Newman-Keuls siendo *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 vs WAT y KAT (Ntf3, A) o los genes indicados (Ntrk3, B). Los valores de
mRNA se expresan como 22%x10*y estdn normalizados usando Gapdh como gen de referencia.
Los resultados representan la media + e.e.m.

En la Figura 2 se muestran los niveles de expresion génica de los tres subtipos de AR-B
en los diferentes tejidos analizados. Los niveles de mRNA del Adrb1, Adrb2 y Adrb3
fueron menores en BAT y VAT respecto a los obtenidos en WAT y KAT, siendo la
diferencia significativa respecto a WAT. Ademas, se puede observar un patréon de
expresion similar en los tejidos de tipo pardo (BAT y VAT) respecto a los de tipo blanco

(WAT y KAT).

En el caso del coértex cerebral de rata se detectd la expresion de Adrb1 y Adrb2, pero no

de Adrb3 (Figura 2).
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Figura 2. Analisis comparativo de los niveles de expresion de los distintos subtipos de Adrb
(Adrb1, Adrb2, Adrb3) en diferentes tejidos de ratas Wistar (16 semanas): cortex (C, n=3), tejido
adiposo interescapular (BAT, n=6), perivascular de aorta (VAT, n=5), visceral (WAT, n=15),
perirrenal (KAT, n=5), Analisis estadistico en los diferentes tipos de tejido adiposo: ANOVA de
una via seguido del test de Newman-Keuls siendo *p<0,05 y **p<0,01 vs WAT. Los valores de
mRNA se expresan como 22%x10*y estdn normalizados usando Gapdh como gen de referencia.
Los resultados representan la media + e.e.m.

La expresion de NT3 es menor en adipocitos aislados respecto a tejido entero

También se compard la expresion de los cinco genes en adipocitos aislados de WAT de
rata Wistar (Wad) respecto al tejido entero (WAT) (Figura 3). Los resultados obtenidos
muestran que la expresién de Ntf3 en adipocitos aislados (Wad) es significativamente
inferior a la detectada en tejido entero (WAT), lo que sugiere que Ntf3 se expresa en
mayor proporcidn en otros tipos celulares que en los adipocitos. De hecho, como se
muestra posteriormente existe una expresiéon mayoritaria de NT3, tanto en WAT como

en BAT, a nivel vascular (ver figura 5, al final de este apartado).

Por otro lado, no se observan diferencias entre la expresion génica de Ntrk3 en Wad
frente a WAT, lo que indica que los adipocitos aislados conservan la expresién de Ntrk3

respecto al tejido entero y confirman la existencia de un papel funcional de este
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receptor en los adipocitos. Asimismo, los niveles de expresién de los 3 subtipos de AR-
(Adrb1, Adrb2, Adrb3) fueron similares en adipocitos aislados (Wad) respecto al tejido

entero (Figura 3).
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Figura 3. Analisis comparativo de la expresion de Ntf3, Ntrk3, Adrb1, Adrb2 y Adrb3 en WAT y
adipocitos aislados de WAT (Wad). Andlisis estadistico: t Student vs WAT, siendo *p<0,05. Los
valores de mRNA se expresan como 22 x10*y estan normalizados usando Gapdh como gen de
referencia. Los resultados representan la media * e.e.m. de n=8.

1.2. EXPRESION EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL HUMANO

Con el fin de determinar si la NT3 y su receptor TrkC se expresan en tejido adiposo
visceral humano (hAT), se analizd la expresidn génica y proteica en muestras obtenidas
de pacientes sometidos a cirugia abdominal indicada por su patologia de base (neoplasia
de colon n=23 y otras patologias n=5). También se analizaron los niveles de expresién
génica de los AR- B1, B2y Bs, principales reguladores de la funcion del tejido adiposo. Se

describen en primer lugar las caracteristicas de la poblacion.

Descripcion de la poblacion utilizada
La tabla 9 muestra las caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes, no
observandose diferencias significativas entre hombres y mujeres excepto en los niveles

de glucosa, mas elevados en las mujeres (p=0,01196).
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas y perfil bioquimico de todos los pacientes del estudio y,
agrupados por género.

Todos (n=28) | Mujeres (n=13) | Hombres (n =15) p-valor
N 73,5+2,1 72,1+2,7 74,8 +3,2
Edad, afios 0,54377
[41-90] [59-87] [41-90]
25,5+0,7 25,5+1,2 25,6+0,9 0,94302
IMC, kg/m?
[19-32] [19-32] [19-31]
970+37 106,8 £5,9 88,5+3,6
Glucosa, mg/dL ! ! 0,01196*
g/ [64-161] [84-161] [64-118]
182,4+6,5 191,0 + 10,2 174,9 + 8,1
Colesterol total, mg/dL 0,22510
[128-245] [131-245] [131-222]
53,8 +3,1 53,5+4,3 54,0+4,7
cHDL, mg/dL 0,93914
[31-93] [31-82] [38-93]
99,6 £5,1 101,7 £8,2 97,9+6,8
cLDL, mg/dL 0,71809
[63-147] [66—139] [63-147]
114,3+ 12,3 124,9 + 19,4 105,1 + 15,8
TG, mg/dL 0,43137
[55-286] [64-286] [55-266]
Hipertensidn arterial 15 (53%) 6 (46%) 9 (60%)
Diabetes mellitus 7 (25%) 3(23%) 4 (27%)
Fumadores activos 3(11%) 1(8%) 2 (13%)
Estilo de vida sedentario 10 (36%) 6 (46%) 4(27%)

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL:
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos. Rango entre corchetes para
variables cuantitativas y porcentajes entre paréntesis para variables dicotdmicas. Los resultados
representan la media + e.e.m. Andlisis estadistico: t Student, siendo *p<0,05.

NT3 y su receptor TrkC se expresan en tejido adiposo humano

En la presente tesis detectamos por primera vez expresién génica de NT3 (codificada
por NTF3),y de su receptor TrkC (codificado por NTRK3) en hAT. Los resultados muestran
que la expresion de NTRK3 es significativamente superior a la de NTF3. Asimismo, se
confirma la expresién de los distintos subtipos de AR-B (codificados por ADRB1, ADRB2
y ADRB3), siendo el mds expresado el ADRB2. Cabe sefialar que los niveles de mRNA de

NTRK3 y ADRB3 fueron similares (Figura 4A).

También se analizd por primera vez la expresién proteica de NT3 y TrkC en hAT,
confirmandose la presencia de ambas proteinas y detectando unos niveles superiores

de TrkC con respecto a NT3, aunque sin alcanzar diferencias significativas (Figura 4B).
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Figura 4. Andlisis comparativo de los niveles de expresion de NTF3, NTRK3 y los distintos
subtipos de ADRB (ADRB1, ADRB2, ADRB3) en tejido adiposo visceral de humanos (hAT). (A)
Niveles de mRNA de NTF3, NTRK3 y los tres subtipos de AR-B en hAT (n=28). Los valores de
MRNA se expresan como 22 x10%y estdn normalizados usando GAPDH como gen de referencia.
Analisis estadistico: test de Kruskal-Wallis seguido del test de comparacién multiple Dunns,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. (B) Western Blot representativo de NT3 y TrkC y cuantificacién
de los niveles de expresion proteica en hAT (n=4) usando Gapdh como referencia. Los resultados
representan la media + e.e.m.
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1.3. LOCALIZACION TISULAR DE NT3

Para profundizar en el analisis de la expresion de NT3 y determinar en qué parte del
tejido adiposo se localiza NT3, se utiliz6 un modelo de ratones modificados
genéticamente heterocigotos para NT3, Ntf3*/¢z (NT3**) y, por tanto, con expresion
reducida de la misma en todo el organismo. Como controles, se utilizaron los ratones
Ntf3*/* (NT3*/*), que forman parte de las mismas cepas modificadas, pero expresan NT3

en su totalidad.

En este modelo animal, se detecta la expresion de NT3 a través de la reaccion
histoquimica producida por la B-galactosidasa, ya que la region que codifica para la
proteina NT3 ha sido reemplazada por el gen lacZ, creando una mutacién nula en los
ratones NT3*-. Los ratones NT3*/* nos sirven de control. Como el gen NT3 ha sido
sustituido por el gen lacZ, pero su promotor no se ha modificado, se tefiiran en azul
aquellas estructuras donde se expresaria NT3, permitiéndonos observar su expresion en

tejido completo.

Tal y como se observa en la figura 5, Unicamente los ratones NT3*/- manifestaron una
reaccion positiva a la B-galactosidasa tifiendo de azul aquellos lugares que expresan
NT3. Los resultados obtenidos nos muestran una expresion mayoritaria de NT3 en los

vasos sanguineos tanto en WAT como en BAT.

Este resultado corrobora la amplia expresion de la NT3 en los tejidos vasculares descrita
anteriormente por otros autores (Caporali et al., 2009) y explica la menor expresiéon de
NT3 en adipocitos aislados (Wad) frente a tejido entero (WAT) de ratas Wistar de 16

semanas de edad descrita en el apartado anterior de esta tesis (ver Figura 3).
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NT3+*
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Figura 5. Imagenes representativas de n=3 experimentos de la tincidon histoquimica por B-
Galactosidasa de tejido adiposo visceral (WAT) y tejido adiposo interescapular (BAT) en
ratones modificados genéticamente: ratones heterocigotos NT3*/y sus controles (NT3*/*). Las
estructuras tefiidas de azul son aquellas que expresan NT3. Las flechas muestran la actividad B-
galactosidasa en vasos sanguineos (vs). Aumento 2,5X; escala de la barra: 1 mm.
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2. EFECTO DE LA NT3 SOBRE LA LIPOLISIS EN ADIPOCITOS
AISLADOS

La presencia del receptor TrkC en adipocitos aislados de rata (Wad), sugiere la existencia
de un papel funcional de este receptor en el tejido adiposo, por lo que se estudid su
posible actividad en la lipdlisis. Para determinar si NT3 via TrkC tiene efectos en el
metabolismo lipidico se aislaron adipocitos de WAT de ratas Wistar de 16 semanas que
se incubaron durante 90 min sin (control) o con NT3 (32 ng ml'! o 96 ng ml?), el
antagonista no selectivo del receptor Trk, K252a (0,2 uM), o con NT3 + K252a (Figura 6).
Ademas, teniendo en cuenta el efecto descrito por los AR-B sobre la lipdlisis, los
adipocitos se incubaron en paralelo con concentraciones crecientes de isoprenalina (0,1,
1y 10 uM). En todos los casos, el glicerol producido por cada uno de estos estimulos se
compard con el producido por los adipocitos control, a los que no se les aplicd ningln

farmaco.

NT3 activa la lipolisis en adipocitos de rata Wistar de 16 semanas

Los resultados muestran que, en Wad, la isoprenalina produce un aumento
concentracién dependiente en la formacion de glicerol (Figura 6). NT3 (32 ng ml-1)
también produce un aumento en la liberacion de glicerol similar al producido por
isoprenalina 0,1 uM, pero una concentracién mayor de NT3 (96 ng ml'!) no produjo una
respuesta mayor. El efecto de NT3 fue inhibido en presencia del antagonista de Trk,
K252a. A su vez, se comprobo que K252a por si solo no producia ningun efecto en los

niveles de glicerol (Figura 6).

En conjunto estos resultados sugieren que NT3 activa la lipdlisis en adipocitos de rata a
través de la estimulacién del receptor Trk, esta actividad lipolitica parece ser menos
eficaz que la inducida por isoprenalina y, por tanto, NT3 debe estar implicado en otras

funciones en el tejido adiposo.
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Figura 6. Efecto lipolitico de NT3 via TrkC en adipocitos viscerales de rata Wistar de 16 semanas
(Wad). Se utilizé: isoprenalina (Iso) a concentracién de 0,1 uM, 1 uM y 10 uM; NT3 a
concentracidn 32 y 96 ng mlt con y sin K252a (0,2 uM); y K525a (0,2 uM). Analisis estadistico:
ANOVA de una via seguido del test de Brown-Forsythe y Welch, siendo *p<0,05, **p<0,01,
***p< 0,001 vs isoprenalina 10 uM, °p < 0,05, °°°p< 0,001 vs isoprenalina 1 uM, ¥p< 0,05 vs NT3
32 ng ml™%. Resultados expresados como % glicerol liberado vs control y representan la media +
e.e.m de n=15 experimentos.
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3. EFECTO DE LA VIA NT3/TrkC SOBRE LA DIFERENCIACION DE
ADIPOCITOS HUMANOS

Analizamos el posible efecto de la via NT3/TrkC en el proceso de la diferenciacién de
adipocitos humanos. Para ello, los preadipocitos humanos fueron diferenciados en
adipocitos durante 15 dias (procedimiento explicado en los apartados 1y 6 de métodos)
en ausencia (control) o presencia de NT3 (32 ng ml!), K252a (0,2 uM) y NT3 (32 ng ml?)
+K252a (0,2 uM).

3.1. CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA DE LOS ADIPOCITOS TRAS SU
DIFERENCIACION EN PRESENCIA DE NT3

NT3 disminuye el tamano de adipocitos humanos

Se observo que el tratamiento crénico con NT3 (32 ng ml?) produjo una disminucion
significativa en el tamano de los adipocitos respecto a adipocitos control no tratados
(Figura 7A 'y B). Ademas, esta disminucion no se reprodujo cuando los adipocitos fueron
diferenciados en presencia de NT3 (32 ng ml?) junto con el antagonista de Trk, K252a

(0,2 uM) o K252a solo (Figura 7Ay B).

A su vez, para determinar si el tratamiento con NT3 (32 ng ml?) producia algtn efecto
sobre la acumulacion de grasa dentro de los adipocitos, se realizaron medidas del
didmetro de las gotas lipidicas (LDs, del inglés lipid droplets). Tal y como se indica en la
Figura 7C, el tratamiento con NT3 no modifico el didmetro de las LDs. Sin embargo, la
incubaciéon con K252a o NT3+K252a aumenté significativamente el tamafo de las LDs

de los adipocitos (Figura 7C).
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Figura 7. Efectos de NT3 en la morfologia de adipocitos humanos diferenciados a partir de
preadipocitos humanos. (A) Imagenes representativas de adipocitos diferenciados a partir de
preadipocitos en presencia de distintos estimulos: ausencia de estimulo (Control), NT3 (32 ng
ml?), K252a (0,2 uM) y NT3 (32 ng ml) + K252a (0,2 uM). Aumento 10X; barra de calibracion
200 um. (B) Cuantificacién del tamafio de los adipocitos (drea, um?). Para cada experimento se
tomaron medidas de 10 adipocitos que se repitieron para 5 campos diferentes. (C)
Cuantificacién del diametro (nm) de las gotas lipidicas (LDs) de los adipocitos. Para cada
experimento se midieron 5 LDs de 5 adipocitos y se repitié para 5 campos diferentes. Andlisis
estadistico: ANOVA de una via seguido del test Newman-Keuls siendo *p< 0,05, **p< 0,01 vs
control, ¥p< 0,05, ¥¥p < 0,01 vs NT3. Los resultados representan la media + e.e.m. de n=5
experimentos.
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3.2. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE UCP-1 EN LOS ADIPOCITOS TRAS
SU DIFERENCIACION EN PRESENCIA DE NT3
Con objeto de determinar si el menor tamano de los adipocitos maduros humanos tras
el proceso de diferenciacion a partir de los preadipocitos en presencia de NT3 estaba
asociado con un aumento del marcador de los adipocitos pardos, UCP-1 (principal
determinante de la termogénesis inducida por frio), se analizé la expresién proteica del

mismo en los adipocitos diferenciados en ausencia (control) y presencia de NT3.
La diferenciacion de adipocitos en presencia de NT3 aumenta la expresion de UCP1

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento crénico con NT3 (32 ng ml?)
durante el proceso de diferenciacion produce un incremento de la expresiéon proteica
de UCP-1 en los adipocitos maduros (Figura 8). Esta observacion, podria justificar la
disminucion de tamafio observada en los adipocitos diferenciados en presencia de NT3

(descrita en el apartado anterior).
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Figura 8. Western Blot y analisis de expresidon proteica de UCP-1 en adipocitos humanos
diferenciados a partir de preadipocitos humanos en ausencia (control) o presencia de NT3 (32
ng ml?). (A) Western Blot representativo de UCP-1/Gapdh. (B) Cuantificacién de la expresion
proteica de UCP-1. Andlisis estadistico: t de Student, siendo *p<0,05. Los resultados representan
la media £ e.e.m. de n=4.
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3.3. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA DE LOS AR-B TRAS SU
DIFERENCIACION EN PRESENCIA DE NT3

En la Figura 9 se muestran los niveles de expresion de los diferentes subtipos de ADRB.
Se puede observar que los niveles de mRNA del ADRB1 y ADRB2 fueron mayores que los
de ADRB3 tanto en preadipocitos como en adipocitos diferenciados. En preadipocitos,
los niveles de mRNA del ADRB3 fueron indetectables (Figura 9C). La diferenciacién en
presencia de NT3 disminuyd significativamente los niveles de expresion del ADRB1
(Figura 9A), no modifico la expresion del ADRB2 (Figura 9B), y produjo una disminucién

de ADRB3 que no alcanzé significacion estadistica. (Figura 9C).
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Figura 9. Analisis comparativo de los niveles de expresidn génica de los distintos subtipos de
AR-B (ADRB1, ADRB2, ADRB3) en preadipocitos (Pre-Ad) y adipocitos humanos diferenciados
en ausencia (control, Ad) o presencia de NT3 (32 ng ml, Ad + NT3). Andlisis estadistico: t de
Student, siendo *p<0,05 vs. adipocitos control (Ad). Los valores de mRNA se expresan como
28 x10* y estdn normalizados usando GAPDH como gen de referencia. Los resultados
representan la media + e.e.m. de n=5 experimentos.
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4. EXPRESION GENICA Y CAMBIOS MORFOLOGICOS EN TEJIDO
ADIPOSO DE RATONES MODIFICADOS GENETICAMENTE CON
UNA EXPRESION REDUCIDA DE NT3

Con objeto de analizar el papel funcional de NT3 in vivo utilizamos ratones modificados
genéticamente con una expresiéon reducida de NT3. Los modelos escogidos para el
estudio son dos. En el primer modelo, los ratones son heterocigotos para NT3, los
ratones utilizados Ntf3*/7 (NT3*/) expresan niveles reducidos de NT3. En el segundo
modelo, los ratones Ntf3floxt/flox2. Tie-Cre*/? (eNT3-), tienen delecionada la expresidn
génica de NT3 en el endotelio. En ambos casos, los ratones usados como control forman
parte de las mismas cepas modificadas, pero expresan NT3 en su totalidad, se trata de

los ratones Ntf3** (NT3*/+) y Ntf3floxl/flox2. Tie-Cre?° (eNT3-), respectivamente.

En primer lugar, se analizé la expresion de los genes estudiados en la presente tesis
(Ntf3, Ntrk3, Adrb1, Adrb2 y Adrb3), con objeto de determinar si la expresion reducida
de NT3 conlleva cambios en la expresion de su receptor y/o de los subtipos de AR-B. Se
analizé, ademas, si existen diferencias en las medidas antropométricas y bioquimicas de
estos animales y, por ultimo, se estudid histolégicamente el tejido adiposo para
cuantificar posibles cambios en la morfologia y el tamafio de los adipocitos. Los dos

territorios grasos objeto de estudio son: WAT y BAT.

4.1. EXPRESION GENICA DE Ntf3, Ntrk3 Y LOS TRES SUBTIPOS DE Adrb

Los ratones con expresion de NT3 endotelial reprimida presentan en WAT y BAT

niveles inferiores de mRNA de Ntf3, Ntrk3 y Adrb3 respecto a sus controles.

En los ratones heterocigotos para NT3 (NT3*/"), los datos muestran que, efectivamente,
tanto en WAT como en BAT, hay una disminucidn significativa en los niveles de mRNA
para NT3 respecto a sus controles (NT3**) (Figura 10A y B). No se detectaron diferencias,
en WAT ni en BAT, en la expresion génica de Ntrk3y de los tres subtipos de Adrb: Adrb1,
Adrb2 y Adrb3 (Figura 10A y B).

Los ratones con expresion endotelial de NT3 reprimida (eNT3-), también presentan una
disminucion significativa en los niveles de mRNA para NT3 respecto a sus controles

(eNT3+), tanto en WAT como en BAT (Figura 10Cy D). Sin embargo, en ambos territorios
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adiposos, los ratones eNT3- presentan niveles de Ntrk3 y Adrb3 inferiores respecto a sus
controles (eNT3+), siendo en todos los casos la diferencia significativa (Figura 10C y D).
No se detectaron cambios en los niveles de expresidon de Adrb1 o Adrb2, tanto en WAT

como en BAT (Figura 10Cy D).
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Figura 10. Analisis comparativo de los cambios en los niveles de expresion génica en tejido
adiposo visceral (WAT, A y C) e interescapular (BAT, B y D) de ratones modificados
genéticamente heterocigotos para NT3 (NT3 */, n=6,) y sus controles (NT3*/*, n=8) (Ay B) y, de
ratones sin expresion de NT3 endotelial (eNT3-, n=11) y sus controles (eNT3+, n=11) (C y D).
Expresion génica de Ntf3, Ntrk3 y los 3 subtipos de AR-B (Adrbl, Adrb2 y Adrb3). Analisis
estadistico: t de Student, siendo *p<0,05 vs controles. Los valores de mRNA se expresan como
2°8¢ x10* y estdn normalizados usando Gapdh como gen de referencia. Los resultados
representan la media + e.e.m.
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4.2. VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y PARAMETROS BIOQUIMICOS

Se midieron las siguientes variables antropométricas en los diferentes grupos de

animales: edad, talla, peso corporal, peso de los depdsitos de grasa (WAT, BAT, KAT) por

peso corporal, tamafio de los depdsitos de grasa (WAT, BAT, KAT) y perimetro

abdominal. Asimismo, como marcadores bioquimicos se analizaron los niveles de

colesterol total, cHDL, cLDL, TG y glucosa en sangre. No se observaron diferencias

significativas en ninguna de las variables analizadas entre los ratones eNT3- y sus

controles, eNT3+ ni entre los ratones NT3*/ y sus controles, NT3*/* (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis del peso corporal, depésitos de grasa y marcadores bioquimicos en plasma
de ratones modificados genéticamente con expresion deficiente de NT3.

NT3 +/+ NT3 +/- eNT3+ eNT3-
(n=8) (n=6) (n=11) (n=11)
35,8+0,4 38,5+2,3 57,1+5,1 53,3+3,0
Edad, semanas
38,1+1,7 37,2+2,7 34,3+0,4 31,7+1,2
Peso corporal, gr
WAT/peso corporal, gr 1,6 +0,5 1,6+0,6 2,5+0,2 2,17+0,6
KAT/Peso corporal, gr 0,1+0,05 0,04 + 0,03 0,1+0,03 0,2+0,1
BAT/Peso corporal, gr 0,5+0,06 0,4 +0,07 0,3%0,1 0,4+0,1
Longitud WAT, cm 3,4+0,5 2,3+0,9 39+04 2,8+0,6
Longitud BAT, cm 1,6 +£0,10 1,2+0,2 1,1+0,1 1,2+0,1
, 10,4 + 0,23 9,0%+0,3 9,0%0,3 9,7+0,2
Talla raton, cm
; . 9,8+0,73 9,5+0,6 10,5+0,0 9,0+0,5
Perimetro abdominal, cm
139,2 +15,5 160,7 £ 23,4 180,0+ 13,9 174,2 + 13,2
Glucosa, mg/dL
Colesterol total, mg/dL 133,4+4,2 129,5+7,1 123,7 +13,7 100,5+ 8,7
CHDL, mg/dL 70,1+4,3 72,7 +3,9 52,9+5,3 45,2 +5,6
cLDL, mg/dL 49,1+5,5 34,7 +5,0 56,6 £9,3 40,8+3,4
TG, mg/dL 149,4 + 24,3 154,0 £ 39,0 77,0+8,5 87,2+10,6

Ratones heterocigotos (NT3*/") y sus controles (NT3*/*) y ratones sin expresiéon endotelial (eNT3-)
y sus controles (eNT3+). cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad: TG: triglicéridos. Los resultados representan la media +
e.e.m de n experimentos.
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4.3. CAMBIOS MORFOLOGICOS Y EN LA EXPRESION DE UCP-1 EN TEJIDO
ADIPOSO VISCERAL E INTERESCAPULAR
Por ultimo, se analizd si existian cambios morfoldgicos en el tejido y en los adipocitos de

WAT y BAT.

Ambos modelos de ratones modificados genéticamente presentan aumento del

tamaio de los adipocitos frente a sus controles.

Los resultados del estudio histoldgico indican que los ratones heterocigotos para NT3
(NT3*") presentaban tanto en WAT como en BAT, un aumento significativo del drea de

los adipocitos frente a sus controles (NT3**) (Figura 11Ay B).

El analisis histolégico del tejido adiposo de ratones eNT3- y sus controles (eNT3+)
muestra que los ratones eNT3- presentan también hipertrofia de los adipocitos,
detectandose un aumento del area significativo en los dos territorios analizados, WAT y
BAT (Figura 11C y D). Ademas, en los cortes histologicos de BAT puede apreciarse un

aumento de las LDs en los ratones eNT3- (Figura 11C).

Es de destacar que, en este grupo de animales (eNT3-), el aumento del tamafio de los
adipocitos viene acompafiado de una disminucion en la expresidn génica del Adbr3 en
WAT y BAT de ratones eNT3- frente a sus controles, eNT3+ (ver apartado 4.1 de

resultados, Figura 10Cy D).
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Figura 11. Andlisis comparativo de los cambios morfolégicos y en el drea (um?) en tejido
adiposo visceral (WAT) y tejido adiposo interescapular (BAT) de ratones con expresion
endotelial de NT3 reprimida. Cortes representativos de 5um de grosor de WAT y BAT
embebidos en parafina con tincién hematoxilina-eosina de ratones NT3** y NT3*- (A) y de
ratones eNT3- y eNT3+ (C) (aumento 20X; escala barra: 100 um). Areas (um?) de los adipocitos
de WAT y BAT de ratones NT3**y NT3*/ (B) y de ratones eNT3-y eNT3+ (D). Andlisis estadistico:
t de Student, siendo *p< 0,05. Los resultados representan la media + e.e.m. de n=4 ratones; para
las dreas se tomaron valores de 100 adipocitos de 5 campos diferentes para cada raton.
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Los ratones con expresion de NT3 endotelial reprimida presentan mayores niveles de

UCP-1 en BAT respecto a sus controles.

Finalmente, se analizé si también podian producirse cambios en los niveles de UCP-1 en
BAT de estos ratones. En efecto, como muestra la figura 12, los ratones eNT3- presentan
una disminucidon en los niveles de UCP-1 en BAT respecto a sus controles, los ratones

eNT3+.

En conjunto estos resultados muestran que NT3 endotelial modula el tamafio y la

expresion de UCP-1 en adipocitos no solo in vitro sino también in vivo.

eNT3+ eNT3 -

UCP-1 '?!-_-““‘ 33 kDa

Gapdh - pen— L. & JER0n
UCP-1
200
= 1507
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(E]%_ . i
o 1 .
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Figura 12. Western Blot representativo y andlisis cuantitativo de la expresion proteica de
UCP-1/Gapdh en tejido adiposo interescapular (BAT) de ratones modificados genéticamente
sin expresion de NT3 endotelial (eNT3-, n=4) y sus controles (eNT3+, n=4). Analisis estadistico:
t de Student, siendo *p<0,05 vs controles. Los resultados representan la media + e.e.m. de n=4.
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5. NT3 Y RIESGO CARDIOMETABOLICO

5.1. NT3 Y RIESGO CARDIOMETABOLICO EN RATAS ZUCKER

Las ratas Zucker constituyen un modelo genético de obesidad caracterizado por una
expresion y actividad disminuidas de los AR-B3 en el tejido adiposo (Charon et al., 1995).
En concreto, se caracterizan por presentar obesidad genética, insulinorresistencia,

intolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico e hiperlipemia (Vickers et al., 2011).

Se evalud si existian cambios en los niveles de expresidn de los genes Ntf3, Ntrk3 y los 3
subtipos de Adrb (Adrb1, Adrb2 y Adrb3), asi como de expresion proteica de NT3 y TrkC

en WAT, BAT de ratas Zucker obesas respecto a sus controles.

Ademas, se evalud la funcionalidad vascular mediada por el sistema adrenérgico
mediante experimentos de contractilidad (activacion a1 adrenérgica) y relajacion
(activacion B adrenérgica) utilizando aorta aislada, asi como la funcién endotelial

(relajacion por acetilcolina).

En primer lugar, se analizé y comparo el perfil lipidico de ambos grupos de ratas Zucker
con el fin de caracterizar las diferencias entre las mismas. No se realizé la determinacién
de la glucosa dado que el modelo de ratas Zucker no presentan intrinsecamente
alteraciones en la glucosa sanguinea. Los pardmetros del perfil lipidico se encuentran
resumidos en la tabla 11. Al analizar las diferencias, todos los parametros lipidicos
fueron significativamente mayores en las ratas Zucker obesas (Zob) respecto a sus

controles (Zc).
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Tabla 11. Variables antropométricas y perfil lipidico de un modelo de ratas con sindrome

metabdlico Zucker: ratas Zucker obesas y sus controles.

Zucker control (n=5) Zucker obesas (n=3)
Edad, semanas. 35 35
Peso, gramos 455,2 +8,7 612,3 £ 36,2**
TG, mg/dl 221,2+£25,9 887 +2,0%***
Colesterol, mg/dl 160,0 £+ 6,6 310,0 £ 12,5%***
cHDL, mg/dI 58,6 +3,5 104,0 £ 5,5%**
Colesterol No-HDL, mg/d| 101,4+3,3 205,3 £ 9,7****

TG:triglicéridos; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; colesterol no-HDL:
colesterol total — cHDL. Datos representados como la media + e.e.m. Analisis estadistico: t de
Student, siendo **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001.

5.1.1. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE NT3, TrkC Y AR B

La expresion génica de Adrb3 disminuye en WAT, pero no en BAT de ratas Zucker

obesas respecto a sus controles.

De forma similar a lo descrito en las ratas Wistar, los niveles de expresion génica del
Adrb3, tanto en las ratas Zucker obesas como en sus controles, fueron mucho mayores

que los del Adrb1 y Adrb2 (Figura 13).

Cuando se analizé si existian cambios en los niveles de expresion de los Adrb en ambos
grupos de ratas Zucker, vimos que tanto en WAT como en BAT de ratas Zucker obesas
se detectd un aumento en los niveles de mRNA del Adrb2 respecto a sus controles
(Figura 13Cy D), mientras que no hubo cambios en la expresién del Adrb1 (Figura 13Ay
B). Ademas, las ratas Zucker obesas presentan una disminucion del Adrb3 en WAT

(Figura 13E), pero no en BAT (Figura 13F).

En ratas Zucker obesas disminuye la expresion génica de Ntf3 mientras que aumenta

la de Ntrk3 en WAT, pero no en BAT.

Nuestros resultados demuestran una disminucion significativa en los niveles de mRNA
de Ntf3 en WAT y un aumento significativo en BAT de ratas Zucker obesas en

comparacion con sus controles (Figura 14A y B).
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En paralelo, detectamos un aumento significativo en los niveles de expresidon génica de
Ntrk3, en WAT de las ratas Zucker obesas (Figura 14D), sin cambios aparentes en BAT
(Figura 14E).

Respecto a la expresion proteica de NT3, de forma similar a lo descrito en las ratas
Wistar, se detectaron distintas bandas a, aproximadamente, 20, 25 y 35 kDa, que
posiblemente se corresponden a distintas isoformas de NT3. Lo mas destacable es el

patron de las bandas en cada uno de los tejidos y para cada grupo de animales.

En WAT, el patron de expresion de NT3 es similar en las Zucker obesas y en sus controles,
observandose bandas a 20y 25 kDa, pero no a 35 kDa (Figura 14C). Sin embargo, en BAT
el patron de expresion varia entre las Zucker control y las obesas; mientras que en las
Zucker control se detecta una banda mayoritaria a 35 kDa, las obesas presentan un
patrén similar al descrito en WAT (bandas a 20 y 25 kDa, pero no a 35 kDa) (Figura 14C).
Estos resultados sugieren un cambio en el patrén de expresion de la NT3 del BAT de las

ratas Zucker obesas que se asemeja al obtenido en WAT

Respecto a la expresidn proteica de TrkC se detecta en ambos tipos de tejidos adiposos,
de forma similar a lo descrito en las ratas Wistar, una Unica banda a 110 kDa. Los niveles
de expresion se correlacionan con lo descrito para la expresidn génica, observandose un
aumento en la expresidon proteica de TrkC en WAT de ratas Zucker obesas vs sus

controles y no detectandose cambios en BAT (Figura 14F).
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Figura 13. Analisis comparativo de los cambios en los niveles de expresidon génica de los 3
subtipos de AR-B (Adrb1, Adrb2, Adrb3) en tejido adiposo visceral (WAT) e interescapular
(BAT) de ratas Zucker obesas (Zob, n=3) y sus controles (Zc, n=5). Expresion génica de: Adrbl
en WAT (A) y BAT (B), Adrb2 en WAT (C) y BAT (D) y Adrb3 en WAT (E) y BAT (F). Analisis
estadistico: t de Student, siendo *p<0,05. Los valores de mRNA se expresan como 22 x10%y
estan normalizados usando Gapdh como gen de referencia. Los resultados representan la media
de n experimentos.
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Figura 14. Andlisis comparativo de los cambios en los niveles de expresion génica y proteica
de NT3 y TrkC en tejido adiposo visceral (WAT) e interescapular (BAT) de ratas Zucker obesas
(Zob, n=3) y sus controles (Zc, n=5). Expresion génica en WAT (A, D) y BAT (B, E). Western
Blot representativos (C, F). Analisis estadistico: t de Student, siendo siendo *p<0,05, **p<0,01.
Los valores de mRNA se expresan como 22x10%y estan normalizados usando Gapdh como gen
de referencia. Los resultados representan la media + e.e.m de n experimentos.
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5.1.2. CAMBIOS EN LA FUNCIONALIDAD VASCULAR

Se realizaron experimentos en anillos de aorta aislados de ratas Zucker obesas y sus
controles en bafio de drganos. Para examinar la funcionalidad mediada por el sistema
adrenérgico se analizod la contraccion inducida por la activacién de AR-a1 y la relajacidon
inducida por AR-B vy, para determinar la funcionalidad del endotelio se examind la
relajacién inducida por acetilcolina. El protocolo experimental utilizado se ha descrito

en el apartado 10 de materiales y métodos y se indica en el esquema 1 a continuacion.

Acetilcolina Isoprenalina/
L (0,1 M 100 pM) SR58611A
(0,1nM a 100 uM)
15 L 30
FE1
KCl 80 mM UM CCRFE
Agente Contractil a
(I1nMalum)

Esquema 1. Protocolo experimental disefiado para estudiar la contraccion mediada por la
activacion de AR-ay (Fenilefrina) y la relajacion mediada por la activacion de AR-B
(isoprenalina, selectivo Bi1 y B y SR 58611A selectivo Bs) o por acetilcolina.
FE: fenilefrina, CCR: curva concentracidn-respuesta, L: lavado.

Funcionalidad endotelial
La adicién acumulativa de concentraciones crecientes de acetilcolina dio lugar a curvas
concentracion-respuesta (CCR) de relajacion en ambos grupos de animales

detectandose diferencias significativas en la potencia (pECgqg) pero no en el efecto

maximo (Emax) entre ratas Zucker obesas y sus controles. (Figura 15A).

Contractilidad mediada por AR-a1

La fenilefrina (FE: agonista selectivo de AR a) dio lugar a CCR de contraccion que fueron
muy similares en las ratas Zucker obesas y sus controles. No se observan diferencias ni
en la potencia (pECsp) ni en el efecto maximo (Emax) entre ambos grupos de animales

(Figura 15B).

Relajacion mediada por AR-B
Se realizaron CCR de relajacién en las que se emplearon dos agonistas de AR-B:

isoprenalina (selectivo B1y B2) y SR 58611A (selectivo Bs3). Para ello, sobre la meseta de
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contraccion inducida tras la CCR de FE se adicionaron al bafio concentraciones

acumulativas crecientes de isoprenalina o SR 58611A (Esquema 1).

La isoprenalina relajé de forma concentracion-dependiente la contraccién inducida por
FE (1 uM) (Figura 15C). En las ratas Zucker obesas el efecto relajante de la isoprenalina
fue menor respecto a sus controles, aunque no se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas ni en la potencia (pECsp) ni en el efecto maximo (Emax)

(Figura 15C).

Las CCR de relajacién obtenidas al afiadir concentraciones acumulativas crecientes de
SR 58611A fueron bifasicas tanto en las ratas Zucker obesas como en sus controles
(Figura 15D). El analisis de dichas curvas dio lugar a dos poblaciones de receptores, una
con alta potencia para el SR 58611A (pECsp 1) que corresponde al subtipo B3y otra por
los que el SR 58611A tiene una menor potencia (pECso 2) que corresponde a los AR- B1
y/o B2 (Figura 15D). Los resultados muestran que hubo una disminucidn significativa en
la potencia por el sitio de alta afinidad del SR 58611A en las ratas Zucker obesas respecto

a sus controles.
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Figura 15. Curvas concentracidon-respuesta (CCR) con diferentes agonistas y parametros
obtenidos en aorta de ratas Zucker obesas y sus controles. CCR de relajacidon con: agonista
muscarinico acetilcolina (A) agonista al fenilefrina (B) agonista B Isoprenalina (B1y B2 selectivo)
(C) y agonista B SR 58611A (Bs selectivo) (D). pEC50: -log [agonista] (M) necesaria para producir
el 50 % del efecto maximo (Emax). pEC50 (1) y (2): pEC50 para sitio de unién de alta y baja
potencia. % Sitio 1: porcentaje del sitio de alta potencia. Analisis estadistico: t de Student,

*p<0,05. Los resultados representan la media + e.e.m
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5.2. NT3 Y RIESGO CARDIOMETABOLICO EN HUMANOS

5.2.1. PACIENTES CON NORMO PESO O CON OBESIDAD DE GRADO 1

Se analizd la relacién de la via NT3/TrkC con los factores de riesgo cardiometabdlico en
la poblacion inicial de pacientes definida en la tabla 9 (apartado 1.2 de resultados), en
los que habiamos determinado la expresion de NT3, TrkC y los tres subtipos de AR-B en
hAT. Estos pacientes tienen un IMC medio (25,5 + 0,7 kg/m?) que los sitia por debajo
del umbral de la obesidad, aunque el rango [19-32 kg/m?] incluye desde pacientes con
normo peso hasta pacientes con obesidad de grado 1. En cualquier caso, no

encontramos pacientes con obesidad moderada-severa.

En primer lugar, se determinaron si existian diferencias en las caracteristicas
demogriéficas y en el perfil bioquimico de la poblacidn segun la presencia o no de HTA
(normotensos o hipertensos), DM tipo 2 (presencia o ausencia) o segun el estilo de vida
(sedentario o activo). Todos los datos se recogen en las tablas 12, 13 y 14. En ningun
caso se observaron diferencias significativas, salvo por unos mayores niveles de TG en
poblacién normotensa con respecto a hipertensa (p=0,01195). Por lo que, podemos
concluir que las caracteristicas de la poblaciéon no difieren significativamente en

términos de DM tipo 2, HTA y estilo de vida.

Tabla 12. Caracteristicas demograficas y perfil bioquimico de todos los pacientes agrupados
por la presencia o ausencia de hipertension arterial.

Normotensos Hipertensos

(n=13) (n = 15) p-valor
Edad, afios 77,5£1,9 70,2+3,5 0,08766
IMC, kg/m? 26,3+1,1 24,8+1,0 0,32745
Glucosa, mg/dL 97,3+5,1 96,7 +5,6 0,94061
Colesterol total, mg/dL 183,0+9,9 181,9+8,9 0,93277
cHDL, mg/dL 49,4+2,8 58,2+5,5 0,16588
cLDL, mg/dL 98,2+38,3 101,1+6,5 0,78466
TG, mg/dL 146,4 + 22,8 84,5+6,0 0,01195*

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL:

colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos. Los resultados representan

la media £ e.e.m. Andlisis estadistico: t Student, siendo *p<0,05.
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Tabla 13. Caracteristicas demograficas y perfil bioquimico de todos los pacientes agrupados

por la presencia o ausencia de diabetes mellitus.

No diabéticos Diabéticos

(n=21) (n=7) AL
Edad, afios 72,9+2,4 75,7 4,3 0,56942
IMC, kg/m? 25,8+0,8 24,7+1,6 0,52029
Glucosa, mg/dL 96,1+3,1 99,6 +12,4 0,69902
Colesterol total, mg/dL 184,7+8,0 175,4+10,9 0,54707
cHDL, mg/dL 55,6 4,1 48,8 +3,5 0,34822
cLDL, mg/dL 95,0+5,9 112,0+9,1 0,14427
TG, mg/dL 124,4 +15,7 84,0%5,2 0,15718

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL:
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos. Los resultados representan
la media £ e.e.m. Andlisis estadistico: t Student.

Tabla 14. Caracteristicas demograficas y perfil bioquimico y de todos los pacientes agrupados

por el estilo de vida.

Activo (n = 18) Sedentario (n = 10) p-valor
Edad, afios 73,129 74,5+3,0 0,75081
IMC, kg/m? 25,3+1,0 25,9+0,9 0,67988
Glucosa, mg/dL 92,6 +3,9 104,9+7,5 0,11677
Colesterol total, mg/dL 184,6 £6,7 178,4+14,1 0,65633
cHDL, mg/dL 53,5+3,6 54,4 + 36,6 0,89070
cLDL, mg/dL 103,8+5,5 90,8+10,8 0,24762
TG, mg/dL 122,9+15,0 98,8+21,4 0,35524

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL:
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos. Los resultados representan
la media £ e.e.m. Andlisis estadistico: t Student.

Cambios en los niveles de expresion génica de NTF3, NTRK3 y los 3 subtipos de ADRB

segun su patologia (HTA, DM tipo 2) y su estilo de vida

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de mRNA de
NTF3, NTRK3 y los 3 subtipos de ADRB en funcidon de que los pacientes padecieran o no
HTA o DM tipo 2 (resultados no mostrados). Sin embargo, al comparar los cambios en
mujeres y hombres en funcion de su estilo de vida (activo o sedentario) se observo,

como se muestra en la Figura 16B, una expresion menor en los niveles de ADRB2 en los
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pacientes con vida sedentaria vs vida activa no obteniéndose diferencias significativas

en los otros genes analizados.
Correlacion entre los niveles de expresion génica y las variables clinicas

Con objeto de determinar si existe alguna relacion entre los niveles de expresion de los
genes analizados y las variables clinicas de los pacientes (IMC, glucemia y perfil lipidico)

se realizaron correlaciones entre ambos tipos de parametros.
La expresion génica de ADRB3 disminuye con el IMC

Se encontrd una correlacidn inversa entre la expresion de ADRB3 en hAT y el IMC
de los pacientes (Figura 16A), pero no se correlaciona con el resto de las variables

clinicas (glucosa y parametros lipidicos).

En cualquier caso, no se obtuvieron correlaciones significativas entre los genes NTF3 y

NTRK3 con las demas variables clinicas.
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Figura 16. Representacion grafica de la correlacidon observada entre los niveles de mRNA de
de ADRB3 en tejido adiposo retroperitoneal (hAT) de humanos y el IMC de los pacientes (A).
La correlacion significativa de Spearman (*p<0,05) se representa como una linea continua.
Niveles de mRNA de ADRB2 en hAT de hombres y mujeres con vida sedentaria vs activa (B).
Anélisis estadistico: ANOVA de dos vias, *p<0,05. Los valores de mRNA se expresan como 24
x10*y estdn normalizados usando GAPDH como gen de referencia. Los resultados representan
la media £ e.e.m. de n=28.
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5.2.2. PACIENTES CON OBESIDAD MODERADA-SEVERA

A continuacién, ampliamos el estudio inicial con un segundo grupo de pacientes con
obesidad (IMC>35 kg/m?) sometidos a cirugia bariatrica, analizando el patrén de
expresion de NT3, TrkC y los tres subtipos de AR-B en tejido adiposo visceral (hAT) y las

correlaciones de estos valores de expresidn con las variables clinicas de los pacientes.

Descripcion de la poblacion utilizada

Las caracteristicas de la poblacion estan descritas en la tabla 15. Tal y como se observa,
la poblacidn estudiada no es homogénea respecto al género ya que participan un 73%
de mujeres y un 27% de hombres y, ademas, el porcentaje de pacientes con HTA o DM
tipo 2 es también diferente en mujeres (0% 6 9%, respectivamente) respecto a hombres
(50% 6 83%, respectivamente), por lo que no se ha podido analizar si existen diferencias
en los parametros clinicos en funcidén del género. Ademas, debido al tamano de la
muestra y al no ser la poblacion homogénea, tampoco se han podido establecer analisis
de la expresiéon de los genes segun la patologia (hipertensos o diabéticos) o el estilo de

vida.
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Tabla 15. Caracteristicas demograficas y perfil bioquimico de todos los pacientes con obesidad
sometidos a cirugia bariatrica y, agrupados por género.

Total Mujeres Hombres
(n=22) (n=16, 72,7%) (n=6, 27,3%)
N 41,0+ 2,0 38,5+2,2 47,6 £3,9
Edad, afios
[26 - 57] [26-56] [33-57]
IMC, (kg/m?) antes de pérdida 46,9+1,3 476 +1,6 45,1+2,7
ponderal [37 -63] [37-63] [37-56]
IMC, (kg/m?) previo a la 44,8 +1,3 459+1,4 41,8+2,7
cirugia, tras pérdida ponderal [35—-62] [39-62] [35-52]
100,6 £ 6,8 92,5+4,1 120,7 £ 18,9
Glucosa, mg/dL
[75 - 192] [75-122] [87-192]
58+0,2 5510,1 6,710,6
HbA1c (%)
[5-9] [5-6] [6-9]
. 25,2 +3,2 23,9+3,6 28,6 +6,6
Insulina, mIU/L
[7 —55] [7-55] [16-51]
6,9+1,4 57+1,1 10,0 + 3,8
HOMA-IR
[1- 24] [1-15] [4-24]
103,5+ 8,4 95,1+10,1 124,5+ 14,6
TG, mg/dL
[55— 193] [55-193] [68-173]
152,9%6,1 157,8+7,1 140,5+12,1
Colesterol total, mg/dL
[109 —193] [109-193] [110-174]
101,2 +£5,2 108,7 £5,4 82,5+12,2
cLDL, mg/dL
[45 —143] [71-143] [45-117]
40,6 £1,3 39,2+1,4 44,0+ 2,2
cHDL, mg/dL
[29-51] [29-49] [35-51]
112,3+5,6 118,6 6,4 96,5+ 10,8
Colesterol no-HDL, mg/dL
[66 — 150] [74-15] [66-123]
Dislipemia 3 (14%) 1(6%) 2 (33%)
Hipertension arterial 3 (14%) 0 (0%) 3 (50 %)
Diabetes mellitus 7 (32%) 2 (12%) 5(83 %)
Tabaquismo activo 2 (9%) 2 (12%) 0 (0%)
Estilo de vida sedentario 15 (68%) 11 (69%) 4 (67%)

IMC: indice de masa corporal; HbAlc: hemoglobina glicosilada Alc; HOMA-IR: modelo
homeostatico de resistencia a la insulina; TG:triglicéridos; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; colesterol no-HDL:
Colesterol total — cHDL. Rango entre corchetes para variables cuantitativas y porcentajes entre
paréntesis para variables dicotdmicas. Los resultados representan la media + e.e.m.
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NT3 y su receptor TrkC se expresan en tejido adiposo de pacientes con obesidad

En la figura 17 se puede observar que el tejido adiposo de pacientes con obesidad
también expresa los cinco genes estudiados (NTF3, NTRK3, ADRB1, ADRB2 y ADRB3). El
patron de expresion es similar al obtenido en tejido adiposo de la poblacion de pacientes
inicial sin obesidad relevante (Ver Figura 4A, apartado 1.2 de resultados). Asi, la
expresion de NTRK3 es superior a la de NTF3, pero la diferencia no llega a ser
significativa. Respecto a la expresion de los distintos subtipos de ADRB, se confirma que
existe una expresion elevada del subtipo ADRB2 y una expresion muy reducida del

ADRBS3 (Figura 17).
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Figura 17. Anadlisis comparativo de los niveles de expresion de NTF3, NTRK3 y los distintos
subtipos de ADRB (ADRB1, ADRB2, ADRB3) en tejido adiposo retroperitoneal (hAT) de
humanos con obesidad. Niveles de mMRNA de NTF3, NTRK3 y los tres subtipos de AR-B en hAT
(n=22). Los valores de mRNA se expresan como 2 x10%y estan normalizados usando GAPDH
como gen de referencia. Analisis estadistico: test de Kruskal-Wallis seguido del test de
comparacion multiple Dunns, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Los resultados
representan la media + e.e.m.

Aunqgue se puede observar niveles de expresion menores de NTF3 y NTRK3 en la
poblacién de obesos vs la poblacion inicial sin obesidad relevante, no se han podido
establecer comparaciones validas ya que hay diferencias importantes entre ambos
grupos, mas alla del IMC. Asi, parten de una indicacion de cirugia abdominal de etiologia
muy diferente (patologia neoplasica tumoral vs cirugia bariatrica) y proceden de centros
hospitalarios de regiones diferentes. Ademas, existe una diferencia significativa en la
edad de las poblaciones con obesidad (41 + 2,0, n=22) y sin obesidad relevante (73,5 +

2,1, n=28) (p<0,001), siendo este uno de los factores que hemos demostrado en la
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presente tesis que influye en los niveles de expresion de los genes analizados (ver

apartado 6 de resultados).

Por lo tanto, se han realizado correlaciones entre los niveles de expresion génica y las
variables clinicas de la poblacion obesa total y de las mujeres que se detallan en el
siguiente apartado. Se seleccionaron mujeres con el fin de homogenizar la muestra ya
gue del total de la poblacién (n=22), la mayoria eran mujeres (n=16). Las variables
analizadas fueron: demograficas (IMC), perfil glucidico (glucosa en ayunas, hemoglobina
glicosilada Alc [HbA1c], insulina y HOMA-IR) y perfil lipidico (TG, colesterol total, cHDL,

cLDL y colesterol no-HDL).

Correlacion entre los niveles de expresion génica y las variables clinicas

Ni en la poblacién total ni en el grupo de mujeres se encontraron correlaciones
significativas entre el IMC y los diferentes genes estudiados. Tampoco entre los niveles
de expresion génica de NTRK3, ADRB1 o ADRB2 y los diferentes parametros del perfil
glucidico o lipidico (resultados no mostrados). Sin embargo, se detectaron correlaciones
significativas entre los niveles de expresidn de los genes NTF3 o ADRB3 y el perfil

glucidico que se detallan a continuacion.
La expresion génica de NTF3 disminuye con la insulinemia

Los resultados muestran una correlacion inversa y significativa entre los niveles de NTF3
y los de insulina, tanto en la poblacion total (Figura 18E) como en la de mujeres (Figura
19E). Sin embargo, no se obtuvieron correlaciones significativas con el resto de los
parametros del perfil glucidico (glucosa en ayunas, HbAlc y HOMA-IR) en ninguna de las

poblaciones (Figura 18A, Cy G; Figura 19A, Cy G).

La expresion génica de ADRB3 disminuye con la insulinemia y con HOMA-IR y, con la

glucemia o HbA1c

Los resultados muestran una correlacion inversa y significativa entre los niveles de
ADRB3 vy los niveles de insulina o los de HOMA-IR, tanto en la poblacion total (Figura 18F
y 18H, respectivamente) como en la de mujeres (Figura 19F y 19H, respectivamente).
Ademas, la expresion de ADRB3 se correlacion6 de forma inversa y significativa con los
niveles de glucosa en la poblacién total (Figura 18B) o con los niveles de HbAlc en el

grupo de mujeres (Figura 19D).
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Figura 18. Representacion grafica de las correlaciones observadas entre los niveles de mRNA
de NTF3 y ADRB3 en tejido adiposo retroperitoneal (hAT) de humanos y el perfil glucidico de
los pacientes con obesidad. Se correlacionaron: glucosa en ayunas con niveles de mRNA de
NTF3 (A) y ADRB3 (B), niveles de HbAlc con NTF3 (C) y ADRB3 (D), niveles de insulina con NTF3
(E) y ADRB3 (F) y niveles de HOMA-IR con NTF3 (G) y ADRB3 (H). La correlacion significativa de
Spearman (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) se representa como una linea continua. Los valores

de mRNA se expresan como 22% x10* y estdn normalizados usando GAPDH como gen de

referencia. Los resultados representan la media + e.e.m de n=22 pacientes.
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Figura 19. Representacion grafica de las correlaciones observadas entre los niveles de mRNA
de NTF3 y ADRB3 en tejido adiposo retroperitoneal (hAT) de humanos y el perfil glucidico de
los pacientes con obesidad de género femenino. Se correlacionaron: glucosa en ayunas con
niveles de mRNA de NTF3 (A) y ADRB3 (B), niveles de HbAlc con NTF3 (C) y ADRB3 (D), niveles
de insulina con NTF3 (E) y ADRB3 (F) y niveles de HOMA-IR con NTF3 (G) y ADRB3 (H). La
correlacién significativa de Spearman (*p<0,05 y **p<0,01) se representa como una linea
continua. Los valores de mRNA se expresan como 22x10%*y estan normalizados usando GAPDH
como gen de referencia. Los resultados representan la media + e.e.m de n=16 pacientes.
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6. NT3 Y ENVEJECIMIENTO

6.1. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA DE Ntf3, Ntrk3 Y LOS TRES
SUBTIPOS DE Adrb EN FUNCION DE LA EDAD EN RATAS WISTAR

La expresion de Ntf3 y Adrb3 disminuye en WAT, pero no en BAT de ratas envejecidas

Se compararon los niveles de mRNA de Ntf3, Ntrk3 y los tres subtipos de Adrb en WAT

y BAT obtenidos de ratas Wistar jovenes (16 semanas) y de edad avanzada (72 semanas).

Los resultados obtenidos evidencian una disminucidn significativa en la expresion génica
de Ntf3 y Adrb3 en WAT de ratas Wistar de edad avanzada (72 semanas) respecto a las
jovenes (16 semanas) (Figura 20A y E), mientras que los niveles de mRNA de Ntrk3,

Adrb1 y Adrb2 no se modifican con la edad (Figura 20B, Cy D).

Se realizaron los mismos analisis en BAT, pero no se detectaron cambios con la edad en

la expresidn para ninguno de los genes estudiados (Figura 21).
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Figura 20. Analisis comparativo de los cambios en los niveles de expresion génica de Ntf3 (A),
Ntrk3 (B), Adrb1 (C), Adrb2 (D) y Adrb3 (E) en tejido adiposo visceral (WAT) de ratas Wistar en
funcion de la edad (16s: ratas Wistar de 16 semanas, n=14 y 72s: ratas Wistar de 72 semanas,
n=5). Andlisis estadistico: t de Student, siendo *p<0,05. Los valores de mRNA se expresan como
2°8¢ x10* y estdn normalizados usando Gapdh como gen de referencia. Los resultados

representan la media + e.e.m.
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Figura 21. Analisis comparativo de los cambios en los niveles de expresion génica de Ntf3 (A),
Ntrk3 (B), Adrb1 (C), Adrb2 (D) y Adrb3 (E) en tejido adiposo interescapular (BAT) de ratas
Wistar en funcién de la edad (16s: ratas Wistar de 16 semanas, n=5 y 72s: ratas Wistar de 72
semanas, n=5). Analisis estadistico: t de Student. Los valores de mRNA se expresan como 2

x10*y estdn normalizados usando Gapdh como gen de referencia. Los resultados representan la
media + e.e.m.
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6.2. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA DE NTF3, NTRK3 Y LOS TRES
SUBTIPOS DE ADRB EN FUNCION DE LA EDAD EN HUMANOS

Analizamos si en nuestra poblaciéon de humanos inicial sin obesidad relevante (poblacion

descrita en la tabla 9 apartado 1.2 de resultados), que presenta un amplio rango de edad

[41-90 afios], se observaban cambios en la expresion génica dependientes de la edad.

La expresion génica de NTF3 y ADRB3 disminuye con la edad en la poblacion de

humanos sin obesidad marcada

Los resultados obtenidos muestran que existe una correlacién inversa entre los niveles
de expresion de NTF3 en hAT y la edad de los pacientes (Figura 26A), asi como entre los

niveles de ADRB3 y la edad de los pacientes (Figura 26B).
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Figura 26. Representacion grafica de la correlacion observada entre los niveles de mRNA de
NTF3 en tejido adiposo retroperitoneal (hAT) de humanos y la edad de los pacientes (A) y de
ADRB3 en hAT y la edad de los pacientes (B). La correlacion significativa de Spearman (*p<0,05)
se representa como una linea continua. Los valores de mRNA se expresan como 22x10%y estan
normalizados usando GAPDH como gen de referencia. Los resultados representan la media *
e.e.m de n=28 pacientes.

Cuando se analizaron estos mismos parametros en la poblacion de humanos con
obesidad moderada-severa (descrita en la tabla 15 apartado 5.2.2 de resultados) con un
rango de edad mas estrecho [26-57 aios] no se observd ninguna correlacion significativa
entre los niveles de expresiéon de los genes estudiados y la edad (resultados no

mostrados).
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1. LA VIA NT3/TrkC ESTA PRESENTE EN TEJIDO ADIPOSO
HUMANO Y DE ROEDORES

El tejido adiposo es un importante 6rgano endocrino que se compone de dos tipos
principales con funciones antagdnicas: el WAT que se encarga del almacenamiento
energético, y el BAT, que disipa energia por termogénesis a través del desacoplamiento

mitocondrial mediado por UCP-1.

El WAT esta pobremente inervado y vascularizado, a diferencia del BAT que esta
intensamente vascularizado e inervado con fibras noradrenérgicas en contacto directo
con los adipocitos pardos (Giordano et al., 2014). Esta inervacién simpdatica actia sobre
los diferentes subtipos de AR presentes en los adipocitos, que son claves para regular
funciones como la lipogénesis, lipdlisis, metabolismo de la glucosa, termogénesis y la
secrecion hormonal. En WAT, el SNS a través de la activacion de los AR-B es el principal
iniciador de la lipdlisis (Germack et al., 1997; Robidoux et al., 2004; Bartness et al., 2014;
Bordicchia et al., 2014). En BAT, en cambio, la activacién B-adrenérgica produce un
incremento de expresion y activaciéon de UCP-1 en la membrana mitocondrial interna,
que colapsa el gradiente de protones necesario para la sintesis de ATP y el
almacenamiento de energia, lo que produce un incremento de la respiracidon

mitocondrial y de la termogénesis (Cannon et al., 2004).

En roedores, los tres subtipos de AR estan expresados en el tejido adiposo subcutaneo
y visceral, siendo el Bs el principal responsable de la lipdlisis mediada por AR-B en
adipocitos blancos maduros (Evans et al., 2019). Sin embargo, parece que los AR-B3
tienen un papel menos importante en humanos que en roedores, ya que estos estan
menos expresados y tienen un papel menor en lipdlisis (Carpéné et al., 1998; Merlin et

al., 2018a, 2018b).

La modulacién farmacoldgica de los AR-B, especialmente el subtipo B3, habia sido una
estrategia prometedora para el tratamiento de la obesidad, y se han hecho muchos
esfuerzos para desarrollar un agonista de los AR-B3, pero este enfoque no ha resultado
exitoso hasta el momento (Carpéné et al., 1998; Michel et al., 2019), por lo que son
necesarios nuevos enfoques que permitan regular el tejido adiposo y abran nuevas vias

farmacoterapéuticas para abordar el riesgo cardiometabdlico.
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Se sabe que NT3 modula el desarrollo y la supervivencia de las neuronas adrenérgicas
(Farifias et al., 1994; 1996; Zhou et al., 1995; Francis et al., 1999; Kirstein y Farifas, 2002;
Keeler et al., 2017), pero su presencia, funcién y relacién con la actividad adrenérgica en
tejido adiposo no se conoce hasta el momento, por lo que su estudio constituye el

objetivo principal del presente trabajo.

Analizamos en primer lugar la expresion de los tres subtipos de AR-, de NT3 y su
receptor especifico TrkC, en tejido adiposo visceral humano (hAT), y en tejido adiposo
de rata de distintas procedencias: visceral (WAT), interescapular (BAT), perivascular

(VAT) y perirrenal (KAT).

Nuestros resultados confirman una abundante expresién del subtipo B3 en los distintos
tejidos adiposos de rata, siendo en todos ellos el subtipo predominante, tal como se ha
descrito anteriormente (Evans et al., 2019). Sin embargo, en hAT existe una expresion
significativamente mayor de B2 y B1 respecto a B3 lo que también corrobora estudios

previos (Carpéné et al., 1998; Michel et al., 2019).

Determinamos la expresion génica y proteica de NT3 y su receptor TrkC en los mismos
tejidos, humanos y de rata. Nuestros resultados sugieren de manera consistente que
NT3 y TrkC estan presentes en hAT y en los diferentes tipos de tejido adiposo de
roedores: BAT, VAT, WAT, y KAT. Es de destacar que la expresiéon génica de NT3 o TrkC
en tejido adiposo es comparable (incluso mayor: TrkC en BAT) a la encontrada en cértex
cerebral, el tejido de referencia y donde se describieron inicialmente las NT y sus
receptores. Ademas, el nivel de expresidn génica de TrkC en tejido adiposo humano y
de rata es comparable al de los AR B, lo que sugiere un papel relevante para el TrkC,

receptor especifico de la NT3.

Si comparamos la expresidon génica en los distintos tipos de tejido adiposo de rata
estudiados, vemos que Ntf3 estda menos expresado en BAT y VAT que en WAT y KAT.
Por el contrario, Ntrk3 esta mas expresado en BAT y VAT respecto a WAT y KAT. Cuando
analizamos la expresion proteica mediante inmunoblot, vemos que el anticuerpo
especifico para TrkC detecta una Unica banda, de 110 kDa, que corrobora la mayor
expresion génica encontrada en BAT y VAT respecto a WAT y KAT. En el caso de la NT3,
el anticuerpo utilizado marca distintas bandas de 17 kDa, 25 kDa y entre 30 y 35 kDa.

Las distintas bandas podrian corresponder a las formas maduras de NT3 (alrededor de
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14-16 kDa) o a sus dimeros (alrededor de 30-35 kDa). Es interesante sefialar que también
en este caso se observa un patréon de expresion de NT3 similar en BAT y VAT, pero que

es diferente al encontrado en WAT y KAT.

Por lo que respecta a los subtipos de AR-[3, se observa una menor expresidn génica de
todos ellos (Adrb1, Adrb2, Adrb3) en BAT y VAT respecto a WAT y KAT, alcanzando

significacion estadistica unicamente respecto a WAT.

Todo esto sugiere una similitud en el patrén de expresion de NT3, TrkCy los tres subtipos
de AR-B, entre WAT y KAT, que podemos considerar tejido adiposo blanco, y que, a su
vez, es diferente al patron de expresion encontrado en BAT y VAT que son

representativos del tejido adiposo pardo.

Segun estos resultados, la expresidon de NT3 y AR-3 es mayor en tejido adiposo blanco,
mientras que la expresidn de TrkC es mayor en tejido adiposo pardo, lo que puede tener
una implicacién en la modulacion de la actividad de los adipocitos en estos tejidos y no

se habia descrito hasta el momento.

Trabajos previos han descrito que el lecho vascular, y mas concretamente las células
endoteliales, producen gran cantidad de NT3 que facilita el crecimiento de los axones y
el desarrollo de la inervacion adrenérgica (Caporali et al., 2009; Delgado et al., 2014).
Esta localizacion caracteristica sugiere que NT3 es producida por el endotelio de los
vasos que irrigan el tejido adiposo, por lo que la NT3 encontrada podria tener su origen
en los microvasos del estroma, y desde ellos, al liberarse, favoreceria la inervacién

simpatica del tejido adiposo.

Para comprobar esta hipdtesis, analizamos en primer lugar la expresion de NT3 en un
modelo de ratén modificado genéticamente, los ratones Ntf3*/%. En estos ratones
heterozigotos, se ha reemplazado la region que codifica la proteina NT3 por el gen lacZ,
por lo que expresan niveles menores de NT3, pero permiten visualizar su expresion
mediante la reaccion con B-galactosidasa. Mediante inmunohistoquimica, confirmamos
la localizacién de NT3 en los vasos que irrigan el tejido adiposo de estos ratones tanto
el WAT como el BAT. Sin embargo, la presencia de NT3 en los vasos no excluye que
también el adipocito sea capaz de producir esta NT. Por ello, analizamos también su

expresion en adipocitos aislados de WAT de rata y encontramos Ntf3, aunque los niveles
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detectados son significativamente menores a los encontrados en muestras de tejido
adiposo. Esto confirma que la NT3 se produce mayoritariamente en el endotelio
vascular, pero no aclara si se produce también en los adipocitos o su presencia se debe
a microvasos residuales que permanecen en la muestra de adipocitos, aislados por

limitaciones en la técnica de aislamiento.

Sin descartar estas posibles limitaciones técnicas, existen dos argumentos que nos
permiten suponer la expresion de NT3 en los adipocitos aislados de WAT. En primer
lugar, Ntf3 fue detectada en adipocitos aislados, y la vision de estos al microscopio
Optico en fresco no mostrd vasos estructurados. En segundo lugar, a pesar de la rica
vascularizacién e inervacion de BAT (Cannon y Nedergaard, 2004; Germack et al., 1997),
los niveles de Ntf3 encontrados en él fueron significativamente menores a los

encontrados en WAT y KAT.

Independientemente de que el origen de NT3 sea endotelial o ademas la produzca el
propio adipocito, la presencia del TrkC en los adipocitos demuestra la relevancia de la
via NT3/TrkC en la modulacion de estas células. En este sentido, niveles de expresion de
TrkC en adipocitos aislados de WAT de rata son similares a los encontrados en tejido
entero, lo que sostiene que proviene en su mayoria del adipocito aislado, y no de la

fraccidén estromal que se pierde en el proceso de aislamiento.

En suma, estas observaciones sugieren que NT3 tiene su origen principal en la fraccion
estromal, y concretamente vascular del tejido adiposo, regulando el crecimiento
neuronal en dicho tejido a través de su actuacién sobre el receptor TrkC presente en los

adipocitos.

Para comprobar esta hipdtesis, en colaboracién con el laboratorio de la Dra. Isabel
Farifias, se determind la presencia de fibras simpaticas en la proximidad de los vasos,
donde encontramos la fuente principal de NT3 (Bové et al., 2021), lo que sugiere que la
NT3 liberada por el endotelio puede ejercer un papel importante en el desarrollo y la
supervivencia de las neuronas adrenérgicas en el tejido adiposo, regulando el
crecimiento de los terminales simpaticos que se encuentran localizadas en la proximidad
de los vasos. Pero, ademads, podria tener un papel per se en la actividad del adipocito,

ya que su receptor TrkC se encuentra en estas células. Por ello, el siguiente objetivo del
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presente trabajo consistido en determinar ese posible papel de la via NT3/TrkC en el

tejido adiposo.

2. NT3 ESTIMULA LA LIPOLISIS, DISMINUYE EL TAMANO DE LOS
ADIPOCITOS E INCREMENTA LA EXPRESION DE UCP-1

La presencia de TrkC en adipocitos sugiere un rol directo de la via NT3/TrkC en tejido
adiposo mas alla de la modulacidn indirecta derivada de su capacidad para desarrollary
mantener la inervacion simpatica. Para determinar este rol, estudiamos en primer lugar
si la NT3 es capaz de modular la lipdlisis, una de las funciones principales del tejido

adiposo blanco.

En adipocitos aislados de tejido adiposo visceral de rata, observamos que la adicién de
NT3 incrementa levemente la liberacién de glicerol, y a su vez este incremento se ve
bloqueado por el K252a, un antagonista no selectivo del receptor Trk (Tapley et al.,
1992). Sin embargo, la magnitud de la respuesta observada para NT3, indica que esta no
es una funcién remarcable comparada con el aumento en la actividad lipolitica que
produce la activacion de los AR-B mediada por isoprenalina. Por tanto, la presencia de

NT3 y TrkC en tejido adiposo podria tener otra funcion.

Previamente, nuestro grupo de investigacion demostré que NT3 modula Ia
diferenciacién de las células madre neurales en cerebro de ratén adulto (Delgado et al.,
2014). Basandonos en esto, hipotetizamos que NT3 podria actuar también modulando
la diferenciacion de los adipocitos y analizamos esta hipdtesis en cultivos de pre-

adipocitos humanos que diferenciamos a adipocitos maduros.

De forma consistente comprobamos que los cultivos de pre-adipocitos humanos
diferenciados en presencia de NT3 producen adipocitos maduros mas pequefios, y que
este efecto estd mediado por TrkC, ya que la adicion de K252a al medio de cultivo lo
bloquea. La disminucién del tamafio de los adipocitos inducida por NT3 no se acompafié
de cambios en el didmetro de las goticulas lipidicas, que resultaron de tamafo similar a
las observadas en los adipocitos diferenciados en ausencia de NT3. Por otro lado, K252a
por si solo produjo un incremento del didmetro de las gotas lipidicas no relacionado con
la actividad de NT3. Este resultado podria justificarse debido a que K252a es un pan-

inhibidor de los receptores Trk, por tanto, la actividad sobre otros subtipos de
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receptores Trk podria tener efectos no previstos, aunque son necesarios mas

experimentos para aclarar este punto.

Ademas de observar su morfologia, determinamos también la expresion de UCP-1,
principal determinante de la termogénesis inducida por frio y un marcador caracteristico
del BAT y de los adipocitos con fenotipo “pardo” y “beige”, que no aparece en los
adipocitos de fenotipo “blanco”. Encontramos que los adipocitos humanos
diferenciados en presencia de NT3 expresaban UCP-1 en mayor proporciéon, lo que
sugiere un proceso de transformacion denominado browning, porque implica un cambio
hacia un fenotipo de adipocito “pardo”, caracterizado por la presencia de esta proteina
en mayor proporcion que el fenotipo “beige”. Este hallazgo es de sumo interés, pues la
habilidad para producir el desacoplamiento de la respiracion a través de la activacion de
UCP-1, representa la posibilidad de su uso en el tratamiento de enfermedades
metabdlicas, disipando el exceso de energia en forma de calor (Bordicchia et al., 2014;

Sepa-Kishi y Ceddia et al., 2018; Arner et al., 2019).

La capacidad de inducir un incremento en la expresion de UCP-1 es la primera
consecuencia de la activacién de los AR-B, especialmente del subtipo Bs. Por ello,
determinamos si la diferenciacidn en presencia de NT3 implicaba un cambio significativo
en la expresion de los AR-B y era este cambio el responsable de la mayor expresion de

UCP-1 encontrada.

Nuestros resultados muestran que la actividad de NT3 sobre la UCP-1 no depende de un
incremento de la poblacién de los AR-B, ya que encontramos niveles similares de mRNA
de B2y B3 en adipocitos diferenciados en presencia y ausencia de NT3, y niveles menores
de B1 en presencia de NT3. Ademas, confirmamos que los cultivos de adipocitos
humanos muestran una expresion insignificante del subtipo B3, incluso después de la

diferenciacién en presencia de estimulos altamente adipogénicos. (Evans et al., 2019).

Sin embargo, los experimentos de cultivos in vitro tienen limitaciones técnicas que
dificultan su extrapolacion al tejido adiposo in vivo. Ello se debe a que la diferenciacién
de pre-adipocitos a adipocitos sigue un protocolo que induce la acumulacion de lipidos
y la formacion de adipocitos con apariencia multilocular, sin importar su tejido de origen
y desprovisto de los reguladores especificos del tejido que promueven la diferenciacion

celular y las respuestas metabdlicas adaptativas (Collins et al., 2010). Por tanto, los
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adipocitos diferenciados con este procedimiento exhiben morfoldgicamente un
fenotipo caracteristico de adipocito pardo (brite o beige cuando ocurre en WAT), con
una mezcla de gotas lipidicas grandes y pequeiias, asi como expresion de UCP-1y AR-33
(Evans et al., 2019), lo que no se corresponde exactamente con los tipos observados en

el tejido adiposo.

Por este motivo, nuestro siguiente objetivo fue corroborar las observaciones obtenidas
en adipocitos humanos cultivados, en un modelo mas fisioldgico, in vivo, usando dos
modelos de ratones deficientes en NT3: los ratones heterocigotos para NT3 (NT3+/-),
ya utilizados para estudiar la localizacion tisular de NT3, y los ratones genéticamente
modificados para eliminar la expresion de NT3 endotelial (eNT3-). Los resultados
obtenidos muestran un incremento del tamafio de los adipocitos en WAT y BAT en
ambos modelos en los que existe un déficit de NT3, y, como ocurre con adipocitos
humanos, estas diferencias no se pueden atribuir a cambios en los AR-B, ya que su

expresion es similar en los ratones NT3+/- y sus controles NT3+/+.

Las células endoteliales son una fuente importante de NT3 (Caporali y Emanueli, 2009;
Delgado et al., 2014). En concordancia con esta idea, la eliminacién de la produccion de
NT3 endotelial produce un fenotipo en el tejido adiposo similar al de ratones
heterocigotos para NT3, con adipocitos mas voluminosos tanto en WAT como en BAT
(whitening). Notablemente, la expresion de UCP-1 estd ademas disminuida en los
ratones eNT3-, como ocurria también en adipocitos humanos diferenciados en ausencia

de NT3, lo que contribuye a dar solidez a estos resultados.

Es bien conocido que los AR-B, especialmente el subtipo B3, controlan la transcripcion
de factores nucleares que incrementan la biogénesis mitocondrial y la expresién de UCP-
1 (Susulic et al., 1995; Yoneshiro et al., 2013; Bordicchia et al., 2014; Giordano et al.,
2014; Evans et al., 2019).

Sin embargo, la generacion de ratones B3-KO no producen cambios remarcables en el
tejido adiposo (Mattsson et al., 2011), probablemente por redundancia funcional entre
los 3 subtipos de AR-B coexpresados en adipocitos (Bachman et al., 2002; Evans et al.,
2019). Solo los ratones que pierden los 3 subtipos de AR-B presentan células mas
grandes en BAT y menores niveles de UCP-1 (Baskin et al., 2018), un fenotipo similar al

encontrado en ratones con expresién parcial de NT3 o pérdida de NT3 endotelial.
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Por tanto, queda acreditada la importancia de la via NT3/TrkC en la modulacion de la
diferenciacién de adipocitos y que su impacto puede ser comparable al de la actividad B

adrenérgica.

3. NT3 Y RIESGO CARDIOMETABOLICO

Hemos comprobado la presencia de la via NT3/TrkC en tejido adiposo humano y su papel
modulador en la diferenciacion de los adipocitos hacia un fenotipo “pardo”. Queda
ahora por determinar si la modulacion farmacoldgica de esta via puede ser una buena
diana terapéutica en la prevencién y/o tratamiento del riesgo cardiometabdlico y las

patologias asociadas.

Aunque la literatura respecto a NT3 y riesgo metabdlico es escasa, se han descrito
correlaciones controvertidas, aunque significativas, entre niveles plasmaticos de NT3 e
IMC o colesterol (total o LDL) de mujeres obesas o pacientes alcohdlicos. El primer
estudio realizado en mujeres con diferentes grados de adiposidad, obesidad y SM
detectd que los niveles de NT3 sérica aumentaban con el IMC, la circunferencia de
cadera y la obesidad mdrbida (IMC 40 kg/m?), y disminuian cuando aumentaba la
concentracién de cLDL y cHDL (Bullo et al., 2007). Un estudio posterior realizado en un
grupo de pacientes varones y alcohdlicos con obesidad confirma la correlacién entre
niveles plasmaticos de NT3 e IMC, pero contradice el estudio previo al encontrar una
correlacidn positiva entre los niveles plasmaticos de NT3 y los de cLDL (Popa-Wagner et
al., 2013). Estos datos publicados son parcialmente contradictorios por lo que son
necesarios nuevos estudios para determinar el papel de la via NT3/TrkC a nivel

metabdlico.

Para ello, en el presente trabajo planteamos dos estudios con distinto enfoque. Por una
parte, analizamos los cambios en la expresion de NT3 y TrkC en un modelo animal de
riesgo cardiometabdlico, las ratas Zucker, y por otro, estudiamos que ocurre en un grupo

de pacientes con obesidad madrbida.
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A. RATAS ZUCKER

Las ratas Zucker son un modelo animal de obesidad genética que se acomparfia de
insulinorresistencia, intolerancia a la glucosa y dislipemia, pero no se caracterizan por
presentar diabetes (Vickers et al., 2011). Trabajamos con un grupo de ratas Zucker
obesas y sus controles, y analizamos su perfil metabdlico y la expresién de NT3 y TrkC
en WAT y BAT. Una de las limitaciones, fue obtener las cifras del cLDL ya que la férmula
de Friedewald no es fiable cuando los TG son mayores de 400 mg/dl, lo que sucedia en
nuestras ratas Zucker obesas (Friedewald et al., 1972). Por lo tanto, se calculd el
colesterol no-HDL, definido como la diferencia entre el colesterol total y el cHDL. El
colesterol no-HDL agrupa todos los subtipos de lipoproteinas de colesterol consideradas
aterogénicas, es decir, lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteina(a),
lipoproteinas de mediana densidad (IDL), y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
Ademas, se ha sugerido que el colesterol no-HDL determina mejor el riesgo aterogénico
que el cLDL (Cui et al., 2001). Nuestros resultados confirman el perfil altamente
aterogénico de las ratas Zucker obesas. Cuando analizamos la expresion de los AR-B,
encontramos que el subtipo B3 es el mas expresado en WAT y BAT, de forma similar a lo

observado en el tejido adiposo de ratas Wistar.

Resultados previos indican que las ratas Zucker obesas se caracterizan por una
disminucion de la expresion y la actividad del AR-Bs en BAT (Charon et al., 1995), pero
estos autores no analizan lo que ocurre en WAT. Nosotros encontramos una
disminucion de AR-B3 en WAT de ratas Zucker obesas respecto a las control, pero no en
BAT, lo que no coincide con los resultados obtenidos en BAT por Charon et al (1995).
Esta discrepancia puede deberse al método utilizado para determinar los niveles de
mRNA, o también a la edad y/o estado metabdlico de los animales, ya que las ratas
Zucker utilizadas por estos investigadores eran mas jovenes (2 semanas) y en un estadio

pre-obesidad.

En paralelo, encontramos un aumento en la expresion de AR-B; tanto en WAT como en
BAT de ratas Zucker obesas. Desconocemos si este aumento se debe a una
compensacion funcional entre AR-B, como se ha descrito previamente (Susulic et al.,

1995; Bachman et al., 2002; Evans et al., 2019), u obedece a un proceso de regulacion
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compleja de los distintos subtipos implicado en los cambios inducidos por la obesidad o

responsable de los mismos.

En WAT obtenido de este modelo de ratas Zucker obesas, detectamos un menor nivel
de expresidn génica de NT3, acompanado de un aumento en la expresion de TrkC, que
podria plantearse como un aumento compensatorio de los receptores en respuesta a la
disminucion de NT3. Estos cambios no se observaron en BAT obtenido de los mismos

animales.

Blaszkiewicz et al. (2019) encontraron, en un modelo de ratén con obesidad, una
disminucion de NT3 en tejido adiposo inguinal (subcutdneo) pero no en BAT, resultados
gue concuerdan con lo observado en nuestro modelo de rata con sindrome metabdlico

y podrian estar justificados por una disfuncidon endotelial derivada de |la obesidad.

Respecto a la expresidn proteica de NT3, en el inmunoblot realizado con muestras de
tejido adiposo de ratas Zucker controles, aparecen bandas diferentes en WAT y BAT, que
se asemejan a las encontradas en ratas Wistar. Sin embargo, en las ratas Zucker obesas,
llama la atencidn el cambio en la distribucion de las bandas detectado en BAT, ya que
adopta el mismo patrén que en WAT, es decir, en BAT de ratas obesas, las proteinas
marcadas por el anticuerpo anti- NT3 son muy similares a las observadas en WAT, por
lo que podemos suponer que, respecto al patron de expresion proteica de NT3, el BAT
de las ratas obesas ha sufrido un proceso de whitening. Aunque no se determinaron los
niveles de UCP-1 en este tejido, estos experimentos apoyan las evidencias que sugieren
el proceso whitening del BAT en los estados de obesidad (Kotzbeck et al., 2018).
Ademas, esto ligaria el papel de NT3 en el tejido adiposo con la patologia metabdlica
propia de las ratas Zucker. Seria interesante profundizar en el futuro en estos cambios,

y determinar su implicacidn en las alteraciones metabdlicas propias de la obesidad.

Todos estos resultados nos indican que se ha producido una disminucidn en la expresion
de NT3 en WAT de ratas obesas, acompanado de un aumento de TrkC, mientras que en
BAT mas que un cambio cuantitativo, lo que se observa es un cambio en el patron de
expresion de las distintas formas (NT, pro-NT, dimeros, ...) que lo asemeja al WAT. Si
tenemos en cuenta que la obesidad y el sindrome metabdlico se caracterizan por
alteraciones en la funcidon endotelial, podemos pensar que es precisamente una

disfuncion del endotelio la que puede estar implicada en estos cambios. De hecho, hay
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estudios indicando que las ratas Zucker obesas tienen insulinorresistencia asociada a

disfuncién vascular (Moral-Sanz et al., 2011).

En el BAT los cambios son mas complejos, y los adipocitos BAT de ratas Zucker obesas
adoptan unas caracteristicas que les asemejan mas a los adipocitos WAT por lo que
respecta a la expresion proteica de NT3. Estos cambios cualitativos complejos dificultan
la comparacién cuantitativa de la expresion de NT3 y AR-B3 en el BAT de las ratas Zucker

obesas y sus controles.

Dado que el endotelio es la fuente predominante de NT3 en el tejido adiposo, la
disfuncién endotelial observada en la obesidad y diabetes podria explicar la pérdida de
NT3 que a su vez seria responsable de la neuropatia autondmica y la disminucién en la
expresion y actividad de AR-f33, lo que constituiria un mecanismo de retroalimentacién
negativa de la actividad lipolitica y/o termogénica del tejido adiposo. Esta hipdtesis
explicaria la disminucién en la expresion de AR-Bs, tal como habiamos observado en

ratones en los que se ha suprimido la expresién endotelial de NT3.

Para profundizar en esta hipdtesis, ademds de estudiar la expresién de AR-f33,
analizamos su funcionalidad en una serie de experimentos en vasos aislados (aorta) de
ratas Zucker controles y obesas, en los que estudiamos también la funcion endotelial,
comparando, en primer lugar, la actividad vasodilatadora de la acetilcolina como un
marcador fisiolégico de dicha funcion. Los resultados obtenidos indican que la
acetilcolina presenta una menor potencia vasodilatadora en ratas obesas, lo que
confirmaria en nuestro grupo de animales, la disfuncion endotelial asociada a la

obesidad.

Por lo que respecta a los AR-B sabemos que, en aorta de rata, los subtipos B1y B2 estén
expresados en las tres capas del vaso. B1 lo hace de forma predominante en la capa
media y B2 en el endotelio (Flacco et al., 2013). Respecto al B3, se expresa en lamina
elastica y de forma minoritaria en el endotelio. La vasodilatacion esta mediada por las
acciones de AR B2y Bs en el endotelio, junto con el B2 y el B1 en el musculo liso, aunque

en menor medida (Ferro et al., 2004; Flacco et al., 2013).

Analizamos la actividad de estos receptores utilizando isoprenalina, agonista con

afinidad por los subtipos B1y B2, y SR58611A, agonista con mayor afinidad por el subtipo
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B3. Aunque se observo una disminucidn de la actividad vasodilatadora de la isoprenalina
en las aortas obtenidas de ratas obesas, la diferencia no llegd a ser significativa. Sin
embargo, si que se obtuvieron diferencias significativas con el agonista del AR-Bs,
observandose en las ratas con obesidad una disminucion de la potencia por el sitio de
alta afinidad (que se corresponde con el subtipo Bs). Esta observacion es congruente con
la pérdida de expresién de B3, aunque no podemos excluir que pueda deberse a una
disminucion en la funcionalidad, como consecuencia de alteraciones en cualquiera de
los pasos que median su sefializacidn. En este sentido, la vasodilatacion inducida por los
AR-B esta mediada por dos mecanismos: el primero seria a través de la estimulacion de
la AC y el consiguiente aumento del AMPc en las células musculares lisas; el segundo
seria la activacion de dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) en las células endoteliales
y la liberacién de o6xido nitrico (Queen y Ferro, 2006). Este ultimo mecanismo esta
alterado si existe disfuncion endotelial y afectaria la vasodilatacidon inducida por
isoprenalina, pues tanto los AR-B2, como los Bs presentes en el endotelio, actdan
liberando NO. Sin embargo, el aumento en la expresién de AR-B2 que hemos observado
en WAT y BAT, podria producirse también en aorta y mantener la vasodilataciéon
inducida por activacion del subtipo 32 sin cambios significativos (caso de la isoprenalina)

a pesar de la disfuncién endotelial observada.

En conjunto, los resultados obtenidos en ratas Zucker, indican que en este modelo
animal de sindrome metabdlico y obesidad se producen alteraciones de la funcién
endotelial, acompafiadas de una disminucién en la expresion de NT3 endotelial y del AR-
B3 en tejido adiposo visceral de ratas obesas. La disminucidn de la expresion del subtipo
B3 va acompafiada de una disminucién de su actividad vasodilatadora. Estos cambios en
la expresidn de NT3 podrian ser consecuencia de la disfuncion endotelial y condicionar
una menor expresion de AR-Bs en tejido adiposo visceral, que observamos en ratas
Zucker pero que también habiamos observado en WAT de ratones genéticamente

modificados con expresion reprimida de NT3 endotelial (ratones eNT3-).
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B. NT3 Y RIESGO CARDIOMETABOLICO EN HUMANOS

A partir de los resultados obtenidos en el modelo animal de sindrome metabdlico,
pasamos a estudiar la relacion de la via NT3/TrkC con los factores de riesgo
cardiometabdlico humano. Para ello, analizamos en primer lugar la posible relacién
entre esta via y las variables clinicas caracteristicas de los pacientes: edad, HTA,
glucemia, perfil lipidico, IMC y sedentarismo, en el grupo inicial de pacientes en los que

habiamos determinado la expresidn de NT3, TrkC vy los tres subtipos de AR-B en hAT

Nuestros resultados no muestran correlaciones significativas entre los niveles de
expresion de NT3 en hAT y el IMC o el perfil lipidico, como habian descrito previamente
(Bullo et al., 2007; Popa-Wagner et al., 2013), ni tampoco con los valores de glucemia.
Tampoco encontramos una correlacion significativa entre la expresién de TrkC y estos
parametros, aunque nuestro limitado tamafio muestral puede ser un factor limitante

gue nos impida obtener conclusiones definitivas.

Por lo que respecta a los AR- vemos que, aunque el subtipo B2 es el mas expresado en
hAT, no se correlaciona con ninguna de las variables clinicas estudiadas en este grupo
de pacientes, pero encontramos que su expresion en tejido adiposo es
significativamente menor en pacientes con un estilo de vida sedentario. Esta
observacion podria explicar estudios previos que describieron cdmo el ejercicio
practicado regularmente podria modular los AR-B, aumentando su respuesta

termogénica (Bell et al., 2006).

A pesar de su menor expresion respecto a los otros subtipos, nuestros resultados
sugieren un papel destacado del AR-B3 en la funcionalidad del hAT, ya que su expresion
génica se correlaciona inversamente con el IMC, lo que no ocurre con los subtipos B10
B,. Estos resultados coinciden con estudios previos, que han encontrado una estrecha
relacion entre el AR-Bsy los cambios de peso corporal a largo plazo (Andersson et al.,

2009) y le otorgan un papel relevante en el control de la obesidad.

Pero este resultado tiene la limitacion de que nuestro grupo inicial de pacientes se
encuentra en un rango de IMC entre [19 a 32 kg/m?], por lo que no incluye pacientes

con obesidad de riesgo moderado o alto, por ello, ampliamos el estudio inicial con un
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segundo grupo de pacientes, sometidos a cirugia bariatrica, con un rango de IMC de [35

a 62 kg/m?].

La poblacién de este segundo grupo presenta una obesidad moderada-severa (IMC>35
kg/m2), y no es comparable con la del primer grupo debido a importantes diferencias
en sus caracteristicas, mas alla del propio IMC. Ambas poblaciones parten de una
indicacion de cirugia abdominal de etiologia muy diferente: patologia neoplasica
tumoral versus cirugia bariatrica, lo que conlleva diferencias importantes propias de la
patologia de base (ej. mayor edad en la primera), comorbilidades (ej. sindrome
metabdlico en la segunda poblacion), y ademas proceden de centros hospitalarios de
regiones diferentes. Por tanto, estos potenciales factores de confusion podrian derivar
en conclusiones erréneas si tratamos de establecer una comparacién entre ambos

grupos de pacientes.

La poblacion de pacientes con indicacidn de cirugia bariatrica tampoco es homogénea,
ya que existe un predominio de mujeres (72,7%) y existen importantes diferencias en
cuanto a variables clinicas entre ambos sexos que comprometen los andlisis. Por
ejemplo, sélo el 12,5% de las mujeres eran diabéticas (versus 83% de hombres), y
ninguna era hipertensa (vs. el 50% de hombres). Debido a ello, y al limitado tamafio
muestral (n=22), se analizé la poblaciéon en conjunto y el subgrupo de mujeres por
separado, pero no se pudo realizar un analisis por subgrupos (diabéticos, hipertensos)
debido a la falta de potencia estadistica y al riesgo de incurrir en sesgos. En este caso,
también se analizo el patron de expresion de todos los genes estudiados (NTF3, NTRK3,

ADRBI1, ADRB2 y ADRB3) y sus correlaciones con las variables clinicas.

La expresion de AR-B en esta poblacién sigue un patrdn similar al del primer grupo,
siendo el ADRB2 el subtipo mas expresado, seguido de ADRB1y ADRB3. También la
expresion de NTF3 y NTRK3 se confirma en tejido adiposo de pacientes obsesos,
pudiendo observar niveles de expresion menores que los encontrados en el grupo inicial
de pacientes, aunque, como se ha comentado anteriormente, esta comparacion no es

valida al no cumplir los requisitos de homogeneidad entre grupos.

En los pacientes obesos, por sus caracteristicas clinicas, y dentro del protocolo
asistencial, se determinaron un mayor nimero de variables relacionadas con el riesgo

cardiometabdlico, y se establecid si existia una correlacidon significativa entre la
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expresion de los distintos genes y el IMC, el perfil glucidico (glucosa, insulina, HbAlcy

HOMA-IR) y el perfil lipidico (colesterol total, cLDL, cHDL y colesterol no-HDL).

A diferencia de lo encontrado en el primer grupo de pacientes, no se observé correlacion
entre el IMC y el ADRB3, lo que podria explicarse si consideramos que todos los
pacientes de este grupo poseen condiciones metabdlicas definidas como obesidad
moderada o grave, con un intervalo de IMC dentro de un rango muy alto (obesidad de
grado 2 y 3), por lo que pueden haber superado el intervalo de IMC en el que la
expresion de AR-Bs en tejido adiposo visceral esta inversamente relacionada con el IMC.
En el grupo inicial, que incluia pacientes con un IMC que va desde la normalidad hasta

la obesidad de grado 1, si encontrabamos esta correlacion.

En el grupo de pacientes obesos tampoco encontramos correlaciones entre los genes
estudiados y el perfil lipidico, aunque, una vez mas, no podemos extraer conclusiones
definitivas por la escasa representacién de pacientes con dislipemia (n=3, tratados en
base a practica clinica habitual) y la baja alteracién del perfil lipidico del grupo en su
conjunto. Seria recomendable realizar estudios mas amplios, incluyendo una poblaciéon

con mayores grados de dislipemia para valorar si existe alguna relacién.

Sin embargo, si se encontrd una correlacion inversa entre NTF3 y ADRB3 en tejido
adiposo visceral y la insulinemia, relacién que no se establecid en el primer grupo de
pacientes por no habérseles determinado este parametro. Encontramos también una
correlacién inversa entre ADRB3 y otros parametros indicativos de resistencia a la
insulina como glucemia y HOMA-IR. Sin embargo, correlacionando NTF3 con glucemia,
HbAlc y HOMA-IR, Unicamente se obtuvo una tendencia inversa que no alcanzé grado
de significacion estadistica. Cuando se realizaron las mismas correlaciones en el
subgrupo de mujeres, los resultados encontrados fueron iguales para NT3 y similares
para el AR-B3, donde se encontré correlacion inversa significativa con HbAlc, insulina y

HOMA-IR.

La obesidad severa es un factor de riesgo clave para el desarrollo de DM tipo 2, siendo
la primera causa la resistencia a la insulina del tejido adiposo visceral, el higado y el
musculo esquelético junto con una liberacidon de insulina alterada en los islotes de
Langerhans (Longo et al., 2019). Ademas, una revision sistematica con metaanalisis de

diferentes estudios observacionales indica que la acumulacién de tejido adiposo visceral
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es un claro predictor de la resistencia a la insulina (Zhang M et al., 2015). Por ello, estos
resultados que relacionan la NT3 y el AR-Bs con la insulinemia y el indice que determina
la resistencia a la insulina (HOMA-IR), aunque preliminares, abren futuras lineas de
investigacion que clarifiquen el significado clinico de dicha correlacion. En el presente
trabajo, la limitacion en la obtenciéon de muestras humanas adecuadas para una
comparacion estadistica ha dificultado el llegar a conclusiones firmes en estas

cuestiones.
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4. NT3 Y ENVEJECIMIENTO

En el apartado anterior analizamos la relacion entre la expresion de NT3 y TrkC en tejido
adiposo visceral humano y los factores de riesgo cardiometabdlico como dislipemia,
resistencia a la insulina, obesidad..., queda sin embargo por analizar un importante

factor de riesgo que no es prevenible: la edad.

Hemos determinado el origen endotelial de la NT3 que modula la diferenciacién de los
adipocitos humanos, por lo que la disfuncidon endotelial asociada al envejecimiento
puede ser un factor determinante en la funcionalidad de la via NT3/TrkC. Para
comprobar si la edad repercute en la expresién de NT3, analizamos los resultados
obtenidos en el grupo de pacientes sometidos a intervencion abdominal, que tienen un
amplio rango de edad [41- 90 afios], estableciendo que existe una correlacién inversa
entre los niveles de NT3 y la edad. Esta correlacién, estadisticamente significativa,
implica que la expresidon de NT3 en el tejido adiposo disminuye con la edad, y lo mismo
ocurre con el AR-Bs, mientras que la expresion de TrkC no parece estar relacionada con
el envejecimiento. Con este nuevo enfoque, volvemos a encontrar cambios paralelos

en la expresion de NT3 y el AR-B3 en tejido adiposo.

Para confirmar esta relacidon, estudiamos la expresién de los mismos genes en tejido
adiposo WAT y BAT obtenido de un grupo de ratas Wistar jévenes (16 semanas) y otro
grupo de ratas viejas (72 semanas). De forma similar a lo encontrado en tejido adiposo
humano, observamos una expresidon disminuida de NT3 y AR-Bs en ratas viejas con

respecto a jovenes.

No es un resultado inesperado, pues es conocido que los tejidos, incluyendo el tejido

adiposo, involucionan y/o se vuelven disfuncionales con el envejecimiento.

Esta descrito un aumento del WAT (Palmer y Kirkland, 2016), disminucién del BAT, y
disminucion en la capacidad de formacidn de adipocitos beige a partir de progenitores
dentro del WAT (Zoico et al.,, 2019). No obstante, esta posible relacién entre la
disminucion del AR-B3 y NT3 en tejido adiposo y cambios en el metabolismo de los
lipidos relacionados con la edad previamente descritos (Arner et al., 2019), necesita un

estudio mas profundo.
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Un trabajo que analizo el impacto de la edad en la inervacion del tejido adiposo observo
gue ratones envejecidos (64 semanas frente a 12 semanas) presentaron una pérdida
muy llamativa de la inervacion perivascular del tejido adiposo inguinal (subcutdneo), sin
alteracion de la vasculatura (Blaszkiewicz et al., 2019). En nuestro caso, nuestras ratas
tenian 72 semanas de edad, por lo que es de suponer que la pérdida de inervacion
perivascular fuera incluso mayor. El estudio también mostré una disminucién de la
expresion de NT3 con la edad que, aunque no alcanzd la significacién, es congruente con
nuestras observaciones. Nosotros observamos esto en nuestra poblacion de pacientes

de edad media avanzada y sin obesidad marcada.

Como hemos mencionado, la vasculatura es una de las fuentes principales donde se
secreta NT3, y es conocida la disfuncidn endotelial propia de la edad (Favero et al., 2014;
Scioli et al., 2014). Por tanto, es posible que esta disfuncion endotelial y tisular propia
de la edad contribuya a la disminucion de NT3 y del AR-B3 observada, y que contribuyan

a la disfuncién autondmica en este tejido.

Estos resultados obtenidos en el grupo inicial de pacientes, no se reproducen en el grupo
de pacientes obesos. En esta poblacion, no encontramos correlacién entre la expresién
de NT3 y la edad. No obstante, en este caso, la ausencia de correlacion puede ser debida
a que los pacientes se encuentran en un rango de edad medio (40,98 + 2,04 afios) y
relativamente estrecho [26-57 afos], en el que todavia no sean patentes los

mecanismos que subyacen a la disfuncionalidad del tejido adiposo con la edad.
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5. RELEVANCIA CLINICA DE LOS RESULTADOS

Nuestro estudio es el primero en describir la presencia del patrén NT3/TrkC en tejido
adiposo de humanos y roedores, y en demostrar una accién directa de esta via sobre la
regulacién de la diferenciacién de adipocitos y la expresién de UCP-1, in vitro e in vivo.
Esta evidencia abre nuevas perspectivas para futuras investigaciones sobre el papel de
la via NT3/TrkC en los trastornos cardiometabdlicos y la busqueda de nuevos farmacos

gue actuen sobre esta diana.

De los resultados obtenidos, tanto in vitro como in vivo, podemos concluir que la via
NT3/TrkC, presente en el tejido adiposo blanco y pardo, en humanos y en roedores,
ejerce un papel modulador en dicho tejido favoreciendo la expresién de UCP-1, y
disminuyendo el tamafio de los adipocitos, mientras que la alteracion de su funcién por
represién de su expresidon conduce a adipocitos de mayor tamafio y con una menor
expresion de UCP-1, por tanto, con menor capacidad para disipar energia en forma de
calor. Si consideramos que en el tejido adiposo blanco humano encontramos adipocitos
beige, que provienen de los adipocitos blancos, han sufrido un proceso de “beiging”
(Wang Z et al., 2021), y comparten caracteristicas del blanco en cuanto a su capacidad
lipolitica, pero también del pardo por expresar UCP-1 y tener capacidad termogénica,
podemos suponer que el funcionamiento adecuado de la via NT3/TrkC favorecera este
proceso de beiging y/o evitard el proceso de whitening. Este ultimo proceso es
caracteristico de la obesidad, y en nuestro caso, lo observamos en el tejido adiposo
interescapular (BAT) de las ratas Zucker obesas donde encontramos un perfil de

expresion proteica de NT3 mas acorde con los adipocitos blancos que con los pardos.

Hemos visto, ademas, que los cambios en la expresion de NT3 en tejido adiposo van en
paralelo con los cambios en la expresion del AR-Bs, tanto en ratas Zucker como en
ratones genéticamente manipulados en los que se suprime la expresién endotelial de
NT3 vy a su vez se corresponden con cambios del tejido adiposo que sugieren un proceso
de whitening de los adipocitos. Esto, unido a que la NT3 se produce mayoritariamente
en el endotelio vascular, pero actua sobre receptores TrkC localizados en los adipocitos,
nos lleva a pensar que la disfuncién endotelial puede ser responsable, al menos en parte,

de la pérdida en la expresidon de NT3 y esta, a su vez, por regular la inervacion simpatica

149



DISCUSION

(Farifias et al., 1994; 1996; Zhou et al., 1995; Francis et al., 1999; Kirstein et al., 2002;

Keeler et al., 2017), conducir a la pérdida de expresion de los AR-Bs.

Como ya es sabido, los AR-B, y especialmente el subtipo Bs, controlan la lipdlisis y la
termogénesis (Evans et al., 2019). También afiade importante informacion el hecho de
gue, en pacientes obesos, existe una correlacién inversa entre los niveles de NT3 o AR-

B3y la insulinemia, u otras variables relacionadas con la resistencia a la insulina.

Si, como hemos visto en humanos y ratas, la edad es un factor importante que disminuye
la expresidon de NT3 y TrkC, podriamos suponer que los cambios metabdlicos asociados
a la edad podrian estar relacionados también con la menor actividad de la via NT3/TrkC,

derivada de una menor liberacion endotelial de NT3.

Por todo ello, la modulacién farmacolégica de esta via constituye una nueva
herramienta terapéutica que debemos explorar para el control del riesgo

cardiometabdlico.

Hasta ahora, la modulacion farmacoldgica de los AR-B, especialmente el subtipo B,
habia sido una estrategia prometedora para el tratamiento de la obesidad, y se habian
realizado considerables esfuerzos para desarrollar agonistas de los AR-Bs de utilidad
clinica para el tratamiento de la obesidad, pero este enfoque aun no ha tenido éxito
(Carpéné et al.,, 1998; Michel et al., 2019). Sin embargo, mientras que los AR-Bs3
desempeiian un papel importante en el control metabdlico del tejido adiposo de
roedores, en el tejido adiposo humano se expresan en mucha menor proporcién y
desempeiian sélo un papel menor en la lipdlisis (Carpéné et al., 1998; Merlin et al.,
2018a, 2018b). A pesar de esto, nuestros resultados sugieren un papel relevante de este
subtipo en el control de la obesidad, ya que la expresion de los AR-B3, pero no B1 ni B2
en hAT, se correlaciona inversamente con el IMC. Curiosamente, una expresion
disminuida del subtipo predominante en tejido adiposo humano, el B, se relaciond con

una forma de vida sedentaria.

Ademas, segln nuestro trabajo y otros previos (Evans et al., 2019), la expresién y funcidn
de los AR-B3 disminuyen con la edad, la obesidad o la resistencia a la insulina, por lo que
es plausible que los pacientes que se beneficiarian mas de la activacién de los AR-B3

mediante agonistas selectivos sean menos capaces de responder a ellos. Aunque
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nuestros resultados indican que NT3 también disminuye con la edad en tejido adiposo
humano vy de rata, su receptor especifico TrkC no lo hace, por lo que se podria actuar
farmacolégicamente sobre esa via en pacientes con una deficiente liberacién de NT3.
Como la estimulacién de TrkC por NT3 imita los efectos de los AR-B sobre la expresidon
de UCP-1y el tamaiio de los adipocitos en humanos y roedores, un farmaco que actue
selectivamente sobre TrkC, podria ser un objetivo farmacoldgico prometedor en el

tratamiento del riesgo cardiometabdlico.
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NT3 Y TrkC se expresan en todos los tipos estudiados de tejido adiposo humano y
de roedores, siendo el nivel de expresiéon de TrkC comparable al de los AR-B,
principales moduladores de la actividad metabdlica de dicho tejido.

La via NT3/TrkC modula la diferenciacion de los adipocitos humanos cultivados
disminuyendo el tamafio celular y favoreciendo la expresién de UCP-1 (marcador
del tejido adiposo pardo, responsable de la termogénesis). Esta accidn
moduladora sobre los adipocitos se confirma en tejido adiposo blanco y pardo de
ratones manipulados genéticamente (NT3*" o en los que se suprime la expresién
endotelial de NT3, eNT3-). En estos modelos, los adipocitos son de mayor tamafio
y expresan UCP-1 en menor proporcion lo que implica un proceso de “whitening”
del tejido adiposo pardo

En ratones en los que se suprime la expresion endotelial de NT3, se observa una
menor expresion de AR-Bs en tejido adiposo, lo que sugiere que la disminucion en
la liberacién de NT3 por disfuncion endotelial, pueda modificar la actividad B3
adrenérgica en tejido adiposo.

En un modelo animal de sindrome metabdlico, la rata Zucker obesa, se observa
también menor expresion de NT3 y AR-B3 en tejido adiposo blanco, mientras que
en el tejido adiposo pardo aparecen cambios de expresién proteica de NT3 que
concuerdan con un proceso de “whitening” de los adipocitos. Estos cambios van
acompafiados de disfuncidon endotelial y menor actividad vasodilatadora del AR-
Bs.

En tejido adiposo humano, la expresion de NT3 y AR-Bs disminuye con la edad y
con las variables clinicas relacionadas con la resistencia a la insulina, mientras que
la expresiéon del receptor TrkC no cambia, por lo que una modulacién
farmacoldgica de esta via podria ser interesante para controlar el riesgo
cardiometabdlico. Son necesarios estudios posteriores para establecer de forma

concluyente el interés clinico de esta observacién
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