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Glosario de abreviaturas

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

- ABCAT: ATP-binding cassette transporter , subfamilia a, miembro 1

- ADRP: proteina relacionada con la diferenciaciéon adiposa

- AGL: 4cidos grasos libres

- Agtrp: proteina relacionada con Aguti

- AHA: American Heart Association

-  AMA-CC1: quimioquina CC-1 asociada a la activacion alternativa de
macrofagos

- ApoB: apolipoproteina B

- ATP-III: Adult Treatment Panel I1I

- ATP: adenosin trifosfato

- BCL2: proteina 2 del linfoma de células B

- C-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad

- C-LDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

- CART: transcriptor relacionado con cocaina y anfetaminas

- CCK: colecistoquinina

- CCR2: receptor-2 de quimioquinas C-C

- CEBPa: Proteina de unién al enhancer CCAAT alfa

- COX-1: ciclooxigenasa 1

- COX-2: ciclooxigenasa 2

- CSF R1: factor estimulante de colonias R1

- DAG: dieta alta en grasas

-  DM2: diabetes mellitus tipo 2

- FABP4: proteina transportadora de acidos grasos 4

- FASN: sintasa de acidos grasos

- GCTC: glucocorticoides
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- GLP-1: péptido 1 similar al glucagén

- GLUT-4: transportador de glucosa tipo 4

- hO-MSCs: células madre multipotentes derivadas de tejido adiposo
- IDF: International Diabetes Federation

- IFN-y: interferon gamma

- IL-10: interleuquina 10

- IL-12: interleuquina 12

- IL-13: interleuquina 13

- IL-1PB: interleuquina 1 beta

- 1L-23: interleuquina 23

- IL-4: interleuquina 4

- IL-6: interleuquina 6

- IL-8: interleuquina 8

- IMC: indice de masa corporal

- IR: insulino-resistencia

- LEP: leptina

- LHS: lipasa sensible a hormonas

- LPL: lipoproteinlipasa

- LPS: lipopolisacarido derivado de patégenos

- M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos
- MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1

- MCR4: receptor 4 de la melanocortina

- ME: metabdlicamente enfermo

- MerTK: mer tirosin quinasa

- MHC-II: complejo mayor de histocompatiblidad clase 11
- MIP1la: proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa

- mRNA: RNA mensajero

- MS: metabdlicamente sano

22



Glosario de abreviaturas

MTAs: macréfagos del tejido adiposo

NF-kB: factor de transcripcién nuclear kappa-beta
NO: 6xido nitrico

NPME: normopeso metabolicamente enfermo
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NPMS: normopeso metabolicamente sano

NPMSO0: sujetos con normopeso sin ningun criterio de sindrome
metabdlico
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OR: odds ratio

PAI-1: factor activador del plasminégeno-1
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PKA: protein quinasa A
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PYY: péptido YY

RE: reticulo endoplasmatico

SARP: proteina relacionada con la apoptosis
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Introduccion

INTRODUCCION

1. Obesidad y enfermedad metabélica
1.1. Definicion y clasificacion de la obesidad

La World Health Organization (WHO) define el sobrepeso y la
obesidad como una acumulaciéon anormal o excesiva de grasa que puede ser

perjudicial para la salud'.

Se trata de una enfermedad metabolica cronica de origen multifactorial
que conlleva a una afectacién fisica y psiquica de la persona que la padece y
que se asocia a patologfas que limitan la esperanza de vida, deteriorando la
calidad de la misma. Puede determinar la proyeccion vital, social y laboral del
individuo. Sus proporciones son epidémicas y ocasiona un gran coste
econémico a todos los sistemas sanitarios. La caracteristica primordial que
define a la obesidad es el exceso de grasa corporal, lo cual supone sobrepasar
el rango de normalidad que se sitia entre el 12-20% del peso corporal en
hombres y el 20-30% en mujeres. La obesidad se asocia a un exceso de peso
en relaciéon con la estatura, si bien el peso no es, de forma aislada, el factor
definitorio de la obesidad. Una persona de constituciéon atlética con gran
desarrollo osteomuscular tiene un peso elevado para su estatura; sin embargo,
solo sera obeso si acumula exceso de grasa. Por otro lado, una persona
considerada con peso normal para su talla puede ser obesa si tiene exceso de
grasa corporal. También hay que tener en cuenta que en determinadas
situaciones puede producirse aumento de peso sin exceso de grasa, como en la
insuficiencia cardiaca congestiva, la cirrosis hepatica o la insuficiencia renal, en
las cuales hay aumento de liquido en el organismo. Siempre teniendo en

cuenta las puntualizaciones anteriores, en la practica clinica se emplea el indice
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de masa corporal (IMC) que es un indicador simple de la relacién entre el peso
y la talla. Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilogramos por el
cuadrado de su talla en metros (kg/m?). Existe consenso internacional para
considerar a una persona adulta (18-60 afios) con sobrepeso, si el IMC es igual
o superior a 25kg/m? y con obesidad cuando éste es igual o supetior a

30kg/m? , tanto en hombres como en mujeres”.

La Sociedad Espafola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO)

establece dos tipos de clasificaciones’:

« En funcidon del exceso de peso corporal:
o Sobrepeso grado I: IMC 25,0-26,9kg/m’
Sobrepeso grado 11 (preobesidad): IMC 27,0-29,9 kg/m’
o Obesidad de tipo I: IMC 30,0-34,9 kg/m’
o Obesidad de tipo II: IMC 35,0-39,9 kg/m’
o Obesidad de tipo III (m6rbida): IMC 40,0-49,9 kg/m’
o Obesidad de tipo IV (extrema): IMC > 50 kg/m”

@)

En la poblaciéon juvenil e infantil se utilizan como criterios para definir
el sobrepeso y la obesidad los valores especificos por edad y sexo de

los percentiles 85 y 97 del IMC, respectivamente.

El IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y la obesidad en
la poblacién, puesto que es la misma para ambos sexos y para los
adultos de todas las edades. Sin embargo, hay que considerarla a titulo
indicativo porque es posible que no se corresponda con el mismo

nivel de grosor en diferentes personasl.

« En funciéon de la distribucién de la grasa corporal:
o Obesidad abdominovisceral o visceroportal, (tipo androide):
Predominio del tejido adiposo en la mitad superior del cuerpo: cuello,

hombros, sector superior del abdomen. Este tipo de obesidad, tanto

en el varén como en la mujer, se asocia con un aumento del riesgo de
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desarrollar  diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ateroesclerosis,
hiperuricemia e hiperlipemia, consecuencia directa del estado de
insulino-resistencia (IR). Para definir obesidad abdominovisceral

utilizamos los siguientes parametros:

» L Indice cintura-cadera: perimetro cintura (cm)/ petimetro cadera
(cm). Valores superiores a 0,8 en mujeres y 1 en varones indican

obesidad androide.

» II. Circunferencia de Cintura: Su valor de referencia varfa segun

las distintas poblaciones.

» III. Diametro Sagital: Presenta una buena correlacion con la
cantidad de grasa visceral. En posiciéon dectbito dorsal, la grasa
abdominal aumenta el diametro anteroposterior del abdomen. Se

considera un valor normal hasta 25 cm.

o Obesidad femoroglitea (tipo ginecoide): Se caracteriza por presentar

adiposidad en gluteos, caderas, muslos y mitad inferior del cuerpo.

Existe una creciente evidencia sugerida por la WHO de que los puntos
de corte de IMC estan obsoletos y no se deben aplicar a todas las poblaciones.
Para superar las clasificaciones erroneas, las mediciones directas de porcentaje
de grasa corporal serfa una herramienta mejor para el diagnéstico de
sobrepeso y obesidad®. Existen estudios de composiciéon corporal mediante
densitometria de composicién corporal donde se objetiva que el screening
para adiposidad en sujetos con IMC normal podria identificar mejor a las
personas con mayor riesgo de enfermedad cardiometabodlica asi como de
mortalidad cardiovascular’. En funcién del porcentaje de grasa corporal,
podriamos definir como sujetos obesos aquellos que presentan porcentajes de
grasa por encima de los valores considerados normales, que son del 12 al 20%

en varones y del 20 al 30% en mujeres adultas’.
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1.2. Prevalencia de la obesidad

Aunque previamente se ha considerado un problema de los paises de
altos ingresos, el sobrepeso y la obesidad estan ahora en aumento en los paises
de bajos y medianos ingresos, especialmente en los entornos urbanos. En los
paises en desarrollo con economias emergentes (clasificados por el Banco
Mundial como paises de bajos y medianos ingresos), la tasa de incremento de
sobrepeso y obesidad en la infancia ha sido mas de 30% mayor que la de los

paises desarrollados’.

Segun un informe reciente de la WHO, en 2014 mas de 1,8 billones de
adultos tenfan sobrepeso segun criterio de IMC (IMC = 25 kg/m?). De ellos,
mas de 600 millones eran obesos (IMC = 30 kg/m?). 42 millones de nifios

menores de 5 afios tenfan sobrepeso u obesidad en 2013.

El sobrepeso y la obesidad estan en el quinto puesto en el riesgo de
mortalidad global. Al menos 2,8 millones de adultos mueren cada afio como

resultado de tener sobrepeso u obesidad. La prevalencia mundial de obesidad

se duplicé entre 1980 y 2014

1.3. Etiologia de la obesidad

A través de la historia de la evolucién, animales y humanos han
desarrollado mecanismos que promueven la acumulaciéon de tejido graso
durante los periodos de "abundancia", permitiendo asi la supervivencia
durante los periodos de "hambruna". Sin embargo, lo que fue una fortaleza, se
ha convertido en una debilidad en el actual entorno obesogénico, dada la
tacilidad para la adquisiciéon de alimentos de alta energia disponibles sin ser
necesario para ello alta actividad fisica. Como consecuencia, la obesidad ha

alcanzado proporciones epidémicas en paises industrializados y en desarrollo,
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lo que ha generado un importante problema de salud publica, ya que la
obesidad esta asociada con comorbilidades significativas y aumento de la

mortalidad®.

Tradicionalmente se ha considerado que la principal causa de obesidad
y el sobrepeso es un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y
las calorias gastadas. Los cambios en los patrones de alimentacién y actividad
fisica son a menudo el resultado de los cambios ambientales y sociales
asociados con el desarrollo y la falta de politicas de apoyo en sectores como la
salud, la agricultura, el transporte, el urbanismo, el medio ambiente, el
procesamiento de alimentos, la distribuciéon, la comercializaciéon y la

-,
educacion'.

Sin embargo se ha producido un cambio en este paradigma dados los
hallazgos encontrados en los ultimos afios en el estudio de la obesidad de
manera que, aunque el balance energético es un factor relevante en la etiologia
de la obesidad, hay muchos otros factores implicados en el desarrollo de ésta,
principalmente a nivel metabodlico, por lo que estamos hablando de una

enfermedad multifactorial.

Hay cierto acuerdo en considerar de forma independiente aquellos tipos
de obesidad que tienen un origen genético y que se asocian a problemas de
desarrollo fisico e intelectual, ya que la causa esta establecida ya sea por
alteraciones pleiotropicas dominantes (sindrome de Prader Willi), autosémicas
recesivas (sindrome de Bardet-Biedl) o ligadas al cromosoma X (sindrome de
Wilson-Turner). De la misma manera ocurre con la obesidad derivada de
causas endocrinolégicas conocidas, como son algunos casos de
hipogonadismo o hipercortisolismo. De cualquier forma, en la mayor parte de
pacientes que desarrollan obesidad es dificil establecer una tnica causa, ya que

la obesidad se debe a la interaccién entre genes y ambiente.
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Sin embargo, la creciente prevalencia de obesidad no puede ser
atribuida directamente a cambios en el componente genético, aunque algunas
variantes genéticas que permanecieron en su dia silentes, pueden ahora
manifestarse debido a la alta disponibilidad de energia y al alto grado de
sedentarismo. Aunque existen diferencias interindividuales en la respuesta a
diversas intervenciones dietéticas o de ejercicio fisico, se han llevado a cabo

escasos intentos para establecer diferencias en funcién del genotipo’.

El desequilibrio del balance energético puede ser debido a una falta de
control en la ingesta o en el gasto energético, a fallos en la regulacion de las
reservas lipidicas o a desajustes en la distribucién de nutrientes entre los
tejidos’. La obtencién de energfa de los alimentos se regula por mecanismos
neuroendocrinos, puesto que la fase cefalica de la digestion esta en buena
parte dirigida por la actividad de neuropéptidos hipotalamicos, como el
neuropéptido Y (NPY), o la proteina relacionada con Aguti (Agrp), que junto
con factores gastrointestinales (como la ghrelina) que actGan a nivel
hipotalamico, promueven la sensaciéon de apetito que favorece la ingesta de
nutrientes’. El acto de comer genera otras sefiales gastrointestinales, que en el
hipotalamo originan sensaciéon de saciedad. Esta limitacién de la ingesta de
energia es mediada esencialmente por la colecistoquinina (CCK), el péptido 1
similar al glucagén (GLP-1), el péptido YY (PYY) y la leptina, que actian en
el hipotalamo contrarrestando las sefiales de la ghrelina, NPY y Agtp, junto
con otros péptidos hipotalamicos como el transcriptor relacionado con
cocaina y anfetaminas (CART) y las melanocortinas, que actian sobre
receptores especificos del hipotalamo lateral, que a su vez segrega las orexinas
(o hipocretinas) que también promueven el apetito. Hay que destacar que un
buen numero de casos de obesidad (cerca del 5%) se han podido atribuir a los
polimorfismos del receptor 4 de la melanocortina (MCR4)". En la figura 1 y 2

se presenta la regulacion de la homeostasis energética.
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En la parte opuesta de la balanza encontramos los mecanismos
implicados en la pérdida de energia, en forma de calor. Esta pérdida procede
de la termogénesis, que en humanos se activa al aumentar la tasa metabolica
basal, inducida por la acciéon de nutrientes y hormonas. Los roedores y otros
mamiferos disponen de un tejido especializado, el tejido adiposo marrén, que
cuenta con una gran dotacién de mitocondrias que contienen la proteina
desacoplante 1 (UCP1), que permite desacoplar el metabolismo oxidativo de
la generacién de adenosin trifosfato (ATP). La activacion (frio, exceso de
ingesta) o inhibicién (ayuno, gestaciéon) de la actividad UCP1 permite a estos
animales ajustar la liberacién de calor. En los humanos, salvo en el periodo de
adaptacion del neonato, el tejido adiposo marrén esta circunscrito a unas
localizaciones residuales escasas y se considera que su funcionalidad es muy
limitada. Tampoco la presencia de posibles actividades desacoplantes (UCP2 y
UCP3) en otros tejidos parece que juegue un papel significativo en la
termogénesis, a pesar de que su sobreexpresion en animales puede determinar

un fenotipo no obeso®.

El control del peso corporal también esta condicionado por la actividad
metabdlica y, en concreto, por la dinamica de las reservas grasas del

organismo.

Asi, el adipocito, célula predominante en el tejido adiposo, desempefia
un papel paracrino y endocrino que autorregula su capacidad de
almacenamiento y que interviene en el control hipotalamico de la ingesta y en
los mecanismos de utilizaciéon y almacenamiento de las reservas. Este tejido,
por ejemplo, segrega la leptina, una citoquina a la que se ha atribuido la
propiedad de ser la sefial de las reservas energéticas y que es capaz de modular
la secrecion de neuropéptidos que controlan la ingesta. También se ha tenido
que reinterpretar el papel de la insulina, puesto que propicia la saciedad

cuando se inyecta a nivel ventricular, hecho que avala su papel fundamental en
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el sistema de control del peso corporal y hace que la interrelaciéon entre este
control y el metabolismo intermediario sea mucho mas estrecha de lo que se
habfa supuesto'®. En realidad, la situacién es mucho mas compleja, puesto que
otras hormonas, como los esteroides, pueden jugar un papel determinante en
la manifestacién de la obesidad. Asi, el cortisol regula la diferenciaciéon del
adipocito a través de su propia sintesis en tejido adiposo a partir de cortisona.
Ademas, los glucocorticoides parece que son los efectores del incremento de
peso en situaciones de estrés y pueden interferir en la accion de la insulina y

propiciar los depésitos de lipidos en el tejido adiposo'™.

El papel de las hormonas esteroideas también se ha implicado en la
regulacion de la adiposidad. La disminuciéon de los niveles normales de
androgenos o estrogenos se traduce generalmente en un incremento de la
obesidad visceral. El almacenamiento de estrona en su forma esterificada con
acidos grasos (acilestrona), y el efecto inhibidor que ejerce sobre la expresion
de la leptina, nos permiten decir que este compuesto podria desempefiar un

papel en el control del peso corporal .

Ultimamente ha ido cobrando fuerza la posibilidad de que el control del
peso corporal pueda estar también regulado por variaciones en la actividad
metabdlica de enzimas implicadas en la sintesis de lipidos (acetil CoA
carboxilasa), oxidacién de substratos (aconitasa) o almacenamiento de

triglicéridos (TG) (glicerol-3-fosfato aciltransferasa mitocondrial)"”.

Ademas, se ha visto que diversas moléculas reguladoras del tejido
adiposo blanco (TAB), pueden estar moduladas por el estimulo de nutrientes,
modificando estos su actividad. Al parecer, la lipasa sensible a hormonas
(LHS) no es indispensable para la movilizaciéon de los TG, puesto que la
actividad lipasica depende de la accion de la perilipina (proteina que recubre la
vacuola de TG) y de una nueva lipasa, la desnutrina, que apenas se expresa en

modelos animales de obesidad y si aparece, en cambio, en situaciones de
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ptivacién de alimento'®.

De estos tltimos ejemplos se puede deducir que, si bien la actividad de
estas enzimas puede deberse en ultima instancia a causas genéticas, dicha
actividad puede modularse metabdlicamente y, por tanto, estaria sujeta a las
interacciones con los demas elementos de control implicados en la regulacion

del peso corporal, ademas de por los nutrientes.

También se ha barajado la posibilidad de que la obesidad pueda ser
causada por infecciones virales. El hecho de que se hayan identificado
diferentes virus que favorezcan el desarrollo de la obesidad en animales y que
los humanos obesos presenten una mayor prevalencia de anticuerpos contra el
adenovirus-36, y que éste al ser inyectado en ratones y pollos promueva la
acumulacion de grasa, ha permitido argumentar que las infecciones viricas

pueden estar en la rafz del desatrollo de algin tipo de obesidad".

Por dltimo, diferentes estudios epidemioldgicos en humanos, y otros
realizados en modelos animales, sugieren que un desequilibrio nutricional o
metabélico en la madre durante perfodos criticos del desarrollo de las crias,
incluida la etapa fetal y la lactancia, puede condicionar o programar el
metabolismo futuro y la tendencia a padecer o no determinadas enfermedades

2021 Dichos efectos en la

en la edad adulta, entre ellas el sindrome metabolico
programacion metabdlica pueden ser atribuidos a cambios epigenéticos, es
decir, alteraciones estables en la expresion génica debidas a cambios en la
metilacién del ADN y modificaciones de histonas, que pueden transmitirse a

las siguientes generaciones.

El panorama descrito de momento sirve para ir situando las piezas de
este rompecabezas, pero la incansable bisqueda de los genes implicados en la
expresion de los compuestos reguladores descritos (sin olvidar los posibles

polimorfismos) y, especialmente, el conocimiento de las interacciones entre
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los distintos genes, permitira en el futuro completar el mapa
genético/metabdlico de la obesidad. Estas interacciones pueden deberse a la
presencia de diferentes variantes de determinados genes que influyen sobre la
respuesta a la dieta, pero también pueden ser atribuibles a diferencias en la

.z ’ M . e, . . . . 22
expresion génica frente a la nutricion en ciertos individuos™.

1.4. Complicaciones de la obesidad

Un IMC elevado es un factor de riesgo importante para las
enfermedades no transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares, pero
también aumenta el riesgo de diabetes, trastornos musculoesqueléticos, y
varios tipos de cancer. El riesgo para estas enfermedades no transmisibles
aumenta con el incremento en el IMC. Por tanto, el 44% de la carga de
diabetes, el 23% de la carga de la enfermedad isquémica cardiaca y entre el 7%

y el 41% de cierta carga del cancer, son atribuibles al sobrepeso y la obesidad'.

La adiposidad, la fraccién de la masa total del cuerpo compuesta de
lipidos neutros almacenada en el tejido adiposo, esta estrechamente
correlacionada con parametros fisiolégicos importantes tales como la presion

arterial, la sensibilidad a la insulina, y las concentraciones de TG y leptina®.

Existen fuertes correlaciones positivas entre el grado de adiposidad y
varios trastornos asociados con la obesidad, como hipertension, dislipemia e
intolerancia a la glucosa®. Hasta ahora los estudios han demostrado que la
masa grasa visceral esta mas estrechamente relacionada con la patologia

asociada 2 la obesidad®.

La morbilidad asociada al sobrepeso y la obesidad se ha comprobado
en muchas alteraciones de salud entre las que cabe destacar la DM2, la
dislipemia, la hipertension, la enfermedad coronaria y cerebrovascular, la

colelitiasis, la osteoartrosis, la insuficiencia cardiaca, el sindrome de apnea del
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suefio, algunos tipos de cancer, alteraciones menstruales, la esterilidad y
alteraciones psicologicas. En la Tabla 1 se resumen las alteraciones mas
comunmente asociadas a la obesidad. El clinico debe realizar un esfuerzo en
determinar las patologias asociadas al exceso ponderal, y especialmente

aquellas susceptibles de mejoria tras la pérdida de peso’.

Enfermedad cardiovascular arteriosclerdtica
- Cardiopatia isquémica

- Enfermedad cerebrovascular

Otras alteraciones cardiorrespiratorias
- Insuficiencia cardiaca congestiva
- Insuficiencia respiratoria

- Sindrome de apnea obstructiva del suefio

Alteraciones metabodlicas

- Resistencia a la insulina y DM2
- Hipertension arterial

- Dislipemia

- Hiperuricemia

Alteraciones de la mujer

- Disfunciéon menstrual

- Sindrome de ovarios poliquisticos
- Infertilidad

- Aumento del riesgo perinatal

- Incontinencia urinaria

Digestivas

- Colelitiasis

- Esteatohepatitis no alcohélica
- Cirrosis

- Reflujo gastroesofagico, hernia de hiato

Musculo-esqueléticas
- Artrosis
- Lesiones articulares

- Deformidades 6seas
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Otras alteraciones

- Insuficiencia venosa periférica

- Enfermedad tromboembdlica

- Cancer (mujer: vesicula y vias biliares, mama y endometrio en posmenopausia; hombre:
colon, recto y prostata).

- Hipertension intracraneal benigna

- Alteraciones cutaneas (estrias, acantosis nigricans, hirsutismo, foliculitis, intertrigo)

- Alteraciones psicologicas

- Alteraciones psicosociales

- Disminucion en la calidad de vida

- Trastornos del comportamiento alimentario

Tabla 1.- alteraciones asociadas a la obesidad. Adaptado de Salas-Salvado ez al?

1.5. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico lo constituye un grupo de factores de riesgo
asociados tradicionalmente a la obesidad abdominal que incluyen la IR, la
dislipemia aterogénica y la hipertension arterial. Puede asi considerarse una
entidad clinica especial que confiere un alto riesgo de enfermedad
cardiovascular y/o DM2. Si bien la patogénesis del sindrome metabdlico y de
cada uno de sus componentes es compleja y no es conocida lo suficiente, la
obesidad central y la IR se han considerado los ejes centrales del sindrome.
Existen diferentes definiciones de sindrome metabdlico, entre las que cabe
destacar la realizada por la WHO en 1998 y los criterios del Adult Treatment
Panel 111 (ATP-III), plasmados en el tercer informe de la National Cholesterol
Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol in adults”. Esta tltima clasificacién es mas simple y
util desde el punto de vista clinico, ya que la clasificaciéon de la WHO requiere
la realizaciéon de un test de sobrecarga oral de glucosa y la determinacion de

insulina. Mas recientemente estan tomando fuerza los criterios establecidos
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por la International Diabetes Federation (IDF)*, donde se especifican puntos
de corte para el perimetro de la cintura propios de la poblaciéon europea (y

otras poblaciones). En la Tabla 2 se definen los criterios de ATP-I1I e IDF,

los mas utilizados en la actualidad.

Criterios ATP-III IDF

= 94*

Perimetro de cintura (cm) Varones

Mujeres > 88 > 80*
Triglicéridos (mg/dl) =150 > 150%*
c-HDL (mg/dl) Varones | <40 <40

Mujeres | <50 <50
Tension arterial (mmHg) o toma de tratamiento MWW =130 =130
antihipertensivo TAD =85 = 85
Glucemia plasmatica en ayunas (mg/dl) =110 = 100%**

Tabla 2.- Definicién de sindrome metabélico segtin los criterios del ATP-IIT" y la IDF*.

c-HDL.: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad

* En poblacion europea. En japoneses los puntos de corte considerados son de 90 y 85cm
en varones y mujeres respectivamente. En poblacién china y asiatica son de 90 y 80cm en
varones y mujeres, respectivamente

** O tratamiento especifico para el aumento de TG

*#% Si la glucemia es superior a esta cifra, se recomienda la realizaciéon de una sobrecarga
oral de glucosa, aunque no es necesaria para el diagnéstico del sindrome metabdlico

La prevalencia del sindrome metabdlico es diferente entre poblaciones
debido a la influencia de la raza, sexo y edad en la definicién del mismo. De
acuerdo con los criterios ATP-IIT", la prevalencia media en Estados Unidos
se encuentra entre el 20-30%”. La prevalencia estimada de sindrome
metabélico en Espafia segtin diferentes estudios epidemiolégicos y va desde
un 17% en Segovia®, el 24,4% en Canarias’' y hasta el 28,9% en Valencia™.
Estas diferencias pueden estar motivadas por la edad de los participantes, el
IMC promedio de la muestra y la contribucién porcentual de cada uno de los

componentes al sindrome metabélico.

40



Introduccion

En el estudio DORICA se realizé un analisis comparativo de la
sensibilidad y especificidad de diferentes indicadores antropométricos y se
evaluaron distintos puntos de corte mediante curvas ROC para estimar la
presencia de factores de riesgo cardiovascular asociados a la obesidad™. El
perimetro de cintura y el indice cintura/altura mostraron los mejores
resultados. En sujetos de entre 25 y 60 afios, la probabilidad de presentar
factores de riesgo cardiovascular aumenta a partir de valores para el indice
cintura/altura = 0,53 en varones y = 0,51 en mujeres. El riesgo de presentar
tactores de riesgo cardiovascular se duplica en las mujeres a partir de un IMC
de 27 y en los varones a partir de un IMC de 30. El riesgo de presentar
tactores de riesgo cardiovascular en mujeres con perimetro de cintura de
80cm es equiparable al riesgo para un IMC de 25 (Odds Ratio [OR]= 1,5).
Para valores de perimetro de cintura de 88 cm, la OR se estima en torno a 3,0,
lo mismo que para un IMC de 30 kg/m* En los varones, estos valores de

cintura son de 88 y 98 cm, respectivamente.

La obesidad, y especialmente la visceral, confiere un aumento del riesgo
de morbimortalidad, no solamente de origen cardiovascular, sino también por

otras causas, como es el caso del cancer o la DM2 y sus complicaciones.

La mayoria de estudios epidemiolégicos poblacionales observan que la
mortalidad empieza a aumentar cuando el IMC supera los 25 kg/m***. Los
individuos con un IMC > 30 kg/m?® presentan un aumento del riesgo de
mortalidad total y derivada de enfermedades cardiovasculares aproximado de
entre el 50 y el 100% respecto de la poblacién con un IMC de 20 a 25 kg/m>,
El aumento de la mortalidad es modesto cuando el IMC se sitaa entre 25 y 30

kg/m®*,

41



Introduccion

2. Fisiologia del tejido adiposo

2.1. Estructura y funcién del tejido adiposo

El tejido adiposo, que representa aproximadamente el 20% del peso
corporal en un adulto normal, es el tejido mas plastico en todos los
organismos multicelulares, presentando un remodelado constante junto con el
aumento y pérdida de peso”. Rompiendo con el paradigma clasico en el que el
tejido adiposo se presentaba exclusivamente como un tejido de reserva en
forma de TG, actualmente se sitia como un regulador clave del balance
energético, jugando un papel activo en el almacenamiento de lipidos,
regulacion, sintesis y secrecion de wuna amplia gama de productos
endocrinolégicos a la circulacion sistémica que influyen en el metabolismo
global y la homeostasis’’. Una de las principales funciones de las adipoquinas
es la sefializacion del estado de replecion de tejido adiposo al cerebro y otros

, ., .o . . L, . 3
organos, pCI'O tamblen (SN} part1c1pante activo en Cl pI'OCCSO anglogemco 8.

El tejido adiposo esta compuesto por una mezcla heterogénea de
células grasas (adipocitos) rodeado de tejido estromal que contiene a sus
precursores (preadipocitos), células endoteliales, pericitos, fibroblastos, células
inflamatorias (fundamentalmente macréfagos y linfocitos T), progenitores y
células madre mesenquimales (figura 3). Los diferentes tipos de tejido adiposo,
se diferencian no sélo por su localizacién (subcutaneo, intraabdominal o
perivisceral, pericardico, perirenal, perimuscular...) sino también por su
arquitectura (TAB o marrén), su actividad metabdlica y su perfil de secrecion

de adipoquinas™.
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Céelula Célula del Vaso Matriz Extracelular
Endotelial musculo liso sanguineo
vascular
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Figura 3.- Esquema de la estructura del tejido adiposo. Adaptado de Ouchi e a/”

2.2.Caracteristicas del tejidos adiposo

La obesidad abdominal conlleva a un mayor riesgo de desarrollar
diabetes y futuros eventos cardiovasculares que la obesidad periférica o
gluteo-femoral. La grasa presente alrededor de las visceras abdominales en
mesenterio y epiplon fundamentalmente, conocida como grasa visceral, es
diferente de la presente en las zonas subcutaneas (grasa subcutanea). El tipo
de adipocitos, su funciéon endocrina, la actividad lipolitica, la respuesta a la
insulina y otras hormonas es diferente en funcién del tejido adiposo en
estudio, bien sea tejido adiposo subcutaneo (TASC) o tejido adiposo visceral
(TAV)*. Estos tejidos difieren en cuanto a caracteristicas anatémicas,

. L. , . . 40
celulares, moleculares, fisiologicas, clinicas y prondsticas™.

El TAV se considera que es funcional y metabolicamente diferente del
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TASC**, De esta manera, tradicionalmente, el TAV se ha asociado con el

riesgo de enfermedad metabdlica y cardiovascular**®,

El acumulo de grasa subcutanea representa un tampoén fisiolégico
normal para el consumo del exceso energético (dieta hipercalorica) con el
gasto de energia limitado (inactividad fisica). Actia como un sumidero
metabolico donde se almacenan el exceso de acidos grasos libres (AGL) y
glicerol en forma de TG en los adipocitos*. Cuando se excede la capacidad de
almacenamiento del TASC o se deteriora su capacidad para generar nuevos
adipocitos debido a cualquier predisposiciéon o estrés genético, la grasa
comienza a acumularse en areas fuera del tejido subcutineo (area de
almacenamiento natural de la energfa). El estrés crénico conduce a niveles

elevados de cortisol que pueden conducir al acimulo de grasa a nivel de

TAV®,

Las diferencias anatomicas y fisiologicas entre el TAV y TASC explican

el aumento de los riesgos metabdlicos y cardiovasculares asociados a la

obesidad abdominal®.
2.2.1. Caracterfsticas anatémicas
Las principales areas de depodsito de grasa subcutianea son las regiones

femoro-glitea, la espalda y la pared abdominal anterior.

Alrededor del 80% del total de grasa corporal esta en la zona
subcutdnea®. La grasa abdominal esta presente en dos dep6sitos principales:

subcutanea e intraabdominal.

La grasa visceral supone hasta el 10-20% de la grasa total en varones y
5-8% en mujeres”. La cantidad de grasa visceral aumenta con la edad en

43
ambos sexos ™.
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Debido a su posiciéon anatémica, la sangre venosa de la grasa visceral
drena directamente al higado a través de la vena porta. Esto difiere con la
grasa subcutanea, que drena a través de las venas sistémicas. El drenaje portal
de la grasa visceral proporciona acceso directo a los AGL y adipoquinas
hepaticas segregadas por los adipocitos viscerales. Las adipoquinas activan los
mecanismos inmunes hepaticos con la produccion de mediadores

inflamatorios tales como la proteina C reactiva (PCR)™*.

2.2.2. Caracteristicas celulares

El tejido adiposo esta formado por un gran niumero de adipocitos, otras
células no adiposas, matriz de tejido conjuntivo, vascular y tejidos neurales. El
componente celular no adipocitico incluye macrofagos, células inmunes,

preadipocitos y fibroblastos™®.

2.2.2.1. Adipocitos

Los adipocitos constituyen el principal componente celular del tejido
adiposo y son los depdsitos de almacenamiento principales de energia en
forma de gotitas de TG. Los nuevos adipocitos pequefios actian como
sumideros o tampones, que absorben con avidez los AGL y TG en el periodo
postprandial. A medida que los adipocitos crecen, se vuelven disfuncionales.
Los adipocitos grandes tienen mayor tendencia a ser IR, hiperlipoliticos y
resistentes al efecto antilipolitico de la insulina. El1 TAV contiene mayor
numero de adipocitos grandes en relacion con el TASC, que contiene
adipocitos pequefios. Estos adipocitos pequefios son mas sensibles a la
insulina y tienen una alta avidez por los AGL y la absorciéon de TG,

previniendo su deposito en tejidos no adiposos**’.
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2.2.2.2.  Macrétagos

Los macréfagos son una poblacion heterogénea que se origina de los
monocitos que se mueven del torrente circulatorio a los tejidos periféricos y
que juegan un papel fundamental en el sistema inmune con funciones
importantes en la inmunidad innata y adquirida. En la inmunidad innata, la
principal funcién de estas células es la respuesta a patégenos y la modulacion
de la respuesta inmune adaptativa a través del procesado y la presentacion de
antigenos. LLos macréfagos colaboran con las células T y B a través de
interacciones mediadas por citoquinas, quimioquinas, enzimas y metabolitos
del acido araquidénico; pero los macréfagos también estan implicados en

otras funciones homeostaticas®.

Los macréfagos derivados de distintos progenitores pueden adquirir
fenotipos y funciones diferentes dependiendo del microambiente®. Las
diversas funciones de los macrofagos estan relacionadas con el tipo de

interaccién del receptor en el macréfago v la presencia de citoquinas™.

La presencia de macrofagos en el tejido adiposo (conocidos como
macrofagos del tejido adiposo — MTA) se notifico por primera vez hace unos
15 afios’. Estudios posteriores demostraron que la infiltracion de los
macréfagos en este tejido era mayor en la obesidad™. Partiendo de este
hallazgo, muchos autores han estudiado las consecuencias de la infiltracion de
los macréfagos en el tejido adiposo. Entre las primeras observaciones destaco
la presencia de citoquinas inflamatorias en este tejido y el incremento de la
insulinemia®. Para poder explicar estos fendémenos, investigaciones
posteriores observaron que, al igual que ocurre en otras células del sistema
inmune como los linfocitos T, los macréfagos constituyen una poblacion
heterogénea de células que pueden ser polarizadas hacia un fenotipo conocido

como M1 o “activado clasicamente” o bien M2 o “activado alternativamente”
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tanto a nivel plasmatico como a nivel de tejido adiposo™. El fenotipo M1 est4
inducido por estimulos inflamatorios con lipopolisacarido (LPS) derivado de
bacterias Gram (-) solo o en combinacién con interferén gamma (IFN-y) o
citoquinas (factor de necrosis tumoral alfa - TNFa - o factor estimulante de
colonias de macréfagos - M-CSF - ) y da lugar a la secrecién de citoquinas
pro-inflamatorias. Por otro lado, el fenotipo M2 esta inducido por la
exposicion a intetleuquina 4 (IL-4) e interleuquina 13 (IL-13), que da lugar a la
secrecion de citoquinas anti-inflamatorias®. La mayorfa de los estudios i vitro
muestran que esta activaciéon alternativa se caracteriza por una mayor
expresion del complejo mayor de histocompatiblidad clase II (MHC-II) y de
receptores de manosa (CD206) en su superficie”. La nomenclatura M1 / M2
se deriva de las citoquinas de linfocitos Thl y Th2 que estan asociadas con
estos fenotipos de macréfagos™. In vitro, 1a activacion de los macréfagos puede
estar promovida directamente por patrones moleculares asociados con la
microbiota intestinal, como LLPS*. Esta activacion se conoce como innata y se
asemeja a la activacion M1, pero difiere de los macréfagos M1, macréfagos
innatos activados que no poseen actividad fagocitica y que no pueden
producir interleuquina 12 (IL-12) biolégicamente activa’. Por esta razon,
Martinez et al. subclasificaron a los macrofagos M1 como macréfagos clasicos

e innatos activados en M1a y M1b respectivamente™.

Los macréfagos M2 se pueden generar por varios estimulos, tales como
glucocorticoides y complejos de inmunoglobulina / receptor Toll-like. En
general, las células M2 pueden controlar la respuesta inflamatoria y la
inmunidad adaptativa Th2, recoger desechos, promover la angiogénesis y
remodelar y reparar tejidos™. Los macréfagos M2 se caracterizan por la
produccion de altos niveles de interleuquina 10 (IL-10) y la baja expresion de

I1.-12 e interleuquina 23 (IL.-23) .
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En general, los macréfagos M2 se dividen en 3 subconjuntos: M2a,

58,60,61

M2b y M2c, basado en el perfil de expresion génica

El subtipo M2a es generado por la I1L.-4 e 1L.-13, que son producidas
principalmente por las células Th2, mastocitos y basoéfilos. Ambas citoquinas
pueden inhibir a los mediadores pro-inflamatorios de los macréfagos tales
como interleuquina 1 beta (IL-1f), TNFa, intetleuquina 6 (IL-6), IL-12, IFNy
y aniones superoxido. Las células M2a también expresan proteinas que
promueven la fibrogénesis, la reparaciéon y proliferacion de tejidos y la

proliferacion tumoral 62,63,6465

El M2b se origina por el ligando de IL-1R o por exposiciéon a
complejos inmunes y LPS. M2b se caracterizan por presentar una produccion
baja de IL.-12 y alta de IL-10, un perfil de citoquinas que favorece la respuesta

inmune Th2%,

El subtipo MZ2c se genera por mediacion de IL-10, factor de
crecimiento transformante beta (TGF-f), M-CSF o glucocorticoides y se
caracteriza por la inhibicién de citoquinas pro-inflamatorias y el incremento
en la actividad de eliminacién de residuos®™. Wang e @/ describieron un
subtipo M2 adicional, es decir macréfago M2d, que se caracterizaba por una
baja tasa de I1L-12 y wuna alta produccion de IL-10 y tenia algunas

. . , , ;
caracterfsticas similares a los macréfagos asociados a tumores®’.

En la figura 4 se resume la polarizacion de los macréfagos tras

abandonar el torrente circulatorio.
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Monocitos

Macroéfago

IL-4, IL-13

Factores
asociados a

i -

Figura 4.- Polarizacién de los macréfagos. GCTC: glucocorticoides.

2.2.2.3. Vascularizacion e inervacion

El TAV se caracteriza por estar mas vascularizado e inervado que el
TASCY. La irrigacién del tejido adiposo juega un papel clave en la
tisiopatologia del mismo. Recientes progresos en el estudio de la inflamacién
asocliada a la obesidad sugieren que la disfuncién de la vasculatura ocurre en el
tejido adiposo antes que la IR®. En la obesidad, la densidad capilar no logra
satistacer la demanda de crecimiento del tejido adiposo. Este fallo conduce a

la disfuncién de la microcirculaciéon y a una perfusiéon sanguinea alterada, lo
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que origina una respuesta de hipoxia local en el tejido adiposo. La respuesta de
hipoxia en los adipocitos y macréfagos es una nueva base celular para la

. ., ;. . : 8
inflamacién crénica que analizaremos posteriormente con mayor detalle®.

En cuanto a la regulaciéon nerviosa, el tejido adiposo esta inervado
mayoritariamente por el sistema nervioso simpatico (SNS), cuya activaciéon da
lugar a la lipolisis mediada por noradrenalina dependiente del estimulo del
receptor B3-adrenérgico”. Los adipocitos viscerales, en comparacién con los
del TASC, son mas sensibles a la lipolisis inducida por catecolaminas y menos
sensibles a la inhibicién dependiente del receptor o2-adrenérgicos de la

"7 ademds de presentar mayor nivel de P3-adrenérgicos”. El SNS

lipolisis

también se ha visto implicado en la regulaciéon de la proliferaciéon de

adipocitos” a parte de en el control de la lipolisis.

2.2.3. Caracteristicas moleculares

2.2.3.1. Receptores

Las células del tejido adiposo estan provistas de receptores que se
activan mediante tres tipos de sefiales*:

o Sefiales quimicas en forma de hormonas endocrinas circulantes que
llegan a los adipocitos a través del torrente sanguineo.

o Sefales quimicas de moléculas biologicamente activas (adipoquinas) que
se generan localmente en el tejido adiposo y activan las células del tejido
adiposo vecino a través de mecanismos paractinos.

o Sefiales nerviosas procedentes del sistema nervioso central y de la
activacion de los receptores adrenérgicos especificos en el tejido adiposo,

por ejemplo, receptores B3-adrenérgicos y receptores a2-adrenérgicos.

Hay variaciones regionales en la densidad, la afinidad y la transduccion

de sefiales de los distintos receptores del tejido adiposo.
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Los receptores de glucocorticoides estan implicados en la regulacion
metabdlica y la distribucién de la grasa corporal”. Presentan una variacién
regional en cuanto a su concentracién, siendo més elevada en el TAV™, al
igual que ocurre con los receptores androgénicos™. En varones, a partir de los
50 afios de edad, con el descenso de la testosterona, se almacena mas grasa en
los depositos del TAV, y el TASC tiende a disminuir”. Los receptores
estrogénicos sin embargo, muestran una variacién regional en su
concentracion en funcién de las diferencias de género y una mayor capacidad
de unién en el TASC™. El estrégeno promueve el acimulo en el TASC
temoro-gluteo periférico, que puede ser protector. El déficit de estrégenos

contribuye al aumento del TAV en las mujeres posmenopausicas**’.

2.2.3.2.  Adipoquinas

El tejido adiposo es capaz de sintetizar una serie de péptidos, proteinas
y citoquinas. Estas moléculas biolégicamente activas se conocen como

adipoquinas. Actualmente, se han identificado mas de 50 adipoquinas’’.

Los adipocitos maduros actian como un 6rgano endocrino activo y
paracrino a través de una red de comunicaciéon con otros tejidos, como por
ejemplo el SNS y el cerebro, que pueden influir en el apetito. También
influyen en el balance energético, la inmunidad, la sensibilidad a la insulina, la
angiogénesis, la presiéon sanguinea, el metabolismo de los lipidos y la
homeostasis. Los adipocitos contribuyen al estado proinflamatorio generado
en la obesidad y la diabetes y son capaces de sintetizar proteinas
proinflamatorias y antiinflamatorias. Segregan proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1) que puede inducir la infiltracién de macréfagos y su
activacion en el tejido adiposo. Los macrofagos son una fuente importante de
citoquinas inflamatorias tales como el TNFa y la IL-6. Se han descrito

77,78,79

multiples adipoquinas que incluyen citoquinas, factores de crecimiento
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clasicos, proteinas que participan en la homeostasis vascular, la homeostasis

de la glucosa, la angiogénesis y respuestas de fase aguda.

Una de las adipoquinas clave en la homeostasis del tejido adiposo es la
leptina, cuya funcién principal es la seflalizacién del estado de reserva
energética, por lo que reduce el apetito y aumenta el gasto energético. Ademas
esta implicada en funciones de inmunidad, estimula la angiogénesis y la
hematopoyesis, induce la proliferacién y migracion de células del musculo liso
vascular y mejora la agregacién plaquetaria. La obesidad esta asociada con
niveles elevados de leptina, siendo un marcador sensible para predecir el

riesgo cardiovascular y el sindrome metabolico™.

Por el contrario, la adiponectina, otra adipoquina basica en la fisiologia
de este tejido, esta disminuida en la obesidad abdominal. Se trata de una
proteina plasmatica similar al colageno producida por los adipocitos cuyo
principal papel es antiaterogénico, ya que inhibe la expresiéon de moléculas de
adhesion y proliferacion de las células del musculo liso vascular, suprime la
transformacion de macrofagos a células espumosas e induce la produccion de
tactores anti-inflamatorios importantes como la IL.-10. Por otro lado, aumenta

la sensibilidad a la insulina, inhibe la neoglucogénesis y favorece la lipolisis***',

En cuanto a las citoquinas proinflamatorias cabe destacar la IL-6, el
TNFa y la PCR, las cuales se encuentran elevadas en la obesidad abdominal.
El 30% de la IL-6 se produce en el tejido adiposo y es el mayor regulador de
producciéon de PCR hepatica. En cuanto a sus funciones, TNFo activa el
factor de transcripcién nuclear kappa-beta (NF-kB) lo que hace que, al igual
que la IL-6 y la PCR, aumente la inflamaciéon vascular, siendo factores
proaterogénicos. Por otro lado también disminuyen la sensibilidad a la insulina

lo que puede ser un predictor del desarrollo de diabetes, sobre todo en el caso

de la PCR™.
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2.2.3.2.1.  Interacciones entre adipoquinas

El TNFoa y las interleuquinas aumentan la expresion del gen de la
leptina y los niveles circulantes de leptina®®*. El TNFa contribuye a la
hiperleptinemia relacionada con la obesidad mediante la regulaciéon de la
liberacién de leptina por parte de los adipocitos®™. La produccién de factor
activador del plasminégeno 1 (PAI-1) se correlaciona significativamente con la
de TNFa, destacando un posible aporte local de TNFa a la regulacion de la
produccién de PAI-1 por el tejido adiposo. La adiponectina inhibe los
cambios inducidos por el TNFa en la expresion de moléculas de adhesion en
los monocitos y en la respuesta inflamatoria del endotelio™. El TNFa es un

inhibidor potente de la expresién y secrecién de adiponectina en el TAB™.

Existen diferencias entre el TAV y TASC con respecto a la capacidad

de sintetizar y liberar adipoquinas como se muestra en la tabla 3.

Capacidad de sintesis y liberaciéon de adipoquinas Tejido

predominante

Leptina Su expresion y niveles plasmaticos aumentan a medida ~ TASC#
que aumentan los depositos de TG del tejido

adiposo9:82

Adiponectina Correlacion negativa significativa de su nivel plasmatico TAV#

con el peso corporal8

TNFa Mayor en obesidad abdominal TAVS7,:8889

PCR Sus niveles se relacionan con el perimetro de cintura y TAVS78889
el TAV9091

IL-6 Mayor en obesidad abdominal TAVS7,:8889

MCP-1 TAVI

cNglaeishiiragsien s Bl tejido adiposo constituye la fuente mds importante TAV9293

de angiotensinégeno después del higado*?
PAI-1 Mayor produccién en la obesidad. El tejido adiposo TAV

omental segrega PAI-1%4

Tabla 3.- Capacidad de sintesis y liberaciéon de adipoquinas y tejido adiposo de mayor
produccion.
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2.2.4. Caracteristicas fisiologicas y metabodlicas

En la tabla 4 se describen las caracteristicas metabolicas del tejido

adiposo y las diferencias existentes entre ambos subtipos.

Tasa de lipolisis —
liberacion de
AGLy glicerol

Absorcion de

glucosa

Absorcion de
AGLy TG

Caracteristicas
Impide que la glucosa y el
exceso de grasa entren en

la célula y se oxiden.

Diferencias entre TASC y TAV

- Los adipocitos del TAV?5.% y los mas
grandes®”%8 son mas IR.

- La cantidad de grasa visceral se asocia con
variaciones en la IR%.

- La IR puede ser uno de los factores mas
importantes que unen la adiposidad visceral

abdominal con el riesgo cardiovascular.

Los AGL inducen IR. En
el higado, la insulina inhibe
la gluconeogénesis y la
glucogenolisis y estimula la

glucogenogénesis.

- Los adipocitos del TAV son metabdlicamente
mas activos y tienen mayor actividad lipolitica
que los del TASC 100,101,

- EITAV es mas susceptible a la lipolisis
inducida por catecolaminas y menos a la accion
anti-lipolitica de la insulina.

- El grado de supresion de los AGL tras la
ingesta es diferente a nivel abdominal y
periférico en las personas obesas.

- Laliberacién de AGL es mayor en los

individuos con obesidad abdominal44.

EI TAV tiene mayor tasa de captacién de glucosa
mediada por la insulina que el TASC

Los nuevos adipocitos,
pequenos y mas sensibles a
la insulina, actuan como
tampones de gran alcance,
absorbiendo con avidez los
AGL circulantes y los TG
en el periodo

postprandial#4.102,

Los adipocitos pequefios del TASC tienen gran
avidez por la absorciéon de AGL y TG.

Las células del TASC pueden actuar como un
amortiguador para la circulaciéon de AGL y TG,
pero pueden claudicar si alcanzan su capacidad
maxima, acumulandose en tejidos que no son
adecuados para su almacenamiento*t. E1 TASC de
la pared abdominal tiene una mayor capacidad de
absorcion de TG y de liberacion de AGL por

kilogramo que la grasa femoral46.9%,

Tabla 4.- Caracteristicas metabdlicas del tejido adiposo. Adaptado de Ibrahim ez a/*
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Cuando hay un incremento de la lipolisis en el tejido adiposo, se
produce una mayor movilizacién e infiltracién patologica de AGL en tejido
muscular, pancreas e higado, generando alteraciones en el perfil metabdlico

del sujeto (figura 5) *.

Aumento de lipolisis

v

Aumento de AGL
#

~

Aumento de Aumento de Fracaso en la
oxidacion de AGL Descenso de Oxidacion de accion de la
¢ secrecion de insulina AGL insulina
Descenso de uso * J
Aumento de
de glucosa Aumento de .
I . produccién de
coneogénesis
s & glucosay TG
Hiperglucemia / &
) S . Hiperinsulinemia
Hipertrigliceridemia

Figura 5.- Efectos adversos del incremento de lipolisis y de la movilizaciéon de AGL.
Adaptado de Ibrahim e a/*

Cuando el TASC claudica en su capacidad de almacenamiento de
AGL y TG, estos se depositan de forma anémala en tejidos ectépicos, lo que

da lugar a alteraciones metabolicas (figura 6) 4.
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Capacidad de la grasa subcutanea
prara almacenar el exceso energético

( B
Genotipo Desfavorable
Normal Inadecuada respuesta al
estrés
\ 7
a4 y
Aumento de
grasa Disfuncionante
subcutinea
\ 7

Depdsito ectépico de
grasa - grasa visceral

Figura 6.- Capacidad de almacenamiento del exceso energético de la grasa subcutanea.
Adaptado de Ibrahim ez a/40

2.2.5. Caracteristicas clinicas y prondsticas

2.2.5.1. Riesgos metabdlicos

El acimulo de grasa visceral se asocia con una mayor tendencia a la
hiperglucemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, intolerancia a la glucosa,
aumento de las lipoproteinas ricas en apolipoproteina B (ApoB), que son
caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina. El aumento del riesgo
de desarrollar diabetes es mayor en individuos con exceso de TAV”""""'”, Tos
individuos con mayor TAV tienen mayor colesterol plasmatico y niveles de

TG y menor nivel en los valores de colesterol con lipoproteinas de alta

densidad'™.
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2.2.5.2.  Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico constituye un conjunto de factores de riesgo
para enfermedad cardiovascular y DM2 que incluyen aumento de la presion
arterial, dislipemia (aumento de TG y disminucién del c-HDL, aumento de la
glucosa en ayunas y obesidad central). Diversas organizaciones han propuesto
varios criterios diagnosticos en los ultimos anos, a destacar la IDF y la
American Heart Association (AHA). La principal diferencia se refiere a la
medida de la obesidad central, que era un componente obligatorio en la
definicién de la IDF, siendo inferior a la de los criterios de la AHA vy diferente
segiin etnia. Tras consensos posteriores entre asociaciones se acordé que no
deberfa haber un componente obligatorio, pero que la mediciéon de la cintura

seguirfa siendo una herramienta util de evaluacién prelirninar105 .

La obesidad visceral, la hiperinsulinemia y la IR, no s6lo acompafian
sino que anteceden a los componentes del sindrome metabélico'"'". La
hipertension arterial, que es uno de los componentes del sindrome
metabolico, se explica por la IR y la hiperinsulinemia compensatoria presente
en individuos con obesidad visceral">'**!’. Ta obesidad central puede inducir
el desarrollo de la hipertension arterial mediante el aumento de la actividad del

sistema renina-angiotensina-aldosterona, la activaciéon simpatica y otros

mecanismos estrechamente relacionados con la resistencia a la insulina.

2.2.5.3.  Riesgo vascular y eventos cardiovasculares

La grasa visceral cuantificada como el perimetro de cintura, se ha
descrito como un factor de riesgo independiente para enfermedad
cardiovascular, hipertensioén y accidente cerebrovascular''’. El exceso de TAV
tiene potencial para causar hipercoagulabilidad por el aumento en la secrecion
de PAI-1. Un perimetro abdominal aumentado, cuando se acompafia de un
aumento de TG, da lugar a un mayor riesgo de enfermedad coronaria''"''% T.a

obesidad abdominal se correlaciona estrechamente con otras medidas de la
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aterosclerosis como el grosor de la {ntima-media vascular'”. La enfermedad
arterial periférica también se ha correlacionado con el TAV, pero no con el

total de grasa corporal en sujetos de edad avanzada''*.

Por otro lado, los sujetos con obesidad abdominal tienen un mayor

. s, o 11
riesgo de tener una tasa de excreciéon de albimina anormal'”.

Esta
microalbuminuria supone un aumento del riesgo cardiovascular. La
hiperinsulinemia asociada a la obesidad visceral es un predictor de la

enfermedad arterial coronaria'®®.

El aumento de los AGL circulantes en la obesidad abdominal se asocia
con un aumento del riesgo cardiovascular ya que promueve la disfuncion

endotelial'®,

En la evaluacién del riesgo cardiovascular en pacientes obesos, la
medicién del peso corporal puede ser engafiosa''’. Sélo los individuos obesos
que tienen un aumento del TAV presentan las complicaciones que predicen el
desarrollo de DM2 y enfermedad cardiovascular'”. Generalmente, las mujeres
presentan un perfil de riesgo mas favorable que los hombres, y en general el
nivel de TAV es inferior al de los varones. Al ajustar por nivel grasa visceral
en hombres y mujeres, se eliminan la mayor parte de las diferencias de sexo en
los factores de riesgo cardiovascular''®. La distribucion de la grasa periférica o

, - 119,12
gluteo-femoral parece tener un efecto protector contra la aterosclerosis’ 0,

2.2.5.4. Prediccion de mortalidad

La obesidad se asocia con un aumento de mortalidad por enfermedad
cardiovascular'®. Las tasas de mortalidad por enfermedades cardiovasculares
estan directamente relacionadas con el IMC, tanto en hombres como en
mujeres. La obesidad en la edad adulta también se asocia con una reduccion
notable en la esperanza de vida'*. La adiposidad abdominal, medida por el

perimetro de «cintura, es un predictor significativo de mortalidad
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independientemente del IMC'®. La grasa visceral es un fuerte predictor

independiente de mortalidad por todas las causas'*".

2.2.5.5. Efectos de la pérdida de peso

EI TAV es mas sensible que el TASC a la reduccion de peso (en cuanto
a porcentaje). Todas las formas de pérdida de peso afectan a la grasa visceral
ma4s que a la grasa subcutinea'”.

La obesidad es un estado inflamatorio crénico de bajo grado que se
asocia con un aumento de los niveles plasmaticos de marcadores inflamatorios
como la PCR. Un estudio demostré que la reducciéon de peso se asocia con
disminucioén en el nivel de PCR: por cada kilogramo de pérdida de peso, los
niveles de PCR disminuyeron 0,13 mg/L'*. Otras adipoquinas también
cambian con la pérdida de peso, como es el caso de la adiponectina, cuyas
concentraciones plasmaticas aumentan con la reduccion de peso en individuos

con obesidad mérbida'?’.

3. Inflamacion

Los sistemas metabolicos e inmunolégicos son dos de los
requerimientos m4s importantes para la supervivencia. Estos se han
conservado a lo largo de la evoluciéon encontraindose vinculados, de manera
que una correcta homeostasis de uno de ellos repercute en el otro. La
disfuncion en alguna de estas rutas puede desencadenar el desarrollo de
patologfas metabolicas cronicas como son la obesidad, la DM2 asi como
enfermedades cardiovasculares. En la obesidad existe una inflamacion crénica
de bajo grado o metainflamacién'®, en la que hay una activacién crénica de la
respuesta inmune innata’. Estudios experimentales en animales y estudios
longitudinales prospectivos en humanos han demostrado que la inflamacion
subclinica del tejido adiposo juega un papel etiolégico en la patogénesis de la
DM2. Sin embargo, el mecanismo molecular que regula la activaciéon del

sistema inmune innato y la disfuncién en la sefalizacién de la insulina en
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tejidos periféricos estan aun por clarificar. En base a estas premisas, muchas
de las investigaciones actuales en el tratamiento de este grupo de trastornos

van enfocados a la resolucion de esta metainflamacion.

En este proceso inflamatorio asociado a la obesidad se sabe que existe
una mayor infiltracién de MTAs. Estos son la fuente principal de mediadores
inflamatorios como el TNFa e IL-6 que alteran la funcién de los adipocitos

mediante la inhibicion de la accidon de la insulina.

Dentro de los MTAs, que constituyen el 10% del total de las células
inflamatorias que infiltran el tejido adiposo®, la gran mayoria corresponde a
un fenotipo M2, es decir, macréfagos activados alternativamente que secretan
factores antiinflamatorios'”’, mientras que los macréfagos M1, productores de

sustancias pro-inflamatorias, se encuentran en menor medida.

Se ha visto que en las personas con obesidad severa y en los pacientes
con DM2; el acimulo y la activaciéon de macréfagos en el tejido adiposo esta
implicado en el desarrollo de complicaciones asociadas a la obesidad,
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incluyendo resistencia a la insulina ™. Los MTAs, tal como se ha evaluado por

inmunohistoquimica y por la expresiéon de genes especificos de macréfagos
(CD68, CD11b - ITGAM -, y factor estimulador de colonias R 1 — CSF R1 -),
se correlacionan con el porcentaje de grasa corporal y con la edad. La
expresion en el tejido adiposo de PAI-1 y CD11, marcadores producidos por
los macréfagos, se correlaciona negativamente con la tasa de eliminacion de
glucosa'™. Sin embargo, el PAI-1 y la expresion de CD11c (ITGAX) son
predictores independientes de la accion de la insulina, lo que indica un posible

130

papel para la activacion de los MTAs .

Cuando en el sobrepeso y la obesidad hay un hipertrofia de los
adipocitos, se desencadenan una serie de reacciones que dan lugar a la
inflamacién del tejido adiposo. Durante la hipertrofia adipocitaria se produce
una alteracion de su homeostasis, con un incremento en la secrecion de

adipoquinas pro-inflamatorias '*>"', sobre todo 1L.-6 y TNFa, descendiendo
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los niveles de adiponectina. El crecimiento desproporcionado de estas células
genera zonas de hipoxia en el tejido adiposo que origina la liberaciéon de
adipoquinas pro-inflamatorias asi como la polarizacion de MTAs M2
residentes en el tejido adiposo a macréfagos M1 productores de adipoquinas
inflamatorias. Por este proceso se genera una muerte celular de los adipocitos
mas periféricos que de la misma forma incrementa la reacciéon inflamatoria.
En respuesta a esta hipoxia tisular se activa el NF-kB, que estimula la
produccion de MCP-1 o CCL2, que produce infiltracion masiva de
macréfagos M1 en tejido adiposo' . CCL.2 es un ligando de alta afinidad
por el receptor-2 de quimioquinas C-C (CCR2). Fste regula el reclutamiento
de monocitos y de macréfagos y es necesario para la respuesta inflamatoria
macréfago-dependiente y el desarrollo de la aterosclerosis'>*. Se ha visto que el
déficit genético de Cer2 reduce la ingesta de alimentos y atenua el desarrollo de
la obesidad en ratones alimentados con una dieta alta en grasas. En ratones
obesos, el déficit de Ce2 reduce el contenido de macréfagos y el perfil
inflamatorio del tejido adiposo, incrementa la expresion de adiponectina,
disminuye la esteatosis hepatica y mejora la homeostasis de la glucosa y la IR.
En ratones obesos, el tratamiento a corto plazo con antagonistas de CCR2
disminuye el contenido de macréfagos en el tejido adiposo y mejora la IR.
Estos datos sugieren que el CCR2 influye también en el desarrollo de
obesidad asociada a inflamacién del tejido adiposo e IR sistémica y juega un
papel clave en el mantenimiento de los macrofagos y la IR una vez que la
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obesidad y sus consecuencias metabolicas se han establecido ™. Del mismo

modo, la proteina inflamatoria de macrofagos 1 alfa (MIPlo o CCL3),
miembro también de la superfamilia C-C, tiene un papel quimioatrayente de
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monocitos . Ambas son segregadas por macréfagos y por preadipocitos,

facilitando la infiltracién de MTAs™°,

Todos los mecanismos patologicos previos actian de forma sinérgica
incrementando la proporcién de macréfagos que pasa de un 10% a un 40% de

987,131

las células presentes'”’, con un predominio de M1 respecto M . Es por

esto que los mecanismos implicados en el reclutamiento de los MTAs, su
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polarizacién hacia M1 y por tanto la disfuncién en su regulacion, son objetivo
prioritario de los estudios actuales, ya que el conocimiento de estos elementos
puede suponer un plus en el tratamiento y prevencion de los eventos
metabolicos y cardiovasculares secundarios'. En la figura 7 se resume los

mecanismos que intervienen en el proceso inflamatorio del tejido adiposo.
SOBREPESO /
NORMOPESO OBESIDAD

& Si se activa MTAs

IL-6 + TNFa o -

l \Adiponectina

HIPERTROFIA DE TAV

!

( )
!t Citoquinas NF-kB
proinflamatoria M2->M1
MCP-1
Muerte celular — (cCL2)

|

1 Inflamacion

Figura 7.- Mecanismos que intervienen en el proceso inflamatorio del tejido adiposo.
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4. Adipogénesis

Cuando existe un balance positivo de energia, ya sea por aumento de la
ingesta, por disminucion del gasto o por ambas cosas como es en el caso del
sobrepeso y la obesidad, se produce la hipertrofia del tejido adiposo. El lugar
de deposito fisiolégico para el excedente energético es el tejido adiposo
subcutaneo. Este aumento de tejido adiposo se puede dar por:

* Hiperplasia (adipogénesis): generaciéon de nuevos adipocitos a partir de
los pre-adipocitos.

* Hipertrofia: aumento en el tamafo de los adipocitos por el aumento del

depdsito de TG.

La hipertrofia adipocitaria, a diferencia de la hiperplasia que solo
implica almacenamiento del excedente energético, conlleva a la alteracion de
las funciones del tejido adiposo, con una desregulaciéon en la sintesis de
adipoquinas, lo que da lugar a alteraciones metabolicas y al inicio de una

: 4139
respuesta inflamatoria ™.

4.1. Expansibilidad del tejido adiposo

Mas alla de la capacidad de expansiéon del tejido adiposo, los cambios
patolégicos esenciales del tejido adiposo afectan a toda la homeostasis

energética y a la integridad corporal.

4.1.1. Capacidad neogénica del tejido adiposo

El tejido adiposo es muy dinamico; hasta un 10% de las células
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adiposas mueren y se renuevan cada afo . El exceso de lipidos en el tejido

adiposo produce una hipertrofia y/o una hiperplasia, reflejandose en un

aumento del TASC y TAV'* (Figura 8).
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Hiperplasia

Expansion del (e )y
tejido adiposo P N
R B \\ G/ )
- .\\} , (o o L —
AT T N s / v’/ \ A \“ .
« vV N . : DAG -
= ) ) DAG [+ \ (S ) )
/ / / > ~ J
-~ —~ e / \\‘/ \— \
Normal ] L ® ) / )
Hipertrofia /o’ /

Hipertrofia

Figura 8.- La expansion del tejido adiposo se produce a través de la hipertrofia inicialmente.
Si el excedente de energia continda, la expansion del tejido adiposo se producira a través de
la hiperplasia y/o hipertrofia. En estos mecanismos intervienen diferentes procesos:
adipogénesis, apoptosis, y/o angiogénesis, lo que determinari el estado metabdlico del
paciente. Ademas este tejido adiposo se puede modular dentro de cada mecanismo. DAG:
dieta alta en grasas.

Las diferencias metabélicas y funcionales entre los depositos de tejido
adiposo van a marcar su disfuncionalidad. Asi, el TAV tiene una mayor

capacidad para generar AGL y para la captaciéon de glucosa, mientras que el

TASC es mas avido en la absorcién de AGL circulantes y TG™.

Por otro lado, se ha observado un impacto diferente del tamafio de las
células de la grasa subcutanea y visceral en cuanto a lipidos y perfiles de

glucosa/insulina'*

. De tal manera que el tamafio medio de las células grasas se
asocia con complicaciones metabdlicas, pero no con la inflamacioén sistémica
o adiposa en la obesidad morbida, existiendo una influencia especifica de cada
region: las células adiposas viscerales grandes estan mas fuertemente ligadas a
la dislipemia, mientras que las grandes células de grasa subcutinea se
correlacionan con la alteracion del metabolismo de la glucosa, la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina'*. Asi, Veilleux e7 a/. sugieren que

en el TAV, pero no en el TASC, la hipertrofia de los adipocitos se asocia con

un perfil lipidico alterado independiente de la composicién corporal y
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distribucion de la grasa'®

. Estas diferencias pueden ser determinantes en el
desarrollo de la obesidad y los trastornos relacionados, siendo la IR el factor
més importante en la vinculacién entre el TAV y el riesgo cardiovascular®;
mientras que en estados de baja IR, la expresioén de la mayoria de las enzimas

en las vias lipogénicas y lipoliticas es mayor en el TASC para facilitar el

circuito TG / AGL"™,

Sin embargo, la gran variabilidad interindividual observada en el tamafio
de los adipocitos en un determinado nivel de adiposidad sugiere que la
tendencia a la hipertrofia de células grasas en cada compartimento de grasa

puede variar entre los individuos'®.

4.1.1.1.  Aproximacién molecular.

Aunque pueda parecer incongruente, las estrategias para aumentar la
capacidad del tejido adiposo para almacenar lipidos y, por lo tanto, hacer que

las personas puedan ser mas obesas, podrian tener beneficios metabolicos'*,

Permitir que el tejido adiposo almacene mas lipidos podria prevenir
complicaciones metabdlicas secundarias causadas por los lipidos que se

depositan en los 6rganos no adiposos'*

. Por lo tanto, la capacidad del tejido
adiposo para expandirse y combinar las necesidades de almacenamiento de
exceso de energfa puede ser un determinante clave en la protecciéon contra el
sindrome metabdlico asociado con la obesidad'"’. Por eso es muy importante

comprender los factores de senalizaciéon que controlan la expansion del tejido

adiposo.

Dentro de ellos, se sabe que la familia Wnt controla la diferenciacion de
los adipocitos, y se ha demostrado que varios miembros de esta familia
inhiben los primeros pasos de la adipogénesis'*®. Por el contratio, se demostr6

que los inhibidores de sefial de Wnt promovian la generacién de adipocitos'®.
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Un grupo de estos antagonistas de Wnt extracelular son las proteinas
secretadas relacionadas con frizzled (SFRPs, también conocidas como
proteinas relacionadas con la apoptosis o SARP)"’; se han identificado al
menos cinco SFRPs estructuralmente similares. En la obesidad, se ha
observado que los niveles de expresion de SFRP1-4, pero no de SFRP5, estan
alterados; se ha observado que la SFRP1, SFRP2 y SFRP4 son adipoquinas y
sus expresiones se correlacionaron con la sensibilidad a la insulina™'. Sin
embargo se ha confirmado que, en el contexto de la obesidad, la secrecion de
SFRP5 por los adipocitos ejerce efectos saludables en la disfuncién metabélica

12 Por otra

mediante el control de las células inflamatorias en el tejido adiposo
parte, la evidencia es limitada para apoyar el papel de la SFRP1 enddgena en el
desarrollo fisiol6gico y/o patolégico de la obesidad humana y el sindrome
metabolico. De acuerdo con ello, Lagathu e 4/ sugieren un modelo de
expansion del tejido adiposo que se caracteriza por la regulacion positiva de
SFRP1 en las primeras etapas de la obesidad'™”. Esta elevacién de SFRP1
podria inhibir la sefializacion de Wnt vy, por lo tanto, facilitar la expansion del
tejido adiposo, asegurando que se cumpla la demanda de almacenamiento de
nutrientes. Otros resultados de ganancia de peso en los niveles de SFRP1
muestran de nuevo los mismos valores que en los sujetos con normopeso, y

limitan la adipogénesis mediante el aumento de la sefializacion de Wnt / B-

catenina, comprometiendo ain mas la expansion del tejido adiposo (Figura

9)154'

| | &

T Wnt

Figura 9.- Alteracion en SFRP1 y Wnt en el desarrollo de la obesidad

66



Introduccion

De entre otras moléculas a destacar en la adipogénesis, la proteina de
union al enhancer CCAAT alfa (CEBPa) es un factor de transcripcién que
juega un papel importante en la diferenciacién adipocitaria'™”. Su papel es
critico en la adipogénesis junto con el receptor gamma activado por el factor
proliferador de peroxisoma (PPARY), molécula central de la adipogénesis. El
PPARY puede promover la adipogénesis en células deficientes en CEBPa,
pero no se ha probado lo contrario. Sin embargo, CEBPa mantiene la
expresion de adipocitos en desarrollo y es critica en la generacion de la
sensibilidad a la insulina. Participan ambos en una sola via de desarrollo de
células grasas siendo PPARY el efector proximal de la adipogénesis'™.

La proteina relacionada con la diferenciacion adiposa (ADRP) juega un
papel importante en la regulaciéon del almacenamiento de lipidos, de manera
que su expresion aumenta a medida que avanza la diferenciaciéon adipocitaria
por la expansién de las reservas lipidicas y el aumento de los TG celulares'™’.

La lipoproteinlipasa (LPL) es un marcador clave en la diferenciacion
adipocitaria, de manera que su expresion se incrementa en paralelo tanto con
el acimulo de TG celulares como con la diferenciaciéon de preadipocitos.
Aunque el tejido adiposo puede sintetizar AGL de novo, los AGL para el
almacenamiento de lipidos son proporcionados preferentemente por hidroélisis
mediada por LPL de lipoproteinas ricas en TG plasmaticos, situando a la LPL
en un puesto relevante en el inicio y / o desarrollo de la obesidad'*.

La gran revolucién en el estudio del tejido adiposo, sin embargo, ha
sido el aislamiento y caracterizacion de una poblaciéon de células madre

1 Esto ha abierto

multipotentes derivadas de tejido adiposo (hO-MSCs)
nuevas posibilidades, especialmente en relaciéon con el estudio de como esta
poblacién de células madre multipotentes residente en el tejido adiposo se ve
afectada por, o contribuye a, la disfuncion del tejido'™. Algunos trabajos

sugieren que la disminucién en el RNA mensajero (mRNA) de genes

adipogénicos y el potencial clonogénico, asi como la acumulacién de proteinas
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fibréticas con alteraciones metabdlicas, podrian ser mecanismos relevantes
que controlan el nimero y tamafio de los adipocitos neogenerados y que

16

participan en la alteracién de la expansion del tejido adiposo'®. Es importante

evaluar la influencia del medio ambiente adipogénico.

Varios estudios se han centrado en la alteracién de la diferenciaciéon de
preadipocitos en la obesidad. Isakson ez a/. observaron que los preadipocitos
de los individuos obesos presentaban un menor potencial de correlacion

adipogénica con el IMC elevado'®

, mientras que Cleveland-Donovan ef al.
observaron alteraciones en la capacidad proliferativa por una alteracion en la

activacién del ciclo celular'®,

De acuerdo con estas observaciones, se ha demostrado una asociacion
entre la obesidad y la pérdida de troncalidad en la poblacion hO-MSC,
caracterizada por una alteracion en el potencial de diferenciacion multilinaje
en la red de regulacién de las células madre. Las hO-MSCs de los sujetos
obesos tienen mayor senescencia y esta senescencia se incrementa
paralelamente al grado de incremento de la obesidad. Por tanto, los sujetos
obesos tienen una capacidad de diferenciacién inferior de su hO-MSC hacia

tejido adiposo y tejido 6seo'”

. Hay wvarias vias moleculares que pueden
explicar la respuesta refractaria en la diferenciaciéon de hO-MSCs de los

pacientes con obesidad moérbida.

4.1.2. Capacidad apoptotica del tejido adiposo

La apoptosis es un mecanismo fundamental para la homeostasis de los
tejidos de los mamiferos y se ha relacionado con gran variedad de trastornos.
Se ha propuesto que la desregulacion de este proceso pueda contribuir a la

obesidad, a las diferencias en la distribucién de grasa regional o a la

164 . - s
. Recientemente se ha encontrado una relacion entre la

lipodistrofia

165,166

inflamacién del tejido adiposo y la apoptosis , aunque la apoptosis del
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tejido adiposo es un fenémeno relativamente poco estudiado. En la apoptosis
participan moléculas proapoptoéticas y antiapoptoticas para asegurar la
homeostasis de los tejidos. La modulacion de la apoptosis se esta
posicionando como una estrategia prometedora contra la obesidad ya que en
ella se produce la eliminacién de los adipocitos lo que darfa lugar a la
reduccion de la grasa corporal'®. En la figura 10 se resume el mecanismo que

da lugar a la apoptosis del tejido adiposo

WV Capacidad adipogénica

v

Hipertrofia

v

v Capacidad lipolitica

v

A Infiltracién de macréfagos

v

A Inflamacién

v

A  Apoptosis

Figura 10.- Mecanismos que dan lugar a la apoptosis. Adaptado de Keuper ez a/.'®

La disminucién de la capacidad adipogénica del tejido adiposo produce
la hipertrofia de los adipocitos con una disminucién de la capacidad lipolitica.
Esta reducciéon de la capacidad lipolitica conlleva a un aumento de la
infiltracién de macréfagos, lo que provoca inflamacién, que disminuye la
capacidad adipogénica atin mas y da lugar a la apoptosis, que a su vez

disminuye la capacidad adipogénica del tejido adiposo'®.

Dos de las principales familias implicadas en la apoptosis son las
caspasas y la proteina 2 del linfoma de células B (BCL2). Recientemente se ha

encontrado un aumento en la expresion de genes del CASP3/7 proapoptético
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y una disminucion en la expresion del gen BCL2 antiapoptético en el tejido
adiposo (ambos en TAV y TASC) con el aumento de la masa grasa

corporal'®,

Por otra parte, los estudios 7z vitro han demostrado que el cultivo con
tactores proinflamatorios de los adipocitos aumentan la ruta apoptotica. Estos
fenémenos podrian ser consecuencia de la inflamaciéon inducida por la
obesidad; asi, estos resultados se asocian con un estado de IR, ya que estos
cambios van acompafiados de un aumento en la expresién génica de
citoquinas inflamatorias (INFa e 1L-6) y de marcadores de infiltraciéon de

macréfagosl(’g.

Se han asociado muchos marcadores con la apoptosis, principalmente a
través de la inflamaciéon. Una citoquina multifuncional proapoptotica que
pertenece a la superfamilia del TNF, llamada inductor débil de la apoptosis
similar a TNF (TWEAK), controla muchas acciones celulares y ha surgido
como un nuevo participante en el proceso inflamatorio. TWEAK (y su
receptor Fnl4) esta regulado positivamente en la obesidad severa, debido a la
modulacién del microambiente generado por los macréfagos infiltrados'”,
pero no por la hipoxia'”. Una disminucién en la forma soluble de TWEAK
en pacientes con obesidad severa puede favorecer la actividad proinflamatoria
de TNFa'". Los dltimos estudios han demostrado que el ligando inductor de
la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) aminora la historia natural de la
DM2, ya que produce una reduccién significativa de citoquinas
proinflamatorias, asociandose los cambios inducidos con una modulacién de
la expresion génica del tejido adiposo y la apoptosis'. Asi, los niveles
circulantes de TRAIL pueden indicar la gravedad de la DM2; los niveles
circulantes bajos pueden preceder a la apariciéon de la DM2, mientras que los
niveles mas altos de TRAIL soluble pueden indicar una DM2 crénica' . Por

otra parte, mediante la uniéon a TRAIL-R2, TRAIL activa la escision de la
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caspasa-8 y la caspasa-3, lo que a su vez escinde e inactiva al PPARy. Esto
provoca cambios en la expresion génica de los genes lipogénicos, como del
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT-4), la sintasa de acidos grasos (FASN)
y la acetil CoA carboxilasa (ACC), y, finalmente, conduce a la inhibicién de la
captacion de glucosa y la lipogénesis estimuladas por la insulina'™. Esta

reduccién de PPARY también reduce la diferenciacién del adipocito'™.

Por otro lado, la mer tirosin quinasa (MerTK)'”

es un receptor de la
apoptosis celular de los macréfagos. El deterioro en su funciéon promueve la
autoinmunidad y la aterosclerosis, mientras que su sobreexpresion se
correlaciona con mal prondstico en el cancer. Sin embargo, se sabe poco
acerca de los mecanismos que regulan la expresiéon de MerTK en los seres
humanos. Se ha encontrado que la expresion MerTK es heterogénea entre los
subconjuntos de macrofagos, siendo mayormente restringida a un
subconjunto de células antiinflamatorias M2¢ (CD14 + / CD16 + / CD163 +
/ CD204 + / CD206 + / CD209), diferenciados por el M-CSF o por
glucocorticoides. Los niveles de expresion de MefTK se adaptan a los
cambios en el entorno inmunolégico, estando suprimida en los macréfagos
M1 y M2a y en las células dendriticas. Sorprendentemente, a pesar de que la
diferenciacién inducida por los glucocorticoides es independiente de la IL-10,
M-CSF conduce a la polarizacién M2c y se relaciona con la regulacion positiva
de MefTK requerida por la I1.-10. Sin embargo, ni la 11.-10 sola ni el TGF-3
son suficientes para diferenciar totalmente a macréfagos M2c (CD16 +
CD163 + MefTK +). MerTK permite que los macrofagos M2c eliminen
precozmente la célula apoptética de forma mas eficiente que otro subconjunto
de macrofagos, y es mediador para la eliminacién de células apoptoéticas por

los CD14brightCD16+'".

Por otra parte, las células M2c liberan Gas6, que a su vez amplifica la

secrecion de IL-10 a través de MerTK. La induccién de la via Gas6/Mer'TK
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dependiente de IL-10, contribuye a un bucle positivo para la homeostasis de
los macréofagos M2c, siendo un punto de control critico para el

mantenimiento de las condiciones anti-inflamatorias.

4.1.3. Angiogénesis del tejido adiposo

La expansion del tejido adiposo debe ir acompafiada de su
vascularizacion, a través de procesos de angiogénesis, mientras que la pérdida
de peso se asocia con la regresion de los vasos sanguineos. El tejido adiposo
esta altamente vascularizado, y cada uno de los adipocitos se nutre de una
extensa red capilar, por lo que el desarrollo y mantenimiento de los depositos
de grasa requieren de la angiogénesis. El tejido adiposo es, pues, uno de los
tejidos con mayor capacidad angiogénica®. Por lo tanto, la expansiéon del

tejido adiposo esta vinculado con el desarrollo de su vasculatura'”.

La irrigacion adiposa aporta nutrientes, oxigeno, factores de
crecimiento, hormonas y citoquinas al tejido adiposo, con lo que las células
progenitoras circulantes son capaces de diferenciarse a preadipocitos y células

~

endoteliales vasculares!”’. Los vasos también favorecen la infiltracion de

numerosas células inflamatorias y eliminan los productos de desecho'™.
Ademas, las células endoteliales activadas producen varios factores de
crecimiento y citoquinas, y los vasos fenestrados juegan un papel esencial en

los efectos locales o sistémicos de adipoquinas™.

Durante el desarrollo embrionario, tanto la diferenciacién arteriolar
como la diferenciacién de los vasos sanguineos de la matriz extracelular
preceden a la diferenciacién de los adipocitos'”. Sin embargo, durante el
desarrollo posterior del tejido adiposo, a lo largo de toda la vida, parece que
los adipocitos por si solos impulsan el desarrollo y el mantenimiento de sus

7 17
Vasos sanguineos 9.
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Los factores de crecimiento que estan involucrados en los procesos de
angiogénesis y la regresiéon vascular podrian ser una diana potencial para el
tratamiento de la obesidad. La hipotesis de que la inflamacién del tejido
adiposo y la resistencia a la insulina pueden estar relacionados con la
alteracion en la angiogénesis del tejido adiposo se presentan asi como el efecto
beneficioso o perjudicial de la inhibicion de la angiogénesis en el tejido

adiposo en las enfermedades metabolicas™.

Sin embargo, en la hipertrofia, el aumento de la vascularizacién no
sucede en paralelo. Se ha descrito que las anormalidades de la angiogénesis
pueden contribuir a la patogénesis de las complicaciones de la DM2. El factor
de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y sus receptores desempefian un
papel crucial tanto en la angiogénesis como en la vasculogénesis. También se
ha descrito el VEGF como un potente estimulador de la proliferacién y

1180.

migracién endotelial *'; ademas de que es necesaria su sefializaciéon para una

funcién adecuada del tejido adiposo'™.

En la tabla 5 se resumen los factores de crecimiento de endotelio

vascular y su funcion en el tejido adiposo.

Ligandos VEGF VEGF-A, VEGF-B VEGF-A, VEGF-E | VEGF-C, VEGF-D
Receptores VEGF VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
Expresion VEGF-R | Monocitos, macrofagos, Endotelio vascular y | Endotelio linfatico

endotelio vascular linfatico
Efecto fisiolégico - Vasculogénesis Vasculogénesis Linfoangiogénesis

- Angiogénesis Angiogénesis

- Migracién de monocitos y

macréfagos

- Regulador de sefial de

VEGF-R2

Tabla 5.- Funciones de los factores de crecimiento vascular en el tejido adiposo. Adaptado
de Wang ¢z al'™. VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular. VEGF-R: receptor

del factor de crecimiento de endotelio vascular.
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5. Lipogénesis

La acumulacién de grasa viene determinada por el equilibrio entre la
sintesis de grasa (lipogénesis) y su descomposicion (lipolisis / oxidacién de los
acidos grasos). La lipogénesis abarca los procesos de sintesis de acidos grasos
y la sintesis de TG, y tiene lugar en el higado y en el tejido adiposo. Si bien lo
universalmente aceptado es que la funcién principal de los adipocitos es de
almacenaje, el tejido adiposo también es un sitio importante en la sintesis
enddgena de acidos grasos, aunque la lipogénesis en este tejido se considera

baja y menor que en el higado'®.

La lipogénesis hepatica excesiva es una caracteristica distintiva de
muchos modelos de obesidad y diabetes, aunque la relacién causal entre la
acumulacién de lipidos del tejido y resistencia a la insulina no esta clara'™,
Algunas de las razones mas factibles son su relaciéon con el higado graso no
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alcoholico'™, la respuesta al estrés del reticulo endoplasmético (RE)'™, el

papel de los AGL'™ y/o las ceramidas'®’.

Se cree que la lipogénesis contribuye relativamente poco a los depdsitos
de lipidos de todo el cuerpo en el ser humano de hoy en dfa, que consume una
dieta alta en grasa'®. Sin embargo, en situaciones especiales tales como una
dieta rica en hidratos de carbono, la sintesis total de grasa corporal supera
significativamente la lipogénesis de novo'®. La capacidad de almacenamiento
del tejido adiposo para los acidos grasos impide la lipotoxicidad en otros
tejidos'”. Sin embargo, la regulacién del almacenamiento del tejido adiposo se
altera en la obesidad debido al déficit en la capacidad del tejido adiposo para
responder rapidamente. Por lo tanto, se ha sugerido que la via lipogénica esta
inhibida en la obesidad, al menos a nivel de expresion génica'”'. Aunque en la
obesidad temprana hay un aumento en la expresion génica lipogénica con el

tin de almacenar grasa rapidamente, en sujetos con obesidad de larga duracién
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esta expresion disminuye, tal vez debido a un proceso de adaptacion tardio,
con la finalidad de limitar atin maés el desarrollo de masa grasa'””. Una
explicaciéon posible para esta inversion es que una vez que se alcanza la
capacidad de almacenamiento de los adipocitos, las células reducen su
capacidad de sintetizar acidos grasos adicionales, seguido de un proceso de

. ., . 191
retroalimentaciéon negativa'”’.

Los cambios en los procesos y la capacidad de movilizaciéon de los
lipidos almacenados en los adipocitos representan elementos importantes en
la distuncién del tejido adiposo. Hay muchos factores involucrados en esta
accion. Los patrones de expresiéon génica juegan un papel clave en la

determinacion de la patogénesis de la DM2 y la obesidad'”>'"*.

5.1. Receptor gamma activado por el factor proliferador de

peroxisomas

El PPARy es un regulador de la adipogénesis y la lipogénesis, siendo
considerado el regulador mas importante en estos procesos. La activacion de
PPARY da lugar a la diferenciaciéon de los adipocitos y al almacenamiento de
acidos grasos e inhibe a los genes que inducen la lipolisis y la liberaciéon de
AGL en los adipocitos'”. El fracaso en el metabolismo de esta molécula
conduce a la desregulacion en el almacenamiento y movilizacion 6ptima de

lipidos, el principal problema de la obesidad'”.

En condiciones normales, la expresiéon de PPARY es mas alta en el
momento postprandial y su activacion conduce a la regulaciéon positiva de
genes que median la absorcién y captura de acidos grasos, asegurando el
almacenamiento y la relocalizacién del exceso de TG'”.Por otra parte, PPARY
tiene un papel directo en el control transcripcional de nodos funcionales

especificos del eje lipolitico a través del complejo protein quinasa A (PKA)",
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Ademas, los sujetos con IR y obesidad tienen una expresion reducida de

PPARY, tanto en ayunas como postprandial”>'”.

Los pacientes con obesidad moérbida y con DM2 tienen una menor
expresion de PPARy2 en comparaciéon con los pacientes con obesidad

98 Esto

morbida sensibles a la insulina, tanto en el TAV como en el musculo
esta estrechamente relacionado con la capacidad de almacenamiento del tejido
adiposo y muscular y con la falta de correspondencia entre el excedente de

energia y la capacidad de almacenamiento en estos tejidos, que posiblemente

sean factores de vinculacién importantes entre la obesidad y la TR*™.

5.2.Proteina transportadora de acidos grasos 4

Otra forma de abordar la cuestiéon de la pérdida de capacidad lipogénica
en individuos con IR es la compensacién de esa pérdida por los tejidos y
6rganos distintos a los del tejido adiposo. Por ejemplo, la proteina
transportadora de acidos grasos 4 (FABP4), es una proteina relacionada con la
sensibilidad a la insulina, el metabolismo de los lipidos y la inflamacién™', que
se ha descrito como un mediador importante en la relaciéon entre los
adipocitos y macrofagos en el tejido adiposo. Se ha sugerido que el tejido
adiposo y el higado pueden actuar de una manera equilibrada dependiendo del

estado de IR, siendo FABP4 un factor clave en esta funcién®™

5.3.0tros factores clave implicados en la lipogénesis del tejido

adiposo
En la figura 11 y tabla 6 se presenta un resumen de distintos factores

implicados en la lipogénesis del tejido adiposo ademas de los ya descritos

previamente.
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WPPAR-y ABrCal

Mts g A
VWZAG DEPOSITO
< : DE TG
't«scm\\—//\/ i

R WFASN ARORy1
\_/\ \_A/

OBESIDAD, IR

Actividad
PPAR-y Regulador de adipogénesis y lipogénesis

FASN Encima clave en la lipogénesis

ZAG Control del peso corporal a través de la movilizacion de lipidos

FABP4 Relacionada con la sensibilidad a la insulina, el metabolismo lipidico y la

inflamacion

RORY1  Modula la captacion de glucosa y promueve la adipogénesis

SCD1 Convierte los acidos grasos saturados en acidos grasos monoinsaturados

Rab18 Regula el flujo de lipidos a través de membrana

BrCal Ayuda al mantenimiento de la biosintesis de acidos grasos y la lipogénesis

Figura 11 y tabla 6.- Via de la lipogénesis en pacientes obesos. La pérdida de la capacidad
lipogénica del tejido adiposo se compensa por otros tejidos y érganos, sobre todo por el
higado. Por tanto, muchas moléculas juegan un papel importante en la pérdida de la

capacidad lipogénica del tejido adiposo, actuando por una via errénea.

DAG: dieta alta en grasas. IR: insulino-resistencia; TG: triglicéridos triacilglicerol; FASN:
Sintasa de acidos grasos; ZAG: Glicoproteina Zinc-a2; RORy1: Receptor del acido
retinoico relacionado con el receptor nuclear huérfano y1; SCD1: stearoyl-CoA desaturasa-

1; Rab18: Proteina 18 relacionada con Ras; BrCal: cincer de mama 1.

77



Introduccion

En resumen, a pesar de la predisposicion genética potencial para forzar
el destino celular adipogénico mediante la regulacion por el incremento de
PPARY, la combinacién de genes desreguladores y de inhibicion de la
adipogénesis pueden causar un bloqueo, induciendo un fallo de entraday / o
el progreso del destino adipogénico'®. Asi, el hO-MSC de sujetos con
obesidad morbida tiene alterada la capacidad para expandirse y diferenciarse.
Esto se refleja en la llamada "hipétesis de expansibilidad del tejido adiposo",
donde la expansién patoldgica del tejido adiposo abdominal en la obesidad
morbida alcanza un umbral caracterizado por la incapacidad del tejido adiposo
de expandirse debido a su dificultad para reclutar nuevos adipocitos. Esto se
asocla con complicaciones metabdlicas e IR debido al depdsito ectdpico del

exceso de lipidos en el tejido no adiposo™”.

6. Fenotipos discordantes

Un paradigma clasico ha sido el hecho de que la mayor cantidad de
tejido adiposo implicaba mayor prevalencia de enfermedades metabolicas™,
siendo la principal preocupaciéon con respecto a la obesidad el mayor riesgo

cardiovascular en estos pacientes.

Sin embargo, actualmente se estan incrementando aquellos individuos
que no encajan dentro del fenotipo tradicional. Son los llamados fenotipos
discordantes, es decir, contradicciones clinicas que son excepciones al
paradigma clasico de “a mayor obesidad, mayor enfermedad metabdlica”. Hay
individuos con obesidad y obesidad moérbida de larga duracién que se pueden
considerar sanos independientemente de su nivel de obesidad. Este fenémeno
se describié hace mas 15 afios™ y a estos sujetos se les definié como obesos
metabodlicamente sanos (ObMS). En el otro extremo encontramos aquellos
sujetos que, si bien presentan un peso corporal comprendido bajo los

estandares de normalidad, se pueden considerar enfermos de acuerdo a su
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estado metabolico; son los sujetos con normopeso metabdlicamente enfermos

(NPME). Si bien el estudio de los ObMS ha despertado un creciente interés

200207208 "hay una clara falta de informacién acerca

en la comunidad cientifica
del otro fenotipo discordante, los NPME. De hecho, estos pacientes estan
generando una gran controversia acerca de su clasificaciéon metabélica, y por
tanto, su riesgo cardiovascular. Pero lo mas importante es que los fenotipos
discordantes van a ser interesantes para proporcionar conocimientos

relevantes sobre la relacion mecanicista de las alteraciones metabodlicas

: 209
asociadas®™.

Dentro de los fenotipos discordantes, los factores determinantes "sano"
vs "no saludable" en el peso normal y la obesidad se encuentran sin definicién
consensuada. La primera pregunta que debemos hacernos es si realmente
existen los fenotipos discordantes, y muy especialmente el ObMS, o es solo
una fase previa al desarrollo de la enfermedad metabdlica. Y por otro lado, el
siguiente estadio sera valorar si realmente un paciente sin criterios de
enfermedad metabdlica podemos definitlo como “sano”. Hay mucha

controversia en este interrogante dentro de la comunidad cientifica.

6.1. Enfermedad metabdlica

Histéricamente, la principal preocupacion en relacion con la obesidad
era el riesgo metabolico y cardiovascular. En los ultimos afios, ha habido una
mayor conciencia de los individuos que no encajan en este fenotipo
tradicional. Se han encontrado algunas incongruencias: por ejemplo, algunas
personas extremadamente obesas no son diabéticas, mientras que otras
personas con sobrepeso desarrollan IR severa y diabetes®"”. Esto sugiere que la
cantidad absoluta de grasa almacenada no puede ser el factor de mayor
relevancia que determina la relaciéon entre la obesidad y la diabetes. Por lo

tanto, las consecuencias adversas para la salud relacionadas con la obesidad
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parecen estar relacionadas con la distribucién de la grasa mas que con su

cantidad®!!.

Los clinicos han observado durante mucho tiempo que las personas
mas obesas son mas propensas a desarrollar DM2, y la abrumadora evidencia

212 1. asociacion de la obesidad

cientifica ha demostrado esta impresion clinica
con la DM2 se ha observado en las comparaciones de las diferentes
poblaciones y dentro de poblaciones. Los estudios prospectivos de pacientes
prediabéticos han demostrado de manera concluyente que la obesidad y su
duracion son los principales factores de riesgo para la DM2°". Sin embargo, a

pesar de la notable consistencia de la asociacion entre las dos enfermedades, la

obesidad no es suficiente ni necesaria para el desarrollo de la DM2°.

Asi, las alteraciones cardiometabdlicas mas comunes son una mayor
resistencia a la insulina y la dislipemia®'*. Sin embargo, los pacientes NPME
también poseen un nivel de TG y de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (c-LDL) aumentado, asi como niveles de c-HDL reducidos,
asemejandose al petfil de los obesos metabdlicamente enfermos®”. Debido al
uso del término sinénimo normopeso metabolicamente obeso acufiado por

Ruderman?®'®

, otros trabajos se guian por una excesiva cantidad de grasa de los
individuos con normopeso. Sin embargo, el criterio mas comuinmente
utilizado es el de sindrome metabdlico debido a su mayor estandarizacion'” y
a que, aunque son patologias muy relacionadas entre si, cada vez hay mas

evidencia de que pueden llegar a ser independientes.
6.2.Prevalencia
La literatura cientifica ha estimado la prevalencia del fenotipo ObMS

entre 10% y 34%, dependiendo de los criterios utilizados* *'**". El fenotipo

ObMS parece ser mas prevalente en mujeres que en varones y la prevalencia
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disminuye con la edad en ambos sexos*’. Mientras que con respecto al
NPME se estima entre el 10 y el 37% de la poblacién, dependiendo de la

poblacién estudiada®™',

En concreto en poblacién andaluza disponemos del estudio de Gomez
Huelgas e7 al. que realizaron un analisis transversal en una muestra aleatoria de
2.270 sujetos que clasificaron segun criterios de IMC y de si presentaban
alteraciones cardiovasculares o metabolicas segun criterios ATP-III,
incluyendo en el grupo de metabdlicamente sanos la presencia de =1 criterio o
en el grupo con anormalidad metabdlica si reunfan = 2 criterios. De esta
forma establecieron 6 grupos y observaron que la prevalencia de los fenotipos
ObMS, sobrepeso metabolicamente sanos (SMS) y NPME de 2,2, 13,9 y 7,9%
respectivamente. Mientras que el 9,6% de los obesos y el 32,6% de los
individuos con sobrepeso eran metabdlicamente sanos, el 21,3% de los sujetos
de peso normal eran metabdlicamente enfermos. Un modelo de regresion
multivariante (ajustado por edad, sexo, y circunferencia de cintura) mostré que
la edad superior a 40 afios, sexo masculino, y una mayor circunferencia de
cintura se asociaba de forma independiente con el fenotipo metabdlico
NPME, mientras que la edad mas joven, el sexo femenino, y una menor
circunferencia de la cintura se asociaba de manera independiente con los

. ;1. 223
tenotipos metabdlicamente sanos™.

En el estudio Pizarra, Soriguer ¢f al”* evaluaron a 1.051 individuos
entre 1997-1998, que fueron reevaluados a los 6 y 11 afos para estudiar la
progresion del fenotipo ObMS al obeso metabdlicamente enfermo (ObME).
Se observoé en la valoracion basal una prevalencia del fenotipo ObMS entre el

3y el 16.9% dependiendo del conjunto de criterios elegidos.
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6.3.Criterios diagnosticos

Como ya se ha comentado anteriormente, no existe una definicién
estandarizada para los fenotipos discordantes. Se han utilizado multiples

enfoques. Tomando como ejemplo el del ObMS**

, el fenotipo discordante
mas ampliamente estudiado, los enfoques mas referenciados son los
siguientes:

- Clamp hiperinsulinemia-euglucemia®,

- Bl cuartil superior de la tasa de eliminacién de glucosa™.

- El cuartil superior de un indice de sensibilidad a la insulina tras una
prueba de tolerancia oral a la glucosa™.

- Menos de dos de los siguientes trastornos cardiovasculares y
metabolicos: (presion arterial sistolica = 130 mmHg, presion arterial
diastélica = 85 mmHg, TG = 1,7 mmol/L o = 150 mg/dl, glucosa en
ayunas = 5,6 mmol/L, modelo de homeostasis de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) = 5, proteina C reactiva ultrasensible (PCR-US) =
0,1 mg/L, ccHDL < 1,03 mmol / L 0 40 mg/dl en hombres y < 1,3
mmol/L o 50 mg/dl en las mujeres".

- Menos de tres criterios de sindrome metabolico™’.

- Los sujetos con IMC superior a 30 kg/m? y los niveles de c- HDL de al

menos 40 mg/dl en ausencia de DM2 y de hipertension ***.

De cualquier forma, a pesar de esta disparidad de criterios, la mayoria

de estudios definen el ObMS como el sujeto con IMC > 30kg/m* sin DM2,

dislipemia o hipertensién®’.

identifiquen al ObMS™.

Hasta la fecha no hay unos criterios que

En cuanto al fenotipo menos estudiado, el NPME, tampoco hay un
consenso acerca de la definicién de estos individuos, ya que hasta la fecha, la

mayor parte de la literatura cientifica se ha basado en estudiar la prevalencia de
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dichos pacientes. La idea preponderante es que los pacientes NPME son
aquellos individuos que, a pesar de tener un IMC equivalente a los individuos
normopeso metabdlicamente sanos (NPMS) (IMC 18,5-25 kg/m?), tienen un

alto riesgo cardiometabdlico®™.

En algunos estudios lo describen como
obesidad con peso normal, el cual se define como un exceso de grasa corporal
asociado con un IMC normal y se ha asociado con la inflamacién temprana.
En un grupo de mujeres suizas se vio que los pacientes con obesidad segun
criterio de porcentaje de masa grasa medida por impedanciometria, tenian
mayor presion arterial, mayor prevalencia de dislipemia y mayor glucemia

basal que los sujetos con normopeso mientras que esto no ocurria en las

personas con sobrepeso””.

Se han propuesto otros parametros para la definicion de sindrome
metabdlico en estos pacientes, como marcadores inflamatorios adicionales

230

(PCR o el grado de leucocitosis)™ o la esteatosis hepatica o higado graso no

alcoholico®®

. Asi, la prevalencia del higado graso no alcohdlico parece ser
significativamente mayor en los NPME que en los pacientes ObMS™ por lo
que serfa planteable la inclusiéon de este criterio emergente en el diagndstico de

enfermedad metabdlica.

Sin embargo, de acuerdo con nuestro conocimiento actual, estas
clasificaciones so6lo se refieren a complicaciones metabdlicas o
cardiovasculares y no consideran que la obesidad pueda estar asociada con
otras complicaciones no metabolicas tales como problemas ortopédicos,

complicaciones pulmonares, u otras patologfas™

. Teniendo en cuenta que las
descripciones del ObMS y del NPME son inconsistentes, falta mucho para
terminar de aclarar los factores o mecanismos que subyacen a estos petfiles, y
aunque algunos trabajos estan tratando de estandarizar la definiciéon del

ObMS*!| el estudio del otro fenotipo es mucho mas deficitario.
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6.4.Fisiopatologia

6.4.1. Inflamacion subclinica

El tejido adiposo es un regulador clave de la inflamacion, estando
implicado en la aparicion y desarrollo de aterosclerosis, sindrome metabdlico,
y DM2. La inflamacién del tejido adiposo del NPME esta estrechamente
asociada con un mayor riesgo metabdlico para DM2, enfermedades
cardiovasculares y enfermedad de higado graso, mientras que los adultos
obesos sin inflamacién de tejido adiposo presentan menor riesgo metabdlico.
Hay una evidencia creciente que permite explicar que la inflamacién subclinica
puede ser el mecanismo subyacente que determina si un individuo desarrollara

enfermedad metabolica, independientemente de su masa grasa total*”.

Durante el desarrollo de la obesidad, casi la totalidad de las diferentes
poblaciones inmunes se encuentran en el tejido adiposo™”. La presencia de
células inmunes en el tejido adiposo tiene un papel importante en la

regulacion de las funciones del tejido.

Actualmente se conoce que la poblacién de las células inmunes cambia

con la obesidad y la alteracion metabdlica™,

Como se ha comentado
previamente, los principales protagonistas de este fendémeno son los
macrofagos. Los MTAs se originan a partir de monocitos derivados de la
médula 6sea, que se infiltran en el tejido desde el torrente circulatorio. Una
fraccion importante de los macréfagos se someten de forma inesperada a
division celular a nivel local dentro del tejido adiposo, como se ha visto en
estudios mediante la expresion del Ki67 y la incorporaciéon de 5-etinil-20-
desoxiuridina®™’. Los macréfagos dentro del TAV, muestran un aumento de la
proliferaciéon en la obesidad. El agotamiento de monocitos de sangre no tiene

ningun impacto sobre el contenido de MTAs, mientras que su proliferacion 7z

. s 21
Sty continua 6.
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Los macréfagos residentes del tejido adiposo experimentan un cambio
tenotipico de M2 a M1 a medida que la obesidad y la enfermedad metabélica
se van desarrollando. La inflamaciéon mediada por macréfagos es un
componente clave de la resistencia a la insulina. Sin embargo, los
acontecimientos iniciales de migracion de monocitos para convertirse en
macrofagos tisulares siguen siendo poco conocidos aunque se tienen algunos
datos al respecto. En un estudio en el que se cuantificé el seguimiento 7z vivo
de macrofagos de ratones donantes marcados con el tinte fluorescente pkh26
en ratones receptores, se observé que cuando los monocitos CCR2 &nockont se
inyectaban en los receptores tipo salvaje, o monocitos salvajes se donaban a
receptores knockont de MCP-1, el acuimulo de MTAs se reducia un 40%,
mientras que el contenido de macréfagos hepaticos se reducia en un 80%>°.
El uso de células donantes salvajes y el acimulo de MTA es varias veces
mayor en los ratones receptores obesos en comparacioén con los ratones con
normopeso, independientemente de la fuente de monocitos de donantes. El
sistema de CCR2 / MCP-1 es un factor que contribuye a la migracién de los
monocitos en el tejido adiposo y es la sefial dominante que controla la

25 FEl tratamiento con MCP-1

aparicion de macréfagos reclutados en el higado
induce la divisién celular de macrofagos en explantes de tejido adiposo,
mientras que el déficit de MCP-1 7z vivo disminuye la proliferacion de MTAs.
Estos resultados revelan que, ademas del reclutamiento de monocitos
sanguineos, la proliferacion 7z situ impulsada por MCP-1 es un proceso
importante por la que los macréfagos se acumulan en el TAV en la
obesidad™. Los monocitos de ratones obesos no estin programados para

convertirse en MTAs inflamatorios sino mas bien el aumento del acaimulo de

MTAs proinflamatorios en la obesidad es en respuesta a sefiales del tejido™”.

En estudios realizados en tejido adiposo humano™’, se demuestra que
los MTAs de sujetos con sobrepeso se componen de distintos subconjuntos

de macrofagos segun la expresion de diversos marcadores de superficie

85



Introduccion

celular: CD45, CD14, CD31, CD44, HLA-DR, CD206 y CD16, evaluados
mediante citometria de flujo. Los MTAs aislados por un protocolo de
inmunoseleccién muestran una expresion mixta de factores proinflamatorios
(TNFao, 1L-6, IL-23, interleuquina 8 (IL-8), MCP-1, ciclooxigenasa-2 — COX-2
— ) y antiinflamatorios (IL -10, TGF-B, quimioquina CC-1 asociada a la
activacion alternativa de macréfagos — AMA-CC1 — y ciclooxigenasa-1 —
COX-1 — ). El aumento de masa grasa se asocia con el acumulo de
macrofagos CD206 +/ CD16 —, que presentan un fenotipo de remodelacion
M2 caracterizado por una disminucién de la expresion de IL-8 y de COX-2 y
un aumento de la expresion del receptor-1 hialuronano del endotelio vascular
linfatico®’. Tos MTAs producen y liberan de forma especifica
metaloproteinasa-9 de la matriz que se ha relacionado 7 vivo con el IMC. Por
ultimo, los MTAs también ejercen un efecto proangiogénico marcado en las
células endoteliales y progenitoras derivadas del tejido adiposo. Los MTAs
pueden ser agentes activos en el proceso de desarrollo de tejido adiposo a
través de la ampliacion de la red capilar asi como en la génesis de patologias

cardiovasculares asociadas a la obesidad®’.

Pero los macréfagos no son las unicas células inmunes residentes del
tejido adiposo. La secrecién de citoquinas por parte de los macréfagos, alienta
la infiltracién de otros tipos de células adicionales, como las células T y B*”.
Se ha visto que pacientes ObMS tienen un menor nimero de Th22 y Th17 en
su TASC*®, mientras que poseen un mayor nimero de células T reguladoras
en sus tejidos viscerales”. Sin embargo, estas poblaciones aun no han sido

testadas en sujetos NPME.

En la figura 12 se resume el proceso de infiltracion de macréfagos en el

tejido adiposo.
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Figura 12.- Proceso de infiltracién de macréfagos en el tejido adiposo. En rojo

adipoquinas proinflamatorias. En verde antiinflamatorias.

En cuanto a los marcadores inflamatorios, actualmente la PCR se ha
convertido en uno de los mejores predictores de la inflamacién vascular,
sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares®”. Existe una fuerte
correlacion entre los niveles circulantes de PCR y los marcadores

antropométricos y de composicion corporal, y ésta se ha propuesto como una
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herramienta de deteccién para evaluar el riesgo de sindrome metabdlico en
sujetos jovenes™'. En la edad adulta, el fenotipo ObMS se asocia con niveles
bajos de complemento C3, PCR, TNFoa, IL-6, y con un nimero bajo de
leucocitos en sangre, apoyando el concepto de un estado inflamatorio mas

tavorable en comparaciéon con sujetos obesos metabolicamente enfermos

(ObME)*,

La exploraciéon de la funcién y la morfologia del tejido adiposo en los
individuos NPME tiene el potencial de ayudar a mejorar nuestra comprension
de este fenotipo, asi como para entender la relacion entre el tejido adiposo y el
riesgo cardiometabdlico de manera independiente al IMC. Se han encontrado
niveles de citoquinas inflamatorias (IL-6, TNFa y leptina) elevados en sangre
circulante en el NPME*”. Di Renzo ef al. encontraron que los niveles
circulantes de citoquinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNFa) en los individuos NPME
eran comparables a los de los individuos ObME**, mientras que De Lorenzo
et al. encontraron que estos niveles estaban elevados con respecto a aquellos
con NPMS*”. Por otro lado, se ha sugerido que el polimorfismo TNFa
contribuye a una mayor susceptibilidad a presentar sarcopenia en sujetos con

normopeso y proporcion elevada de masa grasa con respecto a la muscular™®.

Las adipoquinas anti-inflamatorias tales como la adiponectina, I1L-4, IL-
10, IL-13, el antagonista del receptor de IL-1 y el TGF-B son abundantes en el
tejido adiposo de individuos con normopeso, mientras que en el tejido
adiposo del obeso predomina la liberacién de adipoquinas pro-inflamatorias
incluyendo leptina, resistina, TNFa, 1L.-6, IL-18, proteina 4 de unién a retinol,
lipocalina 2, proteina de tipo angiopoyetina 2, ligando de quimioquinas CC-
2, ligando 5 de quimioquina-CXC 'y fosforribosil transferasa nicotinamida'”.
Un estudio demostré que el 20% de los pacientes con un IMC superior a 40
kg/m?* tenfan niveles de adiponectina por encima de la media de los sujetos

con un IMC normal, y estos niveles de adiponectina por encima de cierto

umbral incrementaban la probabilidad de ser metabodlicamente saludable,
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incluso después de corregir por factores de confusién como edad, insulinemia
, . 228 . . . .

y perimetro de cintura™. Esto sugiere que la adiponectina juega un papel

crucial en la patogénesis de complicaciones metabdlicas asociadas a la

obesidad ya que los pacientes con el fenotipo ObMS tienen niveles similares

de adiponectina a las encontradas en los sujetos de peso normal®®.

Otros marcadores de inflamacién sistémica o marcadores de
inflamacién del tejido adiposo son los AGL y el nimero y el estado de
activacion de los leucocitos periféricos. Asi, los pacientes obesos con DM2
tienen mayores niveles circulantes de 1L-6, AGL y glicerol y un mayor nimero
absoluto de leucocitos periféricos en comparacién con los sujetos obesos no
diabéticos**™*®. Del mismo modo los sujetos con obesidad moérbida sin
enfermedad metabolica tienen un bajo grado de resistencia a la insulina y los
marcadores de inflamacion del tejido adiposo son similares a los de los sujetos

no obesos: sin infiltracién de macréfagos y valores elevados en la expresion de

TNF a e I1.-6 en el TAV**,

Todos estos resultados sugieren que los pacientes ObME presentan

mayor grado de inflamacion sistémica y local de la grasa en comparacién con

los individuos ObMS?**,

Estas poblaciones y los factores que segregan, como las citoquinas, van
a desencadenar una serie de procesos con los que la alteraciéon del tejido
adiposo se va a hacer mas patente y que desembocaran en IR y otras
alteraciones del metabolismo sistémico. De hecho, PPARY, la molécula central
en adipogénesis, ademas conduce a la acumulacién de células inmunes en el

tejido adiposo™.

En la figura 13 se resumen las diferencias bioquimicas descritas en los

distintos fenotipos.
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Figura 13.- Diferencias bioquimicas entre los distintos fenotipos.
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6.4.2. Expansibilidad e insuficiencia del tejido adiposo

Anteriormente, para explicar la transiciéon del estado normal del tejido
adiposo al estado que produce anormalidades metabolicas, los estudios
propusieron la "hipdtesis en la capacidad de expansion del tejido adiposo".
Esta postula que, una vez que los adipocitos alcanzan el umbral de capacidad
para el almacenamiento, comienzan a promover la resistencia a la insulina con
lipotoxicidad y liberaciéon de adipoquinas. Esto fue apoyado por estudios
knockout con modelos de PPARY, lipodistrofia y alteraciones en la secrecion de
adipoquinas tras la saturacién del tejido adiposo. La investigacion de este
hecho condujo a la caracterizacién adicional de los contribuyentes genéticos
de las vias de la adipogénesis (SFRP1, Wnt, S14), la apoptosis (TRAIL,
TWEAK, BCL2, CASP3 / 7), y la angiogénesis (VEGF-A, -B, -C, - RE). Para
mejorar la comprension del tejido adiposo en el contexto de los pacientes
ObMS, Tinahones e¢f al. buscaron genes que asociaran la lipolisis y la
lipogénesis con el IMC, la insulina y el HOMA-IR. Encontraron una
correlaciéon positiva en PPARy, DGAT1, AQP7, GK, ATGL, HSL, y
perilipina y el IMC, insulina y HOMA-IR en ambos tejidos de grasa
subcutanea y visceral. Ademas, demostraron una correlacion negativa entre

genes - ACC1, PEPCK, ACSS2, FABP4 - y las medidas antes mencionadas de

riesgo metabolico™.

Una teorfa bastante sélida atribuye las diferencias entre los sujetos
ObMS y los ObME a la distinta capacidad de adaptacion al exceso de energfa
en el tejido adiposo™’. Cuando se requiere un mayor almacenamiento de
grasa, el tejido adiposo necesita aumentar su capacidad de almacenamiento y

~ - . . 141
puede aumentar el tamafio de los adipocitos o aumentar su nimero .
Ademas, este aumento de la cantidad total de grasa debera ir acompanada de

176

un aumento de la vascularizaciéon . En aquellos sujetos en los que el tejido

adiposo tiene dificultades para expandirse de forma saludable, que es
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aumentando la celularidad, aparece la enfermedad metabdlica™

. Eso es lo que
vemos en los ObMS que mantienen la capacidad de almacenamiento
adecuada. Pero la pérdida de la capacidad de expansion también puede ocurrir
en pacientes con peso normal, por lo que esta teorfa podria explicar la
existencia de sujetos NPME, cuando aparece la insuficiencia del tejido
adiposo™”. Ademss, la falta de capacidad de expansién del tejido adiposo se ha

relacionado con la pérdida de su funcién principal lipogénica, y la aparicion de

productos lipotéxicos en el tejido adiposo™.

Por otra parte, los individuos con el fenotipo ObMS tienen un menor
contenido de grasa visceral, hepatica y muscular que los sujetos ObME, lo que

sugiere que el fenotipo ObMS se asocia con una mejor capacidad de captar

226

AGL en el tejido adiposo™. Estas diferencias en la composiciéon corporal

entre ObMS y ObME son consistentes entre géneros” .

Tradicionalmente se pensaba que habia poca renovacién de las células
en el tejido adiposo en la edad adulta. Hoy en dia se sabe que el tejido adiposo

es capaz de hiperplasiarse durante toda la vida: las células madre progenitoras

son las responsables de esta hiperplasia del tejido adiposo'*"'*""™. Los

preadipocitos que se encuentran en el estroma vascular, son células

progenitoras que se diferencian en adipocitos maduros a través de un

159,161,162,163

programa complejo de expresion génica Otra variable que se

relaciona directamente con el nimero total de células grasas es la muerte

164,167 Estos

celular, que puede ocurrir por necrosis, apoptosis o autofagia
estudios también han aludido a la reduccion de la hipertrofia de los adipocitos,

la fibrosis y el estrés como posibles contribuyentes a esta presentacion.

Se ha demostrado que los sujetos metabodlicamente sanos tienen una

191,253 254,255

mayor capacidad lipogénica y angiogénica que los pacientes
metabodlicamente poco saludables. Ademas, también hay evidencia

considerable de que la adipogénesis y la funcionalidad de las células
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mesenquimales para convertirse en nuevos adipocitos es mayor en los sujetos
metabodlicamente sanos ya que presentan células mesenquimales en el estroma
del tejido adiposo, con una mayor capacidad de diferenciarse tanto a hueso

163
. Hste aumento

como a tejido adiposo, presentando una menor senescencia
de la capacidad de formar nuevos adipocitos en los individuos ObMS muestra
claramente que la apoptosis de los adipocitos aumenta con la obesidad, y esto

tiene una relacién directa con el grado de inflamacién del tejido adiposo'®.

Hace mas de 30 afios Ruderman e a/. describieron, partiendo de la
premisa de que la DM2, HTA e hipertrigliceridemia se asociaban con
frecuencia en la obesidad y que mejoraba con la restriccion calorica, que habia
pacientes con estas patologias que no eran obesos de acuerdo con los
estandares de peso o con otros criterios disponibles en el momento, pero que
de la misma manera respondian de forma favorable a la restriccion calorica.
Estos sujetos presentaban hiperinsulinismo y probablemente un incremento
en el tamafio de sus células adiposas en comparaciéon con pacientes de edad

peso v talla similar o con ellos mismos en periodos mas precoces™.

Una de las teorfas que sostienen el hecho de la existencia de NPME se
centra en la limitacién de la capacidad funcional del tejido adiposo. Cuando se
supera esta capacidad, se producen trastornos metabolicos™’. Esto sugiere que
el factor que une la obesidad, la DM2 y las comorbilidades asociadas puede no
ser la cantidad absoluta de grasa acumulada, sino el desajuste entre el exceso

de energfa y la capacidad de almacenamiento™"

. Este nuevo enfoque situa al
tejido adiposo en el mismo nivel que otros 6rganos vitales: del mismo modo
que se puede hablar de insuficiencia cardiaca, hepatica o renal, también

podriamos hablar de insuficiencia del tejido adiposo.

Con todo lo anterior, parece indudable que la homeostasis de los
individuos NPME se ha perdido, y que esta pérdida podria provenir de la

pérdida de “dialogo” entre los diferentes 6rganos.
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6.4.3. Otros posibles mecanismos

Los factores de estilo de vida tales como el nivel de actividad fisica o la
condicion cardiorrespiratoria también parecen jugar un papel clave en la
distincién de si un individuo es un fenotipo discordante o no. Asi, los sujetos
ObMS presentan mayores niveles de actividad fisica en comparaciéon los
: Tt : : : z 227,258,259 :
individuos ObME y tienen un estilo de vida mas saludable . Del mismo
modo, la actividad fisica ocupacional o en tiempo de ocio también parece ser
importante, ya que los dos regimenes de ejercicio se asocian de forma

diferente con la obesidad y la resistencia a la insulina®”.

Un factor potencial nuevo para explicar las diferencias entre ObMS y
ObME podria estar relacionado con el microRNA*'. La resistencia a la
insulina en los 6rganos periféricos, tales como el higado, puede desarrollarse
por un estimulo toxico, iniciando la secrecion de microRNAs asociados con la
IR, que se incorporan en las células musculares y adiposas, induciendo asi la

IR?? en estos tejidos.

Esta cobrando también interés el estudio de la longitud de los
telémeros, la cual es distinta en funcién del tejido donde se mida. Asi, Lakowa
¢t al. encontraron que los telémeros en TASC eran mas cortos que en TAV en

2 De esta manera, el acortamiento de los telémeros en

pacientes obesos
tejido subcutaneo podria contribuir a las alteraciones metabolicas. Pero no
solo las poblaciones residentes son las culpables de esta disfuncion del tejido
adiposo, si no que hay muchos otros factores que influyen en el desarrollo de
este ambiente hostil, y que no han sido aun tratados en pacientes NPME. La
obesidad est asociada con el acortamiento en la longitud de los telémeros™*,
La longitud de los telémeros puede servir como un biomarcador de la edad

biologica (vs. cronolégica) de una célula. Es otro punto importante en la

investigacion actual sobre la fisiologia del tejido adiposo. Se ha visto que la
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longitud de los telomeros de las células del TASC se asocia negativamente con
el IMC, la presion arterial sistolica y los TG basales. Curiosamente, los
pacientes que anteriormente fueron obesos tienen menor longitud en sus
telomeros que los que nunca han sido obesos de la misma edad, sexo e IMC,
lo que sugiere que esta es una caracteristica establecida, irreversible de la

obesidad que podrian contribuir a sus comorbilidades®”

. Aunque aun no se ha
llegado a comprender completamente el proceso, una posible explicacion es la
elevada inflamacién, ya que se ha asociado con niveles elevados de PCR*”. Sin
embargo, son estructuras activas que reaccionan a intervenciones tales como

. ., ., : 267
una intervencioén dietética, aumentando su longitud®”.

Otro factor emergente a afiadir a la ecuacion es la microbiota intestinal,
la cual se ha posicionado como factor clave en las enfermedades metabélicas,
ya que ejerce su funcidon sobre numerosos oOrganos, tales como el tejido

adiposo, intestino, musculo, higado o cerebro™”.

Uno de los multiples
mecanismos descritos por los que la microbiota interviene sistémicamente es
la endotoxemia, un incremento del nivel plasmatico de LPS, algo que sucede
debido a alteraciones en la permeabilidad de la barrera intestinal®”’. Si bien el
hecho de que la microbiota intestinal interviene en el desarrollo de la obesidad
y otras enfermedades metabolicas estd demostrado®”, hasta el momento la
literatura cientifica no se ha centrado en estudiar los diferentes perfiles de la
microbiota de los fenotipos discordantes como los NPME. Sin embargo, en
un estudio acerca de los cambios metabdlicos en osos hibernantes, Sommer e#
al. encontraron que el paso de estos animales a obesos metabélicamente sanos

I’ De esta

durante el verano se produce gracias a la microbiota intestina
manera, se sugiere que la microbiota intestinal podria ser un factor clave en el

estudio de los fenotipos discordantes y su comprension.
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6.5.Resultado de la intervencion en los fenotipos discordantes

La caracteristica decisiva del ObMS es la ausencia de acumulacién de
grasa visceral. Aunque no haya una predisposicion genética al estado de
ObMS descrita, actualmente se recomiendan modificaciones en el estilo de
vida dirigidas a reducir al minimo la acumulacién de grasa visceral. Sin
embargo, no esta del todo claro si los sujetos obesos con un fenotipo ObMS
se beneficiarfan de las intervenciones de estilo de vida tradicionales, que se

centran en la terapia de la dieta y / o el aumento de ejercicio fisico™.

Pocos estudios han analizado los efectos metabodlicos de las
modificaciones de estilo de vida con una dieta y / o ejercicio restrictivo en
sujetos ObMS, y sus resultados han sido contradictorios®>*”. Basindonos en
la teorfa que apoya que los ObMS y los ObME requieren un enfoque
terapéutico distinto, Karelisy ¢ a/. demostraron que los individuos ObMS
reaccionaron de manera diferente, desde un punto de vista metabdlico, a una
dieta hipocaldrica durante seis meses en comparacidon con personas obesas
"en riesgo" a pesar de lograr una pérdida de peso similar’’*. Hay algunos
estudios que mostraron que la combinacién de una dieta mediterranea
asocliada a intensidad de entrenamiento aerébico moderada-alta es mas eficaz

en la mejora de la composiciéon corporal®™>*

. Aunque el mensaje de salud
publica para todos los pacientes obesos debe seguir promoviendo habitos de
vida saludables, los resultados controvertidos de las intervenciones de estilo de
vida en individuos ObMS justificarian priorizar, por razones de costo-eficacia,

las intervenciones intensivas en individuos ObME y la monitorizacién de

sujetos 2 ObMS para la deteccion del desarrollo de patologia metabdlica®”.

Actualmente, la cirugia bariatrica sigue siendo una de las mejores
opciones para los pacientes que sufren de obesidad severa, con excelentes

resultados en cuanto a la pérdida de peso a largo plazo y reduccion del tamafo
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de depésito de grasa periférica y visceral’’”®. Se necesita mas investigaciéon para
estudiar los efectos de los diferentes enfoques terapéuticos sobre el perfil
metabélico de los individuos sanos pero obesos. Los resultados en este area
son esenciales para la comprension de la fisiopatologia y para la puesta en

practica de estrategias de intervenciéon en ObMS.

En este sentido no se disponen de datos respecto a la intervenciéon en
habitos de vida del NPME y de si estos pueden conferir beneficios en la
resolucién del engranaje inflamatorio y metabdlico que es la base de la

insuficiencia de su tejido adiposo.

6.6. Persistencia del fenotipo obeso metabolicamente sano en

el tiempo

Continta el debate respecto a si los individuos ObMS son
verdaderamente saludables. La literatura difiere con respecto al riesgo relativo
de enfermedad en esta poblacion. Los ObMS tienen un riesgo disminuido de
desarrollar enfermedad cardiovascular en comparaciéon con individuos
ObME®”. Los estudios a largo plazo han propuesto que el ObMS es un
estado transitorio. Por ejemplo, entre un grupo de estadounidenses de origen
japonés ObMS, dos tercios desarrollaron sindrome metabélico durante los 10
afilos de observacion, y la anormalidad metabdlica se asocié de forma
independiente con el acimulo de grasa visceral, el sexo femenino, una mayor
insulina plasmatica en ayunas y una menor concentracion de c-HDL en

2
sucro 80.

En consonancia con este informe, de entre los 1.051 participantes del
estudio Pizarra, la prevalencia ObMS disminuy6é durante 11 afos de

observacién a expensas del aumento del fenotipo ObME**,
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Los individuos ObMS no estan en mayor riesgo de desarrollar
enfermedades  cardiovasculares en comparacion con los  sujetos
NPMS*#1#22328 T o5 estudios con perfodos de seguimiento mas largos
(mayores de 15 afnos) han demostrado que los ObMS presentan mayor riesgo

de eventos cardiovasculares mayores en comparacion con los individuos

NPMSZSS’ZS().

Recientemente, en un estudio sistematico donde se evalu6 la asociacién
entre IMC y el estado metabdlico con la mortalidad total y eventos
cardiovasculares, se observo que los individuos ObMS parecian presentar
mayor riesgo de eventos cardiovasculares en comparaciéon con individuos
NPMS*. Estos investigadores concluyeron que los individuos obesos tienen
un mayor riesgo de resultados adversos a largo plazo, incluso en ausencia de

anormalidades metabdlicas, en comparaciéon con los individuos NPMS.

Un estudio reciente evalu6 la prevalencia de PCR-US en plasma elevada
y la esteatosis hepatica en ObMS y NPMS y en NPME*®. Observaron que el
aumento en la concentraciéon de PCR-US plasmatica y la esteatosis hepatica
eran mas frecuentes entre los individuos ObMS y NPME. Sin embargo, son
mas prevalentes entre los individuos ObMS, lo que sugiere que la obesidad en
ausencia de factores de riesgo metabdlicos no es completamente benigna y se

asocia con inflamacion vascular subclinica.

Otro estudio reciente observé que el 42% de sus sujetos ObMS
desarrollaban sindrome metabdlico tras 10 afios de seguimiento™, lo que
sugiere de nuevo que los ObMS no dejan de tener mayores riesgos de salud.
Sin embargo, la identificacién de predictores, los determinantes biolégicos, los
mecanismos subyacentes del ObMS, la determinacién de si el ObMS
representa un fenotipo transitorio que se ve afectado por el envejecimiento,

comportamiento y factores ambientales, y calcular con exactitud los
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verdaderos riesgos para la salud asociados con el fenotipo ObMS siguen
siendo temas viables para el estudio mediante estudios longitudinales
adecuadamente disefiados y realizados. Esto se hace extensible al fenotipo
NPME, del que se ha detectado una completa falta de informacién, y muy

especialmente de la fisiopatologia de su tejido adiposo.
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Justificacién

JUSTIFICACION

En los dltimos afios ha cobrado gran importancia el estudio de la
tisiopatologia de la obesidad y la enfermedad metabdlica asociada, dado el

gran incremento de la prevalencia de ambas.

Tradicionalmente se ha utilizado el IMC como medida para definir al
paciente obeso, considerandolo con mayor riesgo cardiovascular. Sin
embargo, en los ultimos afnos se han buscado otros métodos de valoracion
para el enfoque de estos pacientes. Y es que se ha observado que existen
grupos de sujetos conocidos como fenotipos discordantes, que no se
encuadran dentro del esquema clasico de obesidad-enfermedad metabdlica.

Estos pacientes estan generando gran polémica acerca de su clasificacion.

Dentro de ellos, el mas estudiado es el fenotipo ObMS el cual, a pesar
de presentar un IMC patolégico, no padece enfermedad metabdlica. Se
conoce mucho acerca de su prevalencia, fisiopatologia y su perfil clinico
aunque no se disponen de criterios claros para su diagnoéstico. Sin embargo, la
literatura disponible sobre el fenotipo NPME es mas escasa, y se basa
fundamentalmente en el estudio de su prevalencia en distintas poblaciones,
siendo su fisiopatologfa, riesgo cardiovascular y opciones terapéuticas menos
conocidos. No hay tampoco consenso acerca de la definiciéon de estos

individuos.

Las guias clinicas actuales fallan en la individualizacién del manejo de
estos pacientes, y especialmente en el manejo de los pacientes NPME, los

cuales presentan un riesgo metabolico elevado.

Serfa necesario por tanto consolidar el conocimiento sobre la
tisiopatologia del tejido adiposo en individuos con normopeso, con el fin de
poder comprender el proceso de alteracion del tejido adiposo que conlleva a
enfermedades metabdlicas tales como la obesidad, la hipertension arterial, la
dislipemia o la DM2, entre otras. De esta manera, se conseguirfa un arma

terapéutica efectiva y precoz para prevenir su apariciéon o asegurar su curacion.
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HIPOTESIS

- Incluso antes del desarrollo de la propia obesidad, la funcién endocrina
del tejido adiposo tiene un papel importante en la apariciéon de las
complicaciones asociadas clasicamente a la misma, interviniendo en la

sensibilidad a la insulina, la inflamacién y el metabolismo lipidico.

- La exploracion de la funcién y la morfologia del tejido adiposo en los
individuos NPME tiene el potencial de ayudar a mejorar nuestra
comprension sobre el desarrollo de la obesidad y sus complicaciones,
asi como para entender la relacién entre el tejido adiposo y el riesgo

cardiometabolico de manera independiente al IMC.

- El tejido adiposo visceral y subcutineo presentan una asociacion
diferente con el riesgo de enfermedad metabdlica y wvascular.
Clasicamente el TAV se ha relacionado con una mayor infiltracién de
macrofagos que el TASC, si bien esta relaciéon no ha sido estudiada en

sujetos NPME.
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Objetivos

OBJETIVOS

GENERAL:

Estudiar la implicacién del tejido adiposo en el desarrollo de la enfermedad

metabdlica en sujetos con normopeso con sindrome metabdlico, en

comparacién con los sujetos con normopeso metabdlicamente sanos.

ESPECIFICOS

Conocer los marcadores metabolicos mas relevantes en el sujeto con

normopeso con enfermedad metabolica.

- Conocer la implicacién de la infiltracion de las células inmunes en el
tejido adiposo en el desarrollo de la enfermedad metabolica en sujetos

con NOrmopeso.

- Estudiar la funcionalidad del tejido adiposo subcutaneo y visceral en los

sujetos con normopeso con enfermedad metabélica.

- Describir la relaciéon entre los marcadores inflamatorios y adipogénicos

y los parametros del sindrome metabdlico en sujetos con normopeso.

- Describir nuevos marcadores plasmaticos de enfermedad metabdlica en

sujetos con peso normal.
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Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

1. Diseiio del estudio

Se trata de un estudio transversal. Los pacientes se reclutaron durante la
practica clinica habitual de la Unidad de Cirugia General y Digestiva del

Hospital Universitario Virgen de la Victoria.

El estudio se realizé de acuerdo con las directrices establecidas en la
Declaraciéon de Helsinki. Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito (Anexo 1) y el estudio fue revisado y aprobado por el

Comité de Etica de la Investigacién Clinica Malaga Noroeste (Anexo 2).

2. Poblacion de estudio

Se incluyé de forma secuencial a todos los pacientes sometidos a
colecistectomia o cirugfa de hernia de hiato mediante laparoscopia desde 2012
hasta 2013. Todas las cirugias fueron programadas, no urgentes. En el

momento de la cirugfa todos los pacientes estaban asintomaticos.

Dada la complejidad para el reclutamiento de sujetos de estas
caracteristicas y la ausencia de estudios en base a los mismos, se establecié un
periodo de inclusién secuencial durante el tiempo establecido para el analisis

de la muestra incorporada en tal fecha.
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2.1. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion para participar en el estudio fueron:

Sujetos con IMC 18,5-24,9kg/m”.
Edad mayor de 18 afios.

Entender el objetivo del estudio y firmar el consentimiento

informado.

2.2.Criterios de exclusion

Presentar patologia infecciosa en los tres meses previos a la
inclusion en el estudio.

Padecer enfermedad cardiovascular, artritis, enfermedad
inflamatoria aguda, enfermedad infecciosa o enfermedad renal.
Estar en tratamiento con farmacos que pudieran alterar el perfil
lipidico o los parametros metabdlicos en la fase de inclusion del

estudio.

No firmar el consentimiento informado.

2.3.Clasificacion de los sujetos

Estos sujetos fueron clasificados de acuerdo al grado de sindrome

metabélico, definido segtn los criterios del ATP-I1I:
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Perimetro de cintura = 102cm en varones o = 88cm en mujeres.
TG plasmaticos = 150mg/dl.

c-HDL < 40mg/dl en varones o < 50mg/dl en mujeres.

Tension arterial sistolica = 130mmHg o tensién arterial diastolica
> 85mmHg.

Glucemia plasmatica en ayunas = 110mg/dlL
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Segun estos criterios se dividieron en dos grupos: sujetos con NPMS
con dos criterios o menos de sindrome metabdlico y sujetos con NPME que

rednan tres o mas criterios de sindrome metabdlico.

3. Variables de estudio y procedimientos

3.1. Medidas antropométricas y parametros analiticos

La altura se midi6 con una precisiéon de 0,5 cm y el peso corporal de 0,1
keg. El IMC se calcul6 como el peso (kilogramos) dividido entre la talla
(metros) al cuadrado. El perimetro de cintura se midié en la zona media entre

el borde inferior de la ultima costilla y la cresta ilfaca.

Antes de la cirugia, se extrajeron muestras de sangre basales de la vena
antecubital en tubos vacutainer (BD vacutainer, London, UK). Se separ6 el
suero mediante centrifugacion durante 15 minutos a 4000rpm, congelandose
inmediatamente a -80°C, donde permaneci6, almacenandose hasta su
posterior analisis. Mediante métodos enzimaticos (Randox Laboratories Ltd.,
UK), en un autoanalizador Dimension (Dade Behring Inc., Deerfield, III) se
midieron los siguientes parametros: glucosa, colesterol, TG, c-HDL, péptido
C, urea, creatinina, acido urico, GOT, GPT, GGT, ferritina, transferrina,
hierro, HbAlc, ApoAl, ApoB, calcio, fésforo, PCR, leptina, adiponectina,
osteocalcina, PTH y 250H Vitamina D3. El c-LDL se calculé6 mediante la
ecuacion de  Friedewald. La insulina se cuantific6 mediante

radioinmunoensayo suministrado por BioSource International, (Camarillo,

Calif).

El modelo de homeostasis de resistencia a la insulina (HOMA-IR) se

calcul6 a partir de insulina y glucosa en ayunas con la ecuacion:
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insulina en ayunas (mUI / mL) x glucosa en ayunas (mmol / L)

H — IR =
OMA — IR 275

3.2.Muestras de tejido adiposo para expresion de mRNA

Se obtuvieron muestras mediante biopsia de TASC y TAV de todos los
sujetos. Las muestras se obtuvieron durante la reparaciéon de hernia de hiato o
la colescistectomia. Las muestras se lavaron en suero salino e inmediatamente
se congelaron en nitrégeno liquido. Las muestras biopsiadas se mantuvieron a

-80°C hasta su posterior el analisis.

3.3.Aislamiento de RINA y expresion génica

Se aislé el RNA total del tejido adiposo usando RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit (Qiagen, GmbH, Germany), tratandose con DNasa (RNase-free
DNase Set; Qiagen). La concentraciéon y la pureza de RNA se determinaron
mediante la absorbancia a 260nm (A260) y el ratio A260/A280 con un
espectrometro Nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, Del)
respectivamente. Para la sintesis de la primera hebra de cDNA se realiz6 la
transcripcion inversa de una cantidad constante de 1mg de RNA usando

hexameros aleatorios como cebadores y la transcriptasa inversa.

La expresién génica se evaludé mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa en tiempo real usando un sistema de reacciéon en cadena de la
polimerasa Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemania). La reaccién se realizé siguiendo el protocolo del
tabricante. El programa consistié en una desnaturalizaciéon inicial de 10
minutos a 95°C, a continuacion 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion
de fase a 95°C, y luego una fase de hibridacion y extensiéon de 1 minuto a

60°C. Se utilizaron los conjuntos prevalidados de sondas Tagman disponibles
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comercialmente para muestras humanas. LLos que se usaron en el estudio

tueron los siguientes:

* Cyclophilin A: 4326316E, RefSeq. NM_021130.3. Usado como

control endégeno en cada reaccion.
* TNFo: Hs 01113624_g1, RefSeq NM_000594.3.
* IL-6: Hs 00985639_m1, RefSeq NM_000600.3.
* PPARy: Hs 01115513-m1, RefSeq NM_015869.4.
* ITGAM (CD11b): Hs 00355885_m1, RefSeq NM_000632.3.
* (CD33: Hs 01076281_m1, RefSeq NM_001082618.1.
* EMRI: Hs 00892591_m1, RefSeq NM_001256252.1.
* CD68: Hs 02836816_g1, RefSeq NM_001040059.1.
* CD163: Hs 00174705_m1, refSeq NM_004244.5.
* FABP4: Hs 01086177_m1, RefSeq NM_001442.2.
e CD206: Hs00267207_m1, RefSeq NM_002438.3.
* ITGAX (CD11c): Hs00174217_m1, RefSeq NM_000887.3.
* MerTK: Hs01031973_m1, RefSeq NM_006343.2.

e CDo4: Hs00417598_m1, RefSeq NM_001017986.3,
NM_001244910.1, NM_000566.3.

e IL-10: Hs00961622_m1, RetSeq NM_000572.2.
e IL-1b: Hs00174097_m1, RefSeq NM_000576.2.
* CCL2: Hs00234140_m1, RefSeq NM_002982.3.
* CCL3 (MIP1lo): Hs00234142_m1, RefSeq NM_002983.2.

Se obtuvo un ciclo umbral (valor Ct) para cada curva de amplificacion
y se calculé un valor ACt restando primero el valor de Ct para el
correspondiente cDNA control endégeno a partir del valor Ct para cada gen
nativo y transcripcion. Los cambios comparados con el control endoégeno se

determinaron calculando el indice 272,
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3.4.Aislamiento y expansion de la fraccion de las células derivadas

del estroma vascular del tejido adiposo subcutaneo y visceral

Debido a la baja disponibilidad de tejido, para este proposito se usaron
muestras de TASC y TAV procedentes de sujetos diferentes a los descritos
anteriormente. Estas muestras se obtuvieron de cinco pacientes con un IMC
inferior a 30kg/m” dada la cantidad de tejido necesaria, denominados como
SMS y de cuatro con sobrepeso metabdlicamente enfermos (SME), para
cultivar la fraccion de células derivadas del estroma vascular y para la

diferenciacién adipogénica posterior.

Las biopsias de tejido adiposo se lavaron con PBS para eliminar los
desechos celulares y se diseccionaron en trozos pequefios mediante digestion
enzimatica en una solucion de 0,150% de colagenasa tipo I y 1,0% de suero de
albumina bovina durante 70 minutos a 37°C en un bafio de agua con

agitacion.

La suspension tisular obtenida a partir de la digestion enzimatica se
centrifugé a 500 x g durante 10 minutos y los adipocitos flotantes se
separaron de la fraccion vascular del estroma precipitado por decantacion, que
se filtré a través de una malla de 100 um y se centrifugé a 400 x g durante 5
minutos. El sedimento celular se resuspendié en tampén de lisis de eritrocitos
durante 10 min a temperatura ambiente y después se centrifugé de forma
adicional durante 5 min. El sedimento de nuevo se resuspendié en DMEM /
F12 suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 mg / ml de
estreptomicina, 100 U / ml de penicilina, y 2 mM de L-glutamina. Las células
se sembraron en matraces de cultivo para tejidos y se incubaron a 37°C en
atmoésfera humeda con 5% de CO, durante aproximadamente 8 dias hasta que

se alcanzo el 90% de confluencia.
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3.5.Diferenciacion adipogénica

Continuando con las 9 fracciones del estroma vascular de TASC y TAV
(5 de SMS y 4 de SME), en el 90% de confluencia, el tampén de expansion se
reemplazé por un tampoédn adipogénico (tampoédn de expansion mas 10 uM de
insulina, 0,5 uM de isobutilmetilxantina, 1,0 uM de dexametasona, 10 uM de
pioglitazona, 0,5 uM de rosiglitazona, 33 uM de biotina y 17 uM pantenoato).
Después de 72 horas, este tampon se reemplazé por un tampon similar sin
isobutilmetilxantina, biotina o pentanoato hasta el dfa 14, renovando cada 2-3
dias. El estado adipogénico fue confirmado por la fijacién con formalina,
seguido de la tincién de vesiculas lipidicas durante 1 hora con Oil Red O al

30%.

Ademas, se obtuvo el RNA total de las células mesenquimales
diferenciadas mediante el kit comercial STAT-60TM kit (Ambsbio, Abingdon,
UK) siguiendo las instrucciones del fabricante. Lla concentraciéon de RNA y su
pureza se determinaron con un espectrometro Nanodrop (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Del). El paso a cDNA vy el analisis de expresion
génica de marcadores adipogénicos se realizé tal y como se ha detallado

previamente con los siguientes cebadores:

* LPL (Hs 00173425_m1, RefSeq NM_000237.2)

* FABP4 (Hs 01086177_m1, RefSeq NM_001442.2)
* CEBPa (Hs 00269972-s1, RefSeq NM_004364.3)
* LEP (Hs 00174877-m1, RefSeq NM_000230.2)

* ADRP (Hs 00765634-m1, RefSeq NM_001122.3)
* PPARy (Hs 01115513-m1, RefSeq NM_015869.4)

113



Material y métodos

4. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con SPSS (version 15 para Windows;
SPSS Chicago, IlI). Las diferencias se compararon usando el test de la U de
Mann-Whitney con correccion post-hoc de Bonferroni. Se calcularon
coeficientes de correlaciéon de Spearman para estimar las correlaciones lineales

entre variables y el intervalo de confianza fue de un 95%.

Se hizo un analisis de regresion multiple para evaluar los efectos de los
parametros del sindrome metabolico en los marcadores de expresion relativa;
las variables independientes que se correlacionaron significativamente con
estos marcadores en el analisis univariante se incluyeron en el modelo. Los
valores se consideraron estadisticamente significativos cuando P < 0,05. Las
figuras se realizaron con GraphPadPrisma (GraphPad Software Inc.version

5.01 para Windows. La Jolla, California).
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Resultados

RESULTADOS

1. Caracteristicas clinicas

Se seleccionaron 92 sujetos consecutivamente de los cuales 71 fueron
clasificados como NPMS (30 de ellos varones y 41 mujeres) y 21 como

NPME (9 varones y 12 mujeres).

La edad media fue de 48,33%14 anos en el momento de la cirugia
siendo de 45,41*£12,27 para varones y 50,47%114,91 para mujeres, no
existiendo diferencias significativas entre ambos (P > 0,05). Y de 46,87+13,44
afios en NPMS y de 53,24%£15,09 en NPME sin existir diferencias
significativas (P > 0,05).

2. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los pacientes.

La tabla 7 muestra los parametros antropométricos y bioquimicos de
los pacientes con o sin sindrome metabdlico. Los sujetos elegidos mostraron
un IMC acorde a su estado de normopeso, sin diferencias significativas entre
grupos. Los pacientes NPME mostraban sintomas claros de sindrome
metabélico. Por ejemplo, aunque tenian un IMC normal, tenfan mayores cifras
de glucemia, TG, proteina C reactiva (PCR), colesterol total y colesterol LDL
y mayor circunferencia abdominal y niveles inferiores de colesterol HDL.

Ademas, estos pacientes presentaban también mayores niveles de insulina y

HOMA-IR.
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65,3+8,84
166,7+10,22
23,40 + 1,30
119,77+20,754
75,2+13,15
04,44 + 8 47
82,30 + 7,91
0,86 + 0,08
89,80 + 11,36
7,89 + 4,98
1,92 + 0,72
1,76 + 1,24
31,74 + 9,32
0,81 £ 0,19
4,02 + 1,06
202,87 + 40,39
59,10 + 13,88
124,61 + 32,79
87,85 + 40,66
18,32 + 7,12
32,38+12,06
30,79+29,03
53,46+58,29

93,1842+46,13075

5,44+0,39

177,14+30,55

95,62+28,42
0,55+0,18

9+0,32

3,3140,62
3,442,62

260,5789149,23942

64,9+5,97
164+7,14
23,81+ 1,12
129,14 + 17,48
79,9 + 8,75
96,76 + 4,38
90,10 + 5,29
0,92 + 0,04
101,24 + 10,445
10,41 + 4,94
2,38 + 0,558
2,60 + 1,29
31,36 + 7,33
0,93 + 0,26
470 + 1,31
226,19 + 32,82
45,14 + 8,32
145,59 + 29,52
184,86 + 73,13
23,52 + 18,25
48 + 36,18
120,10 + 324,36
79,92 + 83,77
279,36 + 48,33
85,29 + 27,06
5,82+0,61
159,86+20,26
125,95+26,5
0,8+0,20
8,01+0,25
3,6+0,39
9,02+22,98

0,850
0,258
0,124
0,064
0,128
0,230
< 0,001
0,068
< 0,001
0,047
0,017
0,009
0,891
0,061
0,017
0,018
< 0,001
0,010
< 0,001
0,052
0,002
0,023
0,250
0,408
0,550
< 0,001
0,056
< 0,001
< 0,001
0,332
0,105
0,058
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10,14+12,99

2225+185

19,11+13,72 12,4473 0,224
7,14+5.4 6,69+5,01 0,822
54,61+24 58,54+23,66 0,667

42,23+16,78 26,06£10,22 0,007

Tabla 7.- Variables antropométricas y bioquimicas del NPMS y NPME

3. Marcadores bioquimicos plasmaticos y su asociaciéon con el

sindrome metabdlico

Dentro de los parametros bioquimicos evaluados en nuestro estudio se
encuentran los relativos al metabolismo del hierro: ferritina, transferrina y
hierro plasmatico. Dentro de ellos, el marcador que ofrece mayor estabilidad y
que refleja los depésitos tisulares de este elemento es la ferritina. En la figura
14 se presentan las correlaciones de esta proteina con parametros bioquimicos
relacionados con el sindrome metabdlico. Observamos cémo la ferritina se
correlaciona positivamente con los niveles de glucosa y TG, aunque no se
alcanzo la significacion estadistica. S se observa significacion estadistica en la
correlacién positiva existente entre acido urico y ferritina. Tras el analisis de
regresion multiple por pasos persistié esta significacion, siendo la ferritina y la

cintura las que explican los niveles de acido urico (tabla 8).

1401 5001
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e} T ) =
= P S L S 300 .
Fl 100M % . e . .
§ 30.: . ) . ) . -g 200-;;2./
o 80 8 10014857 . . *
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Figura 14.- Correlaciones entre ferritina y otros parametros bioquimicos

Intervalo de
confianza 95%

Inferior ~ Superior
0,008 < 0,001 0,004 0,12
0,054 0,001 0,023 0,084

Tabla 8.- analisis de regresion multiple. Variables independientes: ferritina, perimetro de
cintura. Variable dependiente: acido drico

4. Medidas de los macréfagos del tejido adiposo y su asociacion con el

sindrome metabdlico

Ninguna medida aislada describe totalmente la heterogenicidad de los
MTAs de una muestra de tejido adiposo, por tanto se necesita medir
diferentes marcadores. De esta manera, desarrollamos un analisis de medida
de expresion de mRNA en un set de genes implicados tipicamente en MTA
en muestras de TASC y TAV de sujetos con normopeso con y sin sindrome
metabolico. Los MTAs se evaluaron midiendo la expresion relativa de mRNA
de CD68, EMR1, ITGAM, CD163 y CD33, que son marcadores especificos

localizados en la superficie de macréfagos y monocitos (figura 15)
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Figura 15.- Niveles de expresion de genes de marcadores de monocitos / macréfagos en
TASC y TAV en NPMS (en azul) y NPME (en verde). * Grupos significativamente
diferentes (P < 0,05).

La figura 15 muestra que la expresiéon de mRNA en el TASC de los
pacientes enfermos difiere de los sujetos sanos. En particular, CD68, CD33,
CD163 e ITGAM difieren (P < 0,05) entre sujetos NPMS y NPME. Sin

embargo, no se encontraron estas diferencias en EMR1. Estos marcadores de
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macréfagos / monocitos estaban estimulados en los NPME, indicando una

mayor infiltracién de macréfagos / monocitos en el TASC.

Una vez se establecieron las diferencias entre ambos tipos de tejido
adiposo, se midieron otros marcadores para analizar mejor la naturaleza de
estas diferencias. Los niveles de expresion relativa de mRNA de MerTK y
CD064 se midieron como marcadores mas seguros de MTAs residentes de

tejido adiposo™”.

La expresion de niveles de MerTK fue mayor en el TASC de pacientes
NPME. Los CDO64 siguieron esta tendencia sin encontrarse diferencias

significativas (Figura 10).
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Figura 16.- Niveles de expresion de mRNA de genes y marcadores de polarizacion de
monocitos / macréfagos residentes del TASC y TAV en NPMS (en azul) y NPME (en
verde). * Grupos significativamente diferentes (P < 0,05)
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Se evalué la polarizacion de los MTAs mediante la mediciéon de la
expresion relativa de mRNA de ITGAX (M1) y CD206 (M2) (Figura 16). Se
detecté mayor expresion de CD206 en los pacientes NPME en el TASC,
mientras que no se observaron diferencias entre ambos grupos con respecto al
marcador M1, lo que indicaria la naturaleza M2 de los macréfagos residentes

en el TASC.

Por otro lado, el TAV parecia no verse practicamente afectado, como
se puede observar en las figuras 15 y 16. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los sujetos NPMS y NPME en este tejido.

Cuando estos niveles de expresion se enfrentaron con los parametros
del sindrome metabdlico (figura 17), el CID33 se asocié negativamente con el
nivel de c-HDL (r = - 0.241; P < 0,05), al igual que CD68 (r = - 0,376; P <
0,01) e ITGAM (r = -0.278, P < 0,05); mientras que el CD163 y CDG68 se
asoclaron positivamente con la presion arterial sistolica (r = 0,277, P < 0,05; t

= 0,264, P < 0,05, respectivamente).
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Figura 17.- Correlaciones de matrcadores de expresion genética de monocitos / macréfagos

en TASC y TAV en relaciéon con parametros de sindrome metaboélico

Los TG se asociaron positivamente con la expresion de CD33 (r =
0,291; P < 0,05), ITGAM (r = 0,330, P < 0,05) y MerTK (r = 0,271, P <
0,05). Ademas, la glucosa se relacioné con MerTK (r = 0,241; P < 0,05).

Cuando se enfrentaron los niveles de expresiéon génica de estos
macréfagos / monocitos, las relaciones que surgieron estaban en la misma
direccion que en el TASC, lo que serfa indicativo de la naturaleza de los

marcadores utilizados.
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La tabla 9 muestra las relaciones entre las expresiones relativas de genes
de macréfagos / monocitos medidas en TASC. En general observamos cémo
los matcadores de monocitos / macréfagos (CDGS, CD33 y CD163) se
correlacionan positivamente entre si (P < 0,05), lo que demuestra la similitud
de estos marcadores. Sin embargo, EMR1 no siguié esta tendencia,
probablemente debido a la baja cantidad de este marcador en comparacion
con los demas. Observamos también correlacién entre los marcadores de
inflamacién entre si (TNFo e IL-6) al igual que ocurre entre los marcadores de
adipogénesis (PPARy y FABP4), no objetivando esta relaciéon entre ambos
grupos. Evidenciamos una correlacion negativa entre marcadores
adipogénicos y algunos marcadores de monocitos / macréfagos,

tundamentalmente con CDG68, y en el caso de CD33 sélo con PPARY.

NS
0,644 ** NS 0,712 **

0,736** NS 0,545 **% 0,616 **

0,300 ** NS 0,280% NS 0,349 **
NS NS NS NS NS 0,553**
-0,279 ** NS NS -0,307 ** NS NS NS
-0,253 ** NS -0,261 * NS NS NS NS 0,290%*

Tabla 9.- Correlaciones entre las expresiones relativas de genes de macréfagos / monocitos
medidas en TASC. * Indica diferencia entre grupos ( P < 0,05); ** indica diferencias entre
los grupos (P < 0,01)

Cuando se enfrentaron estos niveles de expresiéon de los genes de
macrofagos / monocitos en TAV, las relaciones que surgieron estaban en la
misma direccion que en el TASC, indicativo de la naturaleza de los
marcadores utilizados, como puede verse en la Tabla 10. En este caso la
correlaciéon de TNFa e IL-6 fue mas llamativa con EMR1 y en el caso de

PPARy y FABP4 con ITGAM. En este tejido, y a diferencia del TASC, si
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pudimos encontrar una correlaciéon negativa entre TNFo y FABP4, ya que en
TASC no se objetivé relacion entre marcadores de adipogénesis e inflamacion.
TNFa fue el que mis se relaciond con los macréfagos/monocitos en este
tejido, encontrandose significacién con todos los marcadores estudiados de
este grupo celular.
| v b WA mew Tw P T RO TR
NS
0,731%¢  0,253*

0,699% NS  0,786**
0,747% NS 0,648%  0,570%
0,301% 0423%F  0286*  00235%  0,324%*

NS 0,378** NS NS NS 0,424**
NS NS -0,226* NS NS NS NS
NS NS -0,381** 0,342+ NS -0,247+ NS 0.628 **

Tabla 10.- relaciones entre las expresiones relativas de genes de macréfagos / monocitos
medidas en TAV. * Indica diferencias entre grupos (P < 0,05); ** indica diferencias entre
grupos (P < 0,01)

Si bien cuando se enfrentaron los niveles de expresion de estos genes
medidos en el TAV con los parametros de sindrome metabdlico, se encontrd
una relacion negativa entre EMR1 y ¢-HDL (r = - 0,265; P < 0,05); mientras
que entre CD163 y CDG68 y la presion arterial sistélica (r = 0,243, P < 0,05; r
= 0,252, P < 0,05, respectivamente), se encontraron relaciones positivas,
como ya se observo en el TASC. Por otra parte, CD206 estaba relacionado
con los TG (r = 0,233; P < 0,05) y la circunferencia de la cintura (r = 0,240; P
< 0,05) (Figura 18).
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Figura 18.- Cotrelaciones significativas de matrcadores de expresion génica de monocitos /

macroéfagos en TAV en relacion con parametros de sindrome metabdlico

5. Medidas de citoquinas inflamatorias y su asociacién con el sindrome

metabodlico.

Para evaluar el nivel de inflamacion del tejido adiposo, se midi6 la
expresion relativa de mRNA de las citoquinas proinflamatorias clasicas: TNFa
e IL-6 (figura 19). Aunque ambas citoquinas parecian estar aumentadas en el

paciente NPME, no se vieron afectadas significativamente (p < 0,05).
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Figura 19.- Expresion relativa de niveles de mRNA de citoquinas proinflamatorias en
TASC y TAV en NPMS (en azul) y NPME (en verde)

Si bien, se encontrd una relacién positiva entre los niveles de expresion
de TNFa e IL-6 tanto en TASC como TAV (figura 20). Asi, el TAV parecia
ser el tejido mas estrechamente relacionado con la inflamacién, y el TNFa fue

el marcador que estuvo mas implicado.

r=0,5122 P < 0,001

0.002
2 . r=0,3848 P < 0,001
0.000 -+ T T T 1 0.000 T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Expresion relativa de mRNA de IL-6 en TASC Expresion relativa de mRNA de IL-6 en TAV

Expresion relativa de mRNA de TNFa en TASC
Expresion relativa de mRNA de TNFa en TAV

Figura 20.- Correlacion entre los niveles de expresion de TNFa e IL-6 en TASC y TAV

Cuando los niveles de estas citoquinas se compararon con los
parametros del sindrome metabdlico (Figura 21), se encontraron algunas
correlaciones  significativas  débilmente. El TNFa se correlaciond
positivamente con la presion arterial sistolica (r = 0,288, P < 0,05) y la IL-6 se
correlacioné con el c-HDL (r = - 0,326; P < 0,05) y los TG (r = 0,251; P <
0,05) en TAV.
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Figura 21.- Correlaciones de expresion génica de citoquinas proinflamatorias en TASC y

TAV en relacién con parametros de sindrome metabdlico

Dada la falta de informacién obtenida con los marcadores de
inflamacién clasicos, se midieron otros mediadores de la inflamacion en el
tejido adiposo. Se evalué la expresion relativa de mRNA de IL-10, IL-1b,
CCL2, CCL3 (tigura 22). Una vez mas, no hubo diferencias significativas en el
TASC y el TAV (P > 0,05), aunque es importante mencionar el bajo nivel de
estos marcadores en los pacientes NPME en el TAV, otro indicativo de la
importancia del TASC en el comienzo de la enfermedad. Estos marcadores de
inflamacién se correlacionan positivamente entre si, lo que indicarfa su

relacion.
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Figura 22.- Niveles de expresion relativa de mRNA de genes de mediadores inflamatorios
en TASC y TAV en NPMS (en azul) y NPME (en verde)

En las siguientes tablas se muestran las correlaciones estudiadas entre
los mediadores de la inflamaciéon descritos previamente y marcadores
inespecificos de monocitos / macréfagos (CD64 y MerTK) asi como mas

especificos de macréfagos M1 (ITGAX) y M2 (CD2006)

En la tabla 11 se valoraron las relaciones de estos parametros en el
tejido subcutaneo, encontraindose una correlaciéon positiva de todos los
mediadores de la inflamacion entre si. CID206 se correlacioné positivamente
con todos los parametros analizados con excepcion de IL-1b e ITGAX, lo
cual tendria sentido ya que, al contrario de CD206, estos guardan mas relacion
con un estado proinflamatorio. De la misma manera no se encontraron
relaciones entre ITGAX e IL-10, ambas implicadas en procesos opuestos.

MerTK solo se correlacioné positivamente con CD206 e 1L-10.
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0,590%*
0,314%%  0,314%

0,330%%  0,430%%  0420%*
0,480%%  0,621%% 0,603+ 0457+

0,648** 0,621** NS 0,553**  0,425%*
NS 0,377** NS 0,440%* NS 0,326**
NS NS 0,426** NS 0,428* NS NS

Tabla 11.- Cotrelaciones entre mediadores de la inflamacién y marcadores de monocitos /
macréfagos en el TASC. * Indica diferencias entre grupos (P < 0,05); ** indica diferencias
entre grupos (P < 0,01)

Se analizaron posteriormente las relaciones de estos parametros entre
los dos tipos de tejidos adiposos estudiados (tabla 12). Hubo correlacion
positiva estadisticamente significativa en la expresion relativa de mRNA de
cada parametro en TASC y TAV de todos ellos excepto de CD206 ¢ ITGAX.
CD206 en TASC presentd una correlacion positiva con IL-1b en TAV, no
encontrandose otras correlaciones de CD206 en ninguno de los tejidos. De la

misma manera, solo se encontré relacion positiva de la expresion de MerTK
en TASC.
0,551 0,533+ NS 0,375%F  0,536*%*F  0,464**  0,334** NS
0,465%¢  0,561** NS 0,352%  0,358**  0,480**  0,273* 0,275%
NS NS NS NS NS 0,302* NS NS
0,391+ 0,341* NS 0,413** NS 0,415%* NS NS
0,398% 0431% NS  0348%  0320% 0434% 0303*  0,328*
0,471%  0488% NS  0396% 0352% 0498% (277 NS

0,324 NS NS NS NS 0,312% NS NS
NS NS NS NS NS NS NS 0,384+

Tabla 12.- Correlaciones de mediadores de la inflamacién y marcadores de monocitos /
macréfagos entre TASC y TAV. * Indica diferencias entre grupos (P < 0,05); ** indica
diferencias entre grupos (P < 0,01)
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En la tabla 13 se analizan estas mismas correlaciones dentro del TAV,
siendo todas ellas positivas y estadisticamente significativas excepto CD206

con CCL3 e IL-1b y de MerTK con CCL3, CD64 e IL-1b.

0,765%*
0,400%% NS

0,607%%  0,546%%  0,344%*

0,751%%  0,689%%  0481%* 0,627+

0,711%% 0,825% NS  0,530% 0,642%*

0,304%% 04330 0321%F 0421%F  0471% 0,469+

0,328%% NS  0,556%* NS  0,534% NS  0,396%*

Tabla 13.- Cotrelaciones entre mediadores de la inflamacién y marcadores de monocitos /
macréfagos en TAV. * Indica diferencias entre grupos (P < 0,05); ** indica diferencias
entre grupos (P < 0,01)

Al comparar los niveles de estas citoquinas con los marcadores de
sindrome metabolico como se puede observar en la figura 23, CCL3 se
correlacionoé con los TG en el TASC y TAV (r = -0,250, P < 0,05; r = -0,254;
P < 0,05, respectivamente) y con la glucosa en el TAV (r = -0,275; P < 0,05).
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Figura 23.- Correlaciones significativas de expresion génica de mediadores inflamatorios en

TASC y TAV en relacién con parametros de sindrome metabdlico

6. Lipogénesis, adipogénesis y sus asociaciones con el sindrome

metabodlico.

La adipogénesis y la funcién lipogénica se evaluaron mediante la
expresion relativa de mRNA de PPARy y FABP4 (figura 24), ya que estas son

dos moléculas muy activas en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos

en el tejido adiposo.
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Figura 24.- Niveles de expresion relativa de mRNA de marcadores de adipogénesis en
TASC y TAV en NPMS (en azul) y NPME (en verde). * Grupos significativamente
diferentes (P < 0,05)

El PPARy en el TASC de sujetos NPME se inhibe (P < 0,001),

mientras que en el TAV no se observaron diferencias (P > 0,05). No se
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detectaron diferencias entre los grupos de estudio para FABP4.

Se encontraron relaciones entre los dos marcadores utilizados, PPARY y
FABP4, presentando una correlacion positiva entre ellas en ambos tejidos. Por
otra parte, ambos marcadores en el TASC presentan una correlaciéon negativa

(P < 0,05) con CD68 y CD33, mientras que en el TAV esta relacién negativa
se vio con ITGAM y CD33 (tabla 9 y 10).

PPARYy se asoci6 con algunos de los parametros del sindrome
metabélico (Figura 25) y mostré una correlaciéon negativa con los triglicéridos
(r =-0,309; P < 0,01) y una correlaciéon positiva con el c-HDL (r = 0,433 P <
0,01).
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Expresion relativa de mRNA de PPARgen TASC  Expresion relativa de mRNA de PPARg en TASC

Figura 25.- Correlaciones significativas encontradas entre expresion de marcadores de
adipogénesis y parametros de sindrome metabdlico

7. Marcadores de adipogénesis en cultivos celulares diferenciados en

medios adipogénicos.

Con el fin de evaluar el impacto del sindrome metabodlico sobre la
adipogénesis, se aislaron y expandieron las fracciones vasculares del estroma
celular de muestras del TASC y TAV, diferenciadas en medios adipogénicos.
Tal y como se ha comentado anteriormente, los pacientes utilizados para este
proposito fueron diferentes a los usados en el estudio anterior, debido a la

talta de la cantidad necesaria de tejido para este fin.
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Asi, las caracteristicas de los sujetos utilizados para el estudio de
diferenciacion adipogénica se muestran en la tabla 14. A pesar de que los
pacientes utilizados en esta parte del experimento estarfan clasificados como
sobrepeso (IMC<30) debido a la falta de disponibilidad de tejido adiposo en
normopeso, no hubo diferencias significativas en el IMC. Los sujetos con
enfermedad metabdlica presentaron mayor glucemia basal y presentaban,
aunque sin alcanzar significacién estadistica, una tendencia a presentar un
HOMA-IR superior. En el resto de parametros tampoco se encontraron

diferencias significativas entre grupos.

5 4 -
35,20 +8,20 42,67 12,50 0,423
25,03 £1,50 26,11 £4,26 0,612

96,8 + 2,28 110,33 + 3,78 0,001
2,04+ 1,03 4,15+1,17 0,052
87,42 + 12,46 93,02 + 22,07 0,655

92,40 £40,30 401,67 £ 251,42 0,165

54,60 + 17,30 40,40 + 18,36 0,301
71,21 £15,29 85,00 +£9,17 0,212
113,2+22,60 123,33 + 14,57 0,519

Tabla 14.- variables antropométricas y bioquimicas de MS y ME utilizados para el cultivo

celular en medio adipogénicos. MS: metabdlicamente sano. ME: metabolicamente enfermo

Las imagenes de las células de los TAV y TASC se presentan en la
Figura 26, que muestra cualitativamente la capacidad de diferenciacion de las
células mesenquimales de tejido adiposo en los diferentes tipo de tejido

adiposo (TASC y TAV) y el estado diferente en el sindrome metabdlico.
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Figura 26.- Fracciones vasculares del estroma vascular de muestras de TASC y TAV

diferenciadas en medios adipogénicos

La expresion de mRNA relativa a diferentes genes relacionados con la
adipogénesis de estos cultivos fue medida en el dia 14, tras su diferenciacion
en medio adipogénico. Con el fin de evaluar la informaciéon mas completa, en
este experimento se midié una gama mas amplia de genes de la adipogénesis,
asi como PPARy y FABP4. El tamafio de muestra fue bajo debido a la
dificultad relacionada con la disponibilidad de la muestra, por lo que no se
detectaron diferencias significativas, aunque algunas tendencias (0,1> P <

0,05) mostraron en qué direccion iba esta enfermedad (Figura 27).

La expresion de mRNA en relacion con la ADRP en el TASC mostro
una tendencia (P = 0,099), con valores mas altos en el MS que en el grupo
ME, lo que indica una mayor diferenciaciéon. Del mismo modo, la expresion
relativa de mRNA en FABP4 del TASC fue mayor en NPMS (P = 0,060),
indicando también una mayor adipogénesis. Sin embargo, no se detectaron

diferencias o tendencias con respecto a la CEBPa, PPARy, LPL o leptina
(LEP) (P> 0,1).
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Figura 27.- Expresion relativa de mRNA de genes relacionados con la adipogénesis en

cultivos celulares en MS (en azul) y ME (en verde)
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8. Citoquinas inflamatorias y marcadores de lipogénesis y
adipogénesis en una subpoblacion de sujetos sin criterios de
sindrome metabdlico comparados con sujetos con al menos tres

criterios

Por otro lado se realizé un analisis de subgrupos que se muestra en la
tabla 15, donde se presentan las caracteristicas de sujetos que no tenian ningun
criterio de sindrome metabdlico (NPMS0O) comparadas con aquellos que
reunfan al menos tres criterios del mismo (NPME3), no encontrandose
diferencias significativas entre IMC, y difiriendo claramente en las

caracteristicas bioquimicas que definen el sindrome metabdlico.

34 21 _
23,14 + 1,40 23,81+ 1,12 0,121
85,85 + 9,09 101,24 £ 1045 < 0,001
1,40 + 0,74 2,6+ 1,29 < 0,001

71,03 + 19,73 184,86 £ 73,13 < 0,001
93,44 + 922 96,76 + 4,38 0,104
80,43 + 7,18 90,10 + 5,29 < 0,001
0,86 £ 0,09 0,92 + 0,04 0,071
6,75 + 3,58 10,41 + 4,94 0,001
1,67 + 0,37 2,38 + 0,558 < 0,001

195,62 + 36,66 226,19 + 32,82 0,005

62,94 + 12,905 45,14 + 832 < 0,001

115,92 + 26,29 145,59 + 29,52 0,001

110,15 + 14,195 129,14 + 1748 < 0,001

72,58 + 13,314 79,9 + 8,75 0,058

Tabla 15.- Variables antropométricas y bioquimicas en metabdlicamente sanos sin ningin
indicador de sindrome metabolico (NPMS0) y sujetos de peso normal no saludables que

retnen al menos tres criterios de sindrome metabélico (NPME3).
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Se compard la expresion de mRNA de marcadores inflamatorios en
aquellos pacientes NPMSO con NPME3 (tabla 16). El nivel de expresion de
PPARY fue superior en el TASC del NPMSO lo que nos indica que la

adipogénesis estaba conservada a este nivel. De igual manera la infiltracion

por MTAs fue inferior en este tejido.

TASC 04915 *+ 0,2155 0,2682 % 0,0796 < 0,001
TAV 03083+ 0,1317 0,2728 + 0,1378 0,379
TASC  0,0035 + 0,0031 0,0048 + 0,0047 0,299
TAV  0,0208 + 0,0993 0,0032 + 0,0022 0,456
TASC  0,0027 + 0,0016 0,0046 + 0,0019 0,002
TAV  0,0052 + 0,0039 0,0062 % 0,0030 0,327
TASC  0,7272 + 3,6343 0,0228 + 0,0121 0,475
TAV  0,0234 +0,0193 0,0240 + 0,0137 0,919
TASC  0,0087 + 0,0370 0,0018 + 0,0017 0,491
TAV  0,0012 + 0,0016 0,0013 % 0,0015 0,877
TASC  0,1148 + 0,0880 0,2720 + 0,3567 0,114
TAV 02143 + 0,1551 0,2638 + 0,1435 0,278
TASC  0,1535 + 0,1188 0,2330 + 0,1871 0,103
TAV  0,1808 + 0,1133 0,1816 + 0,0717 0,978
TASC  0,0444 + 0,1195 0,0940 + 0,2537 0,400
TAV  0,0078 + 0,0311 0,0259 + 0,0431 0,099
TASC 10,2721 + 9,3415 8,4757 + 3,4051 0,480
TAV 73712 + 3,8839 6,6832 + 3,2419 0,531

Tabla 16.- Niveles de expresion relativa de mRNA de monocitos / macréfagos en TASC y

TAV de NPMSO y NPME3
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9. Variables del sindrome metabdlico como parametros predictivos de

los macréfagos del tejido adiposo

Para examinar qué variables del sindrome metabdlico son los mas
relevantes para los MTAs, se analiz6 el efecto de las variables en el nivel de
expresion de mRNA de los marcadores medidos, que se correlaciono
significativamente con los parametros del sindrome metabélico (CD68, CD33,
CD163, ITGAM, MerTK, y PPARy en el TASC, y EMR1, CD163, CDG68 y
CD206 en el TAV) por medio de un analisis de regresion multiple.

Como variables independientes se incluyeron los parametros relativos al
sindrome metabdlico (glucosa, perimetro de cintura, TG, c-HDL, presién
arterial sistolica y diastélica). El analisis de regresion multiple (tabla 17)
demostré que el colesterol c-HDL y la glucosa fueron factores independientes
asociados con la expresion relativa de CD68 en el TASC, y la expresion

relativa de PPARY en el TASC se relacion6 con el c-HDL..

P

Intervalo de confianza 95%

Inferior Superior
0,004  -0,007 - 0,001
0,019 -0,006 - 0,001

P Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior

0,005 0,002 0,008

Tabla 17.- Analisis de regresiéon multiple. Variables independientes incluidas: glucosa,
perimetro de cintura. TG, c-HDL, presion arterial sistolica y diastolica. Variables
dependientes: expresion relativa de mRNA de CD68 en TASC, expresion relativa de
PPARy
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Discusion

DISCUSION

En el presente estudio se analizaron los sujetos de peso normal con
diferentes grados de sindrome metabdlico: sujetos NPME. Los resultados nos
proporcionan nuevas pistas en relacion a la idea de que los sujetos NPME
muestran una disfuncién en su tejido adiposo. En especial, nuestros datos
proporcionan evidencia de un diferente grado de infiltracion de macrofagos
entre los distintos tipos de tejido adiposo. Si bien, la mayoria de los estudios
actuales se basan en TAV, debido a la infiltracién de macréfagos

predominante en este tejido™”

, en este estudio hemos demostrado que en el
caso de los sujetos de peso normal con sindrome metabdlico, el TAV no se ve

afectado, mientras que el TASC se altera con respecto a los sujetos sanos.

De igual manera, también se estudiaron las principales citoquinas
proinflamatorias: TNFa e IL.-6. A pesar de las diferencias encontradas en la
infiltracién de macroéfagos, la inflamacién del tejido adiposo no difirié en las
etapas de medicién y no se encontraron asociaciones directas entre la
infiltracién de macréfagos y la inflamacion. Por otro lado, nuestros datos
también han revelado una alteracién en la adipogénesis, observandose una
regulacion a la baja de los principales genes implicados en el TASC, tanto en el
tejido adiposo como en sus células diferenciadas. De esta manera, esta pérdida
de funcion de la adipogénesis podria atribuirse a la infiltraciéon de macroéfagos
/ monocitos por la relacién negativa entre los marcadores de adipogénesis y

de macrofagos / monocitos.

Aunque la obesidad se caracteriza por una inflamacién de bajo grado'*,

se sabe poco acerca del momento en que se inicia esta inflamacién. En este
estudio, hemos abordado este tema por primera vez desde un punto de vista
diferente, centrandonos en los pacientes con peso normal, con diferentes

grados de sindrome metabodlico. De Lorenzo e al. describen a los sujetos de
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peso normal "metabdlicamente obesos" que representan un subgrupo de
individuos que tienen un peso e IMC normales, pero muestran un conjunto de
caracteristicas metabolicas que pueden aumentar la posibilidad de desarrollar
el sindrome metabdlico®. De hecho, en el caso de estos individuos, la
adiposidad en lugar del IMC determina el riesgo metabolico®. Y es en este
punto en donde las acciones que tienen lugar en el interior del tejido adiposo
desempenan el papel principal en el riesgo de padecer enfermedades

metabolicas y cardiovasculares.

Se sabe que el TAB influye en la salud cardiometabdlica del individuo, y
por esa razon la exploraciéon de su morfologia y funciones tendria el potencial
de mejorar nuestra comprension de las patologias asociadas a la obesidad. De
hecho, el uso de los fenotipos discordantes, como son los sujetos con NPME
y los individuos ObMS, podria aportar pistas para comprender mejor la
relacion entre el TAB y el riesgo cardiometabolico, independientemente del

peso corporal.

Se sabe que el TAV juega un papel decisivo en el desarrollo de la
resistencia a la insulina y la inflamacién®' y de esta manera se ha planteado la
hipétesis de que el aumento del TAV en pacientes ME podria ser una de las
causas principales de este aumento en el riesgo cardiometabdlico™. Este
hecho se puede relacionar en nuestros sujetos de estudio con una
circunferencia de cintura mayor en los individuos ME. Sin embargo, otra
hipétesis postulada en el ObMS posicionaria a la ubicaciéon del acumulo de
grasa como una explicacion para la reduccion de riesgo cardiometabdlico de
estos pacientes””. Por lo tanto, el foco de interés lo establecerfamos en el
TASC, donde el ObMS puede almacenar preferentemente el exceso de

210,229
grasa .

La presencia de células inmunes en TAB tiene un papel importante en

la regulacién de la funcién del tejido adiposo. Por otra parte, la poblacion de
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células inmunes en el TAB cambia con la obesidad y la disfuncién

metabolica®*

. Por lo tanto, el estudio de las poblaciones de células inmunes en
los diferentes depdsitos de TAB aportara ideas adicionales en los sujetos
NPME. Actualmente, la mayoria de los estudios estan basados en el TAV, ya

20 Hasta

que la infiltracién de macréfagos es predominante en este tejido
donde sabemos, la infiltraciéon de macréfagos no se ha examinado en este tipo
de sujetos. Por otro lado, se ha encontrado que los individuos ObMS tienen

una menor infiltracién de macréfagos en el TAV en comparaciéon con los

individuos ObME, sin observarse cambios en la infiltracién de macréfagos del

TASC?™.

Las alteraciones inflamatorias del tejido adiposo se asocian con un
aumento significativo de macréfagos™. Asi, los MTAs probablemente
interfieran con la funcién de los adipocitos. Los factores segregados por los
macrofagos inducen la inflamacién en los adipocitos mediante el estimulo de
la transcripcion de genes relacionados con la inflamacién. Por lo tanto, los
MTAs parecen contribuir criticamente a las consecuencias metabolicas

130

adversas del sindrome metabdlico ™. Tradicionalmente, estas consecuencias

adversas se han evaluado en el TAV, que es el tejido adiposo mas

40,41,42,43

patogénico , pero nuestros resultados sugieren que en el caso de sujetos

con peso normal el objetivo de estudio deberia ser el TASC.

De esta manera, en el presente estudio, mostramos que los sujetos
NPME presentan una expresion alterada en el mRNA de los MTAs del
TASC, lo que indica una mayor cantidad de MTAs en este tejido que en el
TAV. Toda la gama de los marcadores de macréfagos / monocitos analizados
mostré unos valores mas altos medidos en NPME, con excepcion de EMRI,
que no alcanzé significacion estadistica. Asi, EMR1 parece estar mas

relacionado con el TAV, observindose una relacion directa con los
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marcadores inflamatorios (TNFa e IL-6), mientras que este patréon no se

observo en el TASC.

La infiltracién temprana de monocitos / macréofagos en el TASC
experimentada por los sujetos NPME aumentaria los niveles de factores pro-
inflamatorios, que pueden facilitar el aumento de la adhesion de los monocitos
a los adipocitos, el aumento de la medida global de la infiltracién de
monocitos / macréfagos en el tejido adiposo y, por tanto, facilitar un ciclo de
auto-propagacién inflamatoria®>. Por otra parte, la mayor participacion de
macrofagos en el medio inflamatorio se alcanza con la muerte de adipocitos
después de la hipertrofia adipocitaria®, que es cuando los macréfagos

., . . 2
aumentan la secrecién de citoquinas™”.

Los MTAs son responsables de casi toda la expresiéon de TNFa del
tejido adiposo y de una cantidad significativa de IL.-6*’. A pesar de que en el
presente estudio no se observo un aumento significativo de estos marcadores
pro-inflamatorios en nuestros sujetos, se observaron algunas tendencias, y
mucho mas importante, hemos encontrado mayores relaciones de TNFa que
de IL-6, siendo la principal relacion entre TNFa y los marcadores de

macréfagos / monocitos lo que confirmaria esta afirmacion.

Este comportamiento también se habrfa observado en los sujetos
ObMS cuyos niveles circulantes, expresion y secrecion de adipoquinas
proinflamatorias IL.-6 y TNFa son similares a los de los individuos de peso
normal, actuando como una técnica de adaptacidon, lo que sugiere una

. ‘s - 297
inmunomodulaciéon efectiva”™ .

Otro punto importante es la naturaleza de los macréfagos infiltrados.
El fenotipo de los macréfagos depende del entorno, facilitando la funciéon
inmune y el mantenimiento de la homeostasis tisular’®. Clasicamente los

macrofagos M1 activados expresan ITGAX (CD1lc), mientras que los
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macrofagos M2 activados alternativamente expresan altos niveles de CD2006,
aunque el receptor CD163 también puede ser un marcador de los macréfagos
M2 en humanos®™®. Los macréfagos de los sujetos con normopeso
clasicamente han sido clasificados como  macrofagos — activados
alternativamente M2*”. En este estudio, ITGAX no alcanzé una diferencia
estadistica entre los grupos, pero se encontré una mayor cantidad de CD206 y
CD163 en el TASC de los pacientes con NPME, lo que posiblemente indica
un fenotipo M2 de éstos individuos™. Sin embargo, se sabe que los MTA
presentan estados mixtos que podrian no tener fenotipos estrictamente
diferenciados en M1/M2”! existiendo un cierto grado de plasticidad
tenotipica de los MTA que deberia de estudiarse mejor en posteriores

estudios.

Los niveles circulantes de citoquinas en individuos NPME son
comparables a los medidos en los individuos ObME**. Esto pone de
manifiesto la idea de que la inflamacién, aparte del peso corporal, es un
colaborador independiente para el riesgo cardiometabodlico. Los macréfagos
activados alternativamente M2 estan estimulados por la IL.-10 antiinflamatoria
(entre otros). La IL.-10 es esencial para algunos tipos de polarizaciones M2 en
individuos con normopeso a través del estimulo MerTK'™. Sin embargo, en
nuestro estudio, no se observé mayor cantidad de esta citoquina en los sujetos

NPME, aunque sf un aumento en los niveles de MerTK.

Se ha demostrado que los individuos NPME tienen mayores niveles
plasmaticos de leptina, TNFa e 1L-06, y los niveles de adiponectina mas bajos

en comparacién con los individuos NPMS**

. Los MTAs son responsables de
casi toda la expresion de TNFa del tejido adiposo y de cantidades importantes
de expresion de IL-6*. En nuestro estudio, se estudiaron las principales
citoquinas proinflamatorias, TNFa e IL-6, asi como IL-1b, CCL2 y CCL3. Sin

embargo, no se observo una diferencia clara entre ambos para estos
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marcadores inflamatorios M1. A pesar de las diferencias encontradas en la
infiltracién de macréfagos, la inflamacion del tejido adiposo no difirié en el
momento de la medicién. Aunque no se encontraron asociaciones directas
entre la infiltracién de macréfagos y la inflamacidn, podrian estar relacionados
con la PCR en suero, que se sabe que esta relacionada con la liberaciéon de
quimioquinas CC’”. Probablemente esto podria estar relacionado con el

hecho de que en los MTAs humanos en sujetos con normopeso se expresa un

fenotipo mixto M1/ M23%,

Se han encontrado muchas asociaciones entre los marcadores de
macréfago/monocitos y los parametros del sindrome metabdlico. El c-HDL
se correlaciona negativamente con las vatiables de macréfagos / monocitos
como CD68, ITGAM y CD33 en el TASC, lo que demuestra que la primera
etapa de la infiltracién en el tejido adiposo de los sujetos de peso normal se
asocia con un menor c-HDL, como también se ha visto en los sujetos

304,30
obesos™%,

Esto podria explicarse por un cambio en los procesos de
transporte inverso del colesterol debido a la inflamacién del tejido adiposo,
que hace que circulen niveles mas bajos de c-HDL. De hecho, un aspecto
interesante de la biologfa de los macréofagos es su papel importante en el
metabolismo de los lipidos y del hierro. El ¢-HDL es detectado por los
macrofagos e induce la reprogramaciéon de estas células, reprimiendo de ese

modo un programa inflamatorio, mientras que, al mismo tiempo, aumenta la

capacidad de las células para metabolizar el colesterol™”.

Otro parametro que parece estar afectado por la infiltraciéon de los
macrofagos es la presion arterial sistolica, que se asocia sobre todo con
CD163 y CDG68, tanto en el TASC como en el TAV. Esto podria explicarse
por la disfuncién endotelial y el aumento de la resistencia vascular relacionada
con citoquinas inflamatorias secretadas por monocitos / macrofagos™’. Por

tanto, una relacion entre CD163 y TNFa, similar a la encontrada en este
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estudio, podria ser la explicaciéon de la relaciéon entre CD163 y la presion
arterial; el TNFo disminuye la produccién de 6xido nitrico (NO) y mejora la
eliminacién de NO en las células endoteliales que conduce a la alteracion de la
vasodilatacién mediada por NO. Por otro lado, los TG se han relacionado
principalmente con el TASC, y en especial con la expresion de CD33,
ITGAM, MerTK, y CCL3, aunque se ha encontrado una asociacién directa
también con CD206 en el TAV. Esta relacion con la infiltraciéon de
macrofagos en el TASC podria estar relacionada con el hecho de que la
hipertrigliceridemia es un activador de leucocitos, y por esa razén se considera
como un alternativa proinflamatoria y un mecanismo proaterogénico asociado
con la generacién de estrés oxidativo™, algo relacionado con el hecho de que
la activaciéon de los macrofagos M2 depende de la oxidacion de acidos
grasos™”. Sin embargo, aunque la inflamacién del tejido adiposo puede afectar

al c-HDL, la causalidad puede estar en la otra direccion, y a que un nivel mas

alto de c-HDL limite el reclutamiento de MTAs>®.

Otro aspecto importante que se trata en este estudio se relaciona con
las capacidades lipogénicas y adipogénicas del tejido adiposo. Un analisis
completo del transcriptoma del TASC de sujetos ObMS demostré que los
genes implicados en el ciclo metabdlico del acido tricarboxilico y de
aminoacidos de cadena ramificada estuvieron menos afectados en
comparacion con los individuos ObME, lo que sugiere una funcién del TASC
mas favorable en los individuos ObMS". De esta manera, en este estudio
hemos observado que PPARY estaba alterado, observandose una regulacion a
la baja en el TASC, que podria explicarse porque el ambiente inflamatorio
inhibe la actividad del PPARy a nivel de expresiéon génica, dando lugar a una
pérdida de funcién’'. Esta pérdida de funciéon de la adipogénesis puede
atribuirse a la infiltracién de macréfagos / monocitos por la relacion negativa

entre los marcadores adipogénicos y los macréfagos / monocitos.
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El PPARYy es el gen central en la adipogénesis. PPARy modula la
maduracién’” e infiltracién ' de los macréfagos en el tejido adiposo; por otra
parte, se expresa en monocitos / macréfagos, y sus ligandos inhiben la

33311 Fetas

producciéon de mediadores inflamatorios por estas células
observaciones han planteado la posibilidad de que PPARYy pueda desempefiar
un papel fisiolégico en la modulaciéon de la magnitud y la duraciéon de las
respuestas inflamatorias en las que los macréfagos juegan papeles

importantes’*

. A su vez, también juega un papel anti-inflamatorio inhibiendo
la expresién de moléculas proinflamatorias y la migraciéon de macréfagos®,
Por tanto, PPARY controla el potencial inflamatorio de los macréfagos y

determina el fenotipo de macréfagos en el tejido adiposo’™

, probablemente al
tenotipo M2 descrito, ya que la polarizaciéon de los macrofagos M1 a M2 es

dependiente de PPARY’'.

Una mayor inflamacién esta acompafiada normalmente de una menor
capacidad lipogénica. Se detecté una menor expresion de PPARy en los
sujetos NPME, mientras que el FABP4 no se vio afectado. Sin embargo,

PPARy y FABP4 presentaron una correlacion positiva entre ellos tanto en el

TASC como en el TAV.

En cuanto a los estudios de diferenciacién adipogénica realizados en
este trabajo, la primera apreciacion es que las capacidades de diferenciacion
del TASC y del TAV difieren, con una menor capacidad del TAV’". Ademis,
las células mesenquimales diferenciadas mostraron una regulacion negativa de
ADRP y FABP4 en el TASC en sujetos NPME que, aunque no alcanzaron
significacion estadistica, mostraron la tendencia que seguirian los adipocitos si

no se corrigieran los trastornos metabdlicos.

ADRP juega un papel importante en la regulacion del almacenamiento
de lipidos. Por tanto, la expresion de mRNA de ADRP aumenta a medida que

avanza la diferenciacién adipocitaria™’, un fenémeno asociado con la
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expansion de las reservas de goticulas lipidicas y el aumento de los TG
celulares™’, accién en la que también se requiere FABP4. Por otra parte,

197

ADRP tiene una regulaciéon dependiente de PPARy "™, por lo que una

disminuciéon en PPARYy causarfa una disminucién en ADRP. Los macréfagos

activados por estimulos inflamatorios mejoran la expresion de ADRP’",

aunque se han descrito varias citoquinas que inhiben la diferenciaciéon de los
: : 319 2 7

adipocitos’’, fenémeno que podria estar empezando a darse en nuestros

pacientes. Por tanto, la alteracién de la adipogénesis podria contribuir a la

disfuncion del TASC encontrada en sujetos ME.

Finalmente, PPARy esta fuertemente asociado al c-HDL.
Recientemente se han formulado muchas teorfas sobre la importancia de
mantener niveles elevados de c-HDL. De esta manera, los agonistas de
PPARY no sélo tiene efectos beneficiosos sobre la homeostasis de la glucosa,
aumentando la sensibilidad a la insulina y reduciendo los niveles de glucosa en
sangre, sino que también beneficia el metabolismo de los lipidos elevando el
c-HDL plasmatico™. Ademas, este aumento en la cantidad de c-HDL se
acompafia de un aumento en la calidad del c-HDL, haciéndolo un mejor

aceptor del colesterol celular’™,

En esta linea, PPARY tiene un papel regulador en los primeros pasos de
la via inversa de transporte de colesterol a través de la activaciéon del ATP-
Binding Cassette Transporter , subfamilia a, miembro 1 (ABCA1), mediada
por el flujo de colesterol en macréfagos humanos™?. Asi, los niveles de cHDL
parecen ser el mayor factor determinante en los sujetos con peso normal en
relacion a su status de sindrome metabdlico, actuando en la funcion

adipogénica a través de PPARY.

Por otro lado, las quimioquinas CC, tales como CCL2 y CCL3, son
esenciales para la atraccion de las células mononucleares de la circulacién a los

tejidos. Ademas, la funcién de los receptores de quimioquinas en el tejido
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adiposo esta intimamente ligado a la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, las
quimioquinas CC expresadas en el tejido adiposo podrian desempefiar un
papel en la promocién de la inflamacién del tejido adiposo en relaciéon con

una disfuncién metabdlica en este tejido.

Si bien el papel de los MTAs en la patogénesis del tejido adiposo ha
quedado claramente patente con los resultados de este trabajo, hay otras
caracteristicas asociadas al fenotipo NPME que han resultado del estudio de
esta poblacion y merecen ser resefiadas. En particular, la diferencia encontrada
en los parametros relativos al metabolismo del hierro: sideremia y transferrina
y ferritina plasmaticas. Clasicamente, la ferritina era conocida como una
proteina intracelular que regulaba la homeostasis del hierro®”. La creciente
evidencia indica que niveles elevados de hierro sérico pueden tener un
impacto deletéreo en la salud™’. Los parametros anormales del estado de
hierro que indican su déficit o sobrecarga son hallazgos frecuentes en sujetos
con sobrepeso y obesidad. El deterioro de su estado funcional se relaciona
principalmente con la inflamaciéon del tejido adiposo y el aumento de la
expresion de hepcidina, proteina reguladora del hierro sistémico. Las
citoquinas tales como TNFa, I.-1 e IL-6 junto con adipoquinas (leptina,
resistina) o hepcidina pueden representar sefiales de obesidad e inflamacion
del tejido adiposo que facilitan cambios en la homeostasis del hierro’,
Algunos metanalisis han encontrado una relacién positiva entre niveles
elevados de ferritina e hipertension, DM2, obesidad abdominal e

326,327,32 ¢ : L
21328 - Asi como hay estudios que muestran esta relacién con

hiperlipemia
una mayor IR* o con el sindrome del ovario poliquistico en mujeres con
sobrepeso u obesidad™. En nuestro trabajo, encontramos cémo la ferritina se
correlaciona positivamente aunque sin significacion estadistica, con los niveles
de glucosa y TG. Pero lo que fue mas llamativo fue su asociacion

estadisticamente significativa con el acido urico, la cual persisti6 tras el analisis

de regresiéon multiple por pasos, siendo la ferritina y la cintura las que explican
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los niveles de acido urico. Esto nos puede dar pie a considerarlos como
marcadores séricos de sindrome metabolico a tener en cuenta, y por tanto mas
sencillos de medir, en sujetos con normopeso. Casi todos los estudios
publicados hasta ahora no consideran el hecho del normopeso, aunque
algunos si establecen esta distincion en sus resultados y destacan la asociacion
entre concentraciones elevadas de ferritina sérica circulante con mayor riesgo
de sindrome metabodlico independientemente de la obesidad, el estado
inflamatorio y los niveles de determinadas adipoquinas™', incluso alguno se
aventuran a afirmar el papel crucial de la ferritina en la patogénesis del

sindrome metabodlico en sujetos previamente sanos””.

Aunque la mayor fortaleza de este trabajo es su novedad en el enfoque
del estudio de la infiltracién de macréfagos / monocitos en sujetos NPME,
hay wvarias limitaciones en este estudio. En primer lugar, debido a las
limitaciones inherentes a un disefio de un estudio transversal, no fue posible
aclarar una relacién causal entre el contenido de MTA y los trastornos
metabolicos. En segundo lugar, nuestros resultados fueron generados a partir
de datos de expresion génica, y por lo tanto necesitan la replicacion utilizando
otros métodos, tales como la citometria de flujo. Sin embargo, estudios
anteriores mostraron que la expresion de marcadores de macréfagos se

correlaciona bien con la infiltracion real en el tejido adiposolso’?’OD )

Se puede cuestionar si los individuos NPME se convertiran en
individuos ObME con el tiempo. Los datos de este trabajo refuerzan la idea
de que la infiltracion de macrofagos en el TASC de sujetos NPME puede
contribuir a causar alteraciones metabdlicas que conducen a la DM2 o las
enfermedades cardiovasculares. Por tanto, es posible que la estimacién del
contenido de macrofagos en TASC pueda ser utilizado para predecir el riesgo
de enfermedad metabdlica en estos pacientes®. Por otra parte, la adipogénesis

en el TASC parece ser una de las complicaciones relacionadas con el sindrome
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metabolico, que muestra una reduccion en sujetos NPME. Mientras que el
parametro del sindrome metabdlico que mas se ha relacionado con la

infiltracién de macrofagos / monocitos ha sido el c-HDL.

Por lo tanto, el aumento de la infiltracién subcutanea por MTA puede
explicar por qué algunas personas de peso normal y las personas obesas
desarrollan una enfermedad metabdlica, mientras que otros permanecen MS.
Otros descubrimientos moleculares facilitaran estrategias de gestion de la

salud orientadas a la funcion del tejido adiposo.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La funcionalidad del TASC falla antes que la del TAV, incluso antes de
que el peso corporal se vea aumentado, indicando que el IMC no es el

parametro mas importante para la funcion metabolica.

2. La infiltracién de macréfagos en el TASC se asocia a los trastornos
metabodlicos que podrian conducir a la diabetes o enfermedades
cardiovasculares en los sujetos con normopeso. Es posible que la
estimacion del contenido de macréfagos en el TASC pueda utilizarse

para predecir el riesgo de enfermedad metabdlica en los pacientes.

3. La alteracién de la adipogénesis en el tejido adiposo subcutineo es una
de las complicaciones relacionadas con el sindrome metabdlico,
mostrando una reduccién en sujetos con normopeso metabolicamente

no saludables.

4. El parametro de sindrome metabdlico mas relacionado con la

infiltracién de macréfagos / monocitos en los sujetos con normopeso

fue el c-HDI..

5. El aumento de la infiltracién de MTAs en el TASC podtia explicar por
qué algunos individuos de peso normal desarrollan enfermedad

metabélica mientras que otros siguen siendo metabdlicamente sanos.
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Anexo 1: Consentimiento informado

4 b Hospital Universstano
wema ot ot | Virgen de la Victoria

Biobanco Hospitalario Virgen de la Victoria
Campus Teatinos s/n, Servicio de Anatomia Patoldgica, tifno: 951-032-566

biobanco.hvv.sspa@juntadeandalucia.es

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus muestras bioldgicas, o las del sujeto al que
representa, al Biobanco indicado, establecimiento publico, sin animo de lucro, dependiente de la Consejeria de Salud/del Servicio
Andaluz de Salud, que acoge colecciones de muestras biolégicas concebidas con fines diagnésticos o de investigacion biomédica y
organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino, donde serén conservadas hasta que se agoten por
su uso, salvo que usted solicitara su eliminacion. Las muestras biolégicas son un excelente elemento para la investigacion de
enfermedades. A través de dichas investigaciones se podrén obtener datos que permitiran mejorar el conocimiento sobre la
aparicion, desarrollo y tratamiento de multitud de enfermedades.

Esta hoja de informacion puede contener palabras que usted no entienda. Por favor, pidale al profesional sanitario que le explique
la informacién que no comprenda. Témese el tiempo necesario para decidir si quiere 0 no donar su muestra biolégica y consulte a
personas de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear posteriormente, podra dirigirse al Biobanco, a la direccién
de correo electrénico: biobanco.hvv.sspa@juntadeandalucia.es

Las muestras bioldgicas donadas y sus datos clinicos asociados se utilizaran de conformidad con lo establecido en la Ley 14/2007,
de 3 de julio, de Investigacion biomédica (en adelante Ley de Investigacion biomédica).

Es posible que la informacion obtenida de las investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo,
pero habra contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondrd, sin duda, un
beneficio para la sociedad.

La donacién es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendré derecho alguno sobre los resultados que pudieran derivarse de las
investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no, no
afectara negativamente a su asistencia sanitaria. En el apartado dedicado al consentimiento, podra decidir si quiere que sus
muestras se conserven de forma codificada (en cuyo caso se identifican con un codigo que protege su identidad) o anonimizada
(eliminandose de forma irreversible toda vinculacion con su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas sélo se cederan a terceros que las utilicen en investigacién biomédica de manera
andnima o disociada. Si, por la naturaleza del proyecto de investigacion en el que se utilizara su muestra se necesitaran datos
clinicos adicionales, el Biobanco coordinaria la obtencién de los mismos, siempre que la muestra no hubiera sido anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:

1.1. Obtencién de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirurgico al que va a someterse 0 se ha sometido durante su
proceso asistencial, 0 a través de un procedimiento expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado sobre consentimiento .

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirirgico asistencial, no existe ningun
inconveniente adicional derivado de la donacién de las mismas.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacién para investigacion biomédica podrian existir
inconvenientes vinculados con la obtencién de las mismas, de las que sera convenientemente informado en la hoja de informacion
del procedimiento correspondiente.

1.2. Utilizacién de las muestras
Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacién biomédica, pudiendo establecer restricciones a su
utilizacion.
Las muestras sdlo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que cumplan las exigencias legales

y los principios éticos que rigen la investigacion en salud y que sean autorizados por los 6rganos competentes, de conformidad con
lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de las muestras, siempre que no se hayan agotado
o eliminado y no se encuentren anonimizadas.


mailto:biobanco.hvv.sspa@juntadeandalucia.es
antomiste
Texto escrito a máquina
Anexo 1: Consentimiento informado


4 b Hospital Universstano
wema ot ot | Virgen de la Victoria

Biobanco Hospitalario Virgen de la Victoria
Campus Teatinos s/n, Servicio de Anatomia Patoldgica, tifno: 951-032-566

biobanco.hvv.sspa@juntadeandalucia.es
1.3. Informacién relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacién sobre los proyectos de investigacidn en los que se utilicen las muestras
donadas, si éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los analisis. El Biobanco
mantiene un registro detallado del lugar de realizacién de los analisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmitirles dicha informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras adicionales, o
proporcionarle la informacién relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacién
La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de
Proteccion de Datos, cuya titularidad corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién corresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos personales, reconocidos en la citada Ley
Organica 15/19999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccion General de Asistencia
Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, nim. 18, de Seuvilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar, en cualquier momento, el consentimiento prestado.
Para ello, debera dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacién de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacién relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se podran realizar andlisis genéticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las
muestras donadas, asi como de la informacién relativa a su salud derivada de dichos analisis, segun los términos en que exprese
su voluntad en el apartado del consentimiento.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
biologicos, se informara a un familiar o a un representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para
evitar tal perjuicio.

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si decide donar dichas muestras debera
firmar el consentimiento informado para la donacion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO
COPIA PARA EL PACIENTE

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo s6lo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre dellde 1a DONante: .............cooiiiiiiiiiii e

DNI/NIE: ..., nuhsa: ...
Apellidos y nombre del/de la representante legal: .................ccoiiiiii
DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:
Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacién de muestras biol6gicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CON SENTIMIENTO ....................................................
YO, DDA, .eviiieiiiiieee et declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biol6gicas de............ccvvvieiiiiiiiiiiiniie e
al Biobanco y sobre la posible realizacion de analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
-Excedentes del procedimiento médico-quirirgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

_ Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

_ Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacién entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: Sl NO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)

Fdo.: Fdo.:
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

Y0, DDA, .o

revoco el consentimiento informado otorgado

(especificar fecha aproximada y/o procedimiento).

Solicito:
La eliminacién de las muestras donadas

La anonimizacién de las mismas

Otras consideraciones:

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo..

el

documento
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Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
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Anexo 2: Aprobacion del comité de ética

Servicio Andaluz de Salud

TR D ANDALUGR CONSEJERIA DE SALUD

El Comité de Etica de la Investigacién Clinica Mialaga Noroeste, en su reunion
extraordinaria de 18 de Abril de 2012, con la asistencia de sus miembros:

D. Javier Estebaranz Garcia, D. Ramon Porras Sanchez, D. Pedro Valdivielso Felices,
Dr. Manuel Jiménez Navarro, Dra. Carolina Conejo Goémez, Diia. M* Isabel Lucena
Gonzilez, D. Adolfo Romero Ruiz, Dfia. Teresa Garcia Ballesteros, Dr. Antonio E.
Guzman Guzman, Dr. Alberto Delgado Garcia, Dfia. Josefa Castro Barea.

Ha evaluado la propuesta para que se lleve a cabo en este centro el Proyecto de
Investigacion titulado “Capacidad expansiva del tejido adiposo y su relacion con la
resistencia a la insulina: estudio de muerte celular programada y capacidad
profibrética y proinflamatoria de las células troncales™.

El estudio cumple con los requerimientos legales exigibles y el planteamiento
metodoldgico es correcto.

El protocolo establece claramente los objetivos.

Los riesgos y molestias previsibles para el sujeto estan definidos, acotados y
justificados, con la cobertura que procede.

Existe consentimiento informado, la hoja de informacién para los sujetos es
comprensible y completa y se contempla el procedimiento de garantia de
confidencialidad e intimidad.

Este Comité considera que D. Francisco Tinahones Maduefio y su equipo,
estan capacitados para llevar a cabo este estudio, que es de desarrollo factible en
este Centro, aprobando en todos sus téminos la realizacion del mismo.

En Malaga a 18 de Abril de 2012
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Anexo 3: Articulo publicado en Translational Research titulado: "Adipose tissue infiltration in

normal-weight subjects and its impact on metabolic function"

ORIGINAL ARTICLES

Adipose tissue infiltration in normal-weight subjects ®
and its impact on metabolic function

ISABEL MORENO-INDIAS, WILFREDO OLIVA-OLIVERA, ANTONIO OMISTE,
DANIEL CASTELLANO-CASTILLO, SAID LHAMYANI, ANTONIO CAMARGO, and

FRANCISCO J. TINAHONES
MALAGA AND MADRID, SPAIN

Discordant phenotypes, metabolically healthy obese and unhealthy normal-weight
individuals, are always interesting to provide important insights into the mechanistic
link between adipose tissue dysfunction and associated metabolic alterations. Mac-
rophages can release factors that impair the proper activity of the adipose tissue.
Thus, studying subcutaneous and visceral adipose tissues, we investigated for the first
time the differences in monocyte/macrophage infiltration, inflammation, and adipo-
genesis of normal-weight subjects who differed in their degree of metabolic syn-
drome. The study included 92 normal-weight subjects who differed in their degree
of metabolic syndrome. Their anthropometric and biochemical parameters were
measured. RNA from subcutaneous and visceral adipose tissues was isolated, and
mRNA expression of monocyte/macrophage infiliration (CDé68, CD33, ITGAM,
CD163, EMR-1, CD206, MerTK, CDé4, ITGAX), inflammation (IL-6, tumor necrosis factor
alpha (TNFa), IL-10, IL-1b, CCL2, CCL3), and adipogenic and lipogenic capacity
markers (PPARgamma, FABP4) were measured. Taken together, our data provide ev-
idence of a different degree of macrophage infiliration between the adipose tissues,
with a higher monocyte/macrophage infiltration in subcutaneous adipose tissue in
metabolically unhealthy normal-weight subjects, whereas visceral adipose tissue re-
mained almost unaffected. An increased macrophage infiltration of adipose tissue
and its consequences, such as a decrease in adipogenesis function, may explain
why both the obese and normal-weight subjects can develop metabolic diseases
or remain healthy. (Translational Research 2016;172:6-17)

Abbreviations: ATMc = adipose fissue monocytes/macrophages; MH = metabolically healthy;
MU = metabolically unhealthy; SAT = subcutaneous adipose tissue; VAT = visceral adipose tis-
sue; MHO = metabolically healthy obese

From the Unidad de Gestion Clinica de Endocrinologia y Nutricion,
Laboratorio del Instituto de Investigaciéon Biomédica de Malaga
(IBIMA), Hospital Universitario de Malaga (Virgen de la Victoria),
Malaga, Spain; Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Fisiopatologia de la Obesidad y la Nutricién (CIBEROBN), Madrid,
Spain; Lipid and Atherosclerosis Unit, IMIBIC/Reina Sofia
University Hospital/University of Cordoba, Cérdoba, Spain.

Submitted for publication July 31, 2015; revision submitted January 5,
2016; accepted for publication January 7, 2016.

Reprint requesters: Isabel Moreno-Indias and Francisco J. Tinahones,
Teatinos s/n, Hospital Universitario de Malaga (Virgen de la Victoria),
29010, Malaga, Spain. Tel.: +34951032647; e-mail: isabel.moreno @
ibima.eu, fjtinahones @uma.es.
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AT A GLANCE COMMENTARY
Moreno-Indias |, et al.

Background

Discordant phenotypes study is crucial in the fight
against obesity. Discordant phenotypes help to the
understanding of obesity pathophysiology. Meta-
bolically healthy obese individuals have paid a
huge attention, whereas their lean counterparts
have not received as much attention. This manu-
script deals for the first time with the differences
in macrophage infiltration between metabolically
healthy and unhealthy normal-weight subjects,
finding a greater infiltration in subcutaneous adi-
pose tissue of metabolically unhealthy normal-
weight subjects.

Translational significance

The importance of the visceral adipose tissue para-
digm is revised. Subcutaneous adipose tissue fails
before visceral adipose tissue, even before of an
overweight/obesity degree, indicating body mass
index is not the most relevant variable for meta-
bolic function.

INTRODUCTION

Obesity has been related to a process of low-grade
inflammation or metainflammation’ leading to chronic
activation of an innate immune response.” Adipose tis-
sue has been recognized as a key regulator of energy bal-
ance, playing an active role in lipid storage. The
inflammatory response is one of the main factors associ-
ated with obesity-related complications. A key feature of
obesity-induced inflammation in the adipose tissue is the
recruitment of immune cells, specifically macrophages.’
Obesity is associated with increased macrophage infil-
tration in adipose tissue.” Thus, although the adipocyte
is the defining cell in the adipose tissue, contributing
to the production of inflammatory molecules, it appears
that macrophages also contribute substantially to the in-
flammatory signals induced by obesity.” Furthermore,
macrophages can release factors that impair adipogene-
sis, thus predisposing to adipocyte hypertrophy and its
consequences.”’ This is the case in obese patients with
metabolic disorders, in whom a decrease has been
demonstrated in the lipogenic capacity of the stromal
mesenchymal cells from the adipose tissue.® Thus, the
content of adipose tissue monocytes/macrophages
(ATMs) appear to contribute critically to the metabolic
syndrome and other complications of obesity.
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A paradoxical but common finding in the obesity
clinic is the identification of individuals who can be
considered “inappropriately” healthy for their degree
of obesity, with a degree of adipose tissue inflammation
similar to that of normal-weight subjects,” known as
metabolically healthy obese (MHO) individuals. The
opposite phenomenon, normal-weight individuals who
have metabolic disorders usually associated with
obesity, was first suggested by Ruderman et al,®
although previous studies suggested that normal-
weight individuals with the metabolic syndrome were
not rare in the general population.”'’

Adipose tissue located in the viscera (VAT) is consid-
ered to be functionally and metabolically different from
that found in the subcutaneous depot (SAT).'"'?
Traditionally, VAT has been associated with the risk
of metabolic and cardiovascular disease.'”""
Inflammatory cells such as macrophages are known to
be more prevalent in visceral fat compared with
subcutaneous fat.'> Macrophage functions are shaped
in a very tissue- and signal-input specific manner, allow-
ing these cells to develop extremely specific functional
programs. Accepting higher complexity of macrophage
activation opens new avenues toward understanding and
modulating these cells in disease settings.'®

The factors determining “healthy” vs “unhealthy” in
normal weight and obesity remain ill defined. Discor-
dant phenotypes are always interesting to provide
important insights into the mechanistic link between
the adipose tissue dysfunction and associated metabolic
alterations.'” In this study of VAT and SAT, we investi-
gated for the first time the differences in monocyte/
macrophage infiltration, inflammation, and adipogene-
sis of normal-weight subjects who differed in their de-
gree of metabolic syndrome.

MATERIALS AND METHODS

The study included 92 normal-weight subjects (body
mass index [BMI] = 25), classified according to their
degree of metabolic syndrome, as defined by the Adult
Treatment Panel IV criteria, into the 2 groups: meta-
bolically healthy normal-weight (MH) subjects with
2 criteria or less for the metabolic syndrome; and
metabolically unhealthy normal-weight subjects
(MU) who fulfilled 3 or more criteria for the metabolic
syndrome. Patients were excluded if they had cardio-
vascular disease, arthritis, acute inflammatory disease,
infectious disease, renal disease, or were receiving
drugs that could alter the lipid profile or the metabolic
parameters at the time of inclusion in the study. The
study was conducted in accordance with the guidelines
laid down in the Declaration of Helsinki. All partici-
pants gave their written informed consent and the
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study was reviewed and approved by the Ethics and
Research Committee. The 92 subjects (71 MH and
21 MU) were selected consecutively from patients
who underwent laparoscopic surgery to undergo elec-
tive cholecystectomy or hiatal-hernia surgery during
2012 and 2013 (44 and 26 for the MH group; 12 and
9 within the MU group, respectively), excluding those
patients who failed to meet the inclusion criteria or
provide informed consent. All operations were pro-
grammed, none urgent. At the time of surgery, all
the patients were asymptomatic. The cholecystectomy
patients had not had any infectious conditions during
the previous 3 months.

Anthropometric measurements and  analytical
determinations. The height was measured to the nearest

0.5 cm and the body weight to the nearest 0.1 kg. The
BMI was calculated as weight (kilograms) divided by
height (meters) squared. The waist circumference was
measured midway between the lowest rib margin and
the iliac crest.

Before surgery and after an overnight fast blood sam-
ples were obtained from the antecubital vein and placed
in vacutainer tubes (BD vacutainer, London, UK). The
serum was separated by centrifugation for 15 minutes
at 4000 rpm and immediately frozen at —80°C until
analysis. Serum glucose, cholesterol, triacylglycerols,
and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol were
measured in a Dimension autoanalyzer (Dade Behring
Inc., Deerfield, I11) by enzymatic methods (Randox Lab-
oratories Ltd., UK). The low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol was calculated from the Friedewald equa-
tion. Insulin was quantified by radioimmunoassay sup-
plied by BioSource International, Camarillo, Calif.
The homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR) was calculated from fasting insulin and
glucose with the equation: HOMA-IR = fasting insulin
(uIU/mL) X fasting glucose (mmol/L)/22.5.

Adipose tissue samples for mRNA expression. Biopsy
samples of SAT and VAT were obtained from all the sub-
jects. Samples were obtained during hiatus-hernia
repair or cholecystectomy. The biopsy samples were
washed in physiological saline buffer and immediately
frozen in liquid nitrogen. The biopsy samples were
maintained at —80°C until analysis.

RNA isolation and mRNA gene expression. Total RNA
from adipose tissues was isolated using RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (Qiagen, GmbH, Germany) and treated
with DNase (RNase-free DNase Set; Qiagen). The RNA
concentration was determined by absorbance at 260 nm
(A260), and the purity was estimated by determining the
A260/A280 ratio with Nanodrop spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Del). For first-
strand cDNA synthesis, a constant amount of 1 ug of
total RNA was reverse transcribed using random
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hexamers as primers and transcriptor reverse
transcriptase (Roche, Mannheim, Germany).

Gene expression was assessed by real-time polymer-
ase chain reaction using an Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time polymerase chain reaction System
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). The reac-
tion was performed following the manufacturer’s proto-
col. The cycle program consisted of an initial denaturing
of 10 minutes at 95°C, then 40 cycles of 15 seconds
denaturing phase at 95°C, and 1 minute annealing and
extension phase at 60°C. The commercially available
and prevalidated Tagman primer/probe sets used for hu-
man samples are shown in supplementary material. A
threshold cycle (Ct value) was obtained for each ampli-
fication curve and a ACt value was first calculated by
subtracting the Ct value for the corresponding endoge-
nous control cDNA from the Ct value for each sample
and transcript. Fold changes compared with the endog-
enous control were then determined by calculating
y—Act

Statistical analysis. Statistical analyses were per-
formed with SPSS (version 15 for Windows; SPSS,
Chicago, Ill). Differences were compared using the
Mann-Whitney U test with a post hoc Bonferroni
correction. Spearman correlation coefficients were
calculated to estimate the linear correlations between
variables and the confidence interval was 95%.
Stepwise multiple regression analysis was done to
assess the effects of the metabolic syndrome
parameters on the markers of relative expression;
independent variables that correlated significantly
with these markers in the univariate analyses were
included in the model. Values were considered to be
statistically significant when P = .05. Figures were
drawn with GraphPadPrisma (GraphPad Software Inc.
version 5.01 for Windows. La Jolla, Calif).

RESULTS

Anthropometric and biochemical characteristics of the
patients. Table [ shows the anthropometric and

biochemical parameters of lean patients with or
without the metabolic syndrome. Subjects were
chosen with a normal BMI, without significant
differences between the groups. No statistically
significant difference was observed in age between the
groups. The MU patients showed clear symptoms of
the metabolic syndrome. For example, although they
had a normal BMI, they had significantly higher
glucose, triacylglycerol, C-reactive protein (CRP),
total cholesterol and LDL-cholesterol levels, a higher
waist circumference, and a lower HDL-cholesterol
level. Moreover, these subjects also had significant
higher levels of insulin and HOMA-IR.
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Table I. Anthropometric and biochemical variables
in metabolically healthy (MH) and metabolically
unhealthy (MU) normal-weight subjects

Patients MH MU P-value

n (Mmales/females) 71 (30/41) 21 (9/12)
Age 46.87 = 13.44  53.24 =15.09 0.149

BMI (kg/m2) 23.40 = 1.30 2411 = 1.31 0.099
Fasting glucose 89.80 £ 11.36 101.24 = 10.445 0.000
(mg/dL)
HOMA-IR score 1.76 £ 1.24 2.60 = 1.29 0.004
TG (mg/dL) 87.85 = 40.66 184.86 = 73.13  0.000
Hip (cm) 94.44 + 8.47 96.76 * 4.38 0.139
Waist (cm) 82.30 = 7.91 90.10 + 5.29 0.000
Waist/Hip ratio 0.86 = 0.08 0.92 + 0.04 0.068
Insulin (uUI/mL) 7.89 = 4.98 10.41 = 4.94 0.021
CRP (mg/L) 3.40 = 2.62 9.02 +£ 22,97  0.009
C Peptide (ng/mL)  1.92 = 0.72 2.38 £ 0.558 0.028
Cholesterol 202.87 + 40.39 226.19 +£32.82 0.024
(mg/dL)

HDL-chol (mg/dL) 59.10 + 13.88  45.14 =832  0.000
LDL-chol (mg/dL) 124.61 + 32.79 145,59 + 29.52  0.015
SBP (mmHg) 119.77 + 20.754 129.14 + 17.48 0.175
DBP (mmHg) 7520 + 13154 79.90+8.75  0.216

Abbreviations: BMI, body mass index; TG, triacylglycerols; CRP,
C-reactive protein; HDL-chol, HDL cholesterol; LDL-chol, LDL choles-
terol; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure;
HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance.

Measures of adipose tissue macrophages (ATMs) and
their association with the metabolic syndrome. No single

measurement fully captures the heterogeneous ATMs of
an adipose tissue sample, so it is necessary to measure
different markers. We performed mRNA expression
analysis in a set of genes typically involved in ATMs
in SAT and VAT samples from lean subjects both with
and without the metabolic syndrome. ATMs were as-
sessed measuring the relative mRNA expression of
CD68, EMR1, ITGAM, CD163, and CD33, which are
specific markers located on the macrophage/monocyte
surface (Fig 1). As an overview, Fig | shows that the
mRNA expression level of the SAT from the
unhealthy patients differed to that from the healthy
subjects. In particular, CD68, CD33, CD163, and
ITGAM differed (P < .05) between MH and MU
subjects. However, no differences were found in
EMR-1. These macrophage/monocyte markers were
upregulated in the MU, indicating a higher
macrophage/monocyte infiltration in SAT.

Once the differences between both types of adipose
tissues were established, other markers were measured
to further analyze the nature of these differences. Levels
of the relative mRNA expression of MerTK and CD64
were measured as more reliable markers of adipose tis-
sue residents.'® MerTK expression level was higher in
the SAT of MU patients. CD64 followed this trend
without reaching statistical significance (Fig 2).
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Polarization of fat macrophages was assessed by
the measurement of the relative mRNA expression of
ITGAX (M1) and CD206 (M2) (Fig 2). A greater expres-
sion of CD206 was detected in MU patients in SAT,
whereas no differences were observed between both
the groups with respect to the M1 marker, indicating
the M2 nature of the resident macrophages in SAT.

When these expression levels were confronted with
the metabolic syndrome parameters (See Fig S1 in Sup-
plemental Material), CD33 was negatively associated
with HDL-cholesterol (r = —0.241 P < .05), as were
Ch68 (r = —-0376 P < .01) and ITGAM
r = —0.278, P < .05); whereas CD163 and CD68
were positively associated with the systolic blood pres-
sure (r = 0.303, P <.05; r = 0.264, P < .05, respec-
tively). The triglycerides were positively associated
with the expression of CD33 (r = 0.291, P <.05), IT-
GAM (r = 0.299, P < .05) and MerTK (r = 0.271,
P < .05). Besides, glucose was related to MerTK
(r =0.241, P <.05).

On the other hand, VAT seemed to remain almost un-
affected, as can be observed in Figs 1 and 2. No
statistically ~ significant differences were found
between the MH and MU normal-weight subjects in
this tissue. When these macrophage/monocyte gene
expression levels were confronted, the relationships
that emerged were in the same direction as in SAT,
indicative of the nature of the markers used (data not
shown).

When the expression levels of these genes measured
in VAT were confronted with the metabolic syndrome
parameters, there was a negative relation between
EMR-1 and HDL-cholesterol (r = —0.265, P < .05)
and positive relations between both CD163 and CD68
and the systolic blood pressure (r = 0.277, P < .05;
r = 0.252, P < .05, respectively) as was observed in
SAT. Furthermore, CD206 was related to triacylglycer-
ols (r = 0.233, P < .05) and waist circumference
(r = 0.240, P <.05) (Fig S2 in Supplemental Material).

Measures of inflammatory cytokines and their
association with the metabolic syndrome. Relative

mRNA expression of classical proinflammatory cyto-
kines such as tumor necrosis factor alpha (TNF«) and
IL-6 was also measured (Fig 3a) to assess the
inflammation level of the adipose tissue. Neither was
significantly affected (P > .05), although both
cytokines seemed to be upregulated in the MU
subjects. Moreover, a positive relationship was found
between TNFa and IL-6 expression levels in both
SAT and VAT (data not shown). VAT seemed to be the
tissue more closely related with inflammation, and
TNFa was the marker that was most influenced.
Owing to the lack of information obtained with the
classical inflammation markers, other mediators of
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Fig 1. mRNA expression levels of monocyte/macrophage marker genes in subcutaneous (SAT) and visceral
(VAT) adipose tissues in metabolically healthy (MH; in white) and unhealthy (MU; in black) normal-weight sub-
jects (n = 92, MH = 71, MU = 21). *Groups significantly different (P <.05).

inflammation in adipose tissue were measured. IL-10,
IL-1b, CCL2, and CCL3 relative mRNA expressions
were assessed (Fig 4). Once again, neither was signifi-
cantly affected (P > .05) in SAT or VAT, although it is
necessary to mention the low level of these markers in
the VAT of MU patients, another indicative of the impor-
tance of the SAT at the beginning of the disease. These
inflammation markers positively correlated between
themselves, indicating their relationship (data not
shown).

When the level of these cytokines was compared with
the metabolic syndrome parameters (Fig 3b), some
weakly significant correlations were found. TNFa
correlated positively with the systolic blood pressure

(r = 0.288, P < .05) and IL-6 correlated with HDL-
cholesterol (r = —0.326, P < .05) and triglycerides
(r = 0.251, P < .05) in VAT. Meanwhile, as it can be
observed in Fig 4b, CCL3 correlated with triglycerides
in SAT and VAT (r = —0.250, P < .05; r = —0.254,
P < .05, respectively) and with glucose in VAT
(r = —0.275, P <.05). Interestingly, the CRP was nega-
tively related to CCL2 in SAT, something expected
because of CRP has been shown as an inductor of CC
chemokines release.'”

Lipogenesis and adipogenesis and their associations
with the metabolic syndrome. Adipogenesis and the lipo-
genic function were assessed by the relative mRNA
expression of PPARgamma and FABP4 (Fig 5a) as
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different (P <.05).

these are 2 molecules are very active in the metabolism
of glucose and fatty acids in adipose tissue.
PPARgamma in SAT from MU subjects was
downregulated (P = .001), whereas in VAT no
differences were observed (P > .05). No differences
between the study groups were detected for FABPA4.
Relationships were found between the 2 markers used,
PPARgamma, and FABP4, because of a positive
correlation between them in both tissues. Moreover,
both markers in SAT correlated negatively (P < .05)
with CD68 and CD33, whereas in VAT this negative
relationship was seen with ITGAM and CD33 (data
not shown).

PPARgamma was associated with some of the meta-
bolic syndrome parameters (Fig 5b). PPARgamma
showed a negative correlation with triglycerides
(r = —0.294 P < .05) and a positive correlation with
HDL-cholesterol (r = 0.433 P <.01).

Metabolic syndrome variables as parameters predictive
of ATMs. To examine which metabolic syndrome vari-
ables are the most relevant for ATMs, we examined
the effect of variables on the mRNA expression level
of the markers measured that correlated significantly
with the metabolic syndrome parameters (CD68,
CD33, CD163, ITGAM, MerTK, and PPARgamma in
SAT; and EMR-1, CD163, CD68, and Cd206 in VAT)
by means of a stepwise multiple regression analysis.

As independent variables we included the parameters
relative to the metabolic syndrome (glucose, waist
circumference, triacylglycerols, HDL-cholesterol,
systolic and diastolic blood pressures). Stepwise
multiple regression analysis demonstrated that HDL-
cholesterol was an independent factor associated with
the relative expression of CD68 in SAT (8 = —0.295,
R’ = 0.244; P < .01), and that the relative expression
of PPARgamma in SAT was also related with HDL-
cholesterol (8 = —0.295, R?=0232,P < .01).

DISCUSSION

In the present study, we examined normal-weight sub-
jects with different degrees of metabolic syndrome
disease: MH normal-weight subjects and MU normal-
weight subjects. The results provided clues concerning
the idea that MU normal-weight subjects show a
dysfunction in their adipose tissues, especially in their
SAT. Our data provide evidence for a different degree
of macrophage infiltration between the adipose tissues.

White adipose tissue (WAT) is widely recognized to
influence the individual’s cardiometabolic health, and
for that reason exploring its morphology and function
would have the potential to improve our understanding
of the pathologies associated to obesity. Indeed, the
use of the discordant phenotypes, such as the MU
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normal-weight subjects and the MHO individuals, could
contribute with clues to better understand the link be-
tween the WAT and the cardiometabolic risk, indepen-
dent of body weight.

VAT is known to play a predominant role in the devel-
opment of insulin resistance and inflammation,”” and in
this way, it has been hypothesized that increased VAT
in MU patients may be a primary cause for this increase
in cardiometabolic risk.”' This fact may be connected in
our individuals with a higher waist circumference in
MU individuals. However, another hypothesis postu-
lated in MHO would indicate the location of the fat
accumulation as one explanation for the reduced cardi-
ometabolic risk of these patients.22 Thus, the focus of
interest would be established on SAT, where MHO
might preferentially store excess fat.”***

The presence of immune cells in WAT has an impor-
tant role in the regulation of tissue function. Moreover,
the population of immune cells in WAT changes with
obesity and metabolic dysfunction.”” Therefore, study-
ing the immune cell population in different WAT depots
will yield additional insights into the MU normal-
weight subjects. Currently, most studies are based on
VAT, because of a predominant macrophage infiltration
in this tissue.”® To the best of our knowledge, macro-
phage infiltration has not been examined in MU
normal-weight subjects to date. In contrast, MHO indi-
viduals were found to have reduced macrophage infil-
tration in VAT compared with MU obese individuals,
with no change observed in SAT macrophage infiltra-
tion.”? Thus, in the present study, we show that MU
normal-weight subjects presented an altered ATM
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Another important point is the nature of the infiltrated
macrophages. Macrophages phenotype depends on the
environment, facilitating the immune function and
maintaining the tissue homeostasis.”’ Classically

mRNA expression in SAT, indicating a higher amount
of ATMs in this tissue than in VAT. The whole range
of the macrophage/monocyte markers measured
showed higher values in MU subjects.
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activated M1 macrophages express ITGAX (CDl1c),
whereas alternatively activated M2 macrophages ex-
press high levels of CD206, although the scavenger re-
ceptor CD163 may also be a marker of M2 macrophages
in humans.”® Lean subjects have classically been classi-
fied as alternatively activated M2 macrophages.”’ In this
study, ITGAX did not reach a statistical difference be-
tween the groups, but higher amounts of CD206 and
CD163 have been reported in the SAT of the MU
normal-weight patients, possibly indicating a M2
phenotype of these individuals.”” However, it is known
that ATMs have mixed states that could not be consis-
tent with the strict M1/M2 phenotypes,”" and that exist
a degree of phenotypic plasticity for ATMs that should
be further studied.

Circulating levels of cytokines in MU normal-weight
individuals are comparable to those measured in MU
obese individuals.’ This highlights the idea that inflam-
mation, irrespective of body weight, is an independent
contributor to cardiometabolic risk. Alternative acti-
vated M2 macrophages are induced by anti-
inflammatory IL-10 (among others). IL-10 is essential
for some kinds of M2 polarizations in lean individuals
via MerTK upregulation.'® However, in our study, a
higher amount of this cytokine was not observed in

MU subjects. MU normal-weight individuals have
been shown to have higher blood levels of leptin,
TNFa and IL6, and lower adiponectin levels compared
with MH normal-weight individuals.”> Adipose tissue
macrophages are responsible for almost all the adipose
tissues TNFa expression and significant amounts of IL-
6 expression.” In our study, the main proinflammatory
cytokines, TNFa and IL-6, as well as IL-1b, CCL2
and CCL3 were also studied. However, a clear differ-
ence between both the groups was not observed for
these M1 inflammatory markers. In spite of the differ-
ences found in macrophage infiltration, adipose tissue
inflammation did not differ at the stages measured,
although direct associations were found between
macrophage infiltration and inflammation and could
be related to the serum CRP, which is known to be
related to the release of CC chemokines.'” Probably,
this could be related with the fact that in humans mac-
rophages in adipose tissue from lean subjects expressed
a mixed M1-M2 phenotype.*

Many associations between macrophage/monocyte
markers and the metabolic syndrome parameters have
been found. HDL-cholesterol correlates negatively
with macrophage/monocyte variables like CD68, IT-
GAM, and CD33 in SAT, demonstrating that the first


http://dx.doi.org/10.1016/j.trsl.2016.01.002

Translational Research
Volume 172

stage of infiltration in the adipose tissue of normal-
weight subjects is associated with lower HDL-
cholesterol, as has also been seen in obese subjects.3 5,36
Indeed, an interesting aspect of macrophage biology is
their important role in lipid and iron metabolism.
HDL is sensed by macrophages and induces
reprogramming of these cells, thereby repressing an
inflammatory program whereas at the same time
elevating the cells capacity to metabolize
cholesterol.”” Another parameter that seems to be
affected by the infiltration of the macrophages is the
systolic blood pressure, which was mostly associated
with CD163 and CD68, both in SAT and in VAT. This
could be explained by endothelial dysfunction and an
increase in vascular resistance related to inflammatory
cytokines secreted by monocytes/macrophages.”®
Thus, a relationship between CD163 and TNFe«, similar
to that found in this study, could be the explanation for
the link between CD163 and blood pressure; TNFa de-
creases nitric oxide (NO) production and enhances NO
removal in endothelial cells leading to impaired NO-
mediated vasodilation.” Meanwhile, triglycerides
have been related mainly with SAT, and especially
with the expression of CD33, ITGAM, MerTK, and
CCL3, although a direct association has been also found
with CD206 in VAT. This higher relation with macro-
phage infiltration in SAT could be related with the fact
that hypertriglyceridemia is a lucocyte activator, and
for that reason it is considered as an alternative proin-
flammatory and proatherogenic mechanism associated
with the generation of oxidative stress,”” something
related with the fact that M2 macrophage activation is
dependent on fatty acid oxidation.*’

Another important aspect addressed in this manu-
script is related to the lipogenic and adipogenic capac-
ities of the adipose tissue. A whole transcriptome
analysis of SAT in MHO subjects found that genes
involved in the tricarboxylic acid cycle and branched-
chain amino acids metabolism were less compromised
compared with MU obese individuals, thus suggesting
a more favorable SAT function in MHO individuals."'
In this manner, in this study we have observed that
PPARgamma was altered, observing a downregulation
in SAT. This loss of adipogenesis function could be
attributed to macrophage/monocyte infiltration because
of the negative relationship between adipogenic and
macrophage/monocyte markers.

PPARgamma is the central gene in adipogenesis.
PPARgamma modulates maturation®” and infiltration™
of macrophages into adipose tissue; moreover, it is ex-
pressed in monocytes/macrophages, and their ligands
inhibit the production of inflammatory mediators by these
cells.”**" These observations have raised the possibility
that PPARgamma may play a physiologic role in
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modulating the magnitude and duration of inflammatory
responses in which macrophages play prominent
roles.”” In turn, it also plays an anti-inflammatory role
by inhibiting the expression of proinflammatory mole-
cules and macrophage migration.’® Thus, PPARgamma
controls the inflammatory potential of the macrophages
and determines the macrophage phenotype in adipose tis-
sue.*” On the other hand, CC chemokines, such as CCL2
and CCL3, are essential for the attraction of mononuclear
cells from circulation into tissues. Moreover, the function
of chemokine receptors in the adipose tissue is closely
linked to insulin sensitivity. Thus, CC chemokines ex-
pressed in the adipose tissue could play a role in promot-
ing adipose tissue inflammation in relation with a
metabolically dysfunction in this tissue.

Finally, PPARgamma is strongly associated with
HDL-cholesterol. Recently, many theories around the
importance of maintaining high HDL-cholesterol levels
have been formulated. In this way, PPARgamma ago-
nists not only have beneficial effects on glucose homeo-
stasis, by increasing insulin sensitivity and reducing
blood glucose levels, they also benefit lipid metabolism
by elevating plasma HDL-cholesterol.** Moreover, this
increase in the amount of HDL-cholesterol is accompa-
nied by an increased quality of the HDL-cholesterol,
making it a better acceptor of cellular cholesterol.” In
this line, PPARgamma has a regulatory role in the first
steps of the reverse-cholesterol-transport pathway
through activation of ATP-Binding Cassette Trans-
porter, sub-family A, member 1 (ABCAI)-mediated
cholesterol efflux in human macrophages.” Thus, the
HDL-cholesterol level seems to be the most determinant
factor in normal-weight subjects in relation to their
metabolic syndrome status, acting on the adipogenesis
function through PPARgamma.

Although the greatest strength of this study is its nov-
elty in the approach of the macrophage/monocyte infil-
tration study in MU normal-weight subjects, there are
several limitations to this study. First, because of the
limitations inherent to a case-control study design, it
was not possible to clarify a causal relationship between
the ATM content and metabolic disorders. And sec-
ondly, our results were generated from gene expression
data, and so need replication using other methods such
as flow cytometry. Nonetheless, previous studies
showed that the expression of macrophage markers cor-
relates well with actual infiltration in adipose tissue.’®"

It can be questioned if MU normal-weight individuals
will become MU obese individuals over time. The data
from this study reinforce the notion that macrophage
infiltration into the SAT of MU normal-weight subjects
may contribute to cause metabolic disturbances leading
to diabetes or cardiovascular diseases. Thus, it is
possible that estimation of the macrophage content in
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SAT could be used to predict the risk for metabolic dis-
ease in patients.”” Moreover, adipogenesis in SAT
seemed to be one of the complications related with the
metabolic syndrome, showing a reduction in MU sub-
jects. The metabolic syndrome parameter most related
with macrophage/monocyte infiltration was HDL-
cholesterol. Thus, the increase in subcutaneous ATM
infiltration may explain why some normal-weight and
obese individuals develop metabolic disease whereas
others remain MH. Further molecular discoveries will
facilitate health management strategies targeting the ad-
ipose tissue function.
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Appendix
PREVALIDATED TAQMAN PRIMER/PROBE SETS
Cyclophilin A (4326316E, RefSeq. NM_021130.3)
used as endogenous control for the target gene in each
reaction.
TNFa (Hs 01113624 _g1, RefSeq NM_000594.3).
116 (Hs 00985639_m1, RefSeq NM_000600.3).
PPARgamma (Hs 01115513-m1, RefSeq
NM_015869.4).
CD11b (Hs 00355885_m1, RefSeq NM_000632.3).
CD33 (Hs 01076281_m1, RefSeq NM_001082618.1).
EMRI (Hs 00892591_m1,RefSeq NM_001256252.1).
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CD68 (Hs 02836816_g1, RefSeq NM_001040059.1).
CD163 (Hs 00174705_m1, refSeq NM_004244.5).
FABP4 (Hs 01086177_ml1, RefSeq NM_001442.2).
CD206 (Hs00267207_m1, RefSeq NM_002438.3).
CDll1c (Hs00174217_m1, RefSeq NM_000887.3).
MerTK (Hs01031973_m1, RefSeq NM_006343.2).
CD64 (Hs00417598_m1, RefSeq NM_001017986.3,
NM_001244910.1, NM_000566.3).
IL-10 (Hs00961622_m1, RefSeq NM_000572.2).
IL1b (Hs00174097_m1, RefSeq NM_000576.2).
CCL2 (Hs00234140_m1, RefSeq NM_002982.3).
MIPlalpha (Hs00234142_m1, RefSeq NM_002983.2).
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Fig S1. Significant correlations of monocyte/macrophage marker gene expression in subcutaneous (SAT) adipose
tissues in relation with metabolic syndrome parameters (n = 92, MH = 71, MU = 21). HDL-chol, high-density
lipoprotein cholesterol; TG, triacylglycerols.
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lipoprotein cholesterol; TG, triacylglycerols.
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COMMENTARY

Metabolic dysfunction and adipose tissue ®
macrophages: is there more to glean from studying

the lean?

Comment on "Adipose tissue infiltration in normal-weight subjects
and its impact on metabolic function”™ by Moreno-Indias et al.

DAVID L. MORRIS, and CARMELLA EVANS-MOLINA

INDIANAPOLIS, IND

etabolic syndrome is a serious health condi-

tion that affects approximately 34% of

adults. Hallmarks of this syndrome include
abdominal obesity, elevated triglycerides, reduced
high-density lipoprotein (HDL) cholesterol levels, hy-
pertension, hyperglycemia, and insulin resistance, and
those affected are at heightened risk for the develop-
ment of type 2 diabetes, cardiovascular disease, and
stroke. Over the past 20 years, an increasing role for
low grade, sterile inflammation in insulin resistance
and metabolic syndrome has been appreciated. Studies
have shown that obesity induces an inflammatory state
that is clinically manifested as altered concentrations
of acute-phase response proteins (eg, increased C-reac-
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tive protein), proinflammatory cytokines (eg, increased
interleukin [IL]-6 and tumor necrosis factor [TNF]«),
adipokines (eg, reduced adiponectin and elevated resis-
tin and leptin), coagulation factors (eg, increased plas-
minogen activator inhibitor-1), and increased white
blood cell counts in the circulation. Data from rodent
models and clinical samples support the idea that the
vast majority of these proinflammatory mediators pri-
marily originate from expanding adipose tissue depots.
A variety of leukocytes (eg, macrophages, monocytes,
dendritic cells, eosinophils, neutrophils, T cells, B cells,
and natural killer T [NKT] cells) are now known to
reside in adipose tissue, and these cells are either acti-
vated or recruited to fat in response to obesity. Infil-
trating immune cells, and the proinflammatory
cytokines/chemokines they produce, interact with meta-
bolically stressed cells to generate a proinflammatory
milieu that exacerbates insulin resistance not only in
fat but in multiple metabolic tissues to promote meta-
bolic syndrome.

Adipose tissue macrophages (ATMs) are the most
abundant immune cell population in fat and were the
first tissue leukocyte population linked to obesity-
induced metabolic disease and inflammation in both
mouse models and humans.'” Tissue macrophages
adapt a range of functional activation states, with
“classically  activated,”  proinflammatory =~ M1
macrophages and “alternatively activated,” anti-
inflammatory M2 macrophages representing extreme
ends of a continuum.” In lean mice and humans,
ATMs in visceral fat are “M2-like,” reside between
adipocytes, produce anti-inflammatory cytokines (eg,
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1L-10), and contribute to tissue homeostasis.*® In
response to obesity, a second phenotypically and
functionally distinct population of macrophages
accumulates in fat. These ATMs express markers of
proinflammatory M1 macrophages and produce
proinflammatory cytokines (eg, TNFe, IL-18, and IL-
6) known to impair insulin sensitivity in adipose tis-
sue.*”'? In mice, “MI1-like” ATMs are recruited in
response to lipolysis'® and aggregate around dead and
hypoxic adipocytes,'*'” suggesting that metabolic
stress is a primary driving force for macrophage
recruitment in adipose tissue. Collectively, these and
other findings led to the “phenotypic switch” model,
which proposes that obesity induces a collective shift
in the activation state of ATMs from an anti-
inflammatory “M2-like” state that protects adipocytes
to a proinflammatory “M1-like” state that contributes
to insulin resistance.” More recently, this linear para-
digm has been challenged by proteomic studies demon-
strating that human macrophages in fat have a
“metabolically activated” phenotype that differs from
classical M1 polarization.'® Nonetheless, it is clear
that macrophages accumulate in fat depots with obesity,
and these cells can alter the inflammatory milieu to pro-
mote local and systemic dysfunction.

Even as being overweight (body mass index
[BMI] = 25-29.9 kg/m?) and obese (BMI = 30 kg/
m?) is strongly associated with the likelihood of devel-
oping adipose tissue inflammation and insulin resis-
tance, a fraction of obese people never fully manifest
metabolic syndrome, insulin resistance, or diabetes. 17,18
These “metabolically healthy (MH) obese” individuals
provide unique insight into pathogenesis of metabolic
disease. Paradoxically, epidemiologic studies indicate
that a subset of individuals with “normal” body
weight (BMI <24.9 kg/m”) may also develop insulin
resistance and metabolic syndrome during their
lifetime. Although the latter are more rarely studied,
“metabolically unhealthy (MU) lean” subjects may
hold equally important new clues into the origins of
metabolic syndrome and its sequela.

In this issue of Tranmslational Research, Moreno-
Indias et al. have attempted to address this knowledge
gap. The authors investigated the expression levels of
human macrophage markers, including CD68, CD33,
CDl11c, CD163, MerTK, CD64, and CD206, in visceral
and subcutaneous adipose tissue (SAT) depots in
normal-weight (BMI <24.9 kg/mz) subjects stratified
into MH or MU populations, based on indices of meta-
bolic syndrome.'” Despite having comparable BMI, the
MU group had significantly elevated fasting glucose,
higher triglyceride levels, increased total and low-
density lipoprotein (LDL) cholesterol levels, and lower
HDL cholesterol levels than the MH group. As
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predicted, MU subjects had more relative insulin resis-
tance, as indicated by increased HOMA-IR levels, as
well as elevated serum insulin and c-peptide levels.

Despite marked differences in metabolic indices be-
tween MH and MU, there were no differences in the
expression of macrophage markers in visceral adipose
tissue between the two groups. This was surprising
given the relationship between visceral/omental fat
inflammation, ATM content, and insulin resistance/
metabolic syndrome previously documented in obese
adults. Furthermore, although serum C-reactive protein
levels were higher in MU subjects, the expression of
proinflammatory cytokines (IL-18, IL-6, and TNFa)
and chemokines associated with leukocyte recruitment
(CCL2 and CCL3) was not different between groups, ir-
respective of the adipose tissue depot surveyed. Rather,
CD68, CDl1c, CD163, CD33, MerTK, and CD206
messenger RNA levels were unexpectedly elevated in
SAT from MU subjects. Notably, peroxisome prolifera-
tor-activated receptor gamma (PPAR<y) expression was
also lower in SAT from MU subjects, suggesting a rela-
tionship between adipose tissue dysfunction and macro-
phage infiltration in the subcutaneous depot.

These findings fall in line with other reports. For
instance, Wentworth et al.'' reported that
CDllc + CD206+ ATMs accumulate in visceral as
well as subcutaneous depots collected from obese
women. Notably, the number of CD11c + CD206+
ATMs was even greater in obese subjects with meta-
bolic syndrome. In a more recent study, the expression
of CD163 in subcutaneous fat was previously shown
to positively correlate with HOMA-IR in obese pa-
tients.”” Although CDI1lc + CD206+ or CD163+
ATMs were not enumerated in the present study, the
transcriptional profile (elevated macrophage markers
with reduced PPARYy expression) supports a model in
which ATMs accumulate in SAT to potentially promote
insulin resistance and metabolic dysfunction in that
depot. What sets the work of Moreno-Indias et al. apart
is the documentation of these phenomena in normal-
weight subjects with indices of metabolic syndrome,
suggesting an important but largely unexplored link be-
tween ATMs and metabolic syndrome that arises inde-
pendent of obesity and inflammation in visceral fat.

At the same time, the Moreno-Indias study reminds us
of the “chicken-and-egg” question that continues to
remain largely unanswered—Does recruitment of
ATMs to fat depots cause insulin resistance and meta-
bolic dysfunction, or does insulin resistance/metabolic
dysfunction precipitate recruitment of ATMs to fat?
Studies in mice models of obesity (both genetic and
diet induced) largely favor the hypothesis that accumu-
lating, proinflammatory ATMs promote chronic tissue
inflammation and exaggerate insulin resistance.'>**'
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Certainly, ablating macrophages in obese mice or
preventing macrophage recruitment into adipose tissue
improves glucose tolerance, insulin sensitivity, and
metabolic function.”>>* However, there are also
studies that suggest metabolic dysfunction precedes
ATM recruitment and activation. For example,
induced lipolysis'” and adipocyte apoptosis™ result in
massive infiltration of ATMs to visceral fat in the
mouse. More recently, the Czech laboratory demon-
strated that circulating cytokine profiles more closely
associate with serum insulin levels rather than BMI in
human subjects and that pharmacologically correcting
hyperinsulinemia and hyperglycemia in obese mice
limits ATM accumulation and adipose tissue inflamma-
tion.”® The effects in mice may be explained, at least in
part, by direct effects of obesity, hyperglycemia, hyper-
insulinemia, or a combination thereof on the process of
myelopoiesis,”’*’ which would give rise to pools of
monocytes capable of infiltrating adipose tissue,
ultimately giving rise to proinflammatory ATMs.
Notably, one recent human study reported that
monocyte and lymphocyte markers are increased in
subcutaneous fat of obese women following 3-hour-
long hyperglycemic clamps.’® Although Tencerova
et al. did not assess ATM content, their work suggests
that hyperglycemia may provoke a coordinated immune
response in adipose tissue.

Study limitations make it difficult to establish a clear
causal relationship between adipose tissue leukocyte
content, inflammation, and indices of metabolic syn-
drome in human subjects. In the future, the Precision
Medicine Initiative could be leveraged to support
studies aimed at assessing the contribution of various
adipose tissue leukocytes to tissue inflammation longi-
tudinally in metabolically defined populations. Given
the sheer volume of bariatric procedures performed in
this country annually, and the high retention rates in
the National Institutes of Health Longitudinal Assess-
ment of Bariatric Surgery consortium,’’ it seems
reasonable that prospective, multi-site studies can
address the relationship between surgery-induced
weight loss, changes in adipose tissue immune cell
composition, and insulin sensitivity over time. By
contrast, determining whether leukocyte infiltration
and proinflammatory activation leads to metabolic dis-
ease in humans will be a much more challenging
endeavor, as this pathophysiology could take decades
to develop. Nonetheless, the findings by Moreno-
Indias et al. suggest that studying an often overlooked
population—the MU lean—may also lead to advances.
Clearly new prospective studies should include as many
metabolic parameters from as many divergent pheno-
typic populations as possible, as it is becoming increas-
ingly clear that BMI alone is not strongly correlated
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with adipose tissue leukocytosis, metabolic syndrome,
and disease risk.

To be successful, new research initiatives also have
to address another recurring limitation of human
studies: getting the most information from a small bio-
specimen. Most laboratories have the capacity to
perform gene expression profiling or cytokine mea-
surements from fat biopsies. Although this gives a gen-
eral sense as to the relative state of inflammation or
leukocyte infiltration within the fat depots, this
approach fails to take into consideration the cellular
complexity of adipose tissue and the wide heterogene-
ity of adipose tissue leukocytes. For example, CD206
is expressed by at least 2 distinct populations of mac-
rophages in human fat'!2932,  therefore, CD206
messenger RNA levels can only serve as a surrogate
for macrophage accumulation and cannot be used to
infer which macrophage subset is amassing. To
overcome this limitation, tissue dissociation and flow
cytometry techniques have been developed that
allow for not only the enumeration and immun-
ophenotyping of adipose tissue stromal cells but also
isolation of these cells for gene expression profiling
and functional studies.’>’ Nonetheless, our
collective understanding of the immune cell
repertoire in human adipose tissue depots is still in
its infancy. Emerging “-omics” techniques, including
single-cell RNA-seq and mass cytometry (eg, CyTOF),
have the capacity to deeply interrogate the transcrip-
tome and proteome (and underlying systems biology)
of rare tissue leukocytes with single cell resolu-
tion.”**®  Adopting these platforms, developing
suitable workflows for limited adipose tissue samples
(eg, needle biopsies) from a variety of depots, and
implementing unbiased computational analysis of the
resulting data sets promises to greatly accelerate our
basic understanding of human adipose tissue
leukocyte diversity in lean and obese subjects.

Given the prevalence of obesity and metabolic syn-
drome, understanding the underlying biology of human
adipose tissue inflammation and its relationship with
cardiovascular disease, type 2 diabetes, and stroke is a
question of paramount importance. Specifically, find-
ings presented by Moreno-Indias et al. in this issue sug-
gest that adipose tissue leukocytes may also be key
determinants of metabolic fitness even in normal-
weight subjects. Clearly, their results suggest there is
more to glean from studying the lean.
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