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Introducciéon

1. ATEROSCLEROSIS
1.1. Incidencia de las enfermedades cardiovasculares

La enfermedad cardiovascular (ECV) constituye la principal causa de mortalidad en
el mundo (W van Lammeren G, 2011). Hasta un 38% del total de defunciones en el
mundo se atribuyen a la ECV (Fuente: Organizacion Mundial de la Salud-ENT Perfiles
de paises, 2011). En el afio 2030, segun célculos de la OMS, cerca de 23.6 millones
de personas falleceran a causa de la ECV. Por otro lado, cinco de las diez principales
amenazas mundiales para la salud se relacionan con los factores de riesgo de la ECV
como son la hipertensién arterial, el tabaquismo, el consumo de alcohol excesivo, la
hipercolesterolemia, la diabetes y la obesidad. En Espafia, segun las estadisticas del
afo 2006, las ECV produjeron 120.760 defunciones siendo la principal causa de
muerte en las mujeres (36.8% del total) y la segunda en los varones (28.6%) después
del cancer. Por otro lado, la incidencia de la ECV aumenta también con la edad,
siendo mas frecuente a partir de los 75 afios. Las formas agudas de ECV que
provocan un mayor numero de muertes son el infarto de miocardio y el ictus cerebral
representando el 57.9% de la mortalidad cardiovascular total, de las cuales el 30,7%
son debidas a enfermedad coronaria y el 27.2% a ictus (Bertomeu et al., 2008). En la
mayoria de los casos, tanto en el infarto de miocardio como en el ictus, la ECV es
producida por una complicacién severa y aguda del proceso de aterosclerosis, que es

una anomalia de la pared arterial.

1.2. Estructura de la pared arterial

La pared arterial estd compuesta por tres capas: la tlnica intima, la tinica media y
la tanica adventicia (Figura 1). La tdnica intima, formada por una monocapa de células
endoteliales y tejido conectivo, regula la permeabilidad de la pared vascular a
elementos celulares y macromoléculas. La monocapa endotelial o el endotelio proximo
a la luz del vaso es la superficie a través de la cual se produce el intercambio de
nutrientes y de oxigeno entre la sangre y los tejidos circundantes, y esta monocapa es
capaz de modificar su estado funcional para contribuir a mantener la homeostasis de
la pared vascular (Michiels, 2003). La tunica media est4 formada por células de
musculo liso vascular (CMLVS) que secretan la gran parte de los componentes de la
matriz extracelular, como elastina, colageno y proteoglicanos. La capa de CMLVs

determina la elasticidad y la contractilidad de la pared arterial. La capa mas externa y
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lejana a la luz del vaso es la adventicia y estd compuesta por una red de tejido
conectivo e incluye fibras de colageno, fibras elasticas, fibroblastos, CMLVs en baja

proporcion y terminaciones nerviosas.

intima
(Células endoteliales)

Lamina elastica externa

Adventicia

Medi
adia (Fibroblastos,tejido conectivo)

(Células de musculo liso vascular)

Lamina elastica interna

Figura 1. Estructura de la pared arterial. La capa més externa a la luz del vaso es la capa adventicia y
esta formada por una red de fibras de colageno, fibras elasticas, fibroblastos y CMLVs. La capa en
contacto con la luz del vaso se denomina tlnica intima y la constituye una monocapa de células
endoteliales que, junto con tejido conectivo, constituye una barrera selectiva permeable entre la sangre y
los tejidos de la pared del vaso. Entre la capa adventicia y la tlnica intima se encuentra la tanica media
formada principalmente por CMLVs. La capa de CMLVs esta delimitada ademas por la lamina elastica
externa y la lamina elastica interna.

1.3. Alteraciones de la homeostasis de la pared vascular: la aterosclerosis

Una de las alteraciones fisiopatoldgicas de la pared vascular mas frecuente es la
aterosclerosis, un proceso patolégico que se desarrolla en las arterias de gran calibre
y en las arterias coronarias. El proceso avanza durante el envejecimiento humano y se
acelera en presencia de determinados factores de riesgo cardiovascular. La
aterosclerosis es una enfermedad multifactorial que provoca la acumulacion progresiva
de material lipidico y de células en el subendotelio vascular. Este proceso causa un
estrechamiento de la luz del vaso, la pérdida de la elasticidad de la pared arterial y
deterioro de la funcion vascular. En etapas tempranas de la enfermedad, la
acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés, Low Density
Lipoproteins) en el espacio subendotelial sera clave en el inicio de la formacion de la
lesién ateromatosa. Los primeros eventos en la aterogénesis incluyen la interaccion de
monocitos Yy linfocitos circulantes con las células endoteliales activadas, seguido del
rodamiento, la firme adhesion al endotelio de estos leucocitos y la migracion al espacio

subendotelial. En el subendotelio, debido a la presencia de mediadores inflamatorios,
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los monocitos se diferencian a macrofagos. La enfermedad aterosclerética es, por lo
tanto, un proceso inflamatorio en el que las células del sistema inmune, principalmente
macrofagos y linfocitos T, y en menor medida linfocitos B, modulan la respuesta
inflamatoria. El proceso inflamatorio crénico se perpetda como resultado de un
proceso inflamatorio crénico no resuelto, el cual da lugar a la formacion de lesiones
ateromatosas mas complejas (Libby, 2010). En fases avanzadas, las lesiones pueden
ocluir la luz de los vasos directamente aunque los eventos agudos (infarto de
miocardio, ictus, embolia) se desencadenan como resultado de la erosién y rotura de
las placas y la formacién de trombos asociados a la rotura (Fuster et al., 1992; Libby,
2011; Navab et al., 1995; Ross and Fuster, 1996).

1.4. Inicio, progresion y vulnerabilidad de la placa

El proceso de la aterosclerosis ocurre principalmente en tres etapas: formacion de
la estria grasa, formacion de lesiones con capa fibrosa y la generacion de placas
vulnerables o inestables (Glass and Witztum, 2001; Lusis, 2000).

Las lesiones ateroscleréticas comienzan en forma de estrias grasas en el
subendotelio vascular y el proceso lo inicia la disfuncién endotelial. La presencia de
factores de riesgo cardiovascular (hipertensién, diabetes, hipercolesterolemia,
hiperhomocisteinemia o tabaquismo) causan la disfuncion y activacién de las células
endoteliales aumentando la permeabilidad del endotelio vascular y facilitando la
penetracion y retencion de las LDL (Libby, 2011) (Figura 2). Las células endoteliales
activadas aumentan la expresion de moléculas de adhesiéon, como VCAM-1 (del
inglés, Vascular Cell Adhesion Molecule 1), ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion
Molecule-1) y P-selectina (Moore and Tabas, 2011), favoreciendo la adhesién y
migracion de leucocitos al espacio subendotelial. Por la accion del factor de
estimulacion de colonias de macréfagos (M-CSF, del inglés, Macrophage Colony
Stimulation Factor), los monocitos proliferan y se diferencian a macréfagos. Las LDL
retenidas en el subendotelio experimentan modificaciones, como la oxidacién (LDLox),
y la acetilaciéon (LDLac), generan productos que inducen la actividad quimiotactica de
monocitos y aumentan la expresion de citoquinas proinflamatorias, como MCP1 (del
inglés, Monocyte Chemotactic Protein-1) (Navab and Berliner, 1991). Estas
alteraciones perpettan el proceso de reclutamiento de monocitos. Ademas, las LDLox

provocan apoptosis de las células endoteliales (Sata, 1998) y alteran la produccion de
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6xido nitrico (NO) y de radicales libres (Liao, 1995) con el consiguiente deterioro de la
funcién normal del endotelio. Ademas, los macréfagos activados captan las LDLox
mediante los receptores basura o scavenger, entre otros Sra y CD36, transformandose
en células espumosas que se depositan formando la estria grasa y constituyen el

principal componente celular en la fase inicial de la aterosclerosis (Ross, 1999).

Q & Celua T

Figura 2. Procesos aterogénicos que inician la formacién de la estria grasa. Los estados iniciales de
la aterosclerosis incluye la adhesion de leucocitos al endotelio activado, migracion dirigida de los
leucocitos ligados a la intima, maduracién de monocitos (los mas numerosos de los leucocitos reclutados)
a macrdéfagos, y la captacion de lipidos, produciendo células espumosas (Adaptado de Libby, 2011).

En esta etapa inicial la participacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, del
inglés, High Density Lipoproteins) juega un papel fundamental disminuyendo la
acumulacién de colesterol en los macréfagos reduciendo el nimero de células
espumosas. Asi, las HDL participan en el transporte reverso de colesterol desde las
células espumosas, un proceso mediado por las proteinas de membrana
transportadoras ABCAL1 y ABCG1 (del inglés, ATP-Binding Cassette transporter Al y
G1, respectivamente) que constituye un mecanismo compensatorio para inhibir el
desarrollo de la lesién aterosclerética (Moore and Tabas, 2011; Wang and Tall, 2007).
Ademas, las HDL previenen la oxidacién lipidica debido, en parte, a la presencia de la
paraoxonasa sérica, que es capaz de hidrolizar los fosfolipidos oxidados presentes en
las LDLox (Barter et al., 2004). Por otra parte, las HDL inhiben la expresion de
moléculas de adhesion en las células endoteliales disminuyendo la adhesién de

monocitos y su subsiguiente migracion a la pared arterial (Barter, 2002).

En estadios mas avanzados en los que los procesos de disfuncién endotelial,
oxidacion de LDL y acumulacién cronica de células espumosas se encuentran

aumentados, los mecanismos compensatorios llevados a cabo por las HDL resultan
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ineficaces y la lesion aterosclerdtica se agrava. Los linfocitos, principalmente linfocitos
T, también reclutados al subendotelio vascular, desempefan un papel determinante en
la cronificacion del proceso iniciado. La activacién de linfocitos T favorece en los
macrofagos la secrecion de citoquinas, como Interferony (IFNy) y factores de necrosis
tumoral TNFa y TNFB (del inglés, Tumor Necrosis Factor), amplificando la respuesta
inflamatoria y estimulando la proliferacién de macrofagos (Ross, 1993). La secrecion
de citoquinas y la liberacion de factores de crecimiento por macréfagos y células T
activan, a su vez, a las CMLVs las cuales cambian de un fenotipo contractil no
proliferativo, tipico de arterias sanas, a un fenotipo mas proliferativo y migratorio (Lusis,
2000). Esta activacion provoca que las CMLVs proliferen, migren y atraviesen la tinica
media y la lamina el&stica interna y se acumulen en la intima. Las CMLVs de la intima
contribuyen a la sintesis de matriz extracelular debido a la secrecion de colageno,
fibronectina y proteoglicanos. En etapas mas avanzadas las CMLVs activadas también
captan lipoproteinas modificadas contribuyendo, junto con las células espumosas
derivadas de macrofagos, al engrosamiento del nucleo lipidico (Owens, 2004; Ross,
1993). La acumulacion de las CMLVs en la parte mas cercana al lumen vascular junto
con la matriz extracelular constituyen la capa fibrosa (Libby, 2011) (Figura 3). La
respuesta proliferativa de las CMLVs y de las células inflamatorias hace que la placa

fibrosa evolucione a una lesién aterosclerética mas compleja.

=
A Copa riross B

O Cuerpos

apoptoticos

Macrofago
apoptoético

Célula
espumosa

Cristal de
colesterol

N

vasorum

Migracion
CMLV

Figura 3. Progresion de la lesion y formacidon de la capa fibrosa. La progresiva acumulacion de
células espumosas aumenta el tamafio de la lesién contribuyendo al engrosamiento del nucleo lipidico.
Los agentes quimiotacticos liberados por estas células promueven la migracion de las CMLVs desde la
media hacia la matriz subendotelial donde proliferan y captan lipoproteinas modificadas. Las CMLVs y los
componentes de la matriz extracelular que secretan forman la cubierta fibrosa (Adaptado de Libby, 2011).
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En general, la enfermedad aterosclerética es asintomatica hasta que se producen
eventos trombaéticos debido a cambios en la placa de ateroma, como son la muerte
celular, procesos de calcificacion y degradacion de la matriz extracelular que conducen
a la erosion y rotura de la lesién. Inicialmente, las placas de ateroma no disminuyen el
lumen vascular debido a que se produce un remodelado positivo compensatorio de la
pared vascular (Bornfeldt and Tabas, 2011). La placa crece y se produce el
adelgazamiento de la media y de la adventicia hasta que el remodelado ya no puede
proseguir, momento en el cual la lesion ateromatosa empieza a crecer hacia el interior
de la luz del vaso y el flujo sanguineo disminuye.

Las placas estables se caracterizan por la presencia de un nucleo lipidico y una
gruesa capa fibrosa con un alto contenido de CMLVs y de matriz extracelular y
escasez de macréfagos. Por el contrario, las placas vulnerables o inestables se
caracterizan por poseer un nucleo lipidico importante, en muchas ocasiones con
nucleos necroticos, y una delgada capa fibrosa pobre en colageno y en CMLVs (Stary
and Rosenfeld, 1995) (Figura 4).

PLACA ESTABLE PLACA INESTABLE

Nucleo lipidico
pequeiio

Hemorragia
intraplaca

Nucleo lipidico

Rotura de placa y
formacion de
trombos

Alto contenido en
macréfagos

Capa fibrosa gruesa Capafibrosafina Ayt densidad de
microvasos

Figura 4. Caracteristicas de la placa estable y la placa vulnerable o inestable. La placa estable es
resistente a la rotura por poseer una gruesa capa fibrosa, con matriz extracelular y CMLVS, y pocos
elementos inflamatorios. Por el contrario, la placa inestable o vulnerable posee una capa fibrosa delgada y
elementos inflamatorios que promueven la erosién y rotura de la placa (Adaptado de W. van Lammeren,
2011).

Uno de los mecanismos que contribuyen a la generacion de placas inestables son

la apoptosis de los macrofagos y la degradacién de la matriz extracelular.

La apoptosis de macrofagos favorece la liberacion de lipidos a la matriz
extracelular que, junto con una deficiente fagocitosis de los mismos por otros
macrofagos, proceso denominado eferocitosis, conduce a la formacién del nucleo
necrético caracteristico de placas avanzadas vulnerables. Esta combinacion es

fundamental en el avance de la lesion, puesto que la muerte de los macrofagos
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también ocurre en lesiones tempranas. Sin embargo, en los estadios iniciales de la
aterosclerosis la eferocitosis es eficiente, lo que lleva a una disminucién de la
celularidad de la lesion y de la inflamacién, evitando asi la progresion y necrosis de la
placa (Moore and Tabas, 2011). Entre los mecanismos que inducen apoptosis en
macrofagos se encuentra la induccion por estrés del reticulo endoplasmatico que
favorece la acumulacion de LDLox y de &cidos grasos saturados (Tabas, 2009).
Ademas, la apoptosis excesiva de macréfagos provoca una disminucién en la
secrecion del factor de crecimiento transformante $ (TGFB del inglés, transforming
growth factor ), lo cual reduce la sintesis de colageno por las CMLVs (Fadok and
P.M., 1998), el contenido en colageno de la placay, por lo tanto, su estabilidad.

Otro mecanismo que contribuye a la vulnerabilidad y la rotura de la placa es la
apoptosis de las CMLVs, proceso generalmente inducido por la muerte celular de
macréfagos cercanos (Moore and Tabas, 2011). Por ejemplo, la secrecion de NO y
TNFa por macréfagos puede desencadenar la apoptosis de las CMLVs (Boyle, 2003),
lo que conlleva a una menor capacidad para sintetizar los componentes de la matriz
celular y una disminucién del grosor de la capa fibrosa. Por otro lado, la secrecién de
IFNy por los linfocitos T en estadios avanzados inhibe la produccién de colageno por
parte de las CMLVs, acelerando el adelgazamiento de la capa fibrosa (Libby, 2010).
Asi, las CMLVs son esenciales para la estabilidad de la placa ya que el mantenimiento
de la matriz extracelular de la placa fibrosa depende del equilibrio entre la sintesis y la

degradacion de las proteinas de la matriz.

Otros procesos que generan placas mas vulnerables en lesiones avanzadas son la
neovascularizacion y la calcificacion asociada (Fuster et al.,, 2005). La
neovascularizacién es un proceso por el cual los vasa vasorum, capilares tipicos de la
capa adventicia, nutren la placa aterosclerética al proporcionar una comunicacion
permanente entre la circulacién sistémica y el ateroma. Dichos capilares invaden la
capa intima y aportan mediadores de inflamacién, factores de crecimiento y sales

minerales que hacen posible la mineralizacion (Demer, 2003; Virmani, 2000).

La mayoria de episodios que producen rotura de placa no causan sintomas
clinicos agudos debido a que la placa expuesta es poco trombogénica en comparacion
con las placas que producen los sintomas coronarios agudos (Fuster et al., 1992).
Algunos de los factores responsables del incremento del potencial trombogénico de la
placa después de su rotura son su contenido de factor tisular y el nimero de células

espumosas derivadas de macrofagos, que liberan esta glicoproteina que inicia la
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cascada de coagulacion y provoca la adhesion de plaquetas circulantes a la pared
vascular (Glass and Witztum, 2001; Libby, 2010; Toschi V, 1997) (Figura 5).
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Figura 5. Rotura de la placa y trombosis. La apoptosis de macréfagos y de CMLVs conduce a la
formacion del ndcleo necrético lipidico y a la acumulacién de colesterol extracelular. La ruptura de la placa
expone los componentes de la sangre al factor tisular iniciando los procesos de coagulaciéon, con
reclutamiento de plaquetas y formacién de un trombo (Adaptado de Libby, 2011).

1.5. Lainflamacion en la aterosclerosis
1.5.1. Las citoquinas en la aterosclerosis

Stanley Cohen introdujo por primera vez la palabra citoquina en 1974. Hasta
entonces el término linfoquina, propuesto por Dumonde en 1969, habia sido utilizado
para designar factores derivados de linfocitos y proteinas secretadas de una variedad
de células, afectando al crecimiento o funcion de diferentes tipos celulares. En 1979, el
nombre de interleuquina se propuso para caracterizar proteinas con “la capacidad de
actuar como senales de comunicacion entre diferentes poblaciones de leucocitos”
(Mizel and Farrar, 1979). En 1989 Balkwill y Burke definieron citoquina como “un
término para un grupo de reguladores celulares que se producen por una amplia
variedad de células en el cuerpo, juegan un importante papel en diferentes respuestas
fisioldgicas, estan involucradas en la patofisiologia de una serie de enfermedades y
tienen un potencial terapeutico” (Balkwill and Burke, 1989). Las células involucradas
en el proceso aterosclerético incluyen células vasculares (endotelio y musculo liso),
monocitos/macréfagos, linfocitos (T, B, NK), células dendriticas y mastocitos. Ellas
secretan o0 son estimuladas por factores solubles como péptidos, glicoproteinas,
proteasas y un conjunto de citoquinas (Nathan, 2002; Tedgui and Mallat, 2006).
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Hoy en dia, las citoquinas consisten en mas de 50 factores involucrados en la
comunicacion intercelular, la cual regula procesos biolégicos como el crecimiento
corporal, lactancia, adiposidad y hematopoyesis. Las citoquinas se agrupan en varias
clases: interleuguinas (IL), factores de necrosis tumoral (TNF), interferones (IFN),
factores estimulantes de colonias, factores de crecimiento transformante vy
quimiocinas. Son especialmente importantes para la regulacién de las respuestas
inflamatorias e inmunes y tienen funciones cruciales en el control de la inmunidad
adaptativa e innata. Las células T helper (Th), que han sido clasificadas segun las
citoquinas que secretan, dando como resultado o bien una respuesta inmune mediada
por células Thl, asociadas con la secrecion de IL2 e IFN, o bien una respuesta inmune
humoral mediada por células Th2 y asociada con la secrecién de IL4, IL5, IL10 e IL13.
Las citoquinas se clasifican de acuerdo con la homologia estructural de sus receptores
en clase | y clase Il, y presentan las siguientes caracteristicas (Koenen and Weber,
2011; Tedgui and Mallat, 2006):

1-Muestran actividades pleiotrépicas: pueden provocar diferentes respuestas celulares

dependiendo del tipo celular y contexto.

2-Actlan sinérgicamente: la asociacion de dos citoquinas amplifica su actividad.

Inducen la expresion de otros receptores de citoquinas.

3-Actian de una manera autocrina o paracrina: pueden estimular a la propia célula

que la produce o pueden intervenir a través de interaccién directa célula-célula.
4-Normalmente comparten subunidades de receptores de las citoquinas.

Las citoguinas también se clasifican de acuerdo a su actividad pro o antiaterogénica
(Tabla 1).
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Tabla 1. Citoquinas proaterogénicas y antiaterogénicas

Citoquinas proaterogénicas Citoquinas antiaterogénicas

Familia TNFR
TNF-a
Linfotixina
CD40L

Familia IL1
IL1 IL1ra
IL18 IL18BP

Citoquinas clase |

IL2

IL4

IL6 IL6
IL12 IL9

Citoquinas clase Il
IFN-y IL10

Factores hematopoyéticos

M-CSF

Quimiocinas/receptores quimiocinas
IL8/CXCR2

MCP1/CCR2

Fractalkina/CX3CR1

MIF

Familia TGFB TGFB

1.5.2. Las células inflamatorias en la aterosclerosis

En la sangre se pueden distinguir diferentes poblaciones de leucocitos con
diferentes fenotipos y que predisponen a la aterosclerosis y a la ECV. Los monocitos
circulantes comprenden un 10% y un 4% del total de los leucocitos en humanos y
ratones respectivamente. Los monocitos se componen de diferentes subpoblaciones
dependiendo de los marcadores que presentan en la superficie celular y, por tanto,
tienen caracteristicas funcionales distintas por lo que esta variedad puede ser
relevante en el proceso de la aterosclerosis. Las subpoblaciones difieren en su
fenotipo, tamafio, morfologia y granulacién (Jaipersad et al., 2014). Los monocitos
humanos se diferencian por los marcadores CD14 (parte del receptor del
lipopolisacarido) y CD16 (también conocido como Fcylll) que se expresan en la
superficie celular, clasificandose como monocitos clasicos CD14++, intermedios
CD14++CD16+ (ambos inflamatorios) y alternativos CD14+CD16++ (antiinflamatorios)
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Los monocitos circulantes en el raton se clasifican en
dos principales subpoblaciones, Ly6C" y Ly6C°"“. Los monocitos Ly6C" son

proinflamatorios y reclutados en los eventos inflamatorios en los tejidos, como la
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formacion de la placa de ateroma. Su reclutamiento es altamente dependiente de
MCP1 por lo que expresan elevados niveles del receptor de MCP1. Dadas sus
caracteristicas, se proponen como precursores de los macréfagos proinflamatorios M1.
Normalmente representan un 50% de los monocitos en ratones, pero este porcentaje

incrementa con la hiperlipidemia.

A diferencia de los Ly6C", los monocitos Ly6C'°" poseen funciones de vigilancia,
se presupone que son precursores de los macrofagos antiinflamatorios M2 asociados
a la funcién de reparacion de tejido. Expresan niveles elevados del receptor CX3CR1y
bajos niveles de Ly6C. También se ha propuesto que los monocitos Ly6C"" son
equivalentes a la subpoblacion de monocitos antiinflamatoria CD14+CD16++ en
humanos (Moore et al., 2013) mientras que los monocitos Ly6C" se proponen como
los equivalentes a las subpoblaciones de monocitos CD14++ y CD14++CD16+.

Todas las células presentes en las placas ateroscleroéticas son capaces de producir
citoquinas (Figura 6). Los macrdfagos son, sin duda, la fuente principal de citoquinas
en la placa de ateroma. Actualmente la clasificacion més extendida es la de
macrofagos con activacion clasica (macréfagos M1) o con activacion alternativa
(macréfagos M2). Esta nhomenclatura fue propuesta para establecer un paralelismo
entre los macréfagos M1 y la respuesta Thl, y los macréfagos M2 y la respuesta Th2
(Mantovani et al., 2004). Los estimulos que producen la diferenciacion de un
macrofago hacia M1 son IFNy, TNFa e inductores de éste tales como ligandos del TLR
(del inglés, Toll-Like Receptor) y el lipopolisacarido (LPS). Una vez activados los
macrofagos M1 son capaces de iniciar mecanismos efectores como la muerte de
parasitos intracelulares, lisis de células tumorales, produccion y secrecion de
citoquinas como IL1B, IL6, IL18, TNFa, CCL3, CXL9 y CXCL10, generacion de 6xido
nitrico, aumento en la expresién del CMH tipo Il, CD86 y de la presentacion antigénica
asociada a células T, por ello que se consideran células con propiedades
aterogénicas. Los estimulos que producen la diferenciacion de un macréfagos hacia
M2 son IL4, I1L13, IL1, IL10 y la vitamina D3 entre otros. Dentro de los M2 encontramos
los subtipos M2a, de activacion mediada por IL4 e IL13, M2b, y los macréfagos M2c
cuya activacion esta mediada por IL10 y los glucocorticoides. Se consideran por tanto
células con menor actividad aterogénica (Moore et al.,, 2013). En la placa
aterosclerdtica, el INFy puede ser producido por células Th1 CD4+, células CD8+ y
células T NK. Hay que destacar que las quimiocinas pueden tener una estrecha

relacion evolutiva con los receptores basura o scavenger en que las quimiocinas
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generalmente tienen una actividad similar a la de éstos, uniendo LDLox a través de su

dominio de unién al receptor. (Koenen and Weber, 2011; Tedgui and Mallat, 2006).
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Figura 6. Citoquinas involucradas en la aterogénesis. Las citoquinas son producidas por diferentes
tipos celulares, incluyendo células vasculares, células inflamatorias y adipocitos. IL12 e IL18 son
producidas por los macréfagos y son potentes inductores de IFNy y promueven la diferenciaciéon de
células T nacientes en células Thl proaterogénicas. Los macréofagos o citoquinas derivadas de
macréfagos también activan las células musculares lisas (CMLV) y células endoteliales (CE) para producir
una serie de mediadores proinflamatorios. Por otra parte, las citoquinas antiinflamatorias IL10 y TGF,
también producidas por macréfagos, promueven la diferenciacion de las células Treg antiaterogénicas.
Otros mediadores antiinflamatorios con propiedades antiaterogénicas potentes incluyen la IL1.
Curiosamente, IL4, el prototipo de las células Th2, tiene propiedades proinflamatorias en las CE. Los
adipocitos producen ambos mediadores pro y antiinflamatorios. La leptina activa las células Thl pero
inhibe la funcion de las células Treg. La adiponectina ha mostrado que amortigua la activacion de
macréfagos (Adaptado de Tedgui, 2006).

Los linfocitos T residen principalmente en la capa adventicia de las arterias sanas
no inflamadas. Sin embargo se ha observado que en condiciones de aterosclerosis
aumenta el reclutamiento de células T en la aorta, tanto en humanos como en
diferentes modelos animales (Tse et al., 2013). Entre las células T que expresan el
marcador CD4, las células Thl son proaterogénicas, las células Treg son
ateroprotectivas, y el papel de las células Th2 y Th17 no esta bien definido (Tse et al.,
2013). Las células Treg se caracterizan por poseer una actividad supresora de las
células efectoras inmunes. Se ha demostrado que juegan un papel en la prevencion de
la aterosclerosis y tienen diferentes fenotipos funcionales. Son una poblacion que se
define como células T que expresan CD4, CD25 vy el factor de transcripcion Foxp3

(Foks et al., 2015). Las ceélulas Treg maduran en el timo y tienen receptores de
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linfocitos con una alta afinidad por autoantigenos (pero que han escapado de la
seleccidn negativa) y son por lo tanto capaces de regular negativamente efectos
inmunes proinflamatorios a través de las citoquinas IL10 y TGFf. Estas células T son
Gnicas en que no requieren de la exposicién de antigeno en la periferia para obtener

sus actividades inmunorepresoras (Koenen and Weber, 2011).

1.5.3. El eje inflamatorio LIGHT(TNFSF14)/Receptor Linfotoxina-

Las linfotoxinas (LT) son miembros de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral 14 (TNFSF14, del inglés tumor necrosis factor superfamily), un grupo de
ligandos y su correspondiente familia de receptores (Owens et al., 2010). Varios de los
mas de 40 miembros de la superfamilia del factor de necrosis tumoral son moléculas
proinflamatorias o citoquinas solubles y otras son proteinas de membrana que pueden
unir receptores sobre células adyacentes. Dos miembros de esta familia, la linfotoxina
y LIGHT (del inglés, lymphotoxin-like, exhibits inducible expression, and competes with
HSV glycoprotein D for HVEM, a receptor expressed by T lymphocytes), comparten
caracteristicas con el factor de necrosis tumoral, como promover la inflamacion, la

muerte celular y la defensa contra patégenos (Hansson, 2007).

LIGHT es una proteina transmembrana coestimuladora tipo Il de 29 kDa que se
expresa en la superficie de las células T activadas. Esta implicada en el mantenimiento
de la homeostasis en células dendriticas, plaguetas, monocitos y granulocitos.
Ademas, estd involucrada en la regulacion de la superviviencia y proliferacion celular y
en la respuesta inmune innata y adaptativa (Chellan et al., 2013; Mauri et al., 1998;
Otterdal et al., 2015). LIGHT tiene tres receptores, HVEM (del inglés, Herpesvirus
entry mediator) expresado predominantemente sobre células T, LTB-R (del inglés,
linfotoxin-B receptor) encontrado sobre células estromales y el receptor de reclamo 3,
gue solo se ha detectado en humanos (Chellan et al., 2013). El LT-R se expresa en
células estromales de los tejidos linfoides, en los hepatocitos y macréfagos. Juega un
papel importante en la comunicacion entre células T y en la presentacion de antigenos
a través de la activacion de estas células. Ademas, estéd implicado en la expresion de
citoquinas inflamatorias y en la induccién de apoptosis (Wei et al., 2006). La unién de
LT y LIGHT con el LT-R conduce a la expresion de quimiocinas implicadas en

enfermedades inflamatorias (Hansson, 2007; Owens et al., 2010).
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1.5.4. El eje inflamatorio LIGHT(TNFSF14)/LTB-R en la aterosclerosis

Estudios recientes relacionan al eje inflamatorio LIGHT(TNFSF14)/LTB-R con los
procesos inflamatorios de la aterogénesis. Se ha observado que en ratones
envejecidos apoE-/- la activacion de las CMLVs y la expresién de diferentes citoquinas
inflamatorias en las placas de ateroma en aorta abdominal esta mediada por el LTB-R
(Grabner et al.,, 2009). También se ha mostrado un incremento de los niveles
plasmaticos de LIGHT en pacientes con angina inestable (Scholz et al., 2005) y altos
niveles de LTB-R circulantes en la aterosclerosis en humanos (Owens et al., 2010).

Por otro lado, existen investigaciones que han sefialado a LT y a LIGHT como
moléculas clave en la aterosclerosis de manera indirecta al modular el metabolismo
lipidico. Asi, la desregulacion de la expresion de LIGHT en las células T resulta en
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (Lo et al., 2007) debido a una inhibicion de la
HL. Curiosamente, en el ratdn deficiente para el receptor de LDL, que carece de la
capacidad de controlar los niveles lipidicos en sangre, la inhibicion de la sefializacién
de LIGHT con el receptor soluble de la linfotoxina B atenua la dislipidemia. De esta
manera el sistema inmune influye directamente en el metabolismo de los lipidos y, por

lo tanto, en el desarrollo de aterosclerosis (Lo et al., 2007).

Sin embargo estudios en ratones que carecen del LTB-R han dado lugar a
resultados discrepantes en el desarrollo de la aterosclerosis (Grandoch et al., 2015; Hu
et al., 2015). En uno de los estudios, la inactivacién genética de L{Br en ratones apoE-
/- disminuyé la aterosclerosis por el aumento de la subpoblacion de monocitos Ly6C'*"
(Grandoch et al., 2015), mientras que en el estudio de Hu, los ratones apoE-/- LtBr-/-
mostraron una aterosclerosis acelerada y demostraron que la via CMLV-LTB-R es
ateroprotectiva por el mantenimiento de la homeostasis de las células T y el tamafio de
los érganos linfoides terciarios aérticos (Hu et al., 2015). Estos estudios indican un

papel complejo de este eje inflamatorio en el proceso aterosclerotico.
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1.6. Modelos murinos de aterosclerosis. El raton deficiente en apolipoproteina E
como modelo de hipercolesterolemiay aterosclerosis

La apolipoproteina E (apoE) es un potente modulador de los niveles de colesterol y
lipoproteinas plasmaticas debido a su capacidad de interaccién con miembros de la
familia del receptor de las LDL. La apoE es una proteina plasmatica con un peso
molecular aproximado de 34 KDa constituyente de todas las lipoproteinas (Meir and
Leitersdorf, 2004). Como ligando del receptor de las LDL, participa en el transporte y
captacién de colesterol. Est4 presente tanto en ratones como en humanos y se
expresa en un amplio conjunto de tejidos, como higado, cerebro, bazo, pulmoén,
glandula adrenal, ovario, rifién, masculo (Mahley, 1988) y macréfagos (Lammers et al.,
2011).

El raton deficiente en apoE (apoE-/-) es un modelo experimental de
hipercolesterolemia y aterosclerosis generado simultdneamente por dos laboratorios
independientes mediante recombinacién homodloga, de modo que el gen de apoE se
remplazé en parte con el gen de la resistencia a neomicina produciendo su
interrupciéon (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992; Zhang et al., 1992). Los
ratones apoE-/- son sanos, viables, fértiles y de peso similar a los ratones silvestres
(WT, del inglés Wild Type). Sin embargo, la ausencia de apoE hace que las
lipoproteinas que la contienen no puedan ser captadas y metabolizadas eficientemente
por sus receptores, por lo que se produce hipercolesterolemia con niveles elevados de
c-VLDL vy niveles disminuidos de c-HDL comparado con ratones WT. Los niveles de

triglicéridos (TG) no estan afectados en ratones apoE-/-.

La hipercolesterolemia propia de los ratones apoE-/- desencadena el desarrollo de
lesiones ateroscleroscleréticas de manera espontanea, con formaciéon de depdsitos de
células espumosas en la aorta proximal que producen oclusién grave de las arterias
aproximadamente a los ocho meses de edad (Piedrahita et al., 1992; Zhang et al.,
1992). Estos procesos se agravan significativamente cuando los ratones apoE-/- son
alimentados con dietas ricas en grasas y colesterol (Breslow, 1996; Smithies and
Maeda, 1995). Cabe destacar que las placas ateromatosas que desarrollan los ratones
apoE-/- presentan caracteristicas similares a las que se forman en humanos por lo que
es un buen modelo animal para estudiar los mecanismos moleculares responsables
del inicio y progresion de la aterosclerosis y para investigar los factores genéticos y
ambientales que modifican el proceso aterogénico (Nakashima et al., 1994; Zhang et
al., 1992).

35



Introduccién

2. FACTORES DE RIESGO DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR (ECV): LA
DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DMT2) Y EL SINDROME METABOLICO (SMet)

2.1. Caracteristicas de la DMT2 y del SMet

Un factor de riesgo se define como una caracteristica relacionada causalmente
con el aumento de frecuencia de una determinada enfermedad por lo que constituye

un factor predictivo, aunque independiente, del riesgo de contraer dicha enfermedad.

En 1948, el Servicio de Salud Publica (NHLBI, del inglés, National Heart, Lung, and
Blood Institute) de Estados Unidos inicio el estudio Framingham con el fin de identificar
los factores de riesgo de ECV. El estudio, todavia en curso, ha identificado hasta la
fecha una serie de factores genéticos y ambientales en el desarrollo de la ECV, entre
los que se encuentran concentraciones elevadas de lipidos en sangre (en particular
colesterol y triglicéridos), desarrollo de resistencia a insulina (Rl), DMT2, hipertension,
obesidad e hiperglucemia (Grundy et al., 2005).

Segun los criterios propuestos en el afio 2001 por el “National Cholesterol
Education (NCEP) Program Adult Treatment Panel Il (ATP Ill)” el SMet se define por
la presencia de al menos tres de las siguientes alteraciones: obesidad abdominal,
hipertrigliceridemia, bajos niveles de colesterol HDL, hipertensién y valores alterados
de glucosa en ayunas (Alberti et al., 2009) (Tabla 2). Estas alteraciones combinadas
conducen al desarrollo de Rl que es la antesala de la DMT2 (Alberti et al., 2009;
Grundy et al.,, 2005) y se cree que es el nexo de union entre SMet/DMT2 vy el
desarrollo de ECV (Biddinger and Kahn, 2006).

Tabla 2. Criterios diagnésticos del SMet propuestos por el “Program Adult
Treatment Panel Il (ATP Ill)” (Grundy et al, 2005)

>102 en hombres
>88 en mujeres

Circunferencia de la cintura (cm)
Triglicéridos >150 mg/dL (1,7 mmol/L)

<40 mg/dL (1,03 mmol/L) en hombres

el e <50 mg/dL (1,3 mmol/L) en mujeres

Presion arterial sistolica 2130 mmHg

R A Presién arterial diastélica 285 mmHg

Glucosa en ayunas >100-110 mg/dL

36



Introducciéon

La DMT2 y el SMet son dos de los factores de riesgo mas importantes con un alto
impacto sociosanitario ya que aumentan de 2 a 10 veces el riesgo de desarrollar
aterosclerosis y ECV. Segun datos de la OMS se estima que la poblacién afectada por
DMT2 en el afio 2030 alcanzard los 366 millones (Wild et al., 2004) debido, entre
otros, al envejecimiento de la poblaciébn y a la adquisicion de estilos de vida
sedentarios que conllevan a una disminucion de la actividad fisica y un aumento de la
obesidad (Alberti et al., 2009; Hossain et al., 2007; Nunn et al., 2009). En Espafia se
estima que la prevalencia de la DMT2 aumentar4 en un 40% en el afio 2025, en
comparacion con el afio 2000 (Conget, 2002).

Por otro lado, la prevalencia del SMet aumenta con la edad y con el sobrepeso,
situdndose alrededor del 24% en la poblacion general y cerca del 50% en los
pacientes con alguna alteraciéon cardiovascular. Por ello es de gran relevancia
investigar los mecanismos implicados en el desarrollo de la ECV asociada a estas
enfermedades metabdlicas. De hecho, la presencia de RI por si sola aumenta el riesgo
de ECV (Pirro, 2002) y se manifiesta como una asociacion de sintomas que
comprenden la intolerancia a la glucosa, dislipidemia, obesidad e hipertension que a

su vez favorecen la aparicion de la DMT2 y de la ECV (Figura 7).
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Figura 7. La Rl y su relaciéon con la ECV y la DMT2. La RI juega un papel pivote en el desarrollo de
algunas alteraciones metabdlicas caracteristicas del SMet (en amarillo). Estas alteraciones metabolicas
promueven el desarrollo de distintas patologias (en naranja). (PCOS, sindrome de ovario poliquistico)
(Adaptado de Biddinger, 2006).
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La RI se define como una pérdida de la sensibilidad a esta hormona causada por
una reducida sefalizacién en sus tejidos diana periféricos, como son el musculo o
tejido adiposo, entre otros, produciendo una alteracion del metabolismo de la glucosa
(Biddinger and Kahn, 2006). La falta de sensibilidad a la insulina en el higado aumenta
la produccion endbégena de glucosa, gluconeogénesis, favoreciendo el desequilibrio
glucémico. Inicialmente, las células B pancreaticas compensan la pérdida de
sensibilidad e incrementan la secrecion de insulina, mediante la hiperplasia de la
célula B, para mantener los niveles normales de glucosa lo que conlleva un estado de
hiperinsulinemia. Sin embargo, la continua estimulacion de la secrecién de insulina
conduce a la hipertrofia de las células f pancreaticas, que acaban deteriorandose.
Cuando este deterioro se agrava se produce una disminucién en la produccion de
insulina y finalmente provoca la elevacion en la concentracion de glucosa en plasma.
Niveles elevados de glucemia promueve la glucotoxicidad y dafo en las células B, lo
que conduce a su muerte por apoptosis y al establecimiento de la hiperglucemia
caracteristica de la DMT2 (Grundy et al., 2005; Semenkovich, 2006). En condiciones
normales la apoptosis es minima y es compensada mediante procesos de neogénesis
o0 regeneracién de las células B pancreaticas manteniéndose el equilibrio entre
apoptosis y regeneracion. Sin embargo, en estados de RI el balance se pierde y la
apoptosis excede la regeneracion de las células B produciendo la disminuciéon de la

masa celular y acelerando la aparicion de DMT2 (Rhodes, 2005).

Ademas, la pérdida de sensibilidad a insulina en el tejido adiposo induce la
movilizacién de la grasa, aumentando en los adipocitos la lipdlisis de los triglicéridos y
favoreciendo el flujo de acidos grasos libres hacia la sangre. Los niveles elevados de
acidos grasos acaban produciendo lipotoxicidad también en musculo y en higado,
afectando al transporte y captacion de la glucosa, mientras que en células B de
pancreas acaban impidiendo la secrecién de insulina (Beckman et al., 2002; Lewis,
2002).

2.2. La sefalizacién de lainsulina

En estados de homeostasis, la insulina regula el metabolismo y el crecimiento
celular mediante la activacion del receptor de la insulina (INS-R, del inglés insulin
receptor) situado en la membrana plasmatica. El INS-R es una proteina

heterotetramérica formada por dos subunidades a extracelulares unidas por puentes
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disulfuro que contienen el sitio de unién a la insulina, y dos subunidades B
transmembrana que poseen actividad tirosina-quinasa en su dominio citoplasmatico.
La union de la insulina a la subunidad a induce la fosforilacion de una de las
subunidades B del receptor en residuos especificos de tirosina, produciéndose una
rapida cascada de autofosforilacién del propio receptor que permite a las subunidades
B fosforilarse entre si y fosforilar a las proteinas IRS (del inglés, Insulin Receptor
Substrate) (Chang L, 2004; Virkamaki A, 1999) (Figura 8).

Insulina

] Dominio de fijacion de la hormona

Membrana

\/ \/ ] Dominio de fijaciéon de la tirosina

Figura 8. Estructura del INS-R. El INS-R se compone de dos unidades a, responsables del
reconocimiento de la insulina, y de dos unidades 3 transmembrana. Tras la unién de la insulina, el INS-R
se activa mediante fosforilacién y transduce la sefial mediante fosforilaciéon a los efectores intracelulares
IRS, los cuales son reciclados continuamente y desencadenan las cascadas de sefializacion.

Los componentes de la familia de las IRS son proteinas con un peso molecular que
varia entre 60 y 185 KDa. Contienen un dominio PH (del inglés, Pleckstrin Homology),
un dominio de unién tirosina (PTB, del inglés, Protein Tyrosine-Binding) y numerosos
residuos de tirosina que, tras ser fosforilados, se unen a los dominios SH (del inglés,
Src Homology) de proteinas efectoras, como la quinasa fosfatidilinositol 3 (PI3K, del
inglés, Phosphatidylinositol 3-Kinase) y Grb2 (del inglés, Growth factor Receptor-
Bound protein 2). Estas, a su vez, activan, respectivamente, las vias de sefializacién
de la PI3K y de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés Mitogen-
Activated Protein Kinases) (Biddinger and Kahn, 2006) (Figura 9). De este modo la
insulina regula el metabolismo energético, la expresién de sus genes diana y ejerce

efectos mitogénicos (Avruch, 1998).
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Figura 9. Activacion de las vias de sefializacion de la insulina. Tras la unién de la insulina con su
receptor y la fosforilacion de las proteinas IRS éstas se unen a dominios SH de proteinas efectoras que
activaran las vias de sefializacion de PI3K y MAPK (Adaptado de Biddinger, 2006).

Existen distintas formas de IRS con funciones especificas. En el raton se han
caracterizado cuatro componentes: IRS1, IRS2, IRS3 e IRS4. En humanos sélo se han
identificado las proteinas IRS1, IRS2 e IRS4 (Bjornholm et al., 2002). IRS1, que es
ubicua en diferentes tejidos, esta implicado en el crecimiento somatico celular (Araki et
al., 1994) y parece ser el principal mediador de la sefializacion por insulina en musculo
esquelético y en tejido adiposo (Nandi et al., 2004). IRS2 se expresa en casi todas las
células y tejidos y posee unos papeles importantes en la accion de la insulina en el

higado y en el mantenimiento de las células B pancreaticas.

Si bien tanto IRS1 como IRS2 se expresan en células § pancreaticas, IRS2 es el
gue desempefia un importante papel en la regulacién de las células B (Rhodes, 2005).
El aumento en la expresiéon de IRS2 promueve la replicacion de las células B del
pancreas, la neogénesis y la supervivencia, mientras que la disminucién en su
expresion conduce a una deficiencia en la secrecion de insulina y a una reduccién en
la masa de las células 3 causado por un aumento en la apoptosis (Kubota et al., 2000;
Rhodes, 2005; Withers et al., 1998).

Numerosos estudios han demostrado las funciones especificas de los
componentes IRS o del INS-R en la sefalizacion de la insulina demostrando también

gue alteraciones de ellos producen caracteristicas de Rl y DMT2 (Biddinger and Kahn,
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2006). Asi, los ratones deficientes para IRS2 desarrollan DMT2 y presentan R, tanto
en tejidos periféricos como en higado, pero también una disminucion en la funcién de
las células B pancreaticas (Withers et al.,, 1998). A diferencia del fenotipo diabético
grave de los ratones deficientes en IRS2, la inactivacibn de IRS1 en ratones sélo
produce una moderada RI en tejidos periféricos y defectos en la tolerancia a la
glucosa, pero no provoca diabetes (Chang L, 2004). La RI en ratones deficientes en
IRS1 va acompafiada de una hiperplasia compensatoria de las células [ pancreaticas
mediada por IRS2 (Kido et al., 2000; Withers et al., 1999; Withers et al., 1998).
Ademas, la sefalizacion por insulina es casi normal en el higado de ratones Irs1-/-
cuya funcion es reemplazada presumiblemente por IRS2. Sin embargo, el crecimiento
pre y post-natal de los ratones Irs1-/- esta fuertemente reducido (Araki et al., 1994;
Withers et al., 1998). Estos resultados en modelos murinos indican que la sefializacion
por insulina a través de IRS2 es necesaria para la diferenciacion, crecimiento y/o
supervivencia de las células B. IRS1 es un mediador del crecimiento somaético,

mientras que ambas proteinas estan implicadas en la RI periférica.

Por otro lado, los ratones deficientes para el INS-R nacen con un ligero retraso en
el crecimiento y se observa un incremento progresivo en los niveles de glucosa y un
aumento transitorio de los niveles de insulina. A los pocos dias del nacimiento se
produce el dafio en las células B y muerte por cetoacidosis diabética. Este fenotipo
indica que el INS-R es necesario para la supervivencia pero no para el control

metabdlico y el crecimiento prenatal (Nandi et al., 2004).

2.3. Via de sefalizaciéon de la PI3K y via de sefializacion de las MAPK

La sefializacion de la insulina a través de la via de PI3K juega un papel esencial en
la captacion de glucosa y es el principal mediador de los efectos metabdlicos de la
insulina como son la sintesis lipidica, la sintesis de proteinas y el metabolismo

glucémico.

PI3K es un heterodimero compuesto por una subunidad reguladora, p85, con ocho
isoformas conocidas, y una subunidad catalitica, p110, de la que se conocen tres
isoformas (Biddinger and Kahn, 2006). Tras la fosforilacion de los residuos de tirosina
inducidos por la unién de la insulina al INS-R, IRS fosforila la subunidad reguladora
p85 de PI3K, promoviendo su cambio conformacional y la uniéon de la subunidad

catalitica p110, con la consiguiente activacién de PI3K (Chang L, 2004). Esto provoca
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la fosforilacién de fosfolipidos de membrana, siendo uno de los principales productos
el fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIPs), el cual regula la localizacién subcelular y la
actividad de numerosas proteinas. El incremento de PIPs; estimulado por insulina
induce el reclutamiento y activacién de proteinas que contienen dominios PH, como la
serina-treonina quinasa PDK1 (del inglés, Phosphatidylinositol Dependent Kinase 1).
PDK1 activada fosforila y activa serina-treonina quinasas adicionales siendo las mas
relevantes las tres isoformas de la proteina Akt (del inglés, V-akt murine thymoma viral
oncogene homolog kinase) (Nandi et al., 2004). Se ha demostrado que la disminucion
de Akt2 produce una pérdida de sensibilidad a la insulina y una reduccién en la
disposicién de glucosa (Cho et al.,, 2001). De hecho, ratones deficientes para Akt2
exhiben RI e intolerancia a la glucosa debido a una disminucién en la captacién de
glucosa en musculo esquelético y a un incremento en la produccion hepética de
glucosa (Asano et al., 2007; Cho et al., 2001). Tras su fosforilacion, Akt promueve la
translocacion de los transportadores de glucosa GLUT (del inglés, Glucose
Transporter) desde el interior de la célula a la membrana plasmatica y la consiguiente
entrada de glucosa al interior celular. Los transportadores GLUT presentan distintas
isoformas que se expresan en distintos tejidos. En musculo esquelético y en adipocitos
la insulina induce la translocacion de GLUT4, mientras que GLUT2 se expresa en
higado y en células B pancreaticas de raton. De hecho, ratones deficientes para
GLUT2 exhiben hiperglucemia acompafiada por una elevacion de &cidos grasos

circulantes y mueren a las tres semanas de vida (Remedi and Nichols, 2009).

La via de sefializacion de las MAPK regula principalmente los efectos mitogénicos
de la insulina (Biddinger and Kahn, 2006). Tras la unién a su receptor, la insulina
estimula la fosforilacion de las proteinas Shc y de los residuos de tirosina de IRS,
permitiendo la union de ambos al factor de crecimiento Grb2, el cual se activa y recluta
al factor Sos (del inglés, Son Of Sevenless) formando complejos Grb2-Sos. Los
complejos Grb2-Sos activan a la proteina Ras y estimulan su union a GTP, liberando
GDP (Kim et al., 1998) y activando secuencialmente a las quinasas Raf, MEK y
ERK1/2 vy, finalmente, desencadenando la cascada de sefializacion que conduce al

crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular.
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2.4. Efectos de la DMT2 y del SMet en la ECV

Numerosos estudios clinicos ponen de manifiesto una clara relacion entre
DMT2/SMet y el riesgo de desarrollar complicaciones vasculares (Askari et al., 2002;
Beckman et al., 2002; Gerstein and Yusuf, 1996; Stolar and Chilton, 2003) y otros
estudios han descrito numerosas alteraciones en diferentes tipos celulares. Asi se han
encontrado cambios en células endoteliales, en CMLVs y en plaguetas que aceleran el
proceso aterosclerdtico, aumentan la inestabilidad de la placa y favorecen la formacion
de trombos, aunque los mecanismos que subyacen no estan totalmente esclarecidos
(Tabla 3) (Askari et al., 2002; Beckman et al., 2002; Kanter et al., 2007; Moreno and
Fuster, 2004; Semenkovich, 2006; Stolar and Chilton, 2003). Asi, los mediadores
inflamatorios caracteristicos del proceso inflamatorio crénico se han descrito que
aumentan la vulnerabilidad de la placa al disminuir la supervivencia de las CMLV de la
capa fibrosa (Martinez-Hervas et al., 2014).

Tabla 3. Alteraciones proaterogénicas y proaterotromboticas en la DMT2/SMet

ALTERACION MECANISMO EFECTOS

Incremento extrés oxidativo Disminucién en la produccion  Disfuncion endotelial
RREY de NO en el endotelio
Incremento de la produccién
de ROS en células
endoteliales y en cMLVs

Incremento en la inestabilidad Disminucién del contenido de  Vulnerabilidad de la
de la placa colageno en la intima por placa

incremento en la expresién o

en la actividad de MMP

Disminucion de la sintesis de
colageno dependiente de las
cMLVs por incremento de la
produccién de citoquinas por
las células endoteliales

Apoptosis de cMLVs mediada

por LDLox
Incremento actividad Activacion de plaquetas y Formacion de trombos
trombogénica alteracion en la actividad

fibrinolitica

La hiperglucemia de la DMT2/SMet induce apoptosis y disminucién en la
proliferacion de CMLVs y de células endoteliales (Averill and Bornfeldt, 2009).

Ademas, la produccion endotelial de NO bloquea la activacion de eNOS (del inglés,
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Endothelial Nitric Oxide Synthase) e incrementa la produccién de especies reactivas
del oxigeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen Species) (Beckman et al., 2002). Estas
alteraciones cambian las propiedades vasodilatadoras del endotelio y favorecen su
disfuncién. ElI aumento de los niveles de ROS debido al estrés oxidativo provoca la
activacion de factores de transcripcién, como NF-kB (del inglés, Nuclear Factor-
KappaB), que regulan la expresiéon de genes que codifican para mediadores de la
aterogénesis, incluyendo moléculas de adhesion de leucocitos al endotelio, proteinas
quimioatrayentes que reclutan leucocitos y monocitos a la pared vascular, y moléculas
proinflamatorias presentes en la placa de ateroma, como TNF-a e interleucina-1 (IL-1)
(Rosen et al., 2001; Schmidt and Stern, 2000). Ademas, la hiperglucemia caracteristica
de la DMT2/SMet favorece la trombogénesis mediante la activacion plaquetaria
reduciendo la produccién de inhibidores plaquetarios. Asi, los pacientes con
DMT2/SMet muestran un aumento en la coagulacion de la sangre debido a la
reduccion en la actividad fibrinolitica, al aumento en los niveles de factores
procoagulantes, como el factor tisular, y a la disminucién en los niveles endégenos de
factores anticoagulantes, como la antitrombina lll y la proteina C, lo que aumenta el
riesgo cardiovascular y favorece la formacion de trombos y la ruptura de la placa
(Beckman et al., 2002).

2.5. Modelos murinos de aterosclerosis acelerada por DMT2/SMet

Nuestras investigaciones y otras procedentes de otros laboratorios apuntan a que
un fallo en la sefalizacién de la insulina, en modelos murinos de aterosclerosis,
contribuye a un aumento de la aterosclerosis en estados de SMet/RI (Baumgartl et al.,
2006; Gonzalez-Navarro et al., 2007; Gonzalez-Navarro et al., 2008; Tabas et al.,
2010) Especificamente, la inactivacion de Irs2 combinada con la ausencia del gen
apoE (raton apoE-/-Irs2-/-) produce intolerancia a la glucosa, RlI, hipercolesterolemia y
acelera el desarrollo de la aterosclerosis (Baumgartl et al., 2006; Gonzalez-Navarro et
al., 2007). Resultados similares fueron obtenidos en ratones deficientes en el LDL-R
con fallo en la sefializacion de la insulina en la linea mieloide causado por la
inactivacion en el INS-R (Tabas et al., 2010). Estos estudios son consistentes con la
asociacion clinica entre RI, DMT2 y aterosclerosis. Ademas, en ratones doble
deficientes apoE-/-Irs2-/- se observé una correlacion positiva entre los niveles
circulantes de insulina y el tamafio de la lesion, sugiriendo que los niveles de insulina

pueden predecir el tamafio de la placa de ateroma (Gonzalez-Navarro et al., 2007).
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Consistente con estos resultados, pacientes con SMet/Rl con mayor riesgo
cardiovascular, mostraron un fallo en la sefalizacion mediada por IRS2/AKT-ERK
(Gonzalez-Navarro et al., 2008). En otro estudio también se mostrdé que ratones con
una reduccion moderada en la expresion de Irs2, apoE-/-Irs2+/-, también desarrollan
caracteristicas de SMet, Rl y aterosclerosis acelerada. Dicha inactivacion parcial de
Irs2, fue suficiente para inducir una mayor captacién de LDLs acetiladas por parte de
los macrofagos, indicando una mayor capacidad de formar células espumosas, y un
aumento en la expresion de la citoquina proaterogénica Mcpl, demostrando un

fenotipo proinflamatorio.

En otro estudio reciente de nuestro laboratorio, también hemos demostrado que los
ratones apoE-/-Irs2+/- ademas de desarrollar mas aterosclerosis presentan placas
mas vulnerables. Concretamente se mostré que uno de los mecanismos implicados en
la generacion de placas vulnerables inducido por la Rl es la induccion de la muerte de
las CMLV debido a una menor proliferacion y a una mayor apoptosis de éstas
produciendo capas fibrosas mas delgadas. Ademas, se demostré una activacion de la
via inflamatoria CX3CR1/CX3CL1 (Martinez-Hervas et al., 2014), un eje inflamatorio
previamente asociado a placa vulnerable y enfermedad coronaria (Combadiere et al.,

2003) lo que contribuye al cambio de fenotipo de las CMLVs provocados por la RI.

Estos ultimos estudios sugieren que los mediadores inflamatorios juegan un papel

fundamental en la aterosclerosis y vulnerabilidad de la placa asociada al SMet/RI.

3. PAPEL DEL LOCUS INK4/ARF EN LAS ENFERMEDADES ASOCIADAS A LA
EDAD

3.1. Estructura génica del locus Ink4/Arf

En 1994 se localiz6 en el cromosoma humano 9p21 un gen supresor de tumores al
que se denomindé MTSL1 (del inglés, Multiple Tumor Supressor 1) (Kamb et al., 1994).
Este gen habia sido descrito previamente como un inhibidor del ciclo celular (Serrano
et al., 1993) y hoy es conocido como pl16"™4, Andlisis posteriores del cromosoma
9p21 pusieron de manifiesto un segundo gen supresor tumoral identificado
independientemente como un miembro de la familia INK4, al que se llam6 p15™K4 o
MTS2 (Hannon and Beach, 1994; Kamb et al., 1994). Ademas, el locus que codifica
para el gen p16™“ da lugar a un segundo producto génico: la proteina p14~T en

humanos y p19*T en ratones (del inglés, Alternative Reading Frame) (Quelle et al.,
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1995). Al locus que contiene estos tres productos génicos se le denomind locus
Ink4/Arf y el proyecto Genoma Humano acufid los términos CDKN2A y CDKN2B para
designar, respectivamente, al locus Ink4a/Arf, que codifica para las proteinas p16"42y
ARF, y al locus Ink4b, que codifica para la proteina p15™k4*, El gen CDKN2A posee
cuatro exones: exén 1, exon 2, exéon 1a y exon 13. Los exones 1a, 2 y 3 codifican para
la proteina p16™K42 mientras que ARF combina los exones 1B, 2 y 3. Aunque ambos
genes comparten exones, los productos génicos no comparten homologia de
secuencia debido a la presencia de promotores independientes que producen un
cambio en la pauta de lectura. El gen CDKN2B posee 2 exones que codifican para la
proteina p15™k4> (Berger and Bardeesy, 2007) (Figura 10).

ANRIL (CDKN2BAS) ARF INK4a
E1 E2 E1B E1a E2 E3
o v R v + B — b
Ne <« Kb S W
——
p15!NKeL ARF p16iNKea

Figura 10. Estructura del locus Ink4/Arf. En humanos, ratones y ratas, la estructura del locus Ink4/Arf
esta altamente conservada. Los exones 1y 2 del gen CDKN2B (Ink4b) codifican para la proteina p15'k40,
El gen CDKN2A (Ink4a/Arf) origina dos transcritos que codifican para las proteinas ARF y p16'™4a, Ambas
proteinas no son homologas al utilizar pautas de lectura diferentes y promotores diferentes, de modo que
comparten los exones 2 y 3, pero el exon la es especifico de p16'Nk42 y el exon 1B es especifico de ARF.
En humanos, existe un cuarto gen CDKN2BAS (del inglés, CDKN2B AntiSense) que codifica para un ARN
antisentido no codificante.

En humanos se ha descubierto un cuarto gen en el locus Ink4/Arf, denominado
CDKN2BAS (del inglés, CDKN2B AntiSense), que codifica para un ARN no codificante
antisentido denominado ANRIL (del inglés, Antisense Noncoding RNA in the INK4
Locus). Este gen, que presumiblemente regula la expresion de los genes CDKN2A vy
CDKNZ2B, abarca una regién de 126.3 Kb y contiene 19 exones. El exén 1B, localizado
en el promotor del gen ARF, se superpone a los dos exones del gen CDKN2B y se
transcribe en sentido opuesto al grupo de genes CDKN2B-CDKN2A (Pasmant et al.,
2010).

En el raton, el locus Ink4/Arf se encuentra en el cromosoma 4 (Jiang et al., 1995;
Quelle et al., 1995) y se desconoce la existencia del gen CDKN2BAS (Visel et al.,
2010).
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3.2. Papel del locus Ink4/Arf en el ciclo celular, senescenciay apoptosis

Durante el ciclo celular la célula duplica su contenido y se divide para generar dos
células hijas: cuando una célula en fase GO de quiescencia o no proliferativa recibe
estimulos mitogénicos entra en fase G1. Tras esta fase se produce la entrada en fase
S o de sintesis de ADN a la que le sigue la fase G2 en la cual la célula se prepara para
la fase M o de mitosis. La transicion G1/S es una de las mas relevantes en mamiferos
y esta regulada por el denominado punto de restriccion que determina el momento en
que la célula deja de depender de sefiales mitogénicas extracelulares para progresar

en el ciclo (Figura 11).

En eucariotas el ciclo celular esta regulado por una familia de protein-quinasas
conocidas como quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, del inglés, Cyclin
Dependent Kinase) y su asociacion con subunidades reguladoras llamadas ciclinas
provoca la entrada y salida de cada fase del ciclo celular (Morgan, 1995).

A su vez, durante la fase G1, los complejos CDK-ciclinas estan regulados por una
serie de polipéptidos conocidos como inhibidores de CDKs (CKIs, del inglés Cyclin
Kinase Inhibitor) que, en mamiferos, se dividen en dos familias: la familia Cip-Kip (del
inglés, CDK Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein) que comprende tres
componentes: p21°Pt, p27XiPl y p57XiP2 v |a familia INK4 (del inglés, Inhibitors of CDK4)
con cuatro miembros, pl6"™4a pi15nkeb  p1ginkic y p1gik4d  Estos (ltimos se unen
especificamente a las quinasas CDK4/6 evitando la formacién de los complejos
CDK4/6-ciclina D y inhibiendo, por tanto, la proliferacién celular por parada del ciclo
en G1 (Hannon and Beach, 1994; Serrano, 1997). Cada componente de la familia
INK4 esta codificado por un Unico gen localizado en los siguientes cromosomas
humanos: p164 y p15'"k4b en el cromosoma 9p21, p18“c en el cromosoma 1p32, y

p19'"k4d en el cromosoma 19p13.
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Figura 11. Fases del ciclo celular. Tras recibir estimulos extracelulares mitogénicos la célula entra en
fase G1. En mamiferos, la transicion mas relevante es G1/S controlada a nivel del llamado punto de
restriccion. En las dos siguientes fases las células llevan a cabo la replicacion de los cromosomas en la
fase S y su segregacion en la fase M. Entre estas dos fases se encuentra la fase G2, durante la cual se
comprueba que la duplicacion del material genético ha sido la correcta y si no es asi, la célula inicia el
proceso de muerte celular por apoptosis.

Como se ha mencionado anteriormente p16"“2y p15"4® junto con el gen ARF y el
ARN antisentido Anril, constituyen el locus Ink4/Arf. La transcripcion del locus Ink4/Arf
se activa en respuesta a estrés oncogénico, resultando en parada del ciclo celular o
apoptosis, por lo que se considera que actia como una de las principales barreras
anti-oncogénicas en mamiferos (Gil and Peters, 2006; Serrano, 2000).

De los tres productos génicos codificantes del locus Ink4/Arf, los CKls p16"4@y
p15"4 inhiben la proliferacién celular formando complejos con CDK4 y CDKS®, los
cuales bloquean la hiperfosforilacibn de RB necesaria para la progresion del ciclo
celular mientras que ARF, aunque no es un CKI, regula el ciclo a través de la via del
gen supresor de tumores p53 (via de p53). Tras la activacion por estimulos
oncogénicos, ARF se une a las ubiquitin-ligasas MDM2 (conocida como HDM2 en
humanos) y ARF-BP1/Mule (del inglés, ARF Binding Protein 1/Mcll-ubiquitin ligase
E3), atenuando su funcién como ubiquitin-ligasas y estabilizando la actividad del
oncosupresor p53 (Chen et al., 2005; Weber et al., 1999) (Figura 12). En respuesta a
sefiales mitogénicas, p53 actla como un potente supresor de tumores gracias a su
capacidad para inducir la muerte celular por apoptosis, proceso que permite la
eliminacion de células tumorales emergentes (Sherr, 2000). De hecho, la actividad
antienvejecimiento de ARF esta mediada por la estabilizacion de p53 que induce la
expresion de genes antioxidantes y facilita la eliminacion de células que han

acumulado dafios irreversibles (Vousden and Lane, 2007). Ademéas ARF, posee un
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papel en la proliferacién, ya que a través de la proteina p53, activa la CKI p21 e impide
la formacion de los complejos ciclina E-CDK2 resultando en la parada de la progresiéon

del ciclo.

Estimulo oncogénico

Ras l
Raf l
MAPK PI3K

}
+— p27+p21 Akt — MDM2

B J_ ‘\ l Ub
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—_— / o A
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@ [ @ — Degradacion de p53
Progresion del ciclo celular Arresto del ciclo,
apoptosis

Figura 12. Modulacion del ciclo celular mediada por los productos génicos del locus Ink4/Arf.
p15'NKab v n]6'NK4a dos de los cuatro CKlis de la familia INK4, inhiben la proliferacion celular al unirse a
CDK4/6 e impedir la fosforilacion de Rb. ARF provoca la acumulaciéon de la proteina p53 al inhibir la
ubiquitin-ligasa MDM2 necesaria para su degradacion, de modo que la célula se detiene en la fase G1 y
se activa la apoptosis (Adaptado de Berger, 2007).

Por otro lado, el locus Ink4/Arf juega un papel crucial durante la senescencia
celular, un proceso caracterizado por detencidon permanente del ciclo celular que
perjudica la capacidad de regeneracion tisular durante el envejecimiento (Gil and
Peters, 2006). Sin embargo, la senescencia es también considerada como el principal
mecanismo de supresion tumoral que protege al organismo frente al cancer. La
induccién de la senescencia durante el envejecimiento produce la activacion
transcripcional del locus Ink4a/Arf con la consiguiente acumulacion de pl16™4 y
parada del ciclo celular (Satyanarayana and Rudolph, 2004). La expresion de p16k4ay
ARF en distintos tejidos aumenta considerablemente con la edad, tanto en ratones
como en humanos (Collado et al., 2007; Krishnamurthy et al., 2004; Satyanarayana
and Rudolph, 2004; Zindy et al., 1997).
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3.3. Papel del locus Ink4/Arf en las enfermedades asociadas a la edad.

Estudios de asociacién génica a gran escala (GWA, del inglés, genome-wide
association) han demostrado asociaciones genéticas entre polimorfismos de
nucleétido simple (SNPs, del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) situados en
una region del cromosoma 9p21 cercana al locus Ink4/Arf y el riesgo de sufrir ciertas
enfermedades asociadas al envejecimiento, como ECV, DMT2, y fragilidad (Sharpless
and DePinho, 2007). Ademas, esta region génica ha sido asociada a un mayor riesgo
de desarrollar varios tipos de canceres (Debniak et al., 2005; Kumar et al., 2001; Shete
et al.,, 2009). Estas asociaciones genotipo-enfermedad han sido replicadas en
multiples estudios independientes (Burd et al., 2010; Consortium, 2007; Doria et al.,
2008; Hannou, 2015; Liu et al., 2009; Samani et al., 2007; Visel et al., 2010). Ademas,
son independientes de factores de riesgo cardiovascular “clasicos”, como la

hipertensién, la obesidad, el tabaquismo o las hiperlipidemias (Figura 13).
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Figura 13. Principales SNPs asociados a ECV, DMT2 y otras complicaciones. Organizacién gendmica
del locus y sus productos génicos. Diferentes SNPs se asocian con complicaciones de la enfermedad
cardiovascular (ECV), diferentes tipos de cancer y DMT2 (Hannou, 2015).

Algunos de los estudios humanos sobre las variantes genéticas anteriores
mostraron que polimorfismos en el gen Cdkn2b se asocian con el indice HOMA-RI
(Ruchat, 2009) mientras que en otros se vincula el metabolismo de la glucosa y de los

acidos grasos con variantes en el gen Cdkn2bas (Bochenek et al., 2013). Otras
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investigaciones han vinculado SNPs asociados a ECV con cambios de expresion en
Anril y Cdkn2a/2b (Congrains et al.,, 2012). En la misma linea, Liu y colaboradores
mostraron que SNPs asociados a un mayor riesgo de aterosclerosis producen una
menor expresion de los transcritos de Cdkn2a en células T (Liu et al., 2009). Estos
datos sugieren un papel protector del locus Ink4/Arf en enfermedades crénicas como
son la DMT2 vy la ECV.

Por otro lado, estudios experimentales en ratones han mostrado un aumento
dependiente de la edad de la expresion del locus Ink4/Arf en diferentes tejidos que
podria limitar el potencial regenerativo de las células madre (Collado et al., 2007; Kim
and Sharpless, 2006; Krishnamurthy et al., 2004; Ressler et al., 2006; Satyanarayana
and Rudolph, 2004; Zindy et al., 1997). Asi, se ha demostrado que el declive de las
células B con la edad ha sido atribuido en parte a un aumento de expresion del locus
(Krishnamurthy et al., 2006). Sin embargo existen varias evidencias de que un
potencial regenerador maximo puede ser perjudicial para el mantenimiento a largo
plazo de las células madre (Collado et al., 2007; Sharpless and DePinho, 2007). Por
otro lado la inactivacion de BP1 que desestabiliza ARF, altera la homeostasis de las
células B, indicando que la via proapoptética mediada por ARF juega un papel critico
en la DM (Kon et al., 2012). Asi, se ha propuesto que la expresion de Ink4/Arf inducida
por la edad podria representar una respuesta defensiva antienvejecimiento para evitar
el agotamiento de las células madre (Collado et al., 2007). De hecho, p16™* y ARF
protegen en el ratén frente al desarrollo de enfermedades asociadas a la edad, como
son la aterosclerosis y el cancer (Collado et al., 2007; Gonzalez-Navarro et al., 2010;
Kuo et al., 2011).

3.4. El ratén transgénico Superink4/Arf

El estudio del ratdn Superink4/Arf ha permitido esclarecer algunos mecanismos
acerca de la proteccion del locus frente a las diferentes enfermedades. El ratén
Superlink4/Arf fue generado por inyeccién de un cromosoma artificial con la estructura
completa de los tres genes p15"“* ARFy p16'4a en oocitos fertilizados (Matheu et
al., 2004). Los ratones resultantes poseen una dosis génica extra del locus que se
expresa y comporta como el gen enddgeno sin tener afectada la viabilidad o la
fertilidad. Asi, los ratones Superink4/Arf muestran un incremento moderado en la
expresion de los productos génicos p16'™¥42 p15™NK4b y ARF en varios tejidos a edades

avanzadas. Los ratones transgénicos Superink4/Arf con ganancia de funcién del locus
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Ink4/Arf, muestran también resistencia frente al cancer inducido tanto por agentes
quimicos como al cancer espontaneo asociado al envejecimiento y expresan
diferentes marcadores antienvejecimiento y una esperanza de vida y un
envejecimiento normal (Matheu et al., 2009; Matheu et al., 2004). Estudios recientes
en nuestro laboratorio demuestran que los ratones transgénicos Superink4/Arf estan
protegidos frente a las alteraciones en la homeostasis de la glucosa asociado a la
edad (Gonzalez-Navarro et al., 2013). Ademas en los ratones Superink4/Arf se
observdé una mejora de la sensibilidad a la insulina asociado a un aumento en la
sefializaciébn mediada por PI3K/IRS2/AKT en higado, corazén y musculo esquelético
(Gonzalez-Navarro et al., 2013).

4. PAPEL DE LA LIPASA HEPATICA EN LAS ENFERMEDADES METABOLICAS

4.1. Papel de la lipasa hepatica en el metabolismo de las lipoproteinas y en la
ECV

El gen de la lipasa hepética conocido como LIPC (del inglés Lipase, hepatic) se
encuentra localizado en el cromosoma humano 15g21-g23 y en el cromosoma 9 en el
ratén. La lipasa hepatica (HL, del inglés hepatic lipase) es una glucoproteina serina
hidrolasa de 64 kDa que se sintetiza en el higado, actia como un homodimero sobre
la superficie endotelial del espacio de Disse y se ancla al endotelio vascular a través
de proteoglicanos de heparan sulfato (Santamarina-Fojo et al., 2004; Teslovich et al.,
2010).

La HL actda como una enzima lipolitica que hidroliza triglicéridos y fosfolipidos,
presentes en las lipoproteinas circulantes en plasma, liberando diglicéridos,
lipofosfolipidos y acidos grasos libres y transformandolas en particulas mas pequefias
y densas (Figura 14). Asi, pacientes con deficiencia en HL presentan
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia y acumulan quilomicrones remanentes,
VLDLs (del inglés very low density lipoproteins), LDLs ricas en triglicéridos y HDLs
entre otros, y predisponen a los sujetos a desarrollar aterosclerosis y ECV. Ratones
deficientes para HL presentan un incremento en las concentraciones plasmaticas de c-
HDL y fosfolipidos y ratones doble deficientes en apoE-/-HL-/- acumulan LDLs, VLDLs
y HDLs. La HL también modula las concentraciones de c-HDL transformando las HDL.

ricas en fosfolipidos en HDLs.
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Ademdés de su funcion lipolitica, HL participa en el metabolismo lipidico y en la
captacion celular de lipidos. Actia como un ligando que facilita la captacién de
lipoproteinas por receptores de superficie celular (LDLr, del inglés LDL receptor; LRP,
del inglés LDLr-related proteina y el receptor basura SR-B1 del inglés, scavenger
receptor B1) y por proteoglicanos (Figuras 14, 15). Estudios in vitro han demostrado
que la HL provoca un aumento de la captacion de quilomicrones, quilomicrones
remanentes, VLDL, LDL y HDL implicando en este proceso tanto a los receptores de
superficie como a los proteoglicanos de superficie. De hecho, estudios en ratones que
expresan solo la forma cataliticamente inactiva de la HL, HL-145G, en ratones apoE-/-
HL-/- y LDLR-/-HL-/- muestran concentraciones de VLDIs, LDLs y HDL
significativamente disminuidas (Freeman et al., 2007; Gonzalez-Navarro et al., 2004).

Triglicéridos Fosfolipidos
HL

Lisolecitina
+ AGL

Diglicéridos
+ AGL

LDL-R, LRP

Figura 14. Esquema de la funcion clasica de la lipasa hepatica como un enzima lipolitico y como
ligando. La lipasa hepatica actia como un enzima lipolitico hidrolizando triglicéridos y fosfolipidos,
presentes en las lipoproteinas circulantes en plasma. Por otro lado actia como un ligando facilitando la
interaccion entre lipoproteinas circulantes en plasma y receptores de superficie celular y proteoglicanos
(Adaptado de Santamarina-Fojo, 2004).

Sin embargo, el efecto del papel de la HL en el metabolismo lipoproteico y en la
captacion celular de lipidos sobre la aterosclerosis es variable siendo aterogénico o
antiaterogénico dependiendo del entorno metabdlico estudiado y la relevancia de las
funciones ligando o lipolitica en dichos entornos (Freeman et al., 2007; Hime et al.,
2008; Nong et al., 2003) (Gonzalez-Navarro et al., 2004).

Asi, una excesiva funcion lipolitca de la HL se relaciona con su papel
proaterogénico. Esto es debido a la generacion de LDLs pequefias y densas (sdLDL),
las cuales son retenidas por el subendotelio vascular mas facilmente y generan células
espumosas, y a los bajos niveles de colesterol HDL. Por el contrario, el aumento en
tamafio y densidad de las particulas LDL en situaciones de baja actividad en

ocasiones es ateroprotectivo ya que estas particulas no son retenidas en el
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subendotelio vascular y finalmente son eliminadas en el plasma mediante la actividad
ligando de la HL. Los bajos niveles o actividad de la HL, elevan los niveles de c-HDL
creando un ambiente antiaterogénico (Brunzell et al., 2011; Carr and Brunzell, 2004;
Santamarina-Fojo et al., 2004) (Figura 15). Asi, en humanos el efecto neto de la HL en
la progresion de la aterosclerosis y la ECV depende del fenotipo lipoproteico
subyacente (Brunzell et al., 2011). Los altos niveles de HL son beneficiosos en
pacientes con hipercolesterolemia (Dugi et al., 2001) ya que disminuye los niveles de
colesterol, pero perjudicial en sujetos con hipertrigliceridemia, obesidad central y RI
(Brunzell et al., 2011; Teran-Garcia et al., 2005; Zhang et al., 2006) donde la actividad
de la HL es muy elevada y genera facilmente sdLDLs.

LpL
) lipolitica S =p HL
HIGADO HL ® > S
P ST ‘
‘pool’ IDL \
colesterol VLDL LDL
Tejidos
HL Hle, periféricos

ABCAL Coreceptor /CETP /
@ \ LCAT &
A =l i —

. HDL
“lipid-poor”- h
HDL naciente

naciente HDL, HL HDL3y

Figura 15. Esquema de los multiples papeles de la lipasa hepatica en el metabolismo de las
lipoproteinas y en la captacion de lipidos en el higado y en el resto de tejidos periféricos presentes
en la pared del vaso. La HL juega un papel importante en la determinacién del tamafio y
densidad de particulas LDL y HDL. HL hidroliza TG y fosfolipidos presentes en las lipoproteinas
plasmaticas. Ademas, durante la lipdlisis, una pequefia fraccién de HL se une a proteoglicanos
presentes en la superficie celular (Adaptado de Santamarina-Fojo, 2004).

Aparte de su papel en el metabolismo de lipidos, otros estudios han mostrado que
la HL juega un papel relevante en la aterosclerosis actuando sobre las células
inflamatorias siendo su efecto neto también variable (Gonzalez-Navarro et al., 2002;
Hime et al., 2008; Nong et al., 2003). Asi, la inactivacion génica de la HL en la linea

mieloide de ratones apoE-/- y ratones transgénicos para la LCAT (del inglés, lecithin
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cholesterol acyltransferase) mediante transplantes de médula 6sea, disminuye
significativamente la aterosclerosis, indicando un papel proaterogénico de la HL, ya
que la expresiéon de la HL en la pared arterial resulta en un aumento de la produccion
de 4cidos grasos libres, incremento de la captacion de colesterol, retencion de LDL en
el subendotelio vascular y el reclutamiento de macréfagos. La captaciéon de LDL
oxidadas disminuye significativamente en macrofagos peritoneales aislados de ratones
HL-/- comparado con controles, sugiriendo que la HL podria incrementar la captaciéon
de lipidos por el aumento de la interaccion de lipoproteinas con receptores de
macréfagos, debido a su papel como ligando o coreceptor. La acumulacion de
colesterol por los macréfagos promueve la formacion de células espumosas y se altera
la expresion génica de éstos promoviendo la aterosclerosis. Por lo tanto, ademas del
papel como enzima lipolitico y como ligando, la HL modula el riesgo aterogénico,
independientemente de cambios en el perfil lipidico en plasma, mediante la alteracién
de la acumulacion del colesterol en los macrofagos (Nong et al., 2003). Por el
contrario, en ratones transgénicos para CETP (del inglés, cholesterol ester transfer
protein) y deficientes en el receptor de las LDLs, la ausencia de HL en la linea
mieloide, producida mediante transplante de médula 6sea, agrava la aterosclerosis,

indicando un papel antiaterogénico de la HL (Hime et al., 2008).

4.2. Papel de lalipasa hepatica en la DMT2

Estudios genéticos en humanos han asociado polimorfismos en el gen de la HL en
pacientes con DMT2 (Todorova et al., 2004) a un mayor riesgo de ECV, sugiriendo un
papel relevante de la HL en la aterosclerosis en sujetos con DMT2 (Lopez-Rios et al.,
2011; Zacharova et al., 2005; Zhang et al., 2006). Por lo tanto, variantes en genes que
regulan el metabolismo de lipidos y lipoproteinas son genes candidatos para la
diabetes. Asi se ha mostrado que el polimorfismo G-250A del gen Lipc predice la
evolucion de un fallo en la tolerancia a la glucosa hacia la DMT2, por lo que el

genotipo G-250G es un factor de riesgo para DMT2 (Todorova et al., 2004).

En estudios poblacionales, la dislipidemia relacionada con la Rl caracterizada por
hipertrigliceridemia, bajos niveles de colesterol HDL y niveles normales de colesterol
LDL, pero predominio de sdLDL (Figura 16), es un factor de riesgo para el desarrollo
de ECV. Ademas se han descrito dos fenotipos distintos de LDL, el fenotipo A, con una

predominancia de particulas LDL grandes (ILDL), y el fenotipo B, con una
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predominancia de particulas pequefas y densas (sdLDL). El fenotipo B presenta
ademas una mayor prevalencia en desordenes familiares en el metabolismo
lipoproteico, obesidad, DMT2 y SMet. Este fenotipo se asocia con altos niveles en
plasma de triglicéridos, niveles reducidos de c-HDL y una actividad elevada de la HL, y
se considera relacionada con el riesgo de desarrollar ECV (Diffenderfer and Schaefer,
2014).
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Figura 16. Perfil fenotipico de las particulas de LDL en sujetos sanos y pacientes con enfermedad
cardiovascular. Los pacientes con ECV presentan un perfil de LDL mas pequefias y densas, que son
altamente aterogénicas (Adaptado de De Vries, 2003).

5. LA ESTEATOSIS HEPATICA

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, del inglés, non-alcoholic
fatty liver disease) es un problema de salud que afecta ya a un 30% de los adultos y a
un namero creciente de niflos en paises desarrollados (Cohen et al., 2011). La primera
etapa en la NAFLD es la esteatosis hepdtica caracterizada por la acumulacién de
triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos en forma de gotas lipidicas (LD, del
inglés lipid droplets) y se diagnostica cuando las gotas lipidicas estan presentes en
mas del 5% de los hepatocitos o bien cuando los niveles de triglicéridos superan el
percentil 95 para personas delgadas, sanas, sin consumir alcohol y sin enfermedad
hepatica autoinmune o viral. La esteatosis hepatica provoca, en algunos individuos,
una respuesta inflamatoria que puede progresar a esteatohepatitis o NASH (del inglés

non alcoholic steohepatitis) y a cancer de higado. Ademas, esta acumulacion ectépica
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de lipidos en el higado se ha relacionado con el desarrollo de Rl y DMT2 (Birkenfeld
and Shulman, 2014; Cohen et al., 2011). De hecho se ha sefialado a NAFLD como el

evento hepatico del SMet que cursa con Rl y con hipertrigliceridemia.

Los LDs actian como importantes reservorios de lipidos (lipidos neutros, ésteres
de esterol o triglicéridos) que proporcionan energia y sirven como sustratos para la
sintesis de membranas celulares. Los LDs abarcan un amplio rango de tamafos
(desde decenas de nm a varios micrémetros de didmetro) que varia en respuesta a
diferentes sefales celulares. La composicién de la superficie es relevante en la
regulacion del tamafio del LD y su capacidad para interaccionar con otros LDs u
organulos, como el reticulo endoplasmatico (RE) (Farese and Walther, 2009; Pol et al.,
2014; Wilfling et al., 2014).

La formacién de los LDs puede ser por sintesis de novo o por fusion de LDs ya
existentes. La formacién de novo en organismos eucariotas ocurre desde el RE
(Jacquier et al., 2011), donde se sintetizan los lipidos neutros. Un modelo en la
formacion de LDs se presenta en 3 etapas: (1) sintesis de lipidos neutros, (2)
formacion de la lente (acumulacion de lipidos dentro de la membrana) y (3) formacién
de la gota (Wilfling et al., 2014) (Figura 17).
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Figura 17. Fases del modelo de formacion de las gotas lipidicas. (1) Los lipidos se sintetizan en el RE
y se acumulan dentro de la bicapa. DGAT1 y DGAT2 son enzimas de membrana que utilizan acil-
Coenzima A grasos Yy diacilglicerol para formar TGs. Los lipidos se mueven en la bicapa y pueden
espontdneamente agregarse con proteinas de membrana o con otros lipidos. (2) Formacién de la lente
por la acumulacion de lipidos. (3) Se deforma la bicapa y nace una gota lipidica en el citoplasma. La gota
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puede permanecer unida al RE o separarse completamente (Adaptado de Wilfling, 2014).

En condiciones normales el higado almacena glucégeno vy triglicéridos como fuente

de energia. En condiciones de estrés (obesidad, desequilibrio en la nutricion o lesion

hepatica inducida por farmacos, entre otros) acumula un exceso de lipidos en forma de

LD y su almacenamiento prolongado lleva al desarrollo de NAFLD (Sahini and Borlak,

2014). Esta acumulacion de acidos grasos o de sus metabolitos en los hepatocitos

induce cambios en el metabolismo celular o lipotoxicidad que promueve el higado

graso y la activacién de quinasas de estrés, MAPK, y otros factores de transcripcion

pudiendo llegar a afectar a la actividad de los receptores de la insulina modulando la

sensibilidad a la hormona (Sahini and Borlak, 2014).

5.1. La relacion entre esteatosis hepatica, resistencia a insulina y el sindrome

metabdlico

La hipertrigliceridemia y altos niveles de acidos grasos no esterificados (NEFA, del

inglés, non-esterified fatty acids) en el SMet provocan una acumulacion anormal de
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lipidos en el higado, en forma de esteatosis o NAFLD (Bugianesi et al., 2005). La
NAFLD afecta hasta un 90% de personas con obesidad y cerca de un 70% a personas
con sobrepeso (Marchesini and Marzocchi, 2007; Mitsutake et al., 2011). La NAFLD
también se ha relacionado con la Rl ya que un exceso de glucosa y triglicéridos
produce el higado graso (Anstee et al., 2013; Yki-Jarvinen, 2014). La RI afecta
significativamente a la produccién de glucosa enddgena, lipdlisis y oxidacion lipidica.
La correlacion entre la oxidaciéon de los lipidos y la produccién/eliminacion de glucosa
sugiere que los defectos del metabolismo provienen de una lipdlisis acelerada (el
resultado inmediato de RI en el tejido adiposo) siendo responsable del aumento del
suministro de &cidos grasos libres hepaticos y aumento de oxidaciéon de lipidos. La
afluencia de acidos grasos libres plasméaticos a partir del tejido adiposo hacia el higado
representa la principal fuente de grasa intrahepatica (62%-82% de los triglicéridos
hepaticos). La contribucion de la lipogénesis de novo, que es menor del 5% en
personas sanas, aumenta al 26% en NAFLD. La insulina estimula al factor de
transcripcion unido a la membrana SREBP-1c, el cual activa la mayoria de genes
involucrados en la lipogénesis. En estados de RI, la hiperinsulinemia puede inducir adn

mas estos factores de transcripcion (Samuel et al., 2010; Samuel and Shulman, 2012).

La secuencia de eventos que conducen a la acumulacién ectdpica de triglicéridos
se ha referido como la hip6tesis de desbordamiento, segun la cual la RI es el resultado
de la incapacidad del érgano adiposo a acomodar el exceso de calorias. Una vez que
la capacidad de la grasa celular para almacenar triglicéridos se excede, los
desbordamientos de grasa a otros tejidos (musculo e higado), donde el triglicérido
intracelular interfiere con la sefalizacion de la insulina, transporte de la glucosa,
fosforilacion, y la sintesis de glucogeno en musculo, aumenta la gluconeogénesis

hepatica (Bugianesi et al., 2005).

El aumento del flujo de los &cidos grasos libres desde el tejido adiposo a los
organos no adiposos, resultado del metabolismo anormal de la grasa, lleva a la
acumulacioén de triglicéridos en el higado y contribuye a la alteracion del metabolismo
de la glucosa y a la sensibilidad a la insulina en el masculo y en el higado. Varios
factores secretados o expresados en el adipocito contribuyen a la apariciéon de un
estado proinflamatorio donde los mediadores liberados por las células inmunes y
adipocitos pueden contribuir al dafio hepatico y a la progresion de la enfermedad del
higado graso, el cual puede estar limitado al higado o ampliarse a lo largo del cuerpo
(Birkenfeld and Shulman, 2014; Bugianesi et al., 2005).
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El higado graso también se correlaciona con otros componentes del SMet,
independientemente de la obesidad, pudiendo aumentar el riesgo de DMT2 vy
aterosclerosis. El exceso de produccion de glucosa, VLDLs, proteina C reactiva y
factores de coagulacién por el higado graso podria contribuir al riesgo de padecer ECV
(Birkenfeld and Shulman, 2014).

5.2. La esteatosis hepaticay la inflamacion

El exceso de grasa en los adipocitos, que ocurre en la obesidad y el sobrepeso,
agrava la enfermedad del higado graso aumentando la liberacibn de mediadores
proinflamatorios como MCP1, IL6 y TNFa (Sahini and Borlak, 2014).

TNFa es una citoquina que media respuestas inflamatorias y esta implicada en la
patogénesis de diferentes enfermedades, incluyendo cancer, artritis reumatoide,
diabetes y enfermedades inflamatorias. Las vias principales activadas por TNFa
incluyen caspasas, NF-kB y las proteinas MAPK. Las cascadas de sefializacion de las
MAPK transducen una variedad de sefiales extracelulares que regulan las respuestas
celulares implicadas en proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Se han
identificado tres grupos de MAPK: ERK, p38 y JKN. En general, ERK es activada por
mitdgenos y sefales de diferenciacion, mientras que JNK y p38 se activan por
estimulos de estrés. TNFa puede activar los tres grupos de quinasas (Sabio and
Davis, 2014).

Las MAPK activadas transforman un estimulo externo en la correcta respuesta
fisiologica por la fosforilacion de sustratos desregulados, incluyendo factores de
transcripcion, proteinas del citoesqueleto, proteinas involucradas en la translacion del
ARNmMm, y otras quinasas que contibuyen a la especificidad, diversidad y amplificacién
de la cascada de las MAPK (Sabio and Davis, 2014).

Las vias de sefializacion de JNK y p38 se nombran como quinasas activadas por

estrés y son potencialmente activadas en células tratadas con TNFa (Davis, 2000).

60



OBJETIVOS







Objetivos

OBJETIVO 1. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf (genes Cdkn2a/2b) en el
desarrollo de resistencia alainsulinay en la diabetes mellitus tipo 2

1.1. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf en el metabolismo de carbohidratos, en la

funcionalidad del pancreas y en la homeostasis del higado en ratones Irs2+/-

1.2. Estudiar el efecto de la sobrexpresion del locus Ink4/Arf en la inflamacion

asociada en ratones Irs2+/-

1.3. Estudiar la expresion del locus Ink4/Arf y caracterizar la inflamacion asociada
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y con enfermedad coronaria arterial

OBJETIVO 2. Estudiar el papel de la lipasa hepatica en el metabolismo de

carbohidratos, en la esteatosis hepéticay en la aterosclerosis diabética

2.1. Estudiar el papel de la HL en la homeostasis de la glucosa y en la esteatosis
hepatica

2.2. Estudiar el papel de la HL en la aterosclerosis acelerada por resistencia a

insulina y en la inflamacion asociada

2.3. Estudiar la expresion de la HL en células mononucleares de sangre periférica

de pacientes con sindrome metabdlico con y sin resistencia a insulina
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Materiales y métodos

1. ESTUDIOS IN VIVO EN RATONES
1.1. Ratones, genotipado y dietas

Los ratones utilizados en este estudio fueron estabulados en el animalario de la
Fundacion Investigacion Hospital Clinico de Valencia-INCLIVA. ElI manejo de los
ratones y los procedimientos experimentales siguieron la normativa vigente

2010/63/EU para el cuidado de animales de experimentacion.

Para los estudios del papel del locus Ink4/Arf en ratones parcialmente deficientes
en la proteina IRS2 (Irs2+/-) se utilizaron ratones transgénicos Irs2+/-Superlnk4/Arf
(C57BL/6J) obtenidos mediante cruces de ratones con una copia extra del locus
Superink4/Arf (Matheu et al., 2004) y ratones Irs2+/- (C57BL/6J). Los ratones
silvestres (WT, del inglés Wild type) resultantes de los cruces fueron utilizados como
controles. El genotipado de los ratones se realizO mediante dos reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain Reaction) para detectar la
presencia de la copia extra del transgén Ink4Arf (Matheu et al., 2004) de forma
independiente, usando los pares de cebadores T7-PAC/T7-tgl y T7-PAC/T7-tg2 que
se indican en la Tabla 4. La ausencia parcial del gen Irs2 se detect6 mediante PCR
utilizando los cebadores y las condiciones indicados en la Tabla 4. Los ratones fueron
alimentados con una dieta control (2.8% de grasa; PANLAB, Barcelona, Espafia) hasta
el momento del sacrificio a 1 afio de edad y los estudios fueron llevados a cabo en

machos.

En los estudios sobre el papel de la lipasa hepética en la aterosclerosis diabética
se cruzaron ratones deficientes para HL, HL-/- (JACKSON LABORATORIES, Bar
Harbor, ME, USA), ratones apoE-/- (CHARLES RIVER, Lyon, Francia) y ratones Irs2+/-
(todos en background genético C57BL/6J), para generar los grupos experimentales y
controles. De manera similar a los estudios indicados arriba, los grupos
experimentales fueron identificados mediante genotipado utilizando las condiciones y
los cebadores que se indican en la Tabla 4. Los ratones machos y hembras de los
cuatro grupos apoE-/-Irs2+/-HL+/+, apoE-/-Irs2+/-HL-/-, apoE-/-Irs2+/+HL+/+ y apoE-/-
Irs2+/+HL-/- fueron alimentados con dieta control (2.8% de grasa; PANLAB) y a los 2
meses de edad se reemplaz6 por una dieta con alto contenido en grasa y colesterol
(AGAC), con propiedades aterogénicas (10.8% de grasa total, 0.75% de colesterol,
S8492-E010, SSNIFF, Alemania) y no obesogénica durante 2 meses mas.
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Para las investigaciones sobre el papel de la lipasa hepatica en la esteatosis
hepatica, se utilizaron ratones HL-/- y WT. Desde el momento de su nacimiento, estos
ratones fueron mantenidos con una dieta control (2.8% de grasa; PANLAB), y a los 2
meses de edad fue reemplazada por un dieta AGAC (10.8% de grasa total, 0.75% de
colesterol, SSNIFF) durante 4 meses o se dejaron en dieta control durante 4 meses

mas. Estos estudios se llevaron a cabo en ratones macho y hembra.

Tabla 4. Cebadores y condiciones de las reacciones de PCR para el genotipado

de cada gen.
GEN CEBADORES
OIMR180 (5'-GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-3")
APOE OIMR181 (5'-TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-3)

OIMR182 (5'-GCCGCCCCGACTGCATCT-3")

Neo (5'-GCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG-3")
IRS2 Upper (5'-CTTGGCTACCATGTTGTTATTGTC-3")
Lower (5-AGCTCTGGAGGTTTACTTTCCTAG-3")
T7-tg1 (5"-AGTCAGAGGGTGGATGGG-3")
INK4/ARF T7-tg2 (5'-AAGCACTGAACCACCAAA-3")
T7-PAC (5'-TAATACGACTCACTATAGGG -3°)

813F (5-ACTGGGCACAACAGACAATCGGC-3)
HL 812R (5-GCCAAGCTCTTCAGCAATATCACG G-3))
867F (5-TCGGAGCAAAGTTCACCTAATTGG-3)
868R (5-CTGTGATTCTTCCAATCTTGTTCTTCCCG-3)

GEN CICLOS DESNATURALIZACION EMPAREJAMIENTO ELONGACION
APOE 38 94°C, 5 minutos 94°C, 20 segundos 62°C, 30 segundos
IRS2 34 94°C, 1 minuto 94°C, 30 segundos 57°C, 30 segundos
INK4/ARF 4 94°C, 5 minutos 94°C 20 segundos 65°C, 45 segundos
28 94°C 45 segundos 65°C, 45 segundos
29 94°C 45 segundos 51°C, 45 segundos
HL 35 94°C, 1 minuto 60°C, 30 segundos

94°C, 30 segundos

1.2. Medidas metabdlicas en ratones

1.2.1. Determinacién de lipidos circulantes en plasma y distribucién de la grasa

corporal

Para determinar los niveles plasmaticos de lipidos los ratones fueron ayunados
durante al menos 15 horas y no mas de 20 horas, y se utilizaron kits comerciales. El
plasma se obtuvo tras centrifugacion de la sangre durante 30 minutos a 135009, a 4°C
usando como anticoagulante EDTA (Ethilenediaminetetraacetic acid Disodium Salt
Dihydrate, SIGMA, St. Louis, EEUU).
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Para la determinacién de triglicéridos, se empled el kit “LabAssay Triglyceride” y
para la determinacion del c-Total se empled el kit “LabAssay Cholesterol” (WAKO, St.
Louis, MI, EEUU) ambos basados en procedimientos enzimaticos que dan lugar a un
producto azulado que se lee espectrofotométricamente a 600nm de longitud de onda.
Los niveles de lipidos se determinaron a partir de una curva patron con cantidades
conocidas de cada uno de los lipidos. El c-HDL se determiné de la misma forma que el
c-Total tras la precipitacion de lipoproteinas ricas en apoB. Para ratones apoE-/- con
altos niveles de lipoproteinas ricas en apoB se utilizé para la precipitacion MgCl, 1M y
20g/L de sulfato de dextrano (SIGMA, St. Louis, MIl, EEUU) (Gonzéalez-Navarro et al.,
2004) mientras que la precipitacion en el resto de los grupos experimentales se realizd
con CaCl 0.3M y 140U/mg de heparina calcica (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU).

Para la determinacion del contenido de &cidos grasos libres, también conocidos
como acidos grasos no esterificados (NEFA) se empled un kit colorimétrico enziméatico
"Free Fatty Acid Quantitation Kit" (SIGMA, St. Louis, EEUU) que determina los acidos
grasos de mas de 8 atomos de carbono. El plasma se traté con acil-CoA sintetasa
(ACS) durante 30 minutos a 37°C. Se formé acil-Coa junto con adenosin monofosfato
(AMP) y Pirofosfato (PPi). A estos productos se afadié una mezcla de reactivos
durante 30 minutos a 37°C en agitacion, donde los acil-CoA se oxidaron por la accién
de la acil-CoA oxidasa (ACOD) generando perdxido de hidrégeno. Este reaccion6 con
3-metil-N-etil-N-(hidroxietil)-anilina (MEHA) en presencia de peroxidasa dando un
producto final de color purpura que se lee a una longitud de onda de 570 nm. Para la
cuantificacién del color se utilizé una curva patron obtenida a partir de concentraciones

conocidas de acido palmitico (1 nmol/pul).

Para medir la distribucion de la masa grasa corporal, se extrajo del ratén la grasa
inguinal, epididimal y mesentérica, se pesé en una balanza y se expresé como

porcentaje del peso corporal de los ratones.

1.2.2. Estudios de tolerancia a la glucosay determinacion de glucosa e insulina

La tolerancia a la glucosa se determind mediante los tests de tolerancia a la
glucosa (referidos como TTG). Ratones ayunados 15-17 horas fueron inyectados
intraperitonealmente con una dosis de glucosa de 2g/Kg de peso corporal a partir de
una solucioén estéril al 20% de glucosa (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). Tras la infusion,

los niveles de glucosa e insulina se analizaron a diferentes tiempos (tiempo 0, 15, 30,
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60 y 120 minutos). Los niveles de glucosa se midieron en sangre utilizando un
glucometro (Ascensia Elite, BAYER, Leverkusen, Alemania) y los niveles de insulina
se determinaron en plasma de ratbn mediante técnicas de ELISA (del inglés, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) segun las instrucciones del fabricante (MERCODIA,
Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA, Uppsala, Suecia). El método utilizado esta basado
en la técnica directa de sandwich ELISA donde dos anticuerpos monoclonales estan
dirigidos contra determinantes antigénicos independientes de la molécula de insulina.
Durante la incubacién de 2 horas a temperatura ambiente (TA) con agitacion la
insulina de la muestra reacciona con el anticuerpo anti-insulina unido a la placa y con
el anticuerpo anti-insulina conjugado a la enzima peroxidasa. Tras varios lavados para
la eliminacion del exceso de enzima no unido a la insulina el immunocomplejo se
detecta por reaccién con el sustrato TMB (3,3’, 5,5 tetramethylbenzidine). La reaccion
se detiene mediante la adicion de H.SO4 0.5M para dar un producto final con color que
se lee espectrofotométricamente a una absorbancia de 450nm. Las concentraciones
fueron determinadas a partir de una curva patron con concentraciones conocidas de
insulina, en la que se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras a

cuantificar.

Los resultados se analizaron calculando el parAmetro area debajo de la curva
(AUC, del inglés, Area Under the Curve) que es el area resultante de la curva
generada al representar la glucosa a diferentes tiempos (AUCgucosa) Y de la

representacion de la concentracion de la insulina a diferentes tiempos (AUCinsuiina).

1.2.3. Determinacion de la sensibilidad a la insulinay del indice HOMA-RI para la

evaluacién de laresistencia alainsulina

Los estudios de tolerancia a la insulina se llevaron a cabo mediante tests de
tolerancia a la insulina (TTI) en ratones ayunados durante 4 horas. Para ello se inyecto
peritonealmente insulina recombinante (ACTRAPID 100UI/ml, NovoNordisk,
Bagsvaerd, Alemania) a una dosis de 0.5U/Kg de peso corporal en los ratones WT,
Irs2+/-, Irs2+/-Superink4/Arf y HL-/- y a una dosis 0.75U/Kg de peso corporal en los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+, apoE-/-Irs2+/-HL-/-, apoE-/-Irs2+/+HL+/+ y apoE-/-
Irs2+/+HL-/-. Tras la inyeccién se analizaron los niveles de glucosa en sangre segun

indicado anteriormente a los diferentes tiempos (basal, 15, 30, 45, 60 y 120 minutos
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segun el experimento). Los resultados fueron analizados mediante el AUCgiucosa

resultante de la curva generada al representar la glucosa a los diferentes tiempos.

El indice HOMA-RI para la determinacién de la resistencia a la insulina se
determiné mediante la férmula: glucosa plasmatica en ayunas (mmol/l) x insulina

plasmética en ayunas (UU/L)/22.5.

1.3. Obtencion y procesamiento de tejidos de ratdn

Para la obtencion de la aorta, corazon, higado, pancreas y muasculo esquelético,
los ratones fueron sacrificados mediante dislocacion cervical y se procedié a la
diseccion longitudinal desde la base del abdomen hasta la parte superior del térax
hasta dejar visibles las visceras. Para el lavado de la sangre de los tejidos se seccioné
la aorta a nivel de la bifurcacién iliaca y se perfundieron entre 1 y 2 ml de PBS
(tampon fosfato salino, del inglés, Phosphate Buffered Saline) mediante una aguja
23G introducida en el apice del corazon. Para los estudios de expresion, la aorta, el
higado y el masculo esquelético fueron congelados rapidamente en N liquido hasta su
procesado. Para los estudios de expresion en islotes, el pancreas fue sometido a
digestién y aislamiento de islotes, seglin se indica mas abajo, tras lavado con tampén
de Krebs (Gonzalez-Navarro et al., 2013). Para el andlisis de la aterosclerosis en la
aorta y para los estudios histopatolégicos, los tejidos fueron fijados in situ mediante
perfusién de PFA al 4% (Paraformaldehyde, SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). La aorta y
el corazon fueron extraidos desde la insercién diafragmatica vy, tras la eliminacion de la
grasa adherida a la superficie externa de la pared arterial, ambos se fijaron con la
misma solucion de PFA 4% a 4°C durante 17-19 horas y procesados segun se indica

en los correspondientes apartados (Gonzalez-Navarro et al., 2007).

El procesado del corazén junto con la zona de inicio de la aorta para el analisis
histopatoldgico consistié en la deshidratacion en cadena de alcoholes de gradacion
creciente para su posterior inclusién en parafina como se indica a continuacién: un
lavado de 30 minutos con etanol al 50%, un lavado de 30 minutos con etanol al 70%,
un lavado de 30 minutos con etanol al 80%, dos lavados de 30 minutos con etanol al
95%, dos lavados de 30 minutos con etanol absoluto y dos lavados de 15 minutos con
xileno, incubacion con parafina 15-17h e inclusion en parafina. La anatomia de la aorta

y de las distintas regiones analizadas se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Anatomia de la arteria aorta. La arteria aorta nace en el ventriculo izquierdo y desde ahi se
distinguen diferentes regiones: el seno adrtico o nacimiento de la aorta donde se encuentran las valvulas
aorticas, el cayado adrtico, la aorta toracica descendente y la aorta abdominal. A la altura del cayado
aortico la arteria se ramifica en tres arterias menores denominadas braquiocefalica, carétida izquierda y
subclavia izquierda.

Para las determinaciones histopatologicas en pancreas e higado, los tejidos fueron
fijados con PFA al 4% a 4°C durante 4 horas seguido de un lavado 15-17h con PBS
previos a la deshidratacion. La deshidratacién del pancreas y del higado consistio en
lavados secuenciales: un lavado de 15 minutos con etanol al 70%, un lavado de 15
minutos con etanol al 80%, un lavado de 15 minutos con etanol al 96%, dos lavados
de 7 minutos con etanol absoluto, dos lavados de 7 minutos con etanol absoluto/xileno

(50/50) y dos lavados de 7 minutos con xileno tras lo cual se incluy6 en parafina.

Los reactivos utilizados para las tinciones histolégicas se indican en la Tabla 5. En
las Tablas 6 y 7 se detallan todos los anticuerpos y reactivos empleados en todas las

inmunohistoquimicas e inmunofluorescencias.

1.4. Cuantificaciéon de la aterosclerosis

1.4.1. Cuantificaciéon del tamafio de la placa ateroscler6tica en face en el cayado

aortico y en la aorta toracica

Para la determinacién de la extension de la placa aterosclerética en face en la
aorta entera, la aorta y sus bifurcaciones se sometieron a tincion con el colorante de
lipidos Oil Red O (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). La aorta fijada con PFA 4% se

sometié a dos lavados de 5 minutos en metanol al 78% con agitacion suave y se
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incubd durante 2 horas en una disolucién de Oil Red O 0.02% (p/v), metanol 78% (v/v)
y NaOH 0.3M seguido de dos nuevos lavados de 5 minutos en metanol al 78% para
eliminar el exceso de colorante. Con el fin de exponer la superficie del lecho vascular,
la aorta con sus bifurcaciones se abrié longitudinalmente bajo una lupa estereoscopica
Motic SMZ-143 (MOTIC MICROSCOPES, Xiamen, China) y se monté en un soporte
con la ayuda de agujas. Una vez tomadas las imagenes, la cuantificacién de la
aterosclerosis se realizdé determinando el porcentaje de la superficie del vaso cubierta
con lesion aterosclerotica tefiida con Oil Red O relativizada al area total de la aorta
mediante morfometria computerizada con la ayuda del programa ImageJ (Image
Processing and Analysis in Java, version 1.47v; Java 1.6.0_20).

1.4.2. Cuantificacion de la aterosclerosis en la aorta

Para determinar el tamafio de la placa de ateroma en el seno adrtico e inicio de
aorta se realiz6 tincion de hematoxilina/eosina en secciones de 5um de grosor del
corazdn y la aorta ascendente inlcuidos en parafina. Previamente a la tincion, las
secciones fueron hidratadas sometiéndolas al proceso de hidratacién siguiente: tres
lavados de 5 minutos con xileno, dos de 5 minutos con etanol absoluto, dos de 5
minutos con etanol al 95%, dos de 2 minutos con etanol al 70%, dos de 2 minutos con
etanol al 50% y uno de 5 minutos con agua MilliQ. Para la tincion con hematoxilina-
eosina para la identificacion de nicleos y citoplasma se sigui6é el siguiente protocolo:
inmersion de los cortes durante 1 minuto en una solucién comercial de hematoxilina de
Harris (SIGMA), aclaramiento con agua (10 minutos), 2 lavados rapidos en solucién de
diferenciacion (0.25% (v/v) de HCI en etanol al 70%), lavado de 1 minuto en una
solucion hidroalcohdlica de eosina (SIGMA) al 50 %, deshidratacién de gradacién
creciente y montaje con Eukitt (A10500, DELTALAB, Barcelona, Espafia). La toma de
imagenes de los cortes se realiz6 utilizando una camara fotografica Optikam-Pro5
Digital (OPTIKA, Barcelona, Espafia) montada sobre un microscopio 6ptico (OPTIKA,

Barcelona, Espafia).

1.5. Caracterizacion de la composicién de la placa de ateroma

La caracterizacion del contenido de la placa de ateroma se bas6é en técnicas
basicas de histologia e inmunohistoquimica en cortes transversales hidratados como

se indica en el apartado 1.4.2. Los anticuerpos y reactivos de histologia empleados se
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indican en las Tablas 6 y 7. Salvo que se indique lo contrario, todos los pasos se
realizaron a TA. Todas las incubaciones con anticuerpos o reactivos fueron seguidas
de tres lavados de 5 minutos con PBS con el fin de eliminar el exceso de reactivo. La
toma de imagenes de los cortes histolégicos se realizd utilizando una camara
fotografica Optikam-Pro5 Digital (OPTIKA, Barcelona, Espafia) montada sobre un
microscopio 6ptico (OPTIKA, Barcelona, Espafia). En el caso de Ilas
inmunofluorescencias, la toma de imagenes se realiz6 utlizando una cémara
fotogréfica AxioCamHRc acoplada a un microscopio de fluorescencia invertido Axio
ObserverAl (ambos ZEISS, Barcelona, Espafa). La cuantificacion de los
componentes de la placa de ateroma se realiz6 mediante morfometria computerizada
utilizando la aplicacion informatica ImageJ (Image Processing and Analysis in Java,
version 1.47v; Java 1.6.0_20).

1.5.1. Cuantificacion del contenido en macréfagos en la placa de ateroma

Para la deteccién de macréfagos en la placa aterosclerética se realizé una técnica
inmunohistoquimica empleando un anticuerpo comercial frente al antigeno especifico
de macrofagos Mac-3. Las secciones histolégicas desparafinadas e hidratadas se
sometieron a un blogueo de la actividad peroxidasa enddégena con una solucién de
peréxido de hidrogeno al 3% en PBS durante 30 minutos seguido del bloqueo de
interacciones no especificas durante 90 minutos utilizando una disolucion de PBS-
suero de caballo al 5%. La incubacion con el anticuerpo primario anti-Mac-3 diluido
1/200 en solucién de bloqueo se realiz6 a 4°C durante toda la noche seguido de
lavados con PBS e incubacién con el anticuerpo secundario anti-lgG de rata
conjugado a biotina (diluido 1/300 en solucién de bloqueo) durante 45 minutos. La
deteccién del immunocomplejo se realizé con estreptavidina conjugada a peroxidasa
de rdbano (HRP, del inglés, Horseradish Peroxidase) durante 7 minutos seguido del
revelado de la tinciéon con el cromégeno DAB (diaminobencidina), un compuesto que,
en presencia de la enzima HRP, forma un precipitado marrén. Finalmente, se realizé
una contratincion con hematoxilina de Harris para la detecciéon de nucleos celulares y
se procedio a la deshidratacion de las muestras tefiidas en una serie de alcoholes de
gradacion creciente: un lavado de 2 minutos en etanol al 70%, un lavado de 2 minutos
en etanol al 95%, un lavado de 2 minutos en etanol absoluto y un lavado de 2 minutos
en xileno. Los cortes histologicos tefiidos se montaron en medio comercial Eukitt. Tras

la toma de imagenes y la cuantificacidon del contenido en macréfagos, el resultado se
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expresé como el porcentaje del area de la lesion positiva para Mac-3 relativo al area

de lesion.

1.5.2. Cuantificacion del contenido de células T en la placa de ateroma

Para la deteccion del infiltrado de células T en la lesion se realizO una
inmunofluorescencia. Tras la hidratacién del tejido segun indicado anteriormente, las
secciones histolégicas fueron sometidas a exposicion del antigeno en tampén citrato
de sodio (10mM, pH 6.5 a alta presion y temperatura) y bloqueo de interacciones no
especificas en suero de caballo al 5% durante 60 minutos a TA. Seguidamente las
secciones fueron incubadas a 4°C durante toda la noche con un anticuerpo policlonal
humano frente al marcador CD3 diluido 1/75 en solucién de bloqueo vy, tras lavado con
PBS, se incub6 con un anticuerpo secundario anti-conejo IgG Alexa Fluor 488 diluido
1/200. La tincion nuclear se realizd6 con 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Las
muestras se montaron con Slow-Fade Gold (INVITROGEN). Tras la toma de imagenes
y la cuantificacion del contenido en célulasT, el resultado se expres6 como el numero

de células positivas para el marcador CD3 en la lesion.

1.5.3. Cuantificacién de los macréfagos que expresan el receptor de la

linfotoxina-B (LTR-R) en la placa de ateroma

Para la deteccion doble del receptor de la linfotoxina- (LTB-R) en los macrofagos
F4/80, se realiz6 una inmunofluorescencia doble siguendo el mismo procedimiento del
apartado 1.5.2. Tras hidratacion de los tejidos, desenmascaramiento de antigeno y
bloqueo, las secciones histoldgicas se incubaron con una mezcla de anticuerpo
policlonal anti-(LTB-R) diluido 1/200 en solucion de bloqueo y anticuerpo anti-F4/80
diluido 1/50, durante toda la noche a 4°C, seguido de anticuerpos secundarios para
cada uno de los marcadores utilizados, anti-rata IgM Alexa Fluor 594 y anti-conejo 1gG
Alexa Fluor 488 diluidos 1/200, respectivamente. Tras el montaje de las muestras con
Slow-Fade Gold, se tomaron las imagenes y el resultado se expres6 como el

contenido de células positivas para el LTB-R en la lesion.
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1.5.4. Cuantificacion de macréfagos proliferantes en la placa de ateroma

Los macréfafos proliferantes en la lesibn se detectaron con una
inmunofluorescencia doble utilizando el marcador de proliferacion Ki67 y el marcador
de macréfagos F4/80, la cual siguidé el mismo procedimiento del apartado 1.5.2. Tras
hidratacién, desenmascaramiento de antigeno y bloqueo, las secciones se incubaron
con una mezcla de anticuerpo primario monoclonal anti-Ki67 prediluido y anticuerpo
anti-F4/80 diluido 1/50 durante toda la noche a 4°C. Se continu6é con una incubacion
de 1 hora a TA con el anticuerpo secundario anti-rata IgM Alexa Fluor 594 y anti-
conejo 1gG Alexa Fluor 488 respectivamente, ambos diluidos 1/200. Una vez montadas
las muestras y fotografiadas, se cuantificé y expres6 como namero de células positivas
doblemente para Ki67 y F4/80 en el total de la lesion.

1.5.5. Cuantificacion del contenido de colageno en la placa de ateroma

Para la deteccion del colageno en la placa de ateroma, se empled la tincién
tricromica de Masson, en la cual los nucleos de la célula se tifien de negro con
hematoxilina de Weigert, las fibras musculares se tifien de rojo con fucsina y el

colageno se tifie de verde con el colorante verde luz (Tabla 5).

Las secciones histoldgicas hidratadas se incubaron 4 minutos en una mezcla de
disoluciones consistente en hematoxilina de Weigert al 1% en etanol absoluto,
madurada durante una semana en oscuridad y en una disolucién de 0.4% (v/v) de
cloruro férrico al 30% y 0.1% (v/v) de acido clorhidrico. Tras lavado de 10 minutos en
agua corriente, se procedié a una incubacién con fucsina al 0.1% y acido acético al
0.2% en agua destilada durante 15 segundos y dos lavados, uno con acido
fosfotingstico al 10% durante 4 minutos seguido de otro lavado de 5 minutos en acido
acético al 10% en agua destilada. A continuacion se procedioé a una incubacién en la
solucién de verde luz al 1% en agua destilada durante 1 minuto y a un dltimo lavado
en &cido acético al 10%. Tras las tinciones se realizé una deshidratacion rapida con
alcoholes y xileno (30 segundos en etanol 70%, 30 segundos en etanol 95%, 30
segundos en etanol absoluto y 30 segundos en xileno) y al montaje de los cortes
histolégicos con Eukitt. Tras la captacion de las imagenes y cuantificacion del
contenido de colageno con la ayuda del programa Image J, el resultado se expresé
como el porcentaje del area de la lesion positiva para verde luz respecto al total de

lesion.
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Tabla 5. Reactivos empleados en las tinciones histolégicas de colageno y
hematoxilina/eosina.

REACTIVO CASA COMERCIAL REFERENCIA
- . PANREAC 251344
Hematoxilina de Weigert Barcelona, Esparia
. ) FISHER SCIENTIFIC 10675302
Light Green SF Yellowfish Hampton, NH, EEUU
. . . SIGMA 857408
Acid Fucsin calcium salt St. Louis, MI, EEUU
Phosphotungstic acid hydrate PANREAC 121033.1608
PA Barcelona,Espafia
Hematoxylin Solution, Harris SIGMA HHS32
Modified St. Louis, MI, EEUU
SIGMA E4382
Eosin Y disodium salt St. Louis. M. EEUU

1.6. Caracterizacion inmunohistolégica del pancreas de ratén

Las inmunotinciones de pancreas se realizaron en cortes histol6gicos de 5um de
grosor recogiéndose cortes consecutivos durante 80um y descartandose los siguientes
80um de tejido, obteniéndose de este modo un barrido completo del érgano. Para la
desparafinacion e hidratacion, los cortes se sometieron de forma secuencial a lavados
de xileno y alcohol crecientes segin se ha indicado anteriormente, seguido de un
lavado final con agua ultrapura MilliQ de 5 minutos. La caracterizacion del pancreas se
basd en técnicas de inmunohistoquimica y de inmunofluorescencia. La captura de
imagenes de los cortes histologicos y las cuantificaciones de los componentes se

realizaron mediante morfometria computerizada segun lo indicado anteriormente.

1.6.1. Determinacion de la masa de células B en los islotes pancreaticos

Para evaluar la masa de célula B, los islotes pancreaticos fueron identificados
mediante inmunohistoquimica anti-insulina cuantificandose por cada pancreas 5-10

portas separados entre ellos 125um.

El protocolo consistié en hidratacion del tejido, desenmascaramiento del antigeno
con tampédn citrato sddico, y bloqueo de las interacciones inespecificas con suero de
caballo al 5%. Las secciones histoldgicas se incubaron con un anticuerpo de conejo

anti-insulina a 4°C durante toda la noche diluido 1/200 en solucién de bloqueo seguido
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de una incubacion de 1 hora con el anticuerpo secundario anti-conejo IgG conjugado a
biotina dilucién 1/300 en solucién de bloqueo y de una incubacién de 7 minutos con
estreptavidina conjugada a HRP diluida 1/2 en PBS. Para el revelado de la tincién se
empledé DAB y las secciones se contratifieron con hematoxilina de Harris para la
deteccién de nudcleos celulares. La deshidratacién se hizo en alcoholes de gradacién
creciente, el montaje con Eukitt y la captura de imagenes segun lo indicado
anteriormente. El andlisis consisti6 en el contaje del nimero total de islotes por

pancreas y del &rea relativa de los islotes por area total de pancreas para cada raton.

1.6.2. Cuantificacion de la proliferacion en los islotes pancreaticos

La proliferaciéon celular en los islotes fue evaluada mediante inmunohistoquimica
frente a Ki67 como marcador de proliferacion celular y mediante immunofluorescencia

doble frente a Ki67/insulina.

Tras la hidratacién del tejido se procedié al desenmascaramiento del antigeno con
tampon citrato sédico, bloqueo de la peroxidasa enddégena con una solucién de
peréxido de hidrégeno al 0,3% en metanol durante 5 minutos y bloqueo de las
interacciones no especificas. Como anteriormente, las secciones se incubaron con el
anticuerpo primario de conejo anti-Ki67 prediluido durante toda la noche a 4°C. Tras
lavados con PBS se procedi6 a la incubacién durante 30 minutos con el anticuerpo
secundario anti-conejo IgG conjugado a biotina diluido 1/500, seguido de 7 minutos
con estreptavidina conjugada a HRP diluida 1/2 y revelado con el sustrato DAB. Las
secciones se contratifieron con hematoxilina de Harris, se hidrataron y se montaron
con Eukitt. La proliferacién se determiné como el porcentaje de células positivas para

Ki67 con respecto al nimero total de células del islote.

La determinaciéon de la proliferacion mediante inmunofluorescencia doble
insulina/Ki67 en el islote pancreético, consistié en la hidratacion del tejido, exposicion
de antigeno en tampodn citrato sodico y el bloqueo de interacciones no especificas e
incubacién a 4°C durante toda la noche con una mezcla de un anticuerpo monoclonal
de raton anti-insulina diluido 1/300 y anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki67
prediluido. Se continué con una incubacion de 60 minutos a TA con los anticuerpos
secundarios anti-raton IgG Alexa Fluor 594 y anti-conejo IgG Alexa Fluor 488 diluidos

1/200 en solucion de bloqueo. Tras el montaje de las muestras con Slow-Fade Gold,
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se tomaron las imagenes con un microscoipio invertido de fluorescencia y se cuantifico

el nimero de células Ki67 positivas respecto al area de célula B.

1.6.3. Cuantificacion de la relacion a/ en los islotes pancreaticos

Para la cuantificacion de la relacion ao/f, se llevd a cabo una doble
inmunofluorescencia insulina/glucagon donde, tras la hidratacion, la exposicién de
antigeno con tampon citrato sédico y el bloqueo de interacciones no especificas, las
secciones histologicas se incubaron a 4°C durante toda la noche con una mezcla de
anticuerpos primarios monoclonal de ratén anti-glucagén diluido 1/300 y anticuerpo
policlonal de conejo anti-insulina diluido 1/200 seguido de una incubacién con los
anticuerpos secundario anti-raton 1gG Alexa Fluor 594 y anti-conejo IgG Alexa Fluor
488 respectivamente diluidos 1/200. La tincién nuclear se realiz6é con 4',6 diamidino-2-
phenylindole (DAPI) y las muestras se montaron con Slow-Fade Gold. Tras la captura

de imagenes, el contenido de células a y células 3, se expresé como la ratio a/f3.

1.6.4. Cuantificacion del contenido de células T y de focos inflamatorios

Para la cuantificacion del contenido en células T, se realiz6 una
inmunofluorescencia doble insulina/CD3. Tras la desparafinacion, la exposiciéon de
antigeno, en este caso con tampén Tris EDTA (10 mM pH 9, a alta presién y
temperatura) y el bloqueo de interacciones, las secciones histoldgicas se incubaron a
4°C durante toda la noche con una mezcla de anticuerpo de ratén anti-insulina diluido
1/200 y anticuerpo de conejo anti-CD3 diluido 1/50. Se sigui6 con la incubacion de los
anticuerpos secundarios anti-ratén IgG Alexa Fluor 594 y anti-conejo IgG Alexa Fluor
488 durante 60 minutos. Tras el montaje de las muestras con Slow-Fade Gold, se
captaron las imagenes segun indicado anteriormente y la cuantificacion se expreso
como células positivas para el marcador de CD3 con respecto al total del area

pancreatica.

Para cuantificar el infiltrado inflamatorio en el pancreas de raton, las secciones
histolégicas fueron hidratadas y tefiidas con hematoxilina/eosina segun se indica en el
apartado 1.4.2. El infiltrado inflamatorio se expres6 como porcentaje del area del foco

inflamatorio con respecto al area total del islote.
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1.7. Caracterizacion del higado de raton

Las inmunotinciones de higado se realizaron en cortes histolégicos de 5um de
grosor recogiéndose cortes consecutivos. Para la desparafinacion e hidratacién, los
cortes se sometieron de forma secuencial a lavados de xileno y alcohol crecientes
segun se ha indicado anteriormente, seguido de un lavado final con agua ultrapura
MilliQ de 5 minutos. La caracterizacion del higado se bas6 en técnicas basicas de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, la captura de imagenes se realiz6 como

en los apartados 1.5. y 1.6.

1.7.1. Determinacién de la esteatosis hepatica

La determinacion de la esteatosis hepatica en el higado de raton, se llevo a cabo
de dos maneras: mediante la cuantificacién del contenido de lipidos en el tejido tras su
disgregacion y mediante la cuantificacion de las gotas lipidicas en cortes histologicos
del higado.

Para la determinacion del contenido lipidico en higado, 100mg de tejido fueron
sometidos a digestién y saponificacion en 350ul de hidroxido de potasio etanodlico
durante toda la noche en un bafio a 55°C. Tras la incubacién y enrasado a un volumen
final de 1000ul con H,O:EtOH (50:50) las muestras se centrifugaron a 13500 g, 5
minutos y el sobrenadante se llevéd a un volumen final de 1200ul de H,O:EtOH (50:50).
Un volumen de 200ul fue sometido a precipitacién con 215ul de cloruro de magnesio
(MgCl> 1M) 10 minutos en hielo y centrifugacién 13500 g, 5 minutos. De este Ultimo
sobrenadante se cogi6é un volumen de 6 pl para analizar el contenido en glicerol. Se
utilizé el reactivo "Free Glycerol Reagent" (F6428, SIGMA St. Louis, MI, EEUU), donde
el glicerol es fosforilado por adenosin trifosfato (ATP) formando glicerol-1-fosfato (G-1-
P) y adenosin bifosfato (ADP) en la reaccion catalizada por la enzima glicerol kinasa
(GK). G-1-P es oxidado posteriormente por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrégeno (H20.). La peroxidasa (POD)
cataliza la reaccion entre H;O, con 4-aminoantipirina (4-AAP) y N-ethil-N-(3-
sulfopropil) m-anisidina (ESPA) para producir una quinoneimina que muestra una
absorbancia maxima a 540 nm. El aumento en la absorbancia a 540 nm es
directamente proporcional a la concentracion de glicerol libre de la muestra. Para

calcular el contenido de triglicéridos en el higado se aplico la férmula para el contenido
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en equivalentes de trioleina CTE(mg/dl)*415/200*0.012(dl)/peso en gramos (Norris et
al., 2003).

Para la determinacion de la esteatosis hepatica mediante la acumulacién de gotas
lipidicas en el higado de raton, se realizé una tincion de hematoxilina/eosina segun
indicado en el apartado 1.4.2 en cortes histoldgicos hidratados de 5um de grosor. Tras
la tincién, los cortes fueron sometidos a deshidratacibn, montaje y captura de
imagenes. Con la ayuda del analizador de imagen Image J, la esteatosis hepatica se
determiné por el tamafio medio de las gotas lipidicas por raton y el nimero de células
con gotas lipidicas por area total del higado.

1.7.2. Determinacién del contenido de macréfagos

Para determinar el contenido en macrofagos o células de Kupffer en higado se
realizd el mismo protocolo que en el apartado 1.5.1 pero utilizando el anticuerpo anti-
F4/80. El contenido de macrofagos se expresé como numero de células positivas para
el marcador F4/80 con respecto al total de area del higado.

Tabla 6. Anticuerpos primarios empleados en técnicas de inmunohistoquimica

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Monoclonalde  SANTA CRUZ
Anti-Mac-3 (LAMP-2) rata BIOTECHNOLOGY sc-19991
SantaCruz, CA, EEUU
Policlonal de SANTA CRUZ
Anti-insulina conejo BIOTECHNOLOGY sc9168
SantaCruz, CA, EEUU
.. . Policlonal de SIGMA
(A FEITE raton St. Louis, M, EEUU 12018
Monoclonalde  MASTER MAD-
Anti-Ki67 prediluido conejo DIAGNOSTICA 000310QD
Granada, Espana
Anti-F4/80 Monoclonalde  AbD SEROTEC,
rata Kidlington,ReinoUnido MCA487G
Anti-RLT-B Monoclonalde  ABCAM
rata Cambridge,ReinoUnido LIRS
Anti-CD3 Monoclonalde  DAKO
conejo Dinamarca AU
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Tabla 7. Anticuerpos secundarios y reactivos quimicos empleados en técnicas
de inmunohistoquimica

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
SANTA CRUZ
goat anti-rat IgG biotinilado BIOTECHNOLOGY sc-2041

SantaCruz, CA, EEUU
Alexa Fluor 488 anti-rabbit LIFE TECHNOLOGIES

IgG Thermofisher, CA, EEUU /21208
Alexa Fluor 594 anti-mouse LIFE TECHNOLOGIES A11005
IgG Thermofisher, CA , EEUU
: LIFE TECHNOLOGIES
Alexa Fluor 594 anti-rat IgM Thermofisher, CA EEUU A21213
i ) SANTA CRUZ
gi‘:;thfi::g;abb" IgG BIOTECHNOLOGY sc-2040
SantaCruz, CA, EEUU
. LABVISION CORPORATION
Streptavidina-HRP Thermofisher, GA . EEUU TS-060-HR
AbD SEROTEC
L Oxford, Reino Unido BUF021A
LIFE TECHNOLOGIES
Ll Thermofisher, CA, EEUY  D1306
INVITROGEN
Slow-Fade Gold Carlsbad, CA, USA S36936
Eukitt LEEL A10500

Barcelona, Esparia

1.8. Aislamiento de islotes pancreaticos, obtencién de lisados proteicos y

ensayo de secrecion de insulina

Para el aislamiento de islotes pancreaticos los ratones se dislocaron cervicalmente
y el pancreas se perfundi6 in situ con una solucién de Krebs frio (NaCl 127mM, KCI
5mM, CaCl, 3mM, MgCl; 1.5mM, NaHCO3; 24mM, Hepes 6mM, glucosa 2mg/ml, 0.1%
albumina, equilibrado con 5% CO, en O,). Posteriormente, el érgano se troced, se
retiré la grasa flotante y se realizd una digestion en solucién de Krebs con colagenasa
NB 8 (1mg/ml, 17456, SERVA GmbH, Heidelberg, Alemania) en bafio a 37°C con
agitacion manual durante 20-30 minutos. Tras este proceso se procedio a lavado con
Krebs frio y centrifugado (800g, 1minuto) repitiendo esta operacion tres veces. Los
islotes fueron aislados a mano bajo lupa estereoscoOpica y recogidos mediante
centrifugacion (500g, 1 minuto) para eliminar el exceso de Krebs y congelados en N2

liquido y conservados a -80°C hasta la extraccion proteica.

En los estudios de secreciéon de insulina, tras los lavados, los islotes fueron

sometidos a un ensayo de secrecion de insulina estimulada con glucosa. Para ello los
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islotes (5 islotes/condicién) fueron incubados durante 30 min a 37°C con una solucién
KRBH (NaCl 140mM, KCI 4.5mM, CaCl, 2.5mM, MgCl, 1mM, Hepes 20mM, albumina
0.1%) y 5.5 mM de glucosa. Tras la incubacién y eliminacién del sobrenadante los
islotes fueron incubados durante 1h a 37°C con una solucibn KRBH con baja
concentracion de glucosa (2.8 mmol/L) o con KRBH con alta concentracién de
glucosa (16.7 mmol/L). Se realizaron seis ensayos por condicion. Tras el ensayo las
concentraciones de insulina secretada fueron determinadas en el sobrenadante
mediante ELISA. Para el analisis del contenido de insulina en los islotes éstos fueron
sometidos a lisis con un tampoén acido acético (5.75% acético albumina 0.1%) a 100°C
durante 10 min vy, tras centrifugacion (12000g, 10 min, 4°C), el sobrenadante fue
recogido para la determinacién de insulina por ELISA. El indice de estimulacion se
calculé como la relacion de la insulina estimulada con glucosa y la insulina basal

normalizada por el contenido de insulina.

1.9. Experimentos de sefalizacion de insulina y estimulaciéon con TNFa in vivo

Para los experimentos de sefializacién de insulina in vivo en los ratones WT,
Irs2+/- y Irs2+/-Superink4/Arf, los ratones ayunados 15 horas fueron tratados con Tnfa
(2 ug/Kg de peso, PEPROTECH, London, Reino Unido) o vehiculo mediante inyeccion
intraperitoneal. Tras 2 horas de tratamiento los ratones fueron estimulados con insulina
(ACTRAPID 100UI/ml, NovoNordisk, Bagsvaerd, Alemania) a una dosis de 0.25U/g de
peso corporal 5 minutos. Tras la estimulacion, los ratones fueron sacrificados
rapidamente para la extraccion del higado y el musculo esquelético, que fueron
congelados en N liquido y guardados a -80°C para el analisis posterior de las

proteinas fosforiladas segun se indica en los apartados correspondientes.

1.10. Tratamiento in vivo con LIGHT

Para los experimentos de estimulacién cronica con LIGHT, ratones apoE-/-Irs2+/-
HL-/- de 2 meses de edad, alimentados durante un mes con dieta AGAC, fueron
tratados con la citoquina recombinante murina LIGHT (2 pg/Kg de peso por dia,
PEPROTECH) o con suero salino como vehiculo durante 28 dias, administrandose la
citoquina por via subcutanea con mini bombas osméticas (ALZET 2004) implantadas
en la parte dorsal del raton bajo anestesia inhalatoria (5% de isofluorano inicial y 2%

de isofluorano durante el procedimiento). Tras el tratamiento, los ratones fueron
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sacrificados para el andlisis de las células circulantes en sangre mediante citometria
de flujo y de la aterosclerosis en face de la aorta segun se indica en los apartados 3.2.

y 1.4.1 correspondientes.

2. ESTUDIOS IN VITRO EN CULTIVOS CELULARES
2.1. Obtencion de cultivos primarios de raton

La manipulacién de cultivos celulares se realiz6 en campana de flujo laminar de
bioseguridad nivel 1I-A. El crecimiento de las celulas se llevé a cabo en condiciones
constantes de temperatura (37°C) y de concentracion de CO; (5%). En general, las
células se cultivaron en medios con presencia de penicilina (100U/ml), estreptomicina
(0.1mg/ml) y amfotericina B (indicado como P/S/A).

Los macréfagos derivados de médula 6sea (MDMO) fueron obtenidos a partir de
precursores de médula 6sea diferenciados in vitro en presencia de MCSF (del inglés,
Macrophage Colony Stimulating Factor) como factor de crecimiento y de
diferenciacién. La suspensién de los precursores se obtuvo a partir de la disgregacion
mecanica mediante dos pases a través de una aguja 19G de médula 6sea del fémury
de la tibia. La suspension celular obtenida se sembr6 en placas de cultivo estandar en
medio de cultivo DMEM-P/S/A, 10% FBS y 10% de medio condicionado de células
L929 (LCM, del inglés L929-cell conditioned medium) como fuente de MCSF. Los
progenitores de médula ésea se plaguearon a una concentracion de 3x10° células/mly
se cultivaron durante 7 dias con cambios de medio al tercer y al sexto dia (Sanz-
Gonzalez et al., 2007). El medio LCM se obtuvo del sobrenadante de células L929

mantenidas en confluencia durante 5-7 dias.

2.2. Determinacion de células espumosas

Los macréfagos peritoneales residentes de raton se obtuvieron mediante el lavado
de la cavidad peritoneal. Para ello, se inyect6 en la cavidad peritoneal del ratén 10 ml
de medio de cultivo DMEM-P/S/A a 37°C mediante una jeringa acoplada a una aguja
25G. A continuacion, se empleé una aguja 19G insertada en la mitad del peritoneo

para la elucion del liquido peritoneal.

Las células espumosas fueron determinadas en el lavado peritoneal. La

suspension celular obtenida se sembré en cubreobjetos de vidrio de 1.5 cm de
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diametro durante 60 minutos a 37°C, tras lo cual se procedi6é a un lavado exhaustivo
con PBS para la eliminacién de células no adherentes. Después de la fijacion con PFA
4% durante 20 minutos a TA y lavado con PBS, las células se tifieron con Oil Red O
durante toda la noche a 4°C. Para visualizar las células, se hizo una contratincion con
hematoxilina y los cubreobjetos fueron montados con glicerol-gelatina. Para el analisis
se consideré célula espumosa aquella con un contenido superior a 3 gotas lipidicas en
el citoplasma. El resultado se expresé como porcentaje de células espumosas
respecto al total de células

2.3. Ensayos funcionales in vitro
2.3.1. Estudios de proliferacién y migracion en macréfagos

La proliferacion en MDMO fue evaluada mediante la incorporacién durante 18
horas de BrdU (50 uM, SIGMA) en los macrofagos crecidos sobre cubreobjetos de 1.5
cm de diametro y fueron detectados con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU Alexa
Fluor 488 diluido 1/200, en células fijadas 20 minutos con PFA 4%/PBS vy
permeabilizadas 30 minutos con 0.5% Triton X-100, 2M HCL. El total de células
contadas se tifieron con 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Los cubreobjetos se
montaron en portas con Slow-Fade Gold y fueron analizados con un microscopio de
fluorescencia invertido Axio ObserverAl (ZEISS). La proliferacion se determiné como
el porcentaje de células positivas para BrdU relativo al total de células contadas de un
total de 10 campos seleccionados al azar, siendo el total del contaje entre 600 y 1000
células. La tasa proliferativa se obtuvo de la cuantificacion de entre 4 y 6 cubreobjetos

independientes por condicion o tratamiento.

La actividad migratoria fue determinada por ensayo de cicatrizacion de herida
(Martinez-Hervas et al., 2014) en placas con un 80% de confluencia. En el tiempo 0, se
realizd una herida en el medio de la monocapa de células utilizando una punta de
pipeta estéril, tras lo cual, las células fueron incubadas en 0.5% FBS/DMEM 10% LCM
durante 24 horas. Las iméagenes fueron tomadas a tiempo 0 y 24 horas. La migracion
se evalu6 como area de la herida a tiempo 24h relativo al area de la herida a tiempo 0
(area t0 equivale al 100%). El area de herida fue el promedio de 4 campos analizados

por pocillo independientes y de 8 pocillos independientes por genotipo y por condicién.
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2.3.2. Analisis de la apoptosis

La apoptosis en cultivos celulares se determind mediante el analisis de las células
haplodiploides en el perfil del ciclo celular obtenido mediante citometria de flujo de
células tefiidas con ioduro de propidio segun lo descrito (Gonzalez-Navarro et al.,
2010). Para inducir la apoptosis los MDMO fueron tratados con luz ultravioleta (UV) a
60 J/m? y tras 18 horas en cultivo, se recogi6 el sobrenadante, se tripsinizaron, y se
recogieron por centrifugacion (400g, 5 minutos). Las células se fijaron con etanol al
80% durante 30 minutos a -20°C y tras centrifugacion (400g, 5 minutos) se incubaron
con una disolucion de ioduro de propidio (50 ug/ml, P4170, SIGMA, St. Louis, MI,
EEUU) en presencia de ARNasa A (0.25 mg/ml, R4642, SIGMA, St. Louis, MI, EEUU)
durante 30 minutos a TA. Las células fueron sometidas a andlisis del ciclo celular
mediante citometria de flujo obtenido con un citbmetro FACSCanto (BD
BIOSCIENCES, Franklin Lakes, NJ, EEUU). Las células hapodiploides apoptéticas
fueron identificadas como la poblacién Sub-GO en analisis de ciclo celular. Todos los
experimentos fueron realizados al menos por triplicado y en tres experimentos

independientes por genotipo y condicion.

2.3.3. Aislamiento de linfocitos y monocitos humanos

Las células mononucleares humanas de sangre periférica (CMSPs) fueron aisladas
de muestras de sangre de voluntarios sanos con Lymphoprep™ (Axis Shield PoC,
Oslo, Noruega), se sembraron en placas de cultivo estdndar con medio RPMI 1640-
P/S/IA'y 15% de FBS y se mantuvieron en una atmésfera al 5% de CO; a 37°C durante
una hora. Despues de esa hora, las células no adheridas que contenian los linfocitos
se recogieron y se cultivaron en otras placas con el mismo medio mientras que las
células adheridas, los monocitos, se mantuvieron durante 7-10 dias para la
diferenciaciébn de macrofagos en presencia del mismo medio RPMI. Los linfocitos
fueron tratados con 400 nM de insulina en medio RPMI-P/S/A, 15% FBS durante 3
dias y posteriormente analizados por citometria de flujo y por analisis de expresion

génica.
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2.3.4. Experimentos de silenciamiento en macrofagos humanos derivados de

monocitos

Para los experimentos de silenciamiento con ARN pequefio de interferencia
(siRNA) los monocitos derivados de macrofagos (MDMAC) confluentes al 50-60%,
fueron transfectados con siRNA control o con siRNA LIPC humano especifico para el
gen de la lipasa hepéatica (ON-TARGET PLUS, SMART POOL, DHARMACON,
Lafayette, CO, USA) utilizando lipofectamina RNAIMAX (INVITROGEN, Carlsbad, CA,
USA). Tras 48h de silenciamiento, los macréfagos silenciados fueron tratados con
vehiculo o con 100ng/ml de LIGHT humano en medio RPMI 1640-P/S/A 'y 0.5% FBS
durante 24h y se analiz6 la expresion del ARNm de la Hl y de las citoquinas Mcpl y
Tnfa. La pureza del cultivo de monocitos/macrofagos se confirmé por citometria de

flujo.

3. CARACTERIZACION DE LA INFLAMACION SISTEMICA EN LOS MODELOS DE
RATON

3.1. Estudio de las citoquinas circulantes

Para el estudio de las citoquinas circulantes, el plasma fue aislado de sangre
heparinizada (10U heparina/ml) mediante centrifugacion a 13500g a 4°C. Los niveles
circulantes en plasma de las citoquinas TNFa, MCP1 e IL6 en ratén, se midieron
mediante técnicas de ELISA utilizandose los "Quantikine ELISA kits" (R&D Systems
Minneapolis, EEUU). Para la cuantificacion de los niveles circulantes en plasma de
LIGHT(TNFSF14) se utiliz6 un kit de ELISA especifico de raton “Mouse Tumor
necrosis factor ligand superfamily member 14(TNFSF14) ELISA kit” (Q9QYH9,
CUSABIO, Wuhan, China). Para la realizaciéon del ensayo se siguieron las indicaciones

de los diferentes fabricantes en cada caso.

3.2. Caracterizacion de las células circulantes mediante citometria de flujo en

raton

La caracterizacion de las células circulantes se realiz6 mediante citometria de flujo
en sangre entera. Todos los anticuerpos y reactivos empleados en citometria se

muestran en la Tabla 8.
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Para la caracterizacién de monocitos circulantes en ratdn se incub6 10ul de sangre
heparinizada con los anticuerpos murinos anti-CD45, anti-Ly6C y anti-CD115 durante
30 minutos a TA. Seguidamente se procedié al lisado de los eritrocitos con 250ul de
solucion de lisis 10 minutos a TA y las muestras fueron analizadas por citometria de
flujo (FACSVerse citometro de flujo, BD BIOSCIENCES). Las subpoblaciones Ly6C'¥
y Ly6C" de monocitos fueron determinadas dentro de poblacién doblemente positiva

para los marcadores de monocitos CD115 y leucocitario CD45.

Para determinar los linfocitos circulantes en ratén, 10ul de sangre heparinizada
fueron incubados durante 30 minutos con los siguientes anticuerpos: se afiadié a la
sangre 5 pl de tampon Brilliant Stain, seguido de los anticuerpos anti-CD4, anti-CD8a,
anti-CD69 y anti-CD3e. Tras lisado de los eritrocitos con 250l de solucién de lisis, se
analizé mediante citometria de flujo. Para caracterizar los subtipos de linfocitos T
CD4+, 100ul de sangre heparinizada fue marcada con un kit especifico para la
deteccién de células T reguladoras (CD4+Foxp3+) y células Th17 productoras de IL17
(CD4+1L17), “Th17/Treg phenotyping kit”, donde primero se fijaron las células con
200ul del tampdn Mouse Foxp3 Fixation durante 30 minutos a 4°C. Tras centrifugacion
a 300g, 5 minutos, se elimind el fijador y se permeabilizaron las células con 200ul de
tampdn de permeabilizacién Mouse Foxp3 durante 30 minutos a TA en oscuridad. Tras
varias centrifugaciones para eliminar el tampén y para lavar las células con PBS, se
afiadié 20ul del kit de anticuerpos mencionado anteriormente, dejandolo incubar 30
minutos a TA. Se repiti6 el lavado de las células mediante centrifugaciones y se lisaron

los eritrocitos con 800pl de solucion de lisis. Se analiz6 por citometria de flujo.

88



Materiales y métodos

Tabla 8. Anticuerpos y reactivos utilizados para citometria de flujo en ratén

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Anti-Ly6C PerCP Producido en rata “Bﬂgdliig:AERgglﬁrﬁaGEN 560525
Anti-CD115 APC Producido en rata g'igg"f%i'jjaéian 135509
Anti-CD45 FITC Producido en rata “BAIZdFr’E:L\ERFI’\gIFfl\IaGEN 553079
c:)tlle:: (DBJ:,)BriIIiant Producido en rata Eﬂgdﬁigi,&ERyalfyaGEN 562891
Clgtlletc(DBe';?) S Producido en rata “Bﬂngr)ing\ERglyaGEN 563068
sl?;tggrsy?hrin (PE) Producido en hamster [\Bngdl::thERFg?aGEN 5563237
Anti-CD3e BD PHARMINGEN
allophycocyanin Producido en hamster Madrid, Epana 553066
(APC)

phenotyping kit Vecrd, Epana | 560767
Brilliant Stain Buffer “Bﬂg dF:ing‘ERglr-ll\l aGEN 563794
contion Vacrd, Epana | 349202

4. ESTUDIOS EN PACIENTES
4.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

El estudio se llevd a cabo conforme los principios éticos para la investigacion
médica que involucra a sujetos humanos, establecidos en la Declaracion de Helsinki, y
los protocolos fueron aprobados por el comité ético del Hospital Clinico Universitario
de Valencia. La presente investigacion se realizé en individuos no relacionados que
asistian a consulta externa del hospital (Hospital Clinico Universitario de Valencia-
INCLIVA, Valencia, Espafia) durante los afios 2011-2015. Todos los sujetos fueron
informados del presente estudio y se mostraron conformes a participar. Los sujetos
fueron seleccionados por métodos oportunisticos y se clasificaron como pacientes con
SMet sin RI, SMet con RI, sujetos con DMT2, sujetos con DMT2 y enfermedad
coronaria arterial (CAD, del inglés coronary artery disease). Para ser clasificados como
SMet se sigui6 el criterio definido por el "National Cholesterol Education Program
(NCEP) Adult Treatment Panel [l (ATPIIN" (Grundy et al., 2005). Los pacientes con un

indice HOMA-RI (del inglés, Homeostasis Model Assesment: niveles de glucosa en
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ayunas (mmol/l) x niveles de insulina en ayunas (uU/ml) / 22.5) igual o superior a 3.2)
fueron considerados Rl (Martinez-Hervas et al., 2011). Para la inclusion en el grupo
DMT2 la seleccion se basé en el criterio de la NCEP-ATP Il de las guias AHA/NHLBI
para la definicion de DMT2 (Alexander et al., 2003) y, para la inclusién en el grupo de
pacientes con DMT2-CAD, se utiliz6 ademas la guia europea de enfermedad coronaria
arterial (Montalescot et al., 2013). Los criterios de exclusién fueron embarazo,

lactancia y enfermedad inflamatoria crénica.

Las medidas de presion arterial, de indice de masa corporal y relacion cintura-
cadera fueron realizadas en consultas externas del Hospital Clinico de Valencia.

4.2. Evaluacion de la arteria car6tida humana por ultrasonido

Para la evaluacion de la arteria carétida, se realiz6 una ecografia modo B de las
arterias carotidas derecha e izquierda usando el instrumento ‘Siemenes Sonoline G40’
(SIEMENS MEDICAL SOLUTIONS, Erlangen, Alemania) equipado con un transductor
lineal de banda ancha con una frecuencia de 7 a 10 MHz. Los pacientes fueron
examinados en posicién supina con la cabeza girada 45° al lado opuesto del escaner.
Antes de obtener las imagenes para la medida del grosor intima-media, los examenes
sonograficos de la ecografia en modo B y la Doppler en color, se realizaron en planos
longitudinal y transversal para identificar la estenosis vascular. Se usé un protocolo de
imagen estandarizado para la medida del grosor intima-media de acuerdo con el
consenso de Mannheim (Touboul et al., 2004). Con la dilatacién de la carétida y los
divisores de caudal como puntos de referencia anatémicos, el sonégrafo obtuvo
imagenes de alta resolucién de la carétida comin (1cm proximal a la bifurcacién), la
bifurcacion (entre dilatacion y divisores de caudal), y la carétida interna (1cm distal al
divisor caudal). El andlisis de la arteria carétida externa e interna fue analizado por la
presencia de placas ateroscleréticas y de la ecogenicidad. La placa de ateroma fue
definida como una estructura focal que invade el lumen arterial al menos 0.5mm, 50%
del valor circundante del grosor intima-media, o un grosor igual o superior a 1.0 mm
como medida de la interfaz media-adventicia a la interfaz intima-lumen. La variable
principal fue la media del grosor intima-media carotideo comin (GIM-CC), definida
como el promedio de las distancias entre la pared lumen-intima y media-adventicia
tomadas bilateralmente en tres proyecciones diferentes (arteria carétida comun
derecha: 90°, 120° y 150°; arteria cardtida comun izquierda: 210°, 240° y 270°). Un
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experimentado sonografo (S.M.-H.) realiz6 todas las examinaciones. La variabilidad
intraobservada fue examinada en 20 sujetos. El coeficiente de variabilidad de la media
GIM-CC fue 5.2%.

4.3. Andlisis bioquimicos, obtencion de plasma y aislamiento de células
mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

Los pardmetros bioguimicos fueron medidos segun los protocolos estandarizados
de los laboratorios del Hospital Clinico. Las muestras de sangre se recogieron
después de 12-14 horas de ayunas, fueron extraidas de la vena antecubital y
almacenados en tubos con EDTA o heparina (BD VACUTAINER, Plymouth, UK). Las
medidas de insulina se determinaron por andlisis radioinmunolégico. El plasma fue
aislado mediante centrifugacion a 13500g a 4°C de sangre heparinizada (10U

heparina/ml)

El aislamiento de las CMSPs, se realizO a partir de 5 ml de sangre con
anticoagulante EDTA con el reactivo Lymphoprep™ (Axis Shield PoC, Oslo, Noruega)
mediante centrifugaciones en gradiente de densidad siguiendo las especificaciones del
fabricante.

4.4. Caracterizacién de las células circulantes mediante citometria de flujo

Para la caracterizacion de los leucocitos circulantes, se incubé 10 ul de sangre
heparinizada procedente de los sujetos durante 30 minutos a TA con los siguientes
anticuerpos: APC anti-human CD3, PE anti-human CD69 y un kit de anticuerpos
"Regulatory T cell Cocktail". Para la determinacién de los monocitos circulantes, la
sangre se incubd 30 minutos a TA con los anticuerpos V450 anti-human CD14 y
PerCP-Cy5.5 anti-human CD16 seguido de una incubacién de 10 minutos con solucion
de lisis (Facs Lysing solution BD PHARMINGEN) y se analizé por citometria de flujo
(FACSVerse Flow cytometer, BD BIOSCIENCES). Los anticuerpos empleados se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Anticuerpos utilizados para citometria de flujo en humanos

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Anti-human CD3 Producido en BD PHARMINGEN 555342
(APC) raton Madrid, Epana

Anti-human CD69 Producido en BD PHARMINGEN 555531
(PE) raton Madrid, Epana

Anti-human CD14 Producido en BD PHARMINGEN 560349
(V450) ratén Madrid, Epafa

Anti-human CD16 Producido en BD PHARMINGEN 560717
(PerCP-Cy5.5) raton Madrid, Epana

Regulatory T cell BD PHARMINGEN

Cocktail Madrid, Epafia 560249

4.5. Estudio de las citoquinas circulantes en plasma humano

Los niveles circulantes en plasma se midieron usando el método basado en la
técnica directa de sandwich ELISA (delinglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas). Para determinar los niveles
circulantes en plasma de LIGHT(TNFSF14) se utilizé un kit "ELISA DuoSET LIGHT
development system" (R&D Systems Minneapolis, MN, USA), y para la determinacién
de las citoquinas IFNy, IL4 y IL17A se emplearon diferentes kits de ELISA
(DIACLONE, Besancon, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5. ESTUDIOS DE EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT
5.1. Obtencién y cuantificacion de extractos proteicos

Para la extraccion de proteinas por muestra se utilizaron entre 50 mg y 100 mg de
tejido, entre 50-70 islotes pancreéticos, 2 cayados aérticos y el pellet de CMSP
procedente de 5 ml de sangre de pacientes. Los extractos proteicos fueron obtenidos
por homogeneizacioén utilizando un tampon de lisis TNG (Tris-HCI 50mM, pH 7.5, NaCl
200mM, Tween-20 1%, NP-40 0.2%) suplementado con Complete Mini cocktall
(ROCHE, Mannheim, Alemania), 3-glicerolphosphate 50mM (SIGMA, St. Louis, MI,
EEUU), 2mM PhenylMethylSulfonyl Fluorid (PMSF, ROCHE, Mannheim, Alemania) y
NasVO 200pM (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). Las suspensiones obtenidas se
sometieron a tres pulsos de 30 segundos de homogeneizacion en un
homogeneizador Ultra-Turrax (IKA WERKE GMBH&Co., Staufen, Alemania) en el
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caso de los cayados, y para el resto de tejidos se utilizaron micromorteros
manuales. Todos los homogeneizados se sometieron a tres ciclos de congelacion
en N2 liquido, descongelacién en bafio a 37°C y agitacién durante 30 segundos. Los
homogeneizados se centrifugaron a 135009 durante 30 minutos a 4°C para eliminar
los restos de tejidos no disgregados. El sobrenadante resultante se cuantificd y se

congeld -80°C para su posterior andlisis por Western Blot.

La cuantificacion de los extractos proteicos obtenidos se realizé mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) con Coomasie Blue G-250 (BIO-RAD, Munich,
Alemania) siguiendo las instrucciones de la casa comercial que al reaccionar con la
proteina produce un producto que se lee a 595 nm. Las concentraciones se obtuvieron
a partir de una curva patrén con disoluciones de concentraciones conocidas de y-
globulina en un rango de entre 0.25 y 2ug/uL en la que se interpolaron los valores de

absorbancia a 595 nm de las muestras.

5.2. Experimentos de co-inmunoprecipitacion

Para los experimentos de co-inmunoprecipitacion, 500ug de extracto proteico,
fueron incubados durante 1 hora, en agitacion orbital a 4°C, con 2ug/ml del anticuerpo
policlonal de conejo anti-IRS1 en un volumen total de 500uL de tampén TNG,
suplementado con inhibidores, seguido de una segunda incubacion con 30uL de
Protein A/G PLUS-Agarose al 50% en PBS (sc-2003, SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY) a 4°C durante 15-17h. Los immunocomplejos fueron lavados
(centrifugando entre los lavados durante 5 segundos a 16000g y a 4°C) con tampon
TNG vy recuperados para su analisis posterior. Las proteinas se eluyeron mediante
ebullicion con 25 pL de tampdén laemmli (tampdén de carga con SDS y B-
mercaptoetanol) y fueron sometidas a electroforesis en un gel al 8% de poliacrilamida

segun se indica en la siguiente seccion.

5.3. Andlisis de la expresion proteica mediante SDS-PAGE y Western Blot

El analisis de las proteinas presentes en los distintos extractos proteicos se
detecté mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE (del inglés, Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), Western Blot e inmunodeteccion
de las proteinas, de acuerdo con lo descrito en "Current Protocols in Protein Science"

(Palmer and Wingfield, 2004) utilizando los anticuerpos primarios y secundarios
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descritos en las Tablas 10 y 11. La electroforesis SDS-PAGE permite separar las
proteinas en funcién de su peso molecular (Laemmli, 1970). Previamente a su carga
en el gel, los extractos proteicos se diluyeron en agua milliQ y laemmli y se calentaron
a 95°C durante 5 minutos con el fin de desnaturalizar las proteinas y hacer constante
su relacion carga/masa. De esta forma se logré una separacion exclusivamente
dependiente del tamafio. Se emple6 un sistema vertical de electroforesis discontinua
con un gel superior de concentracién de las bandas con una concentracion de
poliacrilamida del 4% y uno inferior de resolucion que fue variable segun el tamafio de
las proteinas analizadas: para la separacion de las proteinas pTyr, IRS1 y
phospho(p)Ser307IRS1 se emplearon geles del 8%, para la separacion de las
proteinas p15™K4e p16M™NK4a y n19ARF se utilizaron geles del 15% y para la separacion
de las proteinas pAkt, AKT , pSAPK/INK, SAPK/INK, pp28 y p38, la electroforesis se
realizo en geles al 12%. La electroforesis se llevé a cabo en un tampdn compuesto por
25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS durante 1 hora y 30 minutos a un voltaje
variable entre 80 y 120V. La transferencia de las proteinas desde el gel de acrilamida
a la membrana Immobilon-P de Polifluoruro de vinilideno, PVDF (MERCK MILLIPORE,
Madrid, Espafia) se realiz6 con un sistema MiniProtean (BIO-RAD LABORATORIES,
Hercules, CA, EEUU) en frio durante 90 minutos a 100V constantes y en un tampén
compuesto por 25 mM Tris, 192 mM glicina y 20% metanol (pH 8.3). Tras la
transferencia, las membranas se incubaron en solucién de bloqueo consistente en 4%
de leche desnatada en TPBS (Tween-20 PBS: PBS, 0.05% Tween 20) durante 1 hora
a TA en agitacion. La incubacion con los anticuerpos primarios especificos indicados
en cada caso se realiz6 en solucién de blogqueo a 4°C durante toda la noche. Tras tres
lavados de 5 minutos con TPBS para eliminar los restos de anticuerpo primario, las
membranas se incubaron durante 1 hora a TA con los correspondientes anticuerpos
secundarios conjugados a HRP. La deteccion de las bandas proteicas se realiz
mediante quimioluminiscencia con el reactivo ECL-Plus y empleando el sistema de
adquisicion y analisis de imagen Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (FUJIFILM,
Tokio, Japon).
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Tabla 10. Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante

Western Blot

ANTICUERPO

Anti-fosfo-Akt (ser473)

Anti-Akt1/2

Anti-phospho-Tyr

Anti-IRS1

Anti-IRS1

Anti-phosphoSer307IRS1

Anti-p15™*4®

Anti-p16™N<4

Anti-p19°~*

Anti-phospho-SAPK/JNK
Anti-SAPK/JNK (56G8)

Anti-B-actin

Anti-Phospho-p38

Anti-p38

Hepatic lipase H-70

Anti-a-tubulina

Policlonal de conejo

Policlonal de cabra

Monoclonal de raton

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Monoclonal de rata

Policlonal de conejo
Policlonal de conejo

Monoclonal de ratén

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Monoclonal de raton

CASA COMERCIAL

CELL SIGNALING
TECHNOLOGY
Boston, MA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
MILLIPORE

Madrid, Espafia

CELL SIGNALING
Boston, MA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
CELL SIGNALING
Boston, MA, EEUU

CELL SIGNALING
Boston, MA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
CELL SIGNALING
Boston, MA, EEUU
CELL SIGNALING
Boston, MA, EEUU
SIGMA

St. Louis, MI, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU
SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
SantaCruz, CA, EEUU

REFERENCIA

9271

sc-1619

05-321

2382

sc-559

2381

4822

sc-1207

sc-32748

2994
9258

A5441

sc-17852-R

sc-535

sc-21007

sc-8035
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Tabla 11. Anticuerpos secundarios y reactivos empleados para la deteccion de
proteinas mediante Western blot

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Anti-conejo SANTA CRUZ
goat anti-rabbit IgG-HRP Producido en BIOTECHNOLOGY sc-2004
cabra SantaCruz, CA, EEUU
. Anti-cabra SANTA CRUZ
ﬂ;’:‘ey anti-goatlgG-  pyicidoen  BIOTECHNOLOGY $¢-2056
burro SantaCruz, CA, EEUU
. Anti-ratén SANTA CRUZ
a"’:g anti-mousel9G- by cidoen  BIOTECHNOLOGY $c-2031
cabra SantaCruz, CA, EEUU
. SANTA CRUZ
sl e e BIOTECHNOLOGY $¢-2003

Agarose SantaCruz, CA, EEUU

THERMO FISHER

ECL Plus detection kit Barcelona, Espafia

6. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN
TIEMPO REAL (qPCR)

6.1. Obtencidén y cuantificacién de extractos de ARN

Para la extraccion de ARN de MDMO en cultivo de tejido aortico e higado de ratén,
y CMSPs de los pacientes se utilizé el reactivo TRIzol (INVITROGEN, Carlsbad, CA,
EEUV).

Para las células se afiadié 1ml TRIzol por cada 3.5 cm? de area celular y por cada
muestra de CMSP resultante de 5 ml de sangre humana. En los tejidos se afiadio 1ml
TRIzol por cada 50-10mg de tejido y se homogeneizé en un homogeneizador Ultra-
Turrax (IKA WERKE GMBH&Co., Staufen, Alemania). Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se afiadié cloroformo (200uL) y se procedio a la separacion de las fases
mediante centrifugacién (12000g, 15 minutos, 4°C). EI ARN se precipitd de la fase
acuosa con isopropanol (10 minutos) realizandose un lavado del ARN precipitado con
etanol al 75%. Tras secado del precipitado, el ARN se resuspendid en agua libre de
ADNasa/ARNasa (AMBION, Carlsbad, CA, EEUU) y se cuantificé en un Nanodrop
(THERMO SCIENTIFIC, Walthman, MA, EEUU) mediante medida espectrofotométrica
a 260nm de longitud de onda. La pureza se estimé mediante la relacién Azsorso, Siendo
ésta superior a 1.8 en todos los extractos analizados. El extracto de ARN obtenido se
almaceno a -80°C hasta su andlisis. En todo momento, a lo largo del protocolo de

extraccion de ARN, se emplearon reactivos y tubos libres de ARNasas.
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6.2. Retrotranscripciéon del ARN y analisis de la expresion génica median qPCR

Para la obtencion de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN total, entre 0.5-
1ug por muestra fueron retrotranscritos usando el kit comercial “Maxima First Strand
cDNA Synthesis kit” (FERMENTAS) siguiendo el protocolo indicado. Para el analisis
de la expresion génica por gPCR se utilizo el kit “Luminars Color HiGreen (High ROX)-
gPCR Master MIX” (FERMENTAS) utilizandose un termociclador 7900Fast System
(APPLIED BIOSYSTEM, Foster City, CA, EEUU). Los cebadores utilizados fueron
disefiados mediante el programa Primer Express (APPLIED BIOSYSTEM) y se
muestran en la Tabla 12 y Tabla 13. Los resultados fueron analizados con la
aplicacion informatica suministrada por el fabricante (APPLIED BIOSYSTEMS)
empleando el método del AACt (Livak and Schmittgen, 2001). Para los diferentes
genes, los niveles de ARNm fueron normalizados a los niveles del ARNm del control
enddgeno, el gen ciclofilina en ratones y el gen gapdh en humanos. La expresion de
los genes fue relativizada a las muestras control (RQ=1) en cada experimento.

Tabla 12. Cebadores utilizados para el andlisis de la expresion génica

mediante PCR de ratones
PRODUCTO A N
AMPLIEICAR | [SEPADOR SECUENCIA 5'>3
T Forward TGGAGAGCACCAAGACAGACA
Reverse TGCCGGAGTCGACAATGAT
15kdb Forward AGATCCCAACGCCCTGAAC
p Reverse CCCATCATCATGACCTGGATT
J6™ Forward CGTACCCCGATTCAGGTGAT
p Reverse TTGAGCAGAAGAGCTGCTACGT
e Forward TCTTGAGAAGAGGGCCGCACC
P Reverse GAATCTGCACCGTAGTTGAGC
_ Forward CCCACACCGTCAGCCGATTT
Reverse GTCTAAGTACTTGGGCAGATTGACC
o Forward GCCCAGCACCAGCACCAG
P Reverse GGCATCACAGTCCGAGTC
. Forward CCCAACAGACCTGTCT
Reverse CCAGTTTGGTAGCATCC
- Forward CGGAGAGCGATGGCTTCTC
Reverse GTTTGTGCATGCTCTTGGGTTT
e Forward CAACGTCTGGTATGATCCTTCAGA
Reverse GCTCCCTCTCATCTAACTGCTTGT
50 Forward GACTTTCCCTGITGGACAGCTT
p Reverse CAACAGACTGACCCGCTAAGG
T Forward CTCCAGACTTGCCACCACA
g Reverse GGTGGCTGGAAACCAATGC
e Forward GCAAGCCTGAGACCTAGTTTCAG
Reverse CCTTGTGTCCGAGGCTCAAT
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Tabla 13. Cebadores utilizados para el andlisis de la expresion génica por qPCR
en CMSPs de pacientes

PRODUCTO A o
AMPLIFICAR CEBADOR  SECUENCIA 533
Gandh Forward ACCACAGTCCATGCCATCAC
P Reverse TCCACCACCCTGTTGCTGTA
L Forward GAGGGACCCAATCCTGTAGCT
t-pr Reverse TGTACCAAGTCAGGGAAGTATGGA
L Forward CCCTGCCTCTGGTGATGATAA
Reverse TGCCAGATCCAGTTTTCTAGC
it Forward GGCAGTCGATGCGTTCACT
p15"™* (Cdkn2b) Reverse AGGGCCTAAGTTGTGGGTTCA
nka , Forward TCTGGAGGACGAAGTTTGCA
p16"* variante1(Cdkn2a) e ece GGAAGCCTCCCCTTTTTCC
e Forward GCTAAGTGCTCGGAGTTAATAGCA
p14™" varianted(Cdkn2a)  po orse GGACCGCGGTATCTTTCCA
Forward CATGGTGGCAGCAAGAGAAAAA
ANRIL {Cdkn2bas) Reverse TGATGGGTTTATCAGAGGTTTCC

7. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos cuantitativos se mostraron como la mediaterror estandar de la
media, las variables cualitativas se mostraron como porcentaje y las correlaciones
como datos individuales en puntos. En los experimentos con dos grupos, la
existencia de diferencias estadisticamente significativas se evalué mediante el test t-
Student no pareado de dos colas (Software GraphPad Prism, La Jolla, CA, EEUU).
En los experimentos con mas de dos grupos, se empled un analisis de varianza
unidireccional (test One-way ANOVA), y en los casos de dos variables categoéricas
independientes sobre una variable dependiente se utilizé al analisis bidireccional (test
Two-way ANOVA) (Statview, SAS institute, Cary, EEUU). Para las variables
cualitativas se utilizé el analisis de Chi-cuadrado y para las correlaciones de las
variables continuas se determiné el coeficiente Spearman (Software GraphPad Prism,
La Jolla, CA, EEUU). El test de Grubbs se empleé para la identificacion y eliminacién
de valores atipicos (Software GraphPad Prism, La Jolla, CA, EEUU). Las diferencias

se consideran estadisticamente significativas para valores de p<0.05.
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1. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en el desarrollo de
resistenciaainsulinay en lainflamacion asociada en

ratones Irs2+/- y en pacientes con DMT2 y con enfermedad
coronaria






Resultados

1.1. Estudio del papel del locus Ink4Arf en el metabolismo de carbohidratos, en

la funcionalidad del pancreas y en la homeostasis del higado en ratones Irs2+/-

1.1.1. Estudio de la expresion del locus Ink4Arf en ratones Irs2+/-Superink4/Arf

Con el fin de comprobar la funcionalidad de la dosis génica extra del transgen en
los ratones Irs2+/-Superlink4/Arf, se estudid la expresion de las proteinas del locus
mediante analisis de Western blot. De acuerdo con estudios previos (Gonzalez-
Navarro et al., 2013; Matheu et al., 2009), la expresion de las proteinas p15™k4b y
pl6'k4a gumentd en el higado de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf de un afio de edad
(Figura 19A) en comparacién con la de los ratones Irs2+/- (p<0.03 y p<0.02,
respectivamente) y la de los ratones WT (p<0.003 y p<0.0004, respectivamente). No
se observaron cambios significativos en la proteina p19~" (Figura 19A). De manera
similar, el analisis de los islotes pancreaticos mostré6 un aumento en la expresion de
las proteinas p15™4t p16'k4a y p19AT en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf (Figura 19B,
p<0.0008, p<0.0002 y p<0.05, respectivamente) en comparacion con los niveles de
expresion observada en los ratones WT. Curiosamente, los ratones Irs2+/- también
mostraron un aumento en la expresion de la proteina p15™4 en los islotes (Figura
19B, p<0.008) en comparacion con los ratones WT. Ademas, los ratones Irs2+/-
Superink4/Arf mostraron niveles superiores de expresion de la proteina p16'™4 en
comparacion con los ratones Irs2+/- (Figura 19B, p<0.0002). Asi, una dosis extra del
locus en los ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf increment6 la expresiéon de las proteinas del

locus en los islotes pancreaticos.
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Figura 19. Expresioén del locus Ink4/Arf en higado e islotes pancreaticos de ratones WT, Irs2+/- e
Irs2+/-Superink4/Arf. Niveles de expresion de las proteinas p15™4P, p16'k4a y p19AT en (A) higado y (B)
islotes pancreaticos aislados. La cuantificacion en los graficos representa la media de 3-8 blots
independientes. La proteina (100 pg) se someti6 a analisis por western blot usando anticuerpos contra las
diferentes proteinas y B-actina. Se muestran imagenes representativas en la derecha de los paneles. El
analisis estadistico se realiz6 mediante un test One-way ANOVA.

1.1.2. Ellocus Ink4/Arf disminuye la intolerancia a la glucosay la resistencia a la
insulinainducida por la deficiencia parcial de Irs2

El analisis del peso corporal de los tres grupos de ratones no mostro diferencias
significativas (Figura 20A). De manera similar, la grasa corporal y la distribucion de la
grasa corporal mostraron porcentajes similares en los tres grupos de ratones (Figura
20B).
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Figura 20. El aumento en la expresion del locus Ink4/Arf en los ratones Irs2+/- no afecta a la
distribucién de la grasa corporal. (A) Peso corporal, (B) grasa corporal (panel izquierdo) y distribucion
de la grasa corporal (panel derecho). El analisis estadistico se realizé mediante un test One-way ANOVA.

La caracterizacion metabdlica de los ratones mostré6 unos niveles similares de
glucosa en ayunas entre los ratones Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf, pero estos niveles
fueron superiores en comparacion con los ratones WT (Figura 21A, panel izquierdo,
p<0.002 y p<0.04, respectivamente). Los niveles plasmaticos de insulina en ratones
ayunados fueron significativamente mayores en los ratones Irs2+/- comparado con los
niveles de insulina de los ratones WT y de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf (Figura
21A, panel central, p<0.02 para ambos). De acuerdo con estos resultados, el indice
HOMA-RI también fue superior en los ratones Irs2+/- en comparacion con los indices
obtenidos en los ratones WT e Irs2+/-Superink4/Arf (Figura 21A, panel derecho,
p<0.02 y p<0.04, respectivamente). Los niveles de insulina y el indice HOMA-RI
(Figura 21A) fueron similares en ratones WT e Irs2+/-Superink4/Arf. El andlisis de la
tolerancia a la glucosa, determinada por el parametro AUCgicosa Obtenido durante el
TTG (curva glucosa vs tiempo), mostré un incremento en la intolerancia a la glucosa
en los ratones Irs2+/- (Figura 21B, panel superior, p<0.04) en comparacién con los
ratones WT. Sin embargo, el aumento de expresion de Ink4/Arf en los ratones Irs2+/-
Superlnk4/Arf mejoré la tolerancia a la glucosa, demostrado por una reduccion en el
pardmetro AUCgucosa de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf en comparacion con los
ratones Irs2+/- (Figura 21B, panel superior, p<0.003). El andlisis de la insulina
liberada durante el TTG, expresada como AUCinsuina, NO mostré diferencias
significativas entre los tres grupos (Figura 21B, panel inferior), aunque la secrecion de
insulina fue ligeramente mayor en los ratones Irs2+/- durante el test en comparacion

con los otros grupos.
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Figura 21. El aumento en la expresion del locus Ink4/Arf en los ratones Irs2+/- mejora el
metabolismo de la glucosa. (A) Niveles de glucosa plasmatica en ayunas, niveles de insulina en ayunas
e indice HOMA-RI en ratones WT, Irs2+/- y Irs2+/-Superink4Arf. (B) Niveles plasmaticos de glucosa
(panel superior) e insulina (panel inferior) a diferentes tiempos del TTG en ratones WT, Irs2+/- y Irs2+/-
Superlnk4/Arf, los cuales se usaron para calcular el AUCgiucosa Y AUCinsuiina (paneles de la derecha). El
andlisis estadistico se realizd mediante un test One-way ANOVA.

El analisis de la sensibilidad a la insulina mediante el TTI mostré un incremento en
el pardmetro AUCgyuucosa, indicando mayor RI en los ratones Irs2+/- comparado con los
ratones WT (Figura 22, p<0.05). La presencia de una copia extra del locus en los
ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf produjo una disminucion del pardmetro AUCgiucosa durante
el TTI, y por lo tanto una mejora en la sensibilidad a la insulina en comparacién con los
ratones Irs2+/- (Figura 22, p<0.02). La sensibilidad a la insulina fue similar en ratones
WT y ratones Irs2+/-Superink4/Arf.
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Figura 22. El aumento en la expresion del locus Ink4/Arf en los ratones Irs2+/- mejora la
sensibilidad a la insulina. Niveles de glucosa (porcentaje relativo a los niveles de glucosa inicial) durante
el TTI en los ratones ayunados durante 4 horas. El panel derecho muestra el AUCgucosa de los tres grupos
de ratones. El andlisis estadistico se realizd6 mediante un test One-way ANOVA.

Por lo tanto, estos resultados indican que la deficiencia parcial del gen Irs2 en
ratones de un afio de edad, produce intolerancia a la glucosa y Rl y que un aumento
en la dosis génica del locus Ink4/Arf disminuye dichas alteraciones metabdlicas a

niveles de los ratones WT.

1.1.3. Efecto de una dosis extra del locus Ink4/Arf en el pancreas de ratones
Irs2+/-

Dado gue los cambios en la homeostasis de la glucosa pueden atribuirse en parte
a cambios en la funcionalidad del pancreas, seguidamente investigamos el efecto de la
sobrexpresion del locus Ink4/Arf en el pancreas. El andlisis del nimero de islotes
pancreaticos, detectados mediante inmunohistoquimica de la insulina, no mostrd
diferencias entre los diferentes genotipos (Figura 23A, panel izquierdo). Sin embargo,
el &rea relativa ocupada por las células B fue significativamente mayor en los ratones
Irs2+/-, en comparacién con la de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf (Figura 23A, panel
derecho, p<0.04). Ademas, una disminucién en el contenido de células B en los
ratones Irs2+/-Superink4/Arf coincidi6 con una disminucién en la proliferacion de
éstas, medida como células positivas para el marcador de proliferacion Ki67, en
comparacion con los grupos de ratones WT e Irs2+/- (Figura 23B, p=0.05 y p<0.009
respectivamente). Estos resultados son consistentes con el papel clave del locus
Ink4/Arf como inhibidor del ciclo celular y con su implicacién en el mantenimiento de
las células B, asi como con un incremento de la expresion de proteinas del locus en

los islotes pancreaticos. Sin embargo, estos resultados no explican la mejora en la
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tolerancia a la glucosa y en la sensibilidad a la insulina en ratones Irs2+/-Superink4/Arf

que poseen una dosis génica adicional del locus.
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Figura 23. Caracterizacion de los islotes pancreaticos en los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-
Superink4/Arf. (A) Numero relativo de islotes y porcentaje del area ocupada por las células B
identificadas por inmunohistoquimica anti-insulina. (B) Cuantificacion de células proliferantes del islote
relativo al total de células del islote determinadas como células positivas para el marcador Ki67 por
inmunohistoquimica. Se muestran imagenes representativas. Los datos se presentan como mediaterror.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test One-way ANOVA.
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1.1.4. La sobrexpresion del locus en el ratdon Irs2+/- disminuye la esteatosis

hepatica y la inflamacion asociada

Teniendo en cuenta que la esteatosis hepdtica y la inflamacién pueden estar
asociadas con una pérdida de la sensibilidad a la insulina (Wen et al.,, 2011), se
analizaron los higados de los ratones WT, Irs2+/- y Irs2+/-Superink4/Arf. Los ratones
Irs2+/- mostraron un aumento en el contenido de triglicéridos hepaticos en
comparacion con los ratones WT e Irs2+/-Superlnk4/Arf (Figura 24A, p<0.0002 y
p<0.002, respectivamente), siendo los niveles de triglicéridos similar en estos dos
altimos grupos. Consistente con estos resultados, el andlisis inmunohistopatologico del
higado mostré un aumento en el nimero de células con gotas lipidicas en su interior
(Figura 24B, p<0.02) y un incremento en el tamafio de las gotas lipidicas (Figura 24B,
p<0.007) en los ratones Irs2+/- comparado con los ratones WT. Sin embargo, una
copia extra del locus en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf, redujo significativamente el
namero de células con gotas lipidicas (Figura 24B, p<0.02) y el tamafo de éstas

(Figura 24B, p<0.02) en comparacion con los ratones Irs2+/-.
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Figura 24. Caracterizacion del higado en ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. (A) Contenido
hepatico de TG (panel superior) y (B) contenido de gotas lipidicas (LD) expresado como nimero de
células con LD y como el tamafio medio de LD (paneles inferiores). El analisis estadistico se realizd
mediante un test One-way ANOVA.
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El andlisis inmunohistoquimico del contenido de macréfagos (células de Kuppfer)
en el higado identificados con el marcador F4/80 mostré un incremento en la
infiltracion de macréfagos en los ratones Irs2+/- en comparacion con los ratones WT
(Figura 25, p<0.02). El numero de macrofagos en el higado de los ratones Irs2+/-
Superlnk4/Arf fue similar a los ratones WT vy significativamente menor en comparacion
con el nimero de macréfagos en los ratones Irs2+/- (Figura 25, p<0.04).
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Figura 25. Caracterizacion del higado en los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. Contenido
en macréfagos (Células positivas para F4/80 relativo al area hepatica) en secciones hepaticas de ratones
WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. Se muestran imagenes representativas de la inmunohistoquimica. El
analisis estadistico se realiz6 mediante un test One-way ANOVA.

Consistente con los resultados anteriores, los niveles de ARNm hepatico de los
mediadores proinflamatorios Mcpl y Tnfa fueron superiores en los ratones Irs2+/-
comparado con los niveles de expresidn hepatica en los ratones WT e Irs2+/-
Superlnk4/Arf (Figura 26, p<0.001 y p<0.003 vs WT; p<0.02 y p<0.002 vs Irs2+/-

Superlnk4/Arf) indicando mayor estado inflamatorio en el higado de los ratones Irs2+/-.
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Figura 26. Caracterizacion del higado en los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superlnk4/Arf. Niveles de
ARNmM en higado de Mcpl y Tnfa normalizados con los niveles del gen enddgeno ciclofilina y relativizados
a los niveles de ARNm del raton. El analisis estadistico se realizé mediante el test One-way ANOVA.
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Estos resultados demuestran que en los ratones Irs2+/-, la Rl y el desajuste del
metabolismo de carbohidratos esta acompafiado por un aumento en la inflamacién
hepatica y en la esteatosis hepatica y que un aumento en la dosis génica, que produce
aumento de expresion del locus Ink4/Arf, previene el desarrollo de estas alteraciones

metabdlicas y de la esteatosis hepética.

1.2. Estudio del efecto de la sobrexpresion del locus Ink4/Arf en la inflamacion

asociada
1.2.1. Lareduccién de la inflamacion sistémica en el ratdn Irs2+/-Superink4/Arf

Para profundizar en la inflamacién asociada a la esteatosis hepética observada
anteriormente se realiz6 un andlisis detallado de la inflamacion sistémica. Como se
observa en la Figura 27, los niveles plasmaticos de las citoquinas proinflamatorias
MCP1 y TNFa en los ratones Irs2+/- fueron mayores en comparacion con los ratones
WT (Figura 27A, p<0.05 y p<0.03, respectivamente). Consistente con los resultados
anteriores, los niveles de estas citoquinas estuvieron significativamente reducidos en
los ratones Irs2+/-Superink4/Arf (Figura 27A, p<0.005 y p<0.01). De manera similar, el
andlisis de los leucocitos circulantes mostr6 una monocitosis en los ratones Irs2+/-
comparado con los otros dos grupos de ratones WT (Figura 27B, p<0.0005) e Irs2+/-
Superlnk4/Arf (Figura 27B, p<0.03). Un analisis adicional de las subpoblaciones de
monocitos mostré un aumento en el porcentaje de la subpoblacion de monocitos
proinflamatorios proinvasivos Ly6C" en los ratones Irs2+/- comparado con los ratones
WT vy los ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf (Figura 27C, panel izquierdo p<0.007 y p<0.03,
respectivamente). El porcentaje de la poblacibn de monocitos vigilantes o
patrulladores, Ly6C"°%, fue significativamente menor en los ratones Irs2+/- en
comparacion con el de los ratones WT vy Irs2+/-Superink4/Arf (Figura 27C, panel

derecho, p<0.003 y p=0.05, respectivamente).
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Figura 27. Inflamacion sistémica en los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. (A) Niveles
plasmaticos de MCP1 y TNFa en ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. (B) Porcentaje de monocitos
circulantes identificados como células positivas para los marcadores CD45 y CD115. (C) Porcentaje de
células Ly6CM y Ly6C'°" en monocitos CD45+CD115+ en ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. Se
muestran plots representativos del analisis de la citometria de flujo. El andlisis estadistico se realizé
mediante el test One-way ANOVA.

La caracterizacion de los linfocitos T mostré una disminucion en el namero total de
células CD3 positivas (Figura 28A, p<0.004 y p=0.05) en los ratones Irs2+/- y no se
vio ninguna diferencia en la activacion de estas células (células doblemente positivas
para CD3+CD69+). Sin embargo, la caracterizacion mas detallada de los subtipos de
células T mostrd que, siguiendo con lo observado anteriormente, el porcentaje de los
subtipos de linfocitos T activados, células CD4+CD69+ y CD8+CD69+, fue

significativamente mayor en los ratones Irs2+/- en comparacion con los ratones WT
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(Figura 28B, p<0.01 y p<0.0003). Los ratones Irs2+/-Superink4/Arf presentaron, por el
contrario, una disminucién significativa de células CD4+CD69+ y CD8+CD69+
comparado con los ratones Irs2+/- (Figura 28B, p<0.03 y p<0.05, respectivamente).
Estos resultados indican que la haploinsuficiencia del gen Irs2 en los ratones induce
un fenotipo proinflamatorio sistémico consistente en un aumento en la activacion de
células inflamatorias y de mediadores que estan reducidos en el ratén que presenta

una copia adicional del locus Ink4/Arf.
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Figura 28. Caracterizacion de los linfocitos T circulantes en ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-
Superink4/Arf. (A) Linfocitos T circulantes totales y activados identificados como células CD3+ y
CD3+CD69+ respectivamente. (B) Cuantificacion de las células CD4+ y CD8+ y sus formas activadas
CD4+CD69+ y CD8+ CD69+. Se muestran plots representativos del analisis de la citometria de flujo. El
andlisis estadistico se realizd6 mediante un test One-way ANOVA.
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1.2.2. Caracterizaciéon de macréfagos procedentes de los ratones WT, Irs2+/- e
Irs2+/-Superink4/Arf

Para profundizar en los cambios inflamatorios observados se caracterizaron
macrofagos procedentes de los tres grupos de ratones. El analisis de MDMO aislados
de los ratones, mostré un aumento en los niveles de ARNm de las citoquinas Mcpl,
Tnfa e 116 en los macréfagos Irs2+/- en comparacion con los de los macrofagos WT
(Figura 29A, p<0.05, p<0.008 y p<0.004, respectivamente) y de los macréfagos Irs2+/-
Superlnk4/Arf (Figura 29A, p<0.02, p<0.03 y p<0.01, respectivamente). El analisis de
expresion de los genes del locus mostraron un aumento en la expresion de los niveles
de ARNm de p15™4 y p19*" en los macréfagos de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf
comparado con los niveles de ARNm de los ratones Irs2+/- y WT (Figura 29B, p=0.05
y p<0.02 vs ratones WT; p<0.006 y p<0.007 vs ratones Irs2+/-). Ademas, los niveles
de ARNm de p16"“@(Figura 29B, panel central) fueron mas bajos en los macréfagos
Irs2+/- (p<0.03 vs WT y p<0.04 vs Irs2+/-Superink4/Arf).
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Figura 29. Caracterizacion de los macrdéfagos procedentes de los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-
Superink4/Arf. (A) Niveles de expresion de ARNm de Mcpl, Tnfa e 1I6 en ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-
Superink4/Arf. (B) Niveles de expresion de ARNm de p15'M40, p16'"™4a y p19AT en los macréfagos de
ratones WT, Irs2+/- y Irs2+/-Superlnk4/Arf. Los niveles de expresién se normalizaron con los niveles del
gen enddgeno ciclofilina y relativizados a la expresion del ARNm de los ratones WT. El andlisis se realizo
mediante el test One-way ANOVA.
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El andlisis funcional de estas células mostr6 ademas que la disminucion del

fenotipo inflamatorio en los macréfagos Irs2+/-Superlnk4/Arf se asocié con un

incremento en la actividad del locus Ink4/Arf, medido como una disminucion de la

proliferacion (Figura 30A, p<0.0008 vs Irs2+/- y p<0.03 vs WT), y un incremento en la

apoptosis inducida por luz UV (Figura 30B, p<0.05 vs Irs2+/- y p<0.0003 vs WT).
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Figura 30. Caracterizacion funcional de los macréfagos procedentes de los ratones WT, Irs2+/- e
Irs2+/-Superink4/Arf. (A) Porcentaje de macrofagos proliferantes analizados mediante la incorporacion
de BrdU y detectados por inmunofluorescencia. Las flechas blancas sefialan las células BrdU+. (B)
Andlisis de la apoptosis en los macrofagos de los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf expresada
como porcentaje de células SubGO en el analisis del ciclo celular. Se muestran imagenes y plots
representativos. El analisis se realizé mediante los tests One-way ANOVA (A) y Two-way ANOVA (B).

Estos estudios indican que los macréfagos procedentes de los ratones Irs2+/-

Superlnk4/Arf muestran una disminucion del fenotipo inflamatorio y esto se relaciona

con un aumento en la expresion y en la funcionalidad del transgen.

115



Resultados

1.2.3. La administracion de TNFa in vivo en el raton Irs2+/-Superink4/Arf
disminuye la sefializacién canonica de la insulina mediada por IRS/AKT vy
aumenta la via de estrés SAPK/JKN

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que una mejora en la
homeostasis de la glucosa inducida por un incremento de la dosis del locus Ink4/Arf se
asocia a un aumento de la via candnica de sefializacion de la insulina (Gonzalez-
Navarro et al., 2013). Por ello se analiz6 la sefalizacion de la insulina mediada por la
via IRS/AKT mediante estudios de sefializacion de la insulina in vivo. El andlisis in vivo
de la sefalizacion de la insulina mostré una disminucion de los niveles de la forma
activada por insulina de IRS1, fosfotirosina-(pTyr)IRS1, en el higado de los ratones
Irs2+/- en comparacioén con los ratones WT (Figura 31A, p=0.05). Coincidiendo con
una mejora en la sensibilidad a la insulina y en la homeostasis de la glucosa, los
ratones Irs2+/-Superink4/Arf mostraron un aumento en los niveles de la proteina
pTyrIRS1 en comparacion con los niveles de proteina en los ratones Irs2+/- (Figura
31A, p<0.005). Los niveles de pTyrIRS1 fueron similares en los ratones WT vy Irs2+/-
Superlnk4/Arf. No se observaron cambios en los niveles proteinicos de IRS1 total ni en
los niveles de expresion del ARNm entre los diferentes grupos de ratones (Figura
31B). El analisis de los niveles de la forma activa del mediador intracelular AKT1/2,
pAKT1/2, en el higado mostrd niveles reducidos en los ratones Irs2+/- comparado con
los ratones WT (Figura 31C, panel superior, p<0.02). Consistente con una mejora en la
sefalizacién de la insulina, los niveles de la proteina pAKT1/2 en el higado de los
ratones Irs2+/-Superink4/Arf fueron significativamente superiores a los niveles de los
ratones Irs2+/- (Figura 31C, panel superior, p<0.006) y similares a los niveles de
pPAKT1/2 en los ratones WT.

De manera similar, los niveles de la proteina pAKT1/2 fueron inferiores en el
musculo esquelético de los ratones Irs2+/- comparado con los niveles observados en el
musculo esquelético de los otros dos grupos de ratones WT y Superink4/Arf (Figura
31C, panel inferior, p=0.05 y p<0.002, respectivamente). Estos resultados demuestran
gue la mejora en la homeostasis de la glucosa, la reduccién de la esteatosis hepatica y
la disminucion en la inflamacion en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf estan
acompafiadas de una mejora en la via de sefalizacién de la insulina mediada por
IRS1/AKT1/2 en comparacién con los ratones Irs2+/-, y que una dosis extra del locus

en ratones Irs2+/- induce un fenotipo similar al observado en los ratones WT.
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Figura 31. Sefializacion de la insulina en los ratones WT, Irs2+/- e Irs2+/-Superink4/Arf. (A) Analisis
de los niveles de proteina pTyrIRS1 en lisados hepaticos sometidos a inmunoprecipitacion con anti-IRS1.
Los niveles de proteina pTyr se muestran relativizados a la muestra no estimulada del ratén del mismo
genotipo. (B) Niveles totales de la proteina IRS1 analizada por western blot inmunoprecipitada con el
mismo anticuerpo. Los niveles de proteina se relativizaron a los del raton WT (panel izquierdo). Los
niveles de expresion de ARNm de Irs1 (panel derecho) se normalizaron con los niveles del gen endégeno
ciclofilina y fueron relativizados a los niveles de ARNm del ratén WT. (C) Niveles de la proteina pAKT1/2
(PAKT1/2) y AKT1/2 en el higado y musculo esquelético. Las formas fosforiladas se normalizaron a los
niveles de proteina total (ratio pAKT/AKT). Los niveles de expresion pAKT/AKT fueron relativizados a los
niveles de expresion pAKT/AKT de las muestras del mismo genotipo no estimulado. Se muestran blots
representativos. El analisis estadistico se realizé6 mediante un test One-way ANOVA.

Dadas las diferencias observadas en la inflamacion, y que los niveles de las

citoquinas pueden dafar la sefalizacion y la sensibilidad de la insulina activando la via
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de estrés SAPK/INK, y la subsiguiente inactivacion de IRS1 mediante fosforilacién de
la Serina-307 (pSer307IRS1) (Tanti and Jager, 2009), se investigd si la estimulacion
con TNFa podria modular la sefalizacion en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf. El
analisis de la via de estrés pSer307IRS1/SAPK/INK tras estimulacidon con insulina
revel6 una disminucion en los niveles de la forma inactiva de la proteina pSer307IRS1
(Figura 32A, panel superior, p=0.05) y de la proteina pSAPK/INK (Figura 32A, panel
inferior, p<0.04) en el higado de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf en comparacion con
los de los ratones Irs2+/-. Sin embargo, la infusion in vivo de TNFa seguido de
estimulacion con insulina en ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf incremento los niveles de las
proteinas pSer307IRS1 y pSAPK/JINK en el higado, siendo éstos comparables con los
observados en el higado de los ratones Irs2+/- (Figura 32A). Consistente con los
resultados anteriores, los niveles de la proteina pAKT tras estimulacién con insulina,
fue mayor en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf comparado con los ratones Irs2+/-
(Figura 32B, p<0.02) pero, tras la infusion in vivo de TNFa, los niveles de pAKT1/2
fueron similares en los dos grupos de ratones (Figura 32B). Todos estos resultados
indican que la mejora en la sefalizacion de la insulina, en la inflamacién y en la
homeostasis de la glucosa en los ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf estan asociados con
una menor actividad de la via de estrés SAPK/IJNK y con un aumento en la via

canonica de sefializaciéon de la insulina IRS1/AKT.

Dado que el tratamiento con la citoquina TNFa suprime la mejora de la
sefalizaciéon de la insulina en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf y que un incremento del
locus est4d asociado con una reduccidon en el fenotipo proinflamatorio de los
macrofagos, es posible que, mediante la reduccion de la inflamacion y de los niveles
de la citoquinas circulantes, el locus Ink4/Arf revierta la sefializacion de la insulina y la

homeostasis de la glucosa.
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Figura 32. Efecto de TNFa sobre la sefializacion de la insulina en el raton Irs2+/-Superink4/Arf. (A)
Cuantificacion de los niveles de proteina de pSer307IRS1 (panel superior) y pSAPK/INK (panel inferior)
en el higado de ratones tratados con TNFa y sin tratar, y estimulados con insulina o no. (B) Niveles de
proteina de pAKT1/2 y AKT1/2 en higado de ratones tratados o no con TNFa y estimulados o no con
insulina. Las formas fosforiladas se normalizaron a los niveles de proteina total (ratio pAKT/AKT). Los
niveles de expresion pAKT/AKT fueron relativizados a los niveles de expresion pAKT/AKT de las muestras
del mismo genotipo no estimulado. Los niveles de pSer307IRS1 se relativizaron a los niveles de las

muestras sin estimular. A la derecha de las cuantificaciones se muestran blots representativos. El analisis
estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.
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1.3. Estudios del papel del locus Ink4/Arf en el desarrollo de resistencia a la

insulina y en la inflamacién asociada en pacientes con DMT2 v con CAD

1.3.1. Caracterizacion cardiometabdlica de los controles y pacientes con DMT2 y
DMT2-CAD

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes se resumen en la
Tabla 14. La distribucion del género y edad fue diferente entre los diferentes grupos
pero la significancia estadistica de los parametros analizados se mantuvo después de
la correccién por género y edad. En comparacion con los controles, los pacientes con
DMT2 y DMT2-CAD mostraron un mayor indice de masa corporal, circunferencia de la
cintura y triglicéridos. Por el contrario, los pacientes DMT2 y DMT2-CAD mostraron
niveles mas bajos de colesterol-HDL. No se encontraron cambios en los niveles de

proteina C reactiva.

Como es esperable, la insulina medida, la glucosa y el indice HOMA-RI fueron
mayores en pacientes DMT2 y DMT2-CAD comparado con los controles. Ademas los
sujetos con DMT2 y DMT2-CAD mostraron una mayor prevalencia de obesidad,
dislipidemia e hipertensién en comparacién con los sujetos control. Los pacientes con
DMT2 y DMT2-CAD tuvieron una mayor frecuencia de terapias hipoglucemientes
orales e hipolipemiantes y de antihipertensivos y la frecuencia de estas terapias
coincidié con la prevalencia de dichas alteraciones metabdlicas. Consistente con una
mayor prevalencia de alteraciones metabdlicas, el examen de la arteria carétida
humana por ultrasonido revel6 un aumento del GIM-CC en sujetos con DMT2 y con
DMT2-CAD en comparacion con los controles sanos. Ademas, los sujetos con DMT2-
CAD mostraron mayor circunferencia de cintura, glucosa en ayunas y GIM-CC que en

los sujetos con DMT?2.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos control y pacientes

con DMT2 y con DMT2-CAD

Controles DMT2 DMT2-CAD
Género (Hombre/Mujer) 75(48/27) 54(24/30)* 35(8/27)**
Edad (afios) 36.2+13.4 551 +11.7* 64.9 + 8.6**
Presion arterial Sistélica (mmHg) 1174 £12.2 127.6 £ 15.1 140.2 £ 21.1*
Presidn arterial diastdlica 727+84 79+11.5 76.5+9.3
(mmHg)
indice de masa corporal (Kg/im*) 235+ 3.6 29.0 +4.9* 32.3+45*
Medida circunferencia (cm) 80.5+12.0 94.0+8.9* 113.3 £ 14.2%*
Glucosa (mg/dL) 86.5+10.4 130.4 +43.1* 156.5 + 51.4**
Insulina (mU/L) 7.5+£3.2 15.2+£10.8* 16.3 £ 10.3*
indice HOMA 16+0.8 4.8+ 3.4 6.2 +4.5*
Colesterol total (mg/dL) 180.7 + 38.8 184.3+51.0 166.7 + 36.8
Triglicéridos (mg/dL) 79.8+35.9 137.7 £ 77.0* 167.8 £ 115.9*
Colesterol HDL (mg/dL) 61.6 £ 14.0 499 +13.1* 451+ 10.7F
Colesterol LDL (mg/dL) 115.0 £ 28.7 108.1 £41.7 1022+ 295
Apo B (mg/dL) 84.6+229 93.7 £26.9 88.2+24.2
Proteina C-reactiva (mg/dL) 3157 47+42 3.3+3.0
GIM-CC (mm) 0.458 £ 0.217 0.594 + 0.128* 0.829 + 0.146**
Obesidad (%) 24 353 61.1
Dislipidemia (%) 35.4 100
Hipertension (%) 29.2 71.4

*p<0.05 comparado con grupo control; ¥p<0.05 comparado con grupo DMT2. La significancia estadistica
se matuvo después de la correccién por edad y género.

1.3.2. La expresion de los genes Cdkn2a, Cdkn2b y Cdkn2bas disminuye en los
sujetos humanos con DMT2 y DMT2-CAD

El analisis de expresion en CMSPs procedente de los tres grupos de pacientes
demostré niveles significativamente menores de ARNm de Cdkn2a (variante 1,
p16'™4%) Cdkn2b y Cdkn2bas en individuos con DMT2 y DMT2-CAD comparado con
los niveles en los sujetos control (Figura 33A, Cdkn2a variante 1, p16"*? p<0.03 y
p<0.0007; Cdkn2b p<0.01 y p<0.005; Cdkn2bas p<0.03 y p<0.004, respectivamente).
No se observaron cambios en la expresion de Cdkn2a (variante 4, p14"") (Figura
33A). El analisis de expresion de las proteinas en CMSPs mostré una disminucion en
los niveles de las proteina p16'«“2 (Cdkn2a variante 1) y p15"® (Cdkn2b) en DMT2 y
DMT2-CAD en comparacién con los niveles observados en los controles (Figura 33B,
p16'k4a n<0.03 y p<0.02; p15"k4b p<0.05 y p<0.01, respectivamente).
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Figura 33. Andlisis de expresion de los genes Cdkn2a (variante 1, p16'"4a y variante 4, p14~T)
Cdkn2b y Cdkn2bas en CMSPs de sujetos control, DMT2 y DMT2-CAD. (A) Niveles de expresion del
ARNm de Cdkn2a (variante 1, p16'™42y variante 4, p14~") Cdkn2b y Cdkn2bas de los tres grupos de
sujetos. Los niveles de ARNm se normalizaron con los niveles de expresion del gen endégeno gapdh y
relativizados a los niveles de ARNm de los pacientes control. (B) Expresion de las proteinas p164 y
p15nk4b en CMSPs de los controles, DMT2 y DMT2-CAD. Los niveles de proteina se normalizaron con los
niveles de la proteina enddgena a-tubulina para cada muestra. Se muestran blots representativos. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student y un test One-way ANOVA.

a-tubulina

Estudios de correlacion con todos los sujetos demostraron una correlacion inversa
entre los niveles de ARNm de Cdkn2b tanto con el indice HOMA-RI (Figura 34A,
p<0.04) como con el GIM-CC (Figura 34B, p<0.003). No se observaron correlaciones
significativas entre los niveles de ARNm de Cdkn2a (p16™“%) ni Cdkn2bas con los

parametros indice HOMA-RI y GIM-CC.
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Figura 34. Estudios de correlacién en sujetos control, DMT2 y DMT2-CAD. Correlacion entre los
niveles de expresion de ARNm de Cdkn2a (p16'“?), Cdkn2b y Cdkn2bas (A) indice HOMA-RI y (B) GIM-
CC. Los niveles de ARNm se normalizaron con los niveles del gen enddgeno gapdh y se relativizaron a
los niveles del ARNm control. El andlisis estadistico se realizd6 mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman.

Dado que p16'4a y p15'"k4b son potentes inhibidores del ciclo celular, se realizé el
analisis del ciclo celular en CMSP de una seleccidon de pacientes (Figura 35). El
analisis por citometria de flujo de las tres fases del ciclo celular mediante tincién con
ioduro de propidio no mostré diferencias entre los controles y todos los sujetos con
DMT2 (DMT2 y DMT2-CAD).
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Figura 35. Analisis del ciclo celular de CMSPs. Distintas fases del ciclo GO/G1, G2/M y S en monocitos
y linfocitos de sangre periférica en sujetos control y pacientes DMT2+DMT2-CAD. Para el analisis
estadistico se realiz6 un test One-way ANOVA.
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Estos estudios demuestran una reduccion en la expresion de los genes
codificados por el locus Ink4/Arf en CMSP humanas procedentes de pacientes DMT2

y DMT2-CAD sin afectar al ciclo celular de estas células.

1.3.3. Analisis del fenotipo de los leucocitos en los sujetos con DMT2 y DMT2-
CAD

El andlisis por citometria de flujo no revel6 diferencias significativas en el

porcentaje de linfocitos, monocitos o neutrofilos entre los tres grupos (Figura 36).
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Figura 36. Caracterizacion de los leucocitos circulantes en los sujetos control, DMT2 y DMT2-CAD.
Porcentajes de linfocitos, monocitos y neutrofilos circulantes en sangre periférica en los tres grupos de
sujetos. Se muestra plot representativo del andlisis por citometria de flujo. El analisis estadistico se realizd
mediante el test One-way ANOVA.

El analisis de linfocitos T circulantes (CD3+) mostro niveles disminuidos en sujetos
DMT2 y DMT2-CAD en comparacion con los individuos control (Figura 37A, panel
izquierdo, p<0.004 y p<0.0004, respectivamente). Los linfocitos T activados
(CD3+CD69+) mostraron porcentajes significativamente mayores en pacientes DMT2
y DMT2-CAD comparado con los porcentajes observados en los controles (Figura
37A, panel derecho, p<0.02 y p<0.03, respectivamente). No se observaron diferencias
en la poblacion de células T CD4+ entre grupos, pero el porcentaje de células T
reguladoras (CD4+CD25+CD127-) fue significativamente menor en ambos grupos de
pacientes (DMT2 y DMT2-CAD) (Figura 37B, panel derecho, p<0.04 y p<0.003,

respectivamente).
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Figura 37. Caracterizacion de los leucocitos circulantes en los individuos control, DMT2 y DMT2-
CAD. (A) Linfocitos T circulantes totales y activados identificados como células CD3+ y CD3+CD69+
respectivamente. (B) Porcentaje de la subpoblacién de linfocitos T circulantes CD4+ y Tregs, identificadas
como CD4+CD25+CD127- relativizado al total de leucocitos. Se muestran plots representativos del
andlisis de linfocitos T CD3+ y CD3+CD69+ y de linfocitos T CD4+ y CD4+CD25+CD127- El analisis
estadistico se realiz6 mediante el test One-way ANOVA.

Estudios previos indican un papel fundamental de las células Treg en el fenotipo de
los monocitos (Foks et al., 2015) por lo que se caracterizaron las poblaciones de
monaocitos circulantes. EIl analisis por citometria de flujo con los marcadores CD14 y
CD16, que permite diferenciar entre monocitos clasicos CD14++CD16- e intermedios
CD14++CD16+, ambos inflamatorios, y monocitos alternativamente activados,
antiinflamatorios, CD14+CD16++ (Ziegler-Heitbrock et al., 2010) mostré un incremento
significativo en el porcentaje de la subpoblacion de monocitos intermedios
inflamatorios CD14++CD16+ en pacientes DMT2 y DMT2-CAD (Figura 38 panel
central, p<0.004 y p<0.0007, respectivamente) en comparacion con los sujetos control.

No se observaron diferencias significativas en la poblacion clasica de monocitos
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CD14++CD16- ni en la subpoblacion de monocitos CD14+CD16++, aunque la no

clasica fue modestamente menor en DMT2 y DMT2-CAD (Figura 38).
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Figura 38. Caracterizacion de monocitos circulantes en los tres grupos de sujetos. Porcentajes de
monocitos circulantes CD14++CD16-, CD14++CD16+ y CD14+CD16++ relativizado al total de leucocitos
en los tres grupos de pacientes. Plot representativo del analisis de las subpoblaciones de monocitos
mediante citometria de flujo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test One-way ANOVA.

El analisis de los mediadores inflamatorios no mostr6 cambios en los niveles
circulantes en plasma de las citoquinas IFNy ni IL17A entre los tres grupos (Figura
39). Sin embargo, los niveles circulantes en plasma de la citoquina antiinflamatoria L4
fueron significativamente inferiores en pacientes DMT2 y DMT2-CAD comparado con
los observados en los controles (Figura 39, panel central p=0.05 y p<0.005,
respectivamente). Por lo tanto, el desarrollo de DMT2 y CAD se asocia con cambios
en las células T, con cambios en el fenotipo de los monocitos y con bajos niveles de
IL4.
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Figura 39. Caracterizacion de citoquinas circulantes en los tres grupos de sujetos. Niveles
circulantes en plasma de IFNy, IL4 e IL7A. Se realizé el analisis estadistico mediante un test One-way
ANOVA

Para profundizar en la conexién entre la DMT2 y DMT2-CAD vy el fenotipo de los
leucocitos se llevaron a cabo estudios de correlacion (Figura 40A). El andlisis mostro
una correlacién inversa entre los niveles de Treg y el indice HOMA-RI (Figura 40A,
p<0.0006). Por el contrario, no se encontraron correlaciones significativas entre células
T CD3+CD69+ o0 monocitos CD14++CD16+y CD14+CD16++ y el indice HOMA-RI.
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Figura 40. Estudios de correlacion en sujetos control, DMT2 y DMT2-CAD. Correlacion entre el indice
HOMA-RI y niveles circulantes de (A) células Treg (CD4+CD25+CD127-) y CD3+CD69+ y (B) subtipo de
monocitos CD14++CD16+ y CD14+CD16++. Los datos se muestran como puntos individuales
correspondientes a cada uno de los sujetos. El analisis estadistico se realiz6 mediante el coeficiente de
correlacion de Spearman.

Estos estudios sugieren que el indice HOMA-RI produce un cambio de fenotipo en
las células Treg. Dado el papel de las células Treg en la modulacioén de la inflamacion,
estos resultados también sugieren que éstas podrian ser la causa del cambio de
fenotipo observado en los leucocitos circulantes. Por otro lado, la ausencia de
diferencias entre sujetos DMT2 y DMT2-CAD indica que la presencia de CAD no
agrava el fenotipo proinflamatorio. Sin embargo no se puede descartar una influencia
significativa en los pacientes DMT2 de las terapias mas agresivas aplicadadas a estos

sujetos con el fin de prevenir los eventos agudos asociados al CAD.
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1.3.4. El tratamiento con insulina produce un cambio en el fenotipo de los
linfocitos T

Para entender la conexion entre el cambio en el fenotipo de los linfocitos T y el
progreso de la enfermedad, se realizaron experimentos in vitro con linfocitos aislados.
Dado que la hiperinsulinemia es uno de los principales determinantes en el desarrollo
de la aterosclerosis y la vulnerabilidad de placa (Martinez-Hervas et al., 2014), y ésta
dltima es una de las principales causas de CAD, se estudio el efecto de la insulina en
el fenotipo de los linfocitos.

El andlisis de los linfocitos T presenté un aumento en el porcentaje de la
subpoblacion de células T activadas CD3+CD69+ en las células tratadas con insulina
comparado con las células control sin tratar (Figura 41A, panel izquierdo, p<0.03). Por
el contrario, el porcentaje de células Treg (CD4+CD25+CD127-) estuvo
significativamente reducido en las células tratadas con insulina en comparacién con
los porcentajes de las células control sin tratar (Figura 41A, panel derecho, p<0.005).
El andlisis de expresion en los linfocitos no mostré diferencias en los niveles de
expresion de los genes Cdkn2a (p16™4%), Cdkn2b y Cdkn2bas en las células tratadas

con insulina en comparacion con las células control (Figura 41B).

El tratamiento con insulina produce un desequilibrio de células T consistente en

bajos niveles de Treg y niveles aumentados de células T activadas.
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Figura 41. Efecto de los altos niveles de insulina sobre el fenotipo de los leucocitos. (A) Analisis por
citometria de flujo de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+CD69+ y células Treg (CD4+CD25+CD127-)
tratadas con 400 nM de insulina, o vehiculo durante tres dias. (B) Niveles de expresion de ARNm de
Cdkn2a, Cdkn2b y Cdkn2bas de linfocitos tratados con insulina y sin tratar. Los niveles de ARNm se
normalizaron con gapdh y se relativizaron a los niveles de ARNm de las células sin tratar. Para el analisis
estadistico se uso6 un test t-Student.
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2.1. Estudio del papel de la lipasa hepéatica en la homeostasis de la glucosay en

la esteatosis hepéatica

2.1.1. Caracterizacion metabolica de los ratones WT y HL-/- sometidos a dieta
rica en grasay colesterol

Para estudiar el papel de la HL en el metabolismo de la glucosa y en el desarrollo
de la esteatosis hepatica se utilizaron ratones WT y ratones HL-/- sometidos a dieta
AGAC durante 4 meses. Los ratones deficientes en HL mostraron niveles de colesterol
total (p<0.0001), colesterol HDL (p<0.02), triglicéridos (p<0.0003) y NEFA (p<0.02)
(Figura 42A) superiores a los ratones WT. No se observaron cambios en el peso
corporal entre genotipos (Figura 42B). Los niveles de glucosa en estado de ayuno no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos de ratones pero los ratones
HL-/- mostraron un aumento en los niveles de glucosa en estado de alimentacion en
comparacion con los ratones WT (Figura 42C, p<0.02). Los niveles de insulina fueron
indistinguibles entre ambos grupos de ratones tanto en estado de ayuno como en
estado de alimentacion (Figura 42D).
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Figura 42. Parametros plasmaticos en los ratones WT y HL-/- alimentados durante 4 meses con
dieta AGAC. (A) Niveles plasmaticos de colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos y acidos grasos no
esterificados (NEFA). (B) Peso corporal en ambos grupos de ratones. (C) Niveles plasmaticos de glucosa
en ratones ayunados durante toda la noche (panel izquierdo) y en estado de alimentacion (panel
derecho). (D) Niveles plasmaticos de insulina en ratones ayunados toda la noche (panel izquierdo) y en
estado de alimentacién (panel derecho). El andlisis estadistico se realizd6 mediante un test t-Student.
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La caracterizacion del metabolismo de carbohidratos mediante analisis por TTG
mostrd intolerancia a la glucosa en los ratones HL-/-, demostrado con un mayor
AUCgucosa (Figura 43A, panel superior grafico derecho p<0.01), en comparaciéon con
los ratones WT. De manera similar, los niveles de insulina durante el TTG revelaron
una disminucion en la secrecién de insulina estimulada por glucosa en los ratones HL-
/-, demostrado por una disminucién en el pardmetro AUCinsuina, €N cOMparacion con los
ratones WT (Figura 43A, panel inferior p<0.03). No se encontraron diferencias en la
sensibilidad a la insulina analizada mediante el TTIl y su correspondiente AUCgiucosa
(Figura 43B) o en el indice HOMA-RI (Figura 43C). El analisis de la secrecion de
insulina in vitro en los islotes aislados de los ratones con dieta AGAC, mostraron una
secrecion reducida en ratones HL-/- comparado con los ratones WT (Figura 43D,
p<0.006). Asi, la deficiencia de HL en ratones alimentados con dieta AGAC durante 4
meses produce intolerancia a la glucosa y un fallo en la secrecién de la insulina

estimulada por glucosa.
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Figura 43. La deficiencia de HL produce intolerancia a la glucosa en ratones alimentados durante 4
meses con dieta AGAC. (A) Niveles de glucosa plasmatica (panel superior) y de insulina (panel inferior)
a diferentes tiempos del TTG en ratones WT y HL-/-. Valores de AUCgucosa Y AUCinsuina (paneles
derechos) calculados a partir de las curvas generadas de glucosa vs tiempo e insulina vs tiempo
respectivamente. (B) Niveles de glucosa (en porcentaje relativo a los niveles iniciales de glucosa) durante
el TTI con 0.5U/Kg de peso corporal de insulina en ratones ayunados durante 4 horas. El gréafico de la
derecha muestra el AUCgucosa de los dos grupos de ratones. (C) indice HOMA-RI en ambos grupos. (D)
Secrecion de insulina in vitro de islotes aislados de ratones WT y HL-/-. El andlisis estadistico se realizd
mediante un test t-Student.
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2.1.2. Los ratones HL-/- alimentados con una dieta rica en grasa y en colesterol
presentan un aumento en el contenido de triglicéridos en el higado

Varios estudios han demostrado la existencia de una compleja relacion entre el
higado graso, la dislipidemia y el desajuste en el metabolismo de la glucosa, por lo
que se procedid a la caracterizacion del higado. El andlisis del contenido de lipidos
hepaticos mostré mayores niveles de triglicéridos en el higado de ratones HL-/-
comparado con los ratones WT (Figura 44A, p<0.04, panel izquierdo). Consistente
con esto, se observd un aumento del tamafio de las gotas lipidicas en los ratones HL-/-
comparado con los ratones WT (Figura 44A). El analisis inmunohistologico del
contenido en macréfagos o células de Kuppfer mediante el marcador F4/80 también
mostré un aumento en la infiltracién de macrofagos en el higado de los ratones HL-/-
comparado con los ratones WT (Figura 44B, p<0.03). De acuerdo con un aumento en
el infiltrado inflamatorio, el andlisis de la expresion de citoquinas proinflamatorias
demostré un incremento de los niveles de ARNm de Mcpl en el higado de los ratones
HL-/- comparado con los ratones WT (Figura 44C, panel izquierdo, p<0.03). No se
observaron diferencias en los niveles de expresion del ARNm de la citoquina Tnfa

entre ambos grupos de ratones (Figura 44C, panel derecho).

Estos resultados indican que la deficiencia de la HL en los ratones alimentados con

dieta AGAC incrementa la enfermedad del higado graso y la inflamacién hepatica.
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Figura 44. Caracterizacion del higado en los ratones WT y HL-/-. (A) Analisis del contenido de
triglicéridos en el higado de ambos grupos de ratones. Imagenes de la tincion de hematoxilina-eosina
mostrando gotas lipidicas (LD) en los dos grupos de ratones. (B) Contenido de macréfagos (células
F4/80+ relativas al area hepatica) en secciones transversales de higado de los ratones. Se muestran
iméagenes representativas. (C) Niveles de expresion de ARNm de Mcpl y Tnfa en higado. Los niveles de
ARNmM fueron normalizados con los niveles enddégenos de ARNm de ciclofilina y relativizados a los niveles
de ARNm de los ratones WT. El andlisis estadistico se realizd mediante un test t-Student.
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2.1.3. Los ratones HL-/- sometidos a dieta rica en grasa y colesterol muestran un

aumento en la inflamacién sistémica

Con el fin de caracterizar con méas detalle la inflamacion asociada a la esteatosis
hepatica observada en los ratones HL-/- se analizé la inflamacion sistémica. El andlisis
mostré un aumento de los niveles plasmaticos de MCP1 en los ratones HL-/- en
comparacion con los niveles observados de los ratones WT (Figura 45A, p=0.05). No
se observaron cambios en los niveles plasmaticos de TNFa (Figura 45A). El analisis
de los leucocitos circulantes revelé un aumento en el porcentaje de monocitos CD115+
en los ratones HL-/- en comparacién con los ratones WT (Figura 45B, p<0.03). No se
observaron cambios en las subpoblaciones de monocitos proinflamatorios Ly6C" y
vigilantes Ly6C'°" entre ambos genotipos (Figura 45B). El andlisis de los linfocitos T
demostré un aumento en el nimero total de células CD3+ (Figura 45C, p<0.04) y del
subtipo de linfocitos T CD4+ (Figura 45C, p<0.04) sin cambios en la subpoblacién de
células CD8+ o0 en el porcentaje de las células activadas CD69+. El andlisis de las
células T reguladoras (Treg) circulantes no mostro diferencias entre ambos grupos de
ratones pero el subtipo de las células T, Thl7 (CD4+Th1l7+) aument6 de manera
significativa en los ratones HL-/- comparado con los ratones WT (Figura 45D,
p<0.008).
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Figura 45. Analisis de la inflamacion en los ratones WT y HL-/-. (A) Niveles plasmaticos circulantes de
MCP1 y TNFa. (B) Porcentaje de monocitos circulantes identificados como células CD115+ por citometria
de flujo y porcentaje de las subpoblaciones de monocitos Ly6C'*" y Ly6C" en ambos grupos de ratones.
(C) Porcentaje de linfocitos circulantes totales, CD3+, y activados CD3+CD69+, y de las subpoblaciones
CD4+, CD4+CD69+, CD8+ CD8+CD69+ identificados por citometria de flujo. (D) Porcentaje de células
Treg doblemente positivas para CD4+Foxp3+ y células CD4+Th17+ en ambos grupos de ratones. El

analisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

En conjunto, estos resultados indican que la deficiencia de la HL en los ratones

incrementa la inflamacion y las células inflamatorias circulantes que incluyen

monocitos, células T CD3+y CD4+ y el subtipo de células T Th17.
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2.1.4. Caracterizacion del pancreas en ratones WT y HL-/-

Con el fin de estudiar las diferencias en la secrecion de insulina observadas in vivo
durante el TTG e in vitro en islotes aislados entre los ratones HL-/- y WT, se procedi6 a
la caracterizacion del pancreas de estos ratones. El andlisis de los islotes pancreéticos
mediante inmunohistoquimica anti-insulina, no mostré diferencias en el area relativa
ocupada por las células B entre los ratones HL-/- y WT (Figura 46A). De la misma
manera, no se observaron diferencias en el ratio célula a/B, identificadas mediante
inmunofluorescencia doble con anticuerpos anti-glucagon y anti-insulina (Figure 46B).
El analisis de las células  proliferantes, identificadas con un doble marcaje de células
positivas para Ki67/insulina, mostré tasas de proliferacién similares en los ratones HL-
/-y WT (Figure 46C). Por lo que las diferencias observadas en la secrecion de insulina
in vitro e in vivo entre genotipos no se deben a diferencias en la masa de células 8 ni a

la proliferacion de éstas.

Dado el aumento de células inflamatorias circulantes en los ratones HL-/-, se
investigo la infiltracion inflamatoria en el pancreas. El andlisis de las células CD3+ en
secciones de pancreas mostré un aumento en el porcentaje de células T en el
pancreas exocrino de los ratones HL-/- comparado con el de los ratones WT (Figura
46D, p<0.05). Ademés, el andlisis de los focos inflamatorios (FI) identificados como
una masa de células invasoras del islote, reveld un incremento de la inflamacién en el
pancreas exocrino adyacente a los islotes en ratones HL-/- comparado con los ratones
WT (Figura 46E, p<0.007).
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Figura 46. Caracterizacion de los islotes pancreaticos en los ratones WT y HL-/-. (A) Porcentaje del
area de células B identificada mediante inmunohistoquimica anti-insulina. (B) Relacién o/f en el pancreas
en ambos grupos de ratones. (C) Cuantificacién de la proliferacion de las células B identificadas como
nimero de células doblemente positivas para insulina/Ki67 relativizadas al area del islote, determinado
por inmunofluorescencia. (D) Infiltrado de células T en el pancreas, identificadas como nimero de células
CD3+ relativas al area pancreéatica en ambos grupos de ratones. (E) Cuantificacion del area ocupada por
focos inflamatorios (FI) en regiones del pancreas cercanas a los islotes en los dos grupos de ratones. Se
muestran imagenes representativas de las inmunohistoquimicas, inmunofluorescencias y tinciones. El
analisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

2.1.5. Activacion de las vias de estrés en los ratones WT y HL-/-

Estudios previos muestran un aumento de la activacion de las vias de estrés de las
MAPK asociado a la enfermedad del higado graso (Sahini and Borlak, 2014). Dadas
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las diferencias observadas en la inflamacion entre ratones HL-/- y WT se procedi6 a la
caracterizacién de estas vias de estrés. El andlisis de expresion proteica mostré un
incremento en los niveles de la proteina pp38 activada en el higado de los ratones HL-
/- comparado con los niveles de la proteina activada pp38 en el higado de los ratones
WT (Figura 47A p<0.003). Del mismo modo, el analisis de los niveles proteicos de la
forma activada de SAPK/INK (pSAPK/JINK) reveld niveles aumentados en el higado
de los ratones HL-/- en comparacién con los ratones WT (Figura 47B p<0.01). No se
observaron diferencias en los niveles de ARNm de p38 y Sapk/Jnk entre los dos
genotipos (Figura 47C). Estos resultados demuestran que el aumento del estado
inflamatorio en los ratones HL-/- alimentados con dieta AGAC va acompafado por un
aumento en la activacion de las quinasas de estrés mediadas por p38 y SAPK/INK.
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Figura 47. Expresion de las estrés MAPK en el higado de los ratones WT y HL-/-. (A) Cuantificacion
de los niveles de las proteinas pp38 y p38 en el higado de ambos genotipos. (B) Cuantificacion de los
niveles de proteina de pSAPK/INK y SAPK/JNK en el higado de los dos grupos de ratones. Las formas
fosforiladas se normalizaron con los niveles totales de p38 y SAPK/JNK. Se muestran blots
representativos de las cuantificaciones y los niveles de la proteina a-tubulina como control de carga. (C)
Cuantificacion de los niveles de expresion del ARNm de p38 (panel izquierdo) y Sapk/Jnk (panel derecho)
en los ratones. Los niveles de expresiéon de ARNm se normalizaron a los niveles de expresion de

ciclofilina y relativizados a los niveles de ARNm del raton WT. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
un test t-Student.
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2.1.6. La deficiencia de HL no es suficiente para inducir esteatosis hepatica en

ratones alimentados con dieta control

El colesterol de la dieta es un importante factor de riesgo para la progresion de
NAFLD (Wouters et al., 2008), por lo que se caracterizaron los ratones alimentados
con dieta control (Figura 48). El andlisis mostré que, comparado con ratones WT, los
ratones HL-/- alimentados con dieta control desarrollan un aumento de los niveles de
colesterol total y triglicéridos (Figura 48A, p<0.05 y p<0.01, respectivamente) sin
cambios en el peso corporal, ni en los niveles plasméticos de glucosa e insulina
(Figura 48B). El andlisis mediante el TTG mostro un aumento del AUCgcosa, (Figura
48C, panel derecho p<0.05), y por lo tanto de la intolerancia a la glucosa, en los
ratones HL-/- comparado con ratones WT. No se observaron cambios en la liberacion
de insulina estimulada por glucosa, como reveldé el AUCinsuina (Figura 48C, panel
inferior) ni en la sensibilidad a la insulina durante el TTI, como se muestra por el
AUCgucosa (Figura 48D). A diferencia de los ratones alimentados con dieta AGAC, la
ausencia de HL en los ratones alimentados con dieta control produce intolerancia a la

glucosa sin cambios en la secrecion de insulina estimulada por glucosa.
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Figura 48. Andlisis metabdlico en ratones WT y HL-/- de 6 meses de edad alimentados con dieta
control. (A) Colesterol total y triglicéridos. (B) Peso corporal, niveles plasmaticos de glucosa e insulina en
ratones ayunados toda la noche. (C) Niveles plasmaticos de glucosa (panel superior) y de insulina (panel
inferior) a diferentes tiempos del TTG en ratones WT y HL-/- , y los parametros AUCgiucosa Y AUCinsulina
correspondientes al test (paneles derecha). (D) Niveles de glucosa (en porcentaje relativo a los niveles de
glucosa inicial) durante el TTI a 0.5U/KgBW en ratones ayunados durante 4h. El grafico derecho muestra
el parametro AUCquucosa del TTI. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

El andlisis de las secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina/eosina en los
ratones WT y HL-/- alimentados con dieta control, no revelé diferencias en el contenido
de triglicéridos en el higado y en la esteatosis (Figura 49A). Consistente con estos
resultados, no se observaron diferencias en los niveles circulantes en plasma de
MCP1 ni en la activacion de la via inflamatoria de estrés p38 (Figura 49B, C) entre los

ratones indicando una inflamacién similar en los ratones HL-/- y WT alimentados con
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dieta control. El andlisis del pancreas mostré6 un aumento de los focos inflamatorios,
pero éste no fue significativo (Figura 49D). No se observaron diferencias en el
contenido de células CD3+ entre genotipos (Figura 49E). Estos resultados indican que
la deficiencia en HL no tiene efecto en la esteatosis hepatica o en la inflamacioén en los
ratones alimentados con dieta control.
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Figura 49. Caracterizacion del higado y del pancreas en ratones WT y HL-/- de 6 meses de edad
alimentados con dieta control. (A) Analisis del contenido de triglicéridos en el higado de ambos grupos
de ratones. Imagenes de secciones tefidas con hematoxilina/eosina que muestran la morfologia hepatica.
(B) Niveles circulantes en plasma de MCP1 en ratones WT y HL-/-. (C) Analisis de los niveles de proteina
p38 activada (pp38) y p38 en el higado. Se muestran blots representativos. (D) Cuantificacion del area
ocupada por los focos inflamatorios en regiones del pancreas cercanas a los islotes. (E) Infiltrado de
células T en el pancreas identificado como células CD3+. Se muestran imagenes representativas de la
inmunohistoquimica y las tinciones. El analisis estadistico se realizé6 mediante un test t-Student.
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2.2. Estudio del papel de la lipasa hepética en la aterosclerosis acelerada por

resistencia ainsulinay en la inflamacién

2.2.1. Caracterizacion metabdlica de los ratones apoE-/-Irs2+/- con inactivacion
génica de la HL alimentados con dieta aterogénica durante 2 meses

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inactivacion total o
parcial del gen Irs2 en los ratones apoE-/- produce caracteristicas del SMet y de la
DMT2 como son la intolerancia a la glucosa, la RI, la dislipidemia y el agravamiento de
la aterosclerosis (Gonzalez-Navarro et al., 2007, Gonzalez-Navarro et al., 2008;
Martinez-Hervas et al., 2014). Para investigar el papel de la HL en la aterosclerosis
diabética se utilizaron ratones apoE-/-Irs2+/- en los que se estudié la inactivacion
génica de la HL.

Ratones macho apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/- de 2 meses de edad
fueron alimentados con una dieta AGAC durante 2 meses y fueron caracterizados.
Consistente con el papel de la lipasa hepatica en el metabolismo lipidico, el andlisis de
los niveles lipidicos (Figure 50A) mostré un incremento en el colesterol apo-B (p<0.03)
y de triglicéridos (p=0.05), y una disminucién del colesterol HDL (p<0.05) en los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- en comparacion con los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+. No
se observaron cambios en el peso, en la glucosa basal en ayunas ni en los niveles de

insulina entre los dos grupos de ratones (Figura 50B).
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Figura 50. Caracterizaciéon metabdlica de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/-
alimentados con dieta AGAC durante 2 meses. (A) Niveles plasméaticos de colesterol-apoB, colesterol-
HDL vy triglicéridos de ambos grupos de ratones. (B) Peso corporal y niveles plasmaticos de glucosa e
insulina en ayunas. El andlisis estadistico se realizé6 mediante un el test t-Student.

El andlisis del metabolismo de carbohidratos mediante el TTG no mostré
diferencias en la tolerancia a la glucosa entre los dos genotipos, medida como el
AUCucosa (Figura 51A, panel superior, grafico derecho) o en la secrecion de insulina
durante el test, expresado como AUCiwuina (Figura 51A, panel inferior, grafico
derecho). La sensibilidad a la insulina evaluada mediante el TTI, no mostré ningdn
efecto de la inactivacion de la HL en los ratones apoE-/-Irs2+/- como se revel6 en el
parametro de AUCgucosa (Figura 51B).
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Figura 51. Caracterizacién metabdlica de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/-
alimentados con dieta AGAC durante 2 meses. (A) Niveles de glucosa en plasma durante el TTG
(gréfico superior) y el AUCgucosa generado de las medidas de glucosa tomada a diferentes tiempos del test
(panel derecho) para los dos grupos de ratones. Niveles de insulina en plasma durante el TTG (grafico
inferior) y el AUCinsuina generado de las medidas de insulina a diferentes tiempos del test (panel derecho).
(B) Niveles de glucosa (porcentaje relativo a los niveles iniciales de glucosa) durante el TTI en ratones
ayunados durante 4 horas. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test t-Student.

Para verificar que los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- y apoE-/-Irs2+/-HL+/+ tienen un
desajuste en el metabolismo glucémico, se compararon con sus respectivos controles
no resistentes a insulina, los ratones apoE-/-Irs2+/+-HL-/- y ratones apoE-/-
Irs2+/+HL+/+ (Figura 52). Como era de esperar, la haploinsuficiencia de Irs2 en los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- y apoE-/-Irs2+/-HL+/+ produjo intolerancia a la glucosa,
como muestran los valores aumentados del parametro AUCgiucosa, €N COMparacion con
los ratones con el gen Irs2 intacto (apoE-/-Irs2+/+HL+/+ y apoE-/-Irs2+/+HL-/- p<0.05
y p<0.02, respectivamente). No se observaron diferencias entre los ratones HL+/+ 0
HL-/-. Asi pues, la presencia o ausencia de HL en ratones apoE-/-Irs2+/- que exhiben

intolerancia a la glucosa y Rl no tiene un efecto adicional en el metabolismo de la

glucosa.
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Figura 52. Estudio de la tolerancia a la glucosa en ratones con SMet-RIl, apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-, y en ratones sin Rl, apoE-/-Irs2+/+HL+/+ y apoE-/-Irs2+/+HL-/-. Niveles de
glucosa durante el TTG (panel izquierdo) y el parametro AUCgiucosa €n l0s cuatro grupos de ratones. El
andlisis estadistico se realizd mediante el test One-way ANOVA.

El andlisis de los lipidos y del metabolismo glucémico mostré resultados similares.
Asi, comparado con hembras apoE-/-Irs2+/-HL+/+, las hembras apoE-/-Irs2+/-HL-/-
exhibieron un aumento del colesterol apo-B y una disminucién del colesterol HDL. No
se observaron cambios en los niveles de triglicéridos, peso corporal, niveles de
glucosa en ayunas o en la tolerancia a la glucosa (Figura 53).
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Figura 53. Caracterizacion metabdlica de hembras apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/-
alimentadas con dieta AGAC durante 2 meses. (A) Niveles plasmaticos de colesterol-apoB, colesterol-
HDL vy triglicéridos en ambos grupos de ratones. (B) Peso corporal y niveles plasméaticos de glucosa en
ayunas. (C) Niveles de glucosa en plasma durante el TTG en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ vs apoE-/-
Irs2+/-HL-/- (panel izquierdo) y el AUC generado de las medidas de glucosa a los diferentes tiempos del
test (AUCguucosa, panel derecho). El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

2.2.2. La disrupcién génica de la HL en los ratones apoE-/-Irs2+/- alimentados
con dieta aterogénica reduce la aterosclerosis y produce cambios en la
composicién de la placa

El analisis en face de la aterosclerosis en la aorta en machos mostré una
disminucion del tamafio de la lesidn ateroscler6tica tanto en el cayado aértico (Figura
54A, p<0.01) como en la aorta toracica (Figura 54A, p<0.03) de ratones deficientes
en HL en comparacion con las lesiones de ratones macho apoE-/-Irs2+/-HL+/+. De
manera similar, el tamafio de la lesiébn, medido como el ratio intima/media en cortes
transversales de corazén, también demostré una disminucion de la placa de ateroma

en la raiz aértica (Figura 54B, panel superior, p<0.02) y en la aorta ascendente
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(Figura 54B, panel inferior p<0.04) de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado con
con el de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+. Consistente con estos resultados, el
porcentaje de células espumosas, las cuales juegan un papel importante en la
formacion de la lesion, fue inferior en los macrofagos del lavado peritoneal de los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado con los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura
54C, p=0.05).
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Figura 54. Andlisis de la lesion aterosclerdtica de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-
HL-/- tras 2 meses de dieta AGAC. (A) Analisis en face de la aterosclerosis en las aortas tefiidas con Oil
Red O en ambos genotipos. (B) Medida del tamafio de la lesién de ateroma como el ratio intima-media en
secciones transversales de la raiz adrtica y de la aorta ascendente. (C) Analisis in vivo de células
espumosas determinado como el porcentaje de los macrofagos peritoneales que muestran en el
citoplasma gotas lipidicas después de la tincion con Oil Red O. Se muestran imagenes representativas de
las aortas (A), imagenes de las secciones de aorta tefiidas con hematoxilina/eosina y (B) imagenes de los
macréfagos peritoneales tefiidos con Oil Red O (C). Las lineas discontinuas delimitan la media. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.
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Resultados similares fueron obtenidos en el analisis de la aterosclerosis en ratones
hembras. El analisis en face demostré una reduccion del tamafio de la lesion en el
cayado aoértico y en la aorta toracica de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado con
los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 55A, p<0.03 y p<0.04, respectivamente).
También se observd una disminucion de la lesion en las secciones transversales de
las hembras apoE-/-Irs2+/-HL-/-, pero estas diferencias no fueron significativas (Figura
55B). Por lo tanto, la ateroproteccion debida a la deficiencia de HL es dependiente de

la regién vascular aterogénica y es especifica de género.
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Figura 55. Analisis de la lesion aterosclerética en las hembras apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-
HL-/- tras 2 meses de dieta AGAC. (A) Andlisis en face de la aterosclerosis en aortas enteras tefiidas
con Oil Red O en ambos grupos de ratones. (B) Tamafio de la lesién del ateroma medida como el ratio
intima-media en secciones de la raiz aértica y de la aorta ascendente. Se muestran imagenes de las
aortas y de la tincién con hematoxilina/eosina. El analisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.
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Para evaluar el impacto global de la deficiencia de la HL en combinacién con una
haploinsuficiencia del gen Irs2, se compardé el tamafio de la lesion ateromatosa de los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- y apoE-/-Irs2+/-HL+/+ con sus respectivos controles con el
gen Irs2 intacto, ratones apoE-/-Irs2+/+HL-/- y apoE-/-Irs2+/+HL+/+ (Figura 56).
Consistente con estudios previos (Gonzalez-Navarro et al., 2004), la inactivacion
génica de la HL redujo significativamente el tamafio de la lesion en el cayado aértico y
en la aorta toracica en los ratones apoE-/- (apoE-/-IRS2+/+HL-/- vs apoE-/-
I[rs2+/+HL+/+ p=0.05 y p<0.007, respectivamente). De acuerdo con investigaciones
previas (Gonzalez-Navarro et al, 2008), la lesibn de ateroma aumento
significativamente en el cayado aodrtico en los ratones Rl apoE-/-Irs2+/-HL+/+ en
comparacion con los ratones apoE-/-Irs2+/+HL+/+ (p<0.01). La inactivacion de la HL
en los ratones RI apoE-/-Irs2+/- disminuy6 el desarrollo de la aterosclerosis en el
cayado aodrtico y en la aorta toracica (apoE-/-lIrs2+/-HL-/- vs apoE-/-Irs2+/-HL+/+,
p<0.0001 y p<0.003 respectivamente). Estos resultados indican un papel
proaterogénico de la HL en los estados hiperlipidémicos y de SMet/RI, y que el
aumento de la aterosclerosis causada por la haploinsuficiencia del gen Irs2 en ratones
apoE-/- disminuye tras la inactivacién génica de la HL.
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Figura 56. Desarrollo de la lesion ateromatosa en los ratones Rl apoE-/-Irs2+/-HL+/+y apoE-/-Irs2+/-
HL-/-, y en los ratones no Rl apoE-/-Irs2+/+HL+/+ y apoE-/-Irs2+/+HL-/-. El analisis en face de la
aterosclerosis en el cayado aortico (panel izquierdo) y en la aorta toracica (panel derecho) en aortas
enteras tefiidas con Oil Red O de los cuatro grupos de ratones. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
un test One-way ANOVA.

El analisis de la composicién de la placa de ateroma mostré una disminucion en el
infiltrado inflamatorio consistente en una reduccién en el contenido de macréfagos
(Figura 57A, p<0.03) y de linfocitos T (Figura 57B, p<0.05) en la lesion de los ratones

apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado con las lesiones de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+. El
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contenido de colageno en la placa de ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- fue
significativamente inferior (Figura 57C, p<0.05). Los ratones apoE-/-lrs2+/-HL-/-
también mostraron una disminucién en el &rea del core necrético (Figura 57D, p<0.05)
y un aumento en el grosor de la capa fibrosa (Figura 57E, p<0.05) indicando una

mayor estabilidad de la placa de ateroma.
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Figura 57. Analisis de la composicién de la placa de ateroma en secciones de aorta en los ratones
apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/- tras 2 meses de dieta AGAC. Contenido de (A) macrofagos
(expresado en porcentaje de area en la lesion) y (B) linfocitos T (expresado como numero de células en la
lesion) detectados mediante anticuerpos contra marcadores especificos (Mac-3 y CD3, respectivamente).
Cuantificacién de (C) contenido de colageno (expresado en porcentaje de area en la lesion), (D) area core
necrotico (area en la lesién como um?) y (E) grosor de la capa fibrosa (en pm?) cuantificado en la tincion
tricromica de Masson. Se muestran imagenes representativas de las tinciones, inmunohistoquimicas e
inmunofluoresecencias. Las lineas discontinuas limitan la media, las lineas sélidas limitan el core
necrotico. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.
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2.2.3. La disminucién del tamafio de la lesion en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-

estd asociada con una disminucién de la inflamacién

Dado el papel potencial de la HL en la inflamacién y la disminucion del infiltrado
inflamatorio en la lesion ateromatosa de ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-, se investigaron

los niveles de mediadores inflamatorios y la activacion de los leucocitos circulantes.

Los niveles circulantes de las citoquinas MCP1l, TNFa e IL6 fueron
significativamente inferiores en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- en comparacion con los
niveles de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 58A, p<0.01, p<0.03 y p<0.03,
respectivamente). Los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- también mostraron un porcentaje
menor de monocitos proinflamatorios invasivos Ly6C" (Figura 58B, p<0.04) y un
incremento moderado, aunque no significativo, de los monocitos vigilantes o
patrulladores Ly6C'" (Figura 58B). De manera similar, los ratones apoE-/-lrs2+/-HL-/-
mostraron una disminucién en los porcentajes de linfocitos T activados CD3+CD69+
(Figura 58C, p<0.01), de las células T CD4+ totales y activadas CD4+CD69+ (Figura
58D, p<0.03 y p<0.04, respectivamente), y de las células CD8+ totales y activadas
CD8+CD69+ (Figura 58D, p<0.03 y p<0.0002, respectivamente). Se muestran plots
representativos de la citometria de flujo (imagenes en 58E).
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Figura 58. Andlisis de la inflamacién sistémica en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-
HL-/- tras 2 meses de dieta AGAC. (A) Niveles circulantes de MCP1, TNFa e IL6 en plasma. (B)
Determinacién por citometria de flujo de monocitos circulantes identificados como células CD115+ y las
subpoblaciones de monocitos Ly6C" y Ly6C'*" identificados en sangre. (C) Linfocitos circulantes totales y
activados identificados como células CD3+ y CD3+CD69+ respectivamente. (D) Cuantificacién de las
células T CD4+ y CD8+ y de sus formas activadas CD4+CD69+ y CD8+CD69+. (E) Plots representativos
de la citometria de flujo para monocitos y linfocitos. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-
Student.

2.2.4. Los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- poseen una disminucién de la via
LIGHT(TNSFS14)/Receptor de la linfotoxina-g (LTB-R)

Los cambios en la expresion de la HL se han asociado con cambios de expresion
en el eje proinflamatorio LIGHT(TNFSF14)/Receptor de la linfotoxina-B (LTB-R)
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(Chellan et al., 2013; Lo et al., 2007), por lo que se investigd la activacion de esta via

inflamatoria.

Coincidiendo con una disminucion en el desarrollo del ateroma, los niveles
plasméticos circulantes de LIGHT fueron inferiores en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-
comparado con los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 59A, p<0.02). Consistente
con estos hallazgos, las lesiones de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- mostraron niveles
reducidos del contenido de células positivas para LTB-R comparado con los controles
apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 59B, p<0.03). El analisis mediante inmunofluorescencia
doble LTB-R/F4/80 demostré una expresion del receptor en los macrofagos de la

lesion en ambos genotipos (imagenes en 59C).
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Figura 59. Expresion del eje inflamatorio LIGHT(TNFSF14)/LTB-R en ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y
apoE-/-Irs2+/-HL-/- tras 2 meses de tratamiento con dieta AGAC. (A) Niveles circulantes en plasma de
LIGHT y (B) andlisis cuantitativo de las células LTB-R positivas en las lesiones. (C) Imagenes
representativas de la inmunofluorescencia doble con LTB-R/F4/80 identificanda como macréfagos que
expresan LTB-R. Las lineas punteadas delimitan la zona media de la pared del vaso. A la derecha de las
imagenes se muestran detalles a mayor escala de las inmunofluorescencias. El analisis estadistico se
realiz6 mediante un test t-Student.

El analisis en el cayado aortico, un lecho vascular altamente aterogénico, de los
niveles de expresion del ARNm de Light y LtB-r demostré niveles inferiores en los

ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado con los controles apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura

158



Resultados

60, p<0.007 y p<0.02, respectivamente). Consistente con una disminucion del infiltrado
de leucocitos, los niveles de expresion del ARNm de Mcpl y Tnfa también fueron
significativamente inferiores en el tejido aodrtico en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-
(Figura 60A, p<0.02 y p<0.03, respectivamente). Estos resultados in vivo indican que
una reduccion en el tamafio de la lesion en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- est4
asociada con una disminucién en la activacion del eje inflamatorio LIGHT/LTB-R y de
la inflamacion local en la lesion ateromatosa.
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Figura 60. Expresion de mediadores inflamatorios en el cayado adrtico de los ratones apoE-/-
Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/- tras 2 meses de dieta AGAC. Niveles de ARNm de (A) Light y LtB-r,
y (B) Mcpl y Tnfa en el tejido aortico de los dos grupos de ratones. Los niveles de ARNm se muestran
normalizados a los niveles de expresién del ARNm del gen endégeno ciclofilina y relativizados a los
niveles de ARNm de los ratones control apoE-/-Irs2+/-HL+/+. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un
test t-Student.

2.2.5. La disminucion del tamafio de la lesién en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-

esta causada por una reduccioén en la tasa proliferativa de macr6fagos

Dado que la proliferacion de los macréfagos en las lesiones es un evento clave en
la progresion de la lesibn ateromatosa y es altamente dependiente del entorno
inflamatorio, se investigd la proliferacion de los macréfagos en la lesién. El andlisis in
vivo de las lesiones reveld una disminucion del contenido de macréfagos proliferantes,
doble positivos Ki67+/F4/80+, en las lesiones de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-

comparado con el observado en las lesiones de los controles apoE-/-Irs2+/-HL+/+
(Figura 61, p<0.04).
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Figura 61. Tasa de proliferacién en secciones de aorta de ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-
Irs2+/-HL-/- tras 2 meses a dieta AGAC. Proliferacién de macroéfagos en las lesiones, expresada como el
namero de células doble positivas Ki67/F4/80. Las lineas punteadas delimitan la zona media de la pared
del vaso. A la derecha de las imagenes se muestran detalles a mayor escala de las inmunofluorescencias.
El andlisis estadistico se realizé mediante un test t-Student.

Consistente con estos resultados, los MDMO de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-
exhibieron una reduccion en la tasa proliferativa in vitro en comparacion con la de los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 62A, p<0.003). De acuerdo con una disminucion
en la proliferacion, los niveles de ARNm del gen p15™, con accion citostatica debido
a la inhibicién de la kinasa dependiente de ciclina CDK4/6, fueron mayores en los
macréfagos de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- (Figura 62B, p<0.04). No se
encontraron cambios en el otro inhibidor del ciclo celular p16™“, La capacidad de
migracién, medida en ensayos de cicatrizacion de herida, también mostraron menor
capacidad de migracion en los macréfagos de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-,
demostrado por una mayor area de la herida tras 24 horas de migracién, comparado

con la que mostraron los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ (Figura 62C, p<0.03).

Estos resultados demuestran una menor proliferacion en las lesiones con
deficiencia de la HL y una disminucién en la capacidad proliferativa e invasiva de los
macroéfagos deficientes en HL lo que podria explicar la disminucién del contenido de

macroéfagos en la lesion y por lo tanto del tamafio de ésta.
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Figura 62. Analisis in vitro de la proliferacién y de la migracion de MDMO en los ratones apoE-/-
Irs2+/-HL+/+ y apoE-/-Irs2+/-HL-/-. (A) Porcentaje de proliferacion de los MDMO analizados por la
incorporacion de BrdU in vitro y detectados por inmunofluorescencia. Las flechas blancas indican las
células BrdU+. (B) Expresion del ARNm de los genes p15"° y p16'42 en ambos grupos de ratones. (C)
Cuantificacion del &rea de migracién a las 24 horas relativizada al area a tiempo 0. Se muestran imagenes
representativas a tiempo 0 horas y 24 horas de migracion. El andlisis estadistico se realizé mediante un
test t-Student.

2.2.6. El tratamiento con LIGHT aumenta el desarrollo de la lesién y de los

monocitos proinflamatorios circulantes Ly6C" en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-

La disminucién del tamafio de la lesion y de la inflamacion en los ratones apoE-/-
Irs2+/-HL-/- estuvo acompafiada por un descenso en la expresion del eje LIGHT/LT-
BR, por lo que se investigo si el tratamiento con LIGHT recombinante murino era capaz
de revertir estos pardmetros (Figura 63) en ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- sometidos a
dieta AGAC durante 2 meses. El tratamiento con LIGHT, durante 28 dias, aument6

significativamente el tamafio de la lesibn en ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- comparado
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con ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con vehiculo en el analisis en face (Figura
63A, p<0.02). El andlisis de la lesién en la raiz adrtica medido como ratio intima-media
mostrdé un aumento del tamafio de la placa en ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con
LIGHT comparado con ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con vehiculo (Figura 63B,
p<0.008).
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Figura 63. La exposicion de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- con LIGHT murino recombinante
aumenta la aterosclerosis. (A) Analisis en face de la aterosclerosis en aortas tefiidas con Oil Red O en
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con LIGHT o con vehiculo. (B) Medida del tamafio del ateroma como
ratio intima-media en secciones de aorta. Se muestran imagenes representativas de las aortas y

tinciones. El analisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

La caracterizacion de la placa ateromatosa mostré un ligero aumento, aunque sin
diferencias significativas, en el contenido de macrofagos en ratones apoE-/-Irs2+/-HL-

/- tratados con LIGHT (Figura 64A). El analisis de las células T mostr6 un mayor
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contenido de éstas en lesiones de ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con LIGHT
comparado con ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con vehiculo (Figura 64B,
p<0.03)
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Figura 64. Caracterizacion de la lesién en secciones de aorta en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- con
dieta AGAC en vehiculos y tratados con LIGHT durante 28 dias. (A) Contenido de macréfagos en la
lesion (porcentaje) y (B) células T (nimero de células) usando anticuerpos especificos (Mac-3 y CD3,
respectivamente). Se muestran imagenes representativas de la inmunohistoquimica y de la
inmunofluorescencia. Las lineas discontinuas delimitan la media y la lesién. El andlisis estadistico se
realizé mediante un test t-Student.

El andlisis por citometria también revel6 un aumento en la poblacion de monocitos
Ly6CM proinflamatorios circulantes (Figura 65A, p<0.007) y de las celulas T CD3+ en
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con LIGHT comparado con con ratones apoE-/-
Irs2+/-HL-/- tratados con vehiculo (Figura 65B, p<0.03). No se observaron cambios en
las células CD4+ ni CD8+ (Figura 65C). Estos estudios demuestran que LIGHT
aumenta in vivo la poblacion de monocitos Ly6C" circulantes y el desarrollo de la

lesidon de ateroma.
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Figura 65. Efecto del tratamiento con LIGHT en los leucocitos circulantes en ratones apoE-/-Irs2+/-
HL-/-. (A) Monocitos circulantes totales identificados como células CD115+ y las subpoblaciones de
monocitos Ly6C" y Ly6C'®" en ambos grupos de ratones. (B) Linfocitos T CD3+ y activados CD3+CD69+
y (C) las subpoblaciones CD4 y CD8 totales y activadas identificadas como CD4+, CD8+, CD4+CD69+ y
CD8+CD69+ respectivamente. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test t-Student.

2.2.7. El tratamiento con LIGHT no afecta a los niveles de lipidos circulantes en

ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-

Estudios previos indican un papel relevante de LIGHT en la modulacién de lipidos,
por lo que se analizaron los niveles circulantes en plasma de colesterol y triglicéridos
en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- tratados con la citoquina. El analisis demostr6 que el
tratamiento con LIGHT en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- no produjo cambios en el
colesterol-apoB, en el colesterol-HDL o en los triglicéridos (Figura 66). Por lo tanto, los

efectos de LIGHT in vivo no estdn mediados por cambios en los lipidos.
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Figura 66. Efecto del tratamiento con LIGHT sobre los niveles de lipidos en los ratones apoE-/-
Irs2+/-HL-/-. Niveles plasméticos de colesterol-apoB, colesterol-HDL vy triglicéridos en ratones alimentados
con dieta AGAC durante 2 meses, tratados con LIGHT o sin tratar durante 28 dias. El andlisis estadistico
se realiz6 mediante un test t-Student.

2.2.8. Efecto de LIGHT sobre los macréfagos tras la inactivacion de la HL

Para entender mejor la conexién entre LIGHT y la HL y su papel sobre los
macrofagos se llevaron a cabo experimentos con macréfagos murinos y humanos.
Consistente con el aumento de los monocitos inflamatorios Ly6C" tras el tratamiento
con LIGHT, éste produjo un aumento de los niveles de ARNm de Tnfa, sin cambios en
la expresion de Mcpl, en MDMO de ratones apoE-/- comparado con MDMO tratados
con vehiculo (Figura 67A, p<0.05). El tratamiento de MDMO de ratones apoE-/- con
LIGHT también produjo un aumento significativo en los niveles de ARNm y proteicos
de HL comparado con MDMO de ratones tratados con vehiculo (Figure 67B, p<0.03 y
p<0.03). Estos resultados sugieren que la presencia de HL en macrifagos podria

favorecer el fenotipo proinflamatorio de éstos inducido por LIGHT.
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Figura 67. Efecto de LIGHT sobre MDMO procedentes de ratones apoE-/-. (A) Analisis de expresion
del ARNm de Mcpl y Tnfa en los MDMO. (B) Analisis de los niveles de ARNm y de proteina de HL en
MDMO de ratones apoE-/- tratados con vehiculo o con LIGHT. Los niveles de ARNm se normalizaron con
los niveles del ARNm del gen enddgeno ciclofilina y relativizados con los niveles de ARNm de los MDMO
tratados con vehiculo. Los niveles proteicos de HL se muestran normalizados a los niveles proteicos de 3-
actina. A la derecha de la cuantificacibn se muestra un blot representativo. El andlisis estadistico se
realizé mediante el test t-Student.

Consistente con nuestros resultados anteriores, LIGHT increment6 los niveles de
expresion del ARNm de las citoquinas Mcpl y Tnfa (Figura 68A, p<0.0003 y p<0.005).
Sin embargo, el tratamiento con LIGHT no produjo cambios significativos en la
expresion de las citoquinas en macréfagos con el gen HL silenciado. Por lo que,
comparado con macréfagos tratados con siRNA-control, con la HL intacta, los
macrofagos SiRNA-LIPC mostraron niveles de expresion de Mcpl y Tnfa
significativamente inferiores (Figura 68A, p<0.0003 y p<0.008, respectivamente).
Consistente con la disminucién de la lesion e inflamacion en el raton deficiente en HL,
la inactivacion de la HL disminuye la respuesta inflamatoria de los macréfagos
inducida por LIGHT.
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Figura 68. Efecto de LIGHT sobre macréfagos humanos tratados con siRNA-control y siRNA-LIPC.
(A) Andlisis de expresion de ARNm de Mcpl y Tnfa en los macréfagos control y tratados con LIGHT,
control-siRNA y LIPC-siRNA. Los niveles de ARNm fueron normalizados con los niveles del ARNm del
gen enddgeno gapdh y relativizados a los niveles de ARNm de macrofagos siRNA-Control tratados con
vehiculo. (B) Niveles de expresion del ARNm de HI en macr6fagos siRNA-Control y fueron no detectados
(ND) en los macrofagos siRNA-LIPC. Los niveles de ARNm se normalizaron con los niveles de ARNm del
gen endoégeno gapdh y relativizados a los niveles de ARNm de macréfagos siRNA-Control. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante un test One-Way ANOVA (A) y un test t-Student (B).

2.3. Estudios de expresidon en células mononucleares de sangre periférica en

pacientes con SMet y SMet-RlI

Con el fin de estudiar la relevancia clinica de los resultados obtenidos en el
modelo animal apoE-/-Irs2+/-HL-/- sobre el papel de la HL en el desarrollo de la
aterosclerosis en estados de SMet y RI, se investigo la expresion de la HL, su relacion
con la presencia de SMet y de RI y la progresiéon de la placa de ateroma en sujetos
gue exhiben estas caracteristicas. Dado que en el modelo animal con Rl hay una
asociacion entre mayor aterosclerosis y expresion del eje inflamatorio
LIGHT(TNFSF14)/LTB-R, se estudid la expresion de esta via inflamatoria y la
activacion de células inmunes.
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2.3.1. Caracterizacién demogréafica de pacientes con SMet y SMet-RI

Siguiendo los criterios de clasificacion detallados en materiales y métodos, los
pacientes se clasificaron en dos grupos, SMet y SMet con Rl (SMet-Rl). Las
caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes se encuentran en la Tabla 15.
No se encontraron diferencias significativas en la distribucion por sexo y edad entre
ambos grupos de pacientes. Comparado con los sujetos con SMet, los sujetos con
SMet-RlI, presentaron un mayor indice de masa corporal, circunferencia de la cintura,
indice HOMA-RI y niveles aumentados de glucosa, insulina y triglicéridos en plasma.
Los niveles de colesterol HDL fueron menores en los pacientes con SMet-RI. Como
era de esperar, la diabetes fue méas prevalente en sujetos con SMet-RI y presentaron
una mayor frecuencia de medicacion hipoglicémica oral y una menor frecuencia en

terapia hipolipemiante que los pacientes con SMet sin RI.

Tabla 15. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes
incluidos en el estudio.

SMet Smet-RI p-valor

Género (Hombre/Mujer) 56 (36/20) 65 (35/30)
Edad (afios) 59.1£8.7 56.1+86
Presién arterial Sistélica (mmHg) 138.3 £ 17.2 138.0+£ 16.7
Presion arterial diastélica 81.6+9.1 855+ 104
(mmHg)
indice de masa corporal (Kg/m‘) 286 +4.2 324452 <0.001
Medida circunferencia (cm) 947 +10.6 104.4 +13.1 <0.001
Glucosa (mg/dL) 98.6 £ 13.7 1242 +32.0 <0.001
Insulina (mU/L) 89+27 206+9.0 <0.001
indice HOMA 21+07 63+33 <0.001
Colesterol total (mg/dL) 2258 £+ 57.7 231.3+43.8
Triglicéridos (mg/dL) 147.9+72.6 234.6 +162.8 <0.001
Colesterol HDL (mg/dL) 56.1 £12.3 476+9.1 <0.001
Colesterol LDL (mg/dL) 142.2 + 495 145.6 + 36.0
Apo B (mgldL) 107.4 +31.6 112.3£23.2
Proteina C-reactiva (mg/dL) 23%1.9 33+t24
Fibrinégeno 42+08 42+09
Obesidad (%) 30.4 59.4
Diabetes (%) 10.7 40 <0.001
Dislipidemia (%) 82.1 81.5
Hipertensién (%) 61.8 69.5 <0.0001
Medicacién:

Antihipertensivos (%) 48.2 46.2

Hipolipemiantes (%) 42.9 29.2 <0.007

Hipoglicémicos orales% 8.9 29.2 <0.0001

*Diferencias significativas entre pacientes con SMet y SMet-RI.
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2.3.2. La progresion de la aterosclerosis se asociada con un incremento en la
expresion de lavia LIGHT/LTB-R y de la HL en pacientes con SMet-RI

Consistente con estudios previos que asocian RI con la aterosclerosis (Kozakova
et al., 2013; Martinez-Hervas et al., 2014), el andlisis de la arteria carétida humana por
ultrasonido revelé un incremento en el GIM-CC en pacientes con SMet-RIl en
comparacion con los pacientes SMet (Figura 69A, panel izquierdo, 0.616 vs 0.704,
p<0.002). De manera similar, la prevalencia de placas de ateroma fue discretamente
mayor, aunque no significativa, en pacientes SMet-Rl comparado con sujetos SMet
(Figura 69A, panel derecho, 35.3% vs 20.8%, p=0.07). Estos resultados muestran que
en nuestra cohorte de pacientes la aterosclerosis es mayor en sujetos SMet-RI a pesar
de recibir terapias mas agresivas.

El andlisis de LIGHT circulante en plasma mostr6 niveles mas elevados en sujetos
con SMet-RI que en los individuos con SMet (Figura 69B, 19.6 vs 29.3, p<0.002).
Estudios de expresion también mostraron un incremento en los niveles de ARNm de
LtB-r en CMSPs de pacientes con SMet-RI comparado con los sujetos con SMet
(Figura 69B, p<0.05). El analisis de los monocitos circulantes con los marcadores
CD14 y CD16 que distingue entre monocitos clasicos, intermedios y alternativos
(Rogacev et al., 2012), demostré6 un mayor porcentaje de los monocitos intermedios
proinflamatorios CD14++CD16+ en pacientes con SMet-RlI comparado con los
individuos SMet (Figura 69C, p<0.01). Por lo tanto, los pacientes con SMet-RI exhiben

un incremento en la inflamacion.
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Figura 69. Andlisis de la aterosclerosis y de los leucocitos en sujetos con SMet y SMet-RI. (A)
Grosor intima-media de la cardtida comun (GIM-CC) (panel izuierdo) y prevalencia de placas
ateroscleréticas (panel derecho). (B) Niveles circulantes en plasma de LIGHT soluble y niveles de
expresion de ARNm de LtB-r en CMSPs en ambos grupos de pacientes. (C) Porcentaje de monocitos
clasicos CD14++CD16-, intermedios CD14++CD16+ y alternativos CD14+CD16++ en ambos grupos. Los
niveles de ARNm se normalizaron con los niveles de gapdh y se relativizaron a los niveles de los
controles SMet. Se muestra plot representativo de la citometria de flujo. Los datos se muestran como
mediazerror (69A panel izquierdo, B, C) y como porcentaje (69A panel derecho). Los analisis estadisticos
se realizaron mediante un test t-Student (69A panel izquierdo, B, C) y test chi-cuadrado (69A panel
derecho).

Seguidamente la expresién génica de HI fue analizada en CMSPs de ambos
grupos de pacientes. El andlisis de expresion demostré mayores niveles de ARNm de
la HI en CMSPs de sujetos con SMet-RI, en comparaciéon con pacientes con SMet
(Figura 70A, p<0.0003). Curiosamente, los niveles de ARNm de la HI de todos los
SMet mostraron una correlacion positiva con el indice HOMA-RI (Figura 70B, p<0.04)
indicando que la expresion génica de la HI en CMSPs estd modulada por la gravedad
de la RI.

Estos resultados indican que, en la linea de los resultados obtenidos en el modelo
de SMet-RI de ratén, el incremento de la aterosclerosis en los sujetos con SMet-RlI
esta asociado con un aumento de la via inflamatoria LIGHT/RLT-, con la expresion

génica de Hl en CMSPs y con un incremento de los monocitos inflamatorios.
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Figura 70. Analisis de la expresion de la HL en leucocitos de sujetos con SMet y SMet-RI. (A)
Niveles de expresion del ARNm de Hl en CMSPs. (B) Estudios de correlacién entre los niveles de ARNm
de Hly el indice HOMA-RI e insulina. Los niveles de ARNm se normalizaron con los niveles de gapdh y
se relativizaron a los niveles de los controles SMet. Los datos se muestran como mediaterror (70A) y
como datos individuales para los estudios de correlacién (70B). Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante un test t-Student (70A) y mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (70B).
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Discusiéon

OBJETIVO 1. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf (genes Cdkn2a/2b) en el
desarrollo de resistencia alainsulinay en la diabetes tipo 2

Variantes génicas en la regiébn cromosdémica 9p21, en las cercanias del locus
Ink4/Arf, se asocian a un mayor riesgo de DMT2 y CAD (Consortium, 2007; Chen et
al., 2014; Doria et al., 2008; Hamsten and Eriksson, 2008; Melzer et al., 2007; Saxena
et al., 2007; Scott et al., 2007; Sharpless and DePinho, 2007; Zeggini et al., 2007). Por
otro lado, estudios previos demuestran que pacientes con Rl y SMet tienen reducida la
expresion del gen Irs2 (El Mkadem et al., 2001; Gonzalez-Navarro et al., 2008; Gunton
et al., 2005; Stefan et al., 2003; Villuendas et al., 2005).

En los resultados presentados en la primera parte de este objetivo se muestra
gue la haploinsuficiencia para Irs2 en ratones de un afio de edad produce intolerancia
a la glucosa y Rl y que el aumento de la dosis génica del locus Ink4/Arf, en dichos
ratones restablece la homeostasis de la glucosa. La mejora en el metabolismo
glucémico en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf se asocié con una reduccion en la
esteatosis hepética y con una disminucién en la inflamacién sistémica comparado con
los ratones Irs2+/-, y todos estos parametros fueron indistinguibles de los observados
en los ratones WT de la misma edad. Asi, en comparacién con los ratones Irs2+/-, los
ratones Irs2+/-Superlink4/Arf muestran una reduccion en el contenido de triglicéridos,
una disminucion en la infiltracion de macréfagos y una expresion reducida de ARNm
de las citoquinas Tnfa y Mcpl. De manera similar, los niveles circulantes de las
citoquinas MCP1 y TNFa, los monocitos proinflamatorios Ly6C" y la activacion de
células T, fueron mayores en los ratones Irs2+/- comparado con los ratones WT e
Irs2+/-Superink4/Arf. Ademas, macréfagos aislados de los ratones Irs2+/-
Superlnk4/Arf exhibieron una disminucion en el fenotipo proinflamatorio (menor
expresion de Tnfa, Mcpl y 1l16). Experimentos de sefializacion de la insulina in vivo
mostraron una mejora de la sefalizacion canédnica de la insulina dependiente de
pAKT/pTyrIRS1 en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf y una disminucién de la activacion
de la via de estrés mediada por pSAPK/INK/pSer307IRS1 en comparacion con los
ratones Irs2+/-. El tratamiento in vivo de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf con la
citoquina TNFa aumento6 la via de estrés pSAPK/INK/pSer307IRS1 y disminuyé la via
candnica de la insulina dependiente de AKT. Por lo que los niveles inferiores de
citoquinas inflamatorias en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf podrian ser, al menos en
parte, una de las causas de la mejora en la funcion hepética, la Rl y del

restablecimiento de la homeostasis de la glucosa en el ratén Irs2+/-.
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La relevancia clinica de los hallazgos anteriores, ha sido demostrada en los
estudios mostrados en la segunda parte de este objetivo. Consistente con los
resultados observados en los ratones Irs2+/-, las CMSPs de sujetos con DMT2 y
DMT2-CAD mostraron niveles reducidos de expresion del ARNm de los genes Cdkn2a
(p16"®), Cdkn2b y Cdkn2bas y de las proteinas codificadas por el locus, p16™4a y
p15'"4b E| fenotipo leucocitario revelé que la menor expresion de dichos genes en los
pacientes con DMT2 y DMT2-CAD estuvo acompafada por un incremento de la
activacion de las células T, de un aumento de monocitos proinflamatorios y por niveles
inferiores de células Treg e IL4. El tratamiento con insulina de linfocitos aislados
produjo un aumento en el porcentaje de linfocitos activados y una disminucién de los
niveles de Treg. Este ultimo resultado junto con la correlacion inversa entre Treg y el
HOMA-IR y de Cdkn2b y el HOMA-IR sugiere que la RI afecta a la expresiéon de los
genes del locus y promueve un fenotipo proinflamatorio. Por lo tanto, estos datos
clinicos también indican un papel protector de los genes Cdkn2a/2b/2bas en la
progresion de la DMT2 y CAD mediante la modulacién de las poblaciones de

leucocitos.

Estudios previos indican un papel protector de los genes Cdkn2a/Cdkn2b en
diferentes enfermedades crénicas como el cancer, diabetes y aterosclerosis (Chen et
al., 2014). Asi, un aumento en la expresion del locus Ink4/Arf protege contra el
envejecimiento en general, proporciona resistencia al cancer y restablece la
sensibilidad a la insulina asociada al envejecimiento en ratones WT (Gonzalez-
Navarro et al., 2013; Matheu et al., 2009; Matheu et al., 2004). Mientras que la
ausencia de p16'“2 o p19~" acelera la aterosclerosis en diferentes modelos de ratén

ateroscleréticos (apoE-/-, LDLr-/-) (Gonzalez-Rodriguez et al., 2010; Kuo et al., 2011).

Los estudios presentados aqui extienden datos previos experimentales que apoyan
el papel protector del locus Ink4/Arf en sindromes que cursan con RI, DMT2 y CAD. En
los resultados obtenidos con pacientes, una expresion reducida de los genes del locus
en CMSPs humanas se asocia con el desarrollo de la DMT2 y DMT2-CAD en los que
se observé ademas una correlacion inversa de los niveles de ARNm de Cdkn2b con el
indice HOMA-RI y con el pardmetro GIM-CC. Por lo tanto, la expresién de Cdkn2b se

relaciona directamente con la gravedad de la DMT2 y de la aterosclerosis subclinica.

En el modelo experimental Irs2+/-, una copia extra del locus Ink4/Arf es suficiente
para restaurar la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad y sefializacién de la insulina, y

para disminuir la inflamacion y la esteatosis hepética. Ambos estudios en conjunto
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indican que los genes Cdkn2a/2b desempefian un papel importante previniendo el
desarrollo de la RI, la DMT2 y alteraciones relacionadas como son CAD y la esteatosis
hepatica. Nuestros resultados estan en la linea de investigaciones previas en humanos
indicando que variantes genéticas en el gen Cdkn2b estan asociadas con cambios en
el indice HOMA-RI (Ruchat et al., 2009), y con otras investigaciones que vinculan el
metabolismo de la glucosa y de los &acidos grasos con variantes del gen Cdkn2bas
(Bochenek et al., 2013). Los resultados obtenidos también estan de acuerdo con
estudios que vinculan cambios de expresiéon en Anril y Cdkn2a/2b con SNPs
asociados con ECV (Congrains et al., 2012) y con investigaciones que vinculan una
menor expresion de Cdkn2a con SNPs de riesgo de aterosclerosis (Liu et al., 2009).
Por lo tanto, los resultados presentados aqui proporcionan nuevos datos en humanos
y modelos experimentales que apoyan los hallazgos previos que demuestran el papel
protector del locus Ink4/Arf en enfermedades crénicas como son la esteatosis
hepatica, la DMT2 y CAD.

Nuestros resultados también indican que el desarrollo de la DMT2 y CAD en
humanos cursa con una expresion reducida de los genes Cdkn2a/2b y que ésta se
asocia con un fenotipo proaterogénico/proinflamatorio de los leucocitos (niveles mas
bajos de Treg, aumento de células T activadas y disminucion de monocitos
inflamatorios e 1L4) sugiriendo que la modulacion de las células inmunes pueden ser
un mecanismo potencial. Consistentemente el aumento de la expresién de los genes
del locus Ink4/Arf disminuye la inflamacién sistémica asociada a la Rl (Chawla et al.,
2011; Nio et al.,, 2012) y alivia la Rl en Irs2+/-. En apoyo del supuesto papel
antiinflamatorio del locus, los niveles circulantes de monocitos Ly6C°", que estan
involucrados en la vigilancia y reparacién de la funcién del tejido (Shi and Pamer,
2011), aumentaron en los ratones Irs2+/-Superink4/Arf. Varios estudios previos
también apuntan a un papel antiinflamatorio del locus. Asi, un incremento en el
porcentaje de monocitos Ly6C" se ha encontrado en ratones con inactivacion en el
linaje mieloide del gen Cdkn2a (Kuo et al., 2011). Por otra parte, la transferencia local
de p16™4 en las articulaciones de los huesos también suprime la expresion de
citoquinas proinflamatorias en un modelo de ratén de artritis reumatoide (Nasu et al.,
2000).

Adicionalmente, a nivel celular, los macréfagos de los ratones Irs2+/-Superink4/Arf
mostraron niveles mas bajos en la expresion de Mcpl, Tnfa y 116 y una menor

supervivencia (menor proliferacion y aumentado de la apoptosis) lo que indica menor
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actividad inflamatoria. Por lo que la capacidad antiiflamatoria parece ser una propiedad
intrinseca de los macréfagos con una expresiéon aumentada de Ink4/Arf. En la linea de
estos resultados se ha descrito que la desregulacién de p16"™% promueve una
polarizaciéon de los macréfagos humanos hacia un fenotipo proinflamatorio del tejido
adiposo (Fuentes et al., 2011; Kuo et al., 2011), que p16"*® en macréfagos humanos
interfiere con la sefializacion de la via proinflamatoria TLR4-NFkB, (Fuentes et al.,
2011) y que pl6"k4a ejerce un efecto antiinflamatorio a través de la degradacion
acelerada de IRAK1 en macrofagos (Murakami et al., 2012).

Los resultados obtenidos también indican que el fenotipo de los leucocitos cambia
y participa en el desarrollo de la RI, DMT2 y CAD y estan en la linea de estudios que
describen que complicaciones de la aterosclerosis implican a la respuesta inmune
(Foks et al., 2015; Taleb et al.,, 2010; Woollard and Geissmann, 2010). Estudios
recientes muestran que el desequilibrio de linfocitos T pro vy
antiinflamatorios/aterogénicos esta asociado con la progresion de la aterosclerosis
(Potekhina et al., 2015). También, que el numero reducido de células Treg es un
mecanismo principal en la presencia y ruptura de la placa vulnerable (George et al.,
2012; Mor et al., 2006) y se asocia con un incremento en el riesgo de padecer un
infarto de miocardio (Wigren et al., 2012). En ratones, la reduccion de células Treg
promueve hipercolesterolemia y aterosclerosis (Klingenberg et al., 2013). Los
mecanismos ateroprotectivos de las células Treg incluyen la induccién de macro6fagos
antiinflamatorios, supresién de la respuesta inmune de células endoteliales y células
linfoides innatas, y promueven la secreciéon de citoquinas antiinflamatorias (Foks et al.,
2015). Consistente con esto, los niveles reducidos de Treg en los sujetos con DMT2 y
DMT2-CAD estuvieron acompafiados por un incremento de los monocitos
proinflamatorios CD14++CD16+ y por la disminucion de los niveles de la citoquina
antiinflamatoria IL4. Por lo que las células T parecen tener un papel clave en el

cambio del fenotipo leucocitario asociado a la DMT2 y DMT2-CAD.

Estudios previos muestran que el locus Ink4/Arf en los ratones WT disminuye la RI
asociada al envejecimiento mediante una mejora de la sefializacién de la insulina
dependiente de IRS/AKT (Gonzalez-Navarro et al., 2013). Consistente con esto, los
ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf también presentaron una mejora en la via de sefializacién
mediada por IRS1/AKT comparado con ratones Irs2+/- y ésta estuvo acompafada por
una disminucion de la activacion de la via de estrés inflamatoria SAPK/INK y por

niveles reducidos de la forma inactiva de la proteina IRS1, pSer307IRS1, los cuales
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estan aumentados en estados inflamatorios (Sabio et al., 2008; Tanti and Jager, 2009).
De hecho, la infusion en el ratén Irs2+/-Superink4/Arf de TNFa, una citoquina que
dafa la sefializacion candnica de la insulina e intensifica las vias de estrés (Lee and
Lee), incrementod la activacion de la via de estrés pSAPK/INK/pSer307IRS1 y redujo la
sefalizacién de la via candnica de la insulina mediada por pTyrIRS1/AKT. Aunque la
relevancia fisiolégica de TNFa no parece estar clara en estudios de pérdida de funcion
del receptor de la citoquina (Schreyer et al., 1998), esta citoquina podria jugar un papel
relevante en la disrupcion de la sefializacion de la insulina en los ratones Irs2+/-. En
conjunto, estos resultados sugieren que una reduccion en el fenotipo inflamatorio en
los ratones Irs2+/-Superlnk4/Arf podria ser, en parte, responsable de la mejora de la
Rl y de la homeostasis de la glucosa al restablecer la activacibon mediada por
pTyrIRS1/AKT vy al reducir la activacion de la via de estrés SAPK/JNK.

Una limitacién del estudio en pacientes es que, como era de esperar, los pacientes
con DMT2 y DMT2-CAD tienen una mayor frecuencia de medicacion hipolipemiante e
hipoglucémicos orales que los controles, algunos de los cuales se asocian a una
menor inflamacién (Escudero et al., 2015; Forero-Pena and Gutierrez, 2013; Saisho,
2015). Sin embargo, a pesar del incremento de medicacién en sujetos con DMT2 y
DMT2-CAD, éstos exhibieron un fenotipo mas inflamatorio. Cabe mencionar, que el
cambio en el fenotipo fue mas acusado en sujetos con DMT2-CAD, pero las
diferencias no fueron significativas. Estos datos indican que un cambio en el fenotipo
leucocitario aparece antes de la manifestacion del evento agudo y que podria ser un

marcador predictivo de futuros eventos cardiovasculares.

En conjunto, nuestros estudios sugieren que el locus Ink4/Arf puede proteger del
desarrollo de DMT2 y CAD mediante la modulacién de las células inmunes. Asi en el
modelo experimental, ratones Irs2+/- de un afio de edad, la expresion del locus
Ink4/Arf atenda la inflamacion sistémica, la esteatosis hepética, y restablece la
homeostasis de la glucosa. Estos resultados demuestran un papel protector del locus
Ink4/Arf frente alteraciones metabdlicas, que cursan con RI, esteatosis e inflamacion.
Por lo que estrategias farmacolégicas dirigidas a modular la expresién del locus
Ink4/Arf o el uso de miméticos del locus Ink4/Arf pueden ser una opcién terapéutica
para restablecer el desajuste del metabolismo de la glucosa y la RI, que cursa con

inflamacién asociada.
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OBJETIVO 2. Estudiar el papel de la lipasa hepéatica en el metabolismo de
carbohidratos, en la esteatosis hepaticay en la aterosclerosis diabética

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD, del inglés non-alcoholic
fatty liver disease) esta frecuentemente asociada con la presencia de Rl hepética y el
SMet. De hecho se considera el evento hepéatico del SMet y existe una relacion
compleja entre estas tres alteraciones RI, SMet y NAFLD (Gruben et al., 2014; Sabio
et al.,, 2008; Yang et al., 2009). Asi, mientras el desarrollo de la Rl incrementa la
acumulacién de triglicéridos en el higado (Samuel et al., 2010; Samuel and Shulman,
2012), el higado graso produce un exceso de glucosa vy triglicéridos, que son
componentes clave en la Rl y el SMet (Anstee et al., 2013; Bugianesi et al., 2005; Yki-
Jarvinen, 2014)

En el primer estudio de este objetivo demostramos que la deficiencia de la HL,
combinada con una dieta rica en grasa y en colesterol, produce en el raton
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, aumento de los niveles de NEFA e
intolerancia a la glucosa. Estas alteraciones metabdlicas coincidieron con un aumento
en la esteatosis hepdtica, un incremento de la inflamacién sistémica (monocitosis,
CD4+Th17+ proinflamatorias y niveles aumentados de MCP1), una mayor infiltracién
de macroéfagos en el higado y un aumento de la inflamacién en el pancreas. El analisis
de las vias inflamatorias de estrés mostro niveles elevados de las formas activadas de
las quinasas p38 y SAPK/INK en el ratbn HL-/- , vias de sefializacion relacionadas
previamente con la esteatosis hepatica. Curiosamente, el raton HL-/- alimentado con
dieta control mostré intolerancia a la glucosa y dislipidemia, pero no inflamacién
sistémica ni esteatosis hepatica, sugiriendo que los componentes de la dieta juegan un
papel importante en la NAFLD y en la inflamacion inducida por la deficiencia de HL. En
conjunto, estos resultados indican un papel protector de la HL en la enfermedad del
higado graso asociada con una dieta AGAC, restableciendo la funcionalidad hepética y

disminuyendo la inflamacion.

Estudios previos han mostrado que niveles elevados de acidos grasos y la
hipertrigliceridemia inducida por deficiencias en diversas lipasas, promueven la
esteatosis hepatica y la progresiéon de NAFLD. Asi, la eliminacién de la triglicérido
lipasa de tejido adiposo (ATGL) en ratones lleva a una esteatosis severa en el higado
(Ong et al., 2011), y una menor actividad de ATGL en el higado de pacientes RI

también se ha asociado con el desarrollo de NAFLD (Kato et al., 2008). Consistente
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con estos resultados, la sobrexpresion de la lipasa sensible a hormona (HSL) o de la
ATGL provocan la oxidacion de acidos grasos, mejora la esteatosis hepética y la
sefalizacibn mediada por insulina en ratones (Reid et al., 2008; Turpin et al., 2011).
Por el contrario, la pérdida intracelular de lipasa TGH/Ces3 disminuye la deposiciéon
hepatica de lipidos, y mejora la tolerancia a la glucosa (Wei et al., 2010).
Sorprendentemente, un estudio previo muestra una disminuciéon de la ganancia de
peso y reduccién de la esteatosis hepética en el raton deficiente en HL (Chiu et al.,
2010). Esta aparentemente discrepancia entre los resultados anteriores y los del
presente estudio, podrian estar relacionados con diferentes regimenes dietarios
usados en ambos investigaciones. Chiu y colaboradores usaron una dieta
obesogénica (21% de grasa y 0.15% de colesterol), que no produjo diferencias en
niveles de colesterol ni en acidos grasos libres mientras que en el estudio presente, la
dieta contiene un 10.8% de grasa y 0.75% de colesterol lo que produjo niveles mas
altos de triglicéridos, NEFA vy colesterol. De hecho, en el estudio presente los ratones
HL-/- alimentados con dieta control no desarrollaron ni esteatosis hepatica ni
inflamacién. Por lo tanto, la combinacién de la deficiencia de la HL y la dieta AGAC es
la causante de producir la hipertrigliceridemia severa, niveles elevados de NEFA y la

esteatosis hepética.

Los ratones HL-/- también desarrollaron hipercolesterolemia consistente en niveles
de colesterol HDL elevados, hecho que inicialmente podria parecer un mecanismo
protector de la progresion de la enfermedad. Sin embargo, aunque terapias dirigidas a
elevar el colesterol HDL son efectivas en el tratamiento de dislipidemias (Rayner et al.,
2010; Waksman et al., 2010), niveles elevados de colesterol HDL de manera croénica,
inducidos por algunas de estas terapias son perjudiciales, como es por ejemplo el caso
del silenciamiento a largo plazo con miR-33 en ratones alimentados con dieta alta en
grasa que produce hipertrigliceridemia y esteatosis hepética (Goedeke et al., 2014).
Todos estos datos sugieren que la inactivacion de lipasas que cursan con dislipidemia
"toxica" (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y niveles elevados de acidos grasos

libres) promueve el desarrollo de la esteatosis hepatica y NAFLD.

Estudios previos han mostrado que la disminucion de la esteatosis hepatica,
inducida por la sobrexpresion de lipasas (ATGL) (Turpin et al.,, 2011) o por
sobrexpresion de otros genes como el locus Ink4/Arf discutido como se describe en el
OBJETIVO1, esta acompafiada por una mejora en la sensibilidad y en la sefializacion

de la insulina (Turpin et al., 2011). La esteatosis hepética en los ratones HL-/- cursé
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con niveles mas altos de glucosa en estados alimentados e intolerancia a la glucosa
pero sin cambios en la sensibilidad a la insulina. Dado que los ratones HL-/-
mostraron una secrecion de insulina menor durante el TTG y en el ensayo de
secrecion de insulina in vitro, la célula B podria estar dafiada. Asi, los ratones HL-/-
exhibieron un pancreas inflamado que podria afectar a la funcionalidad del mismo. En
este sentido, altas concentraciones de 4cidos grasos libres, presentes en el plasma de
los ratones deficientes en la lipoprotein lipasa (LPL) y en pacientes con
hipertrigliceridemia, provocan dafios en las células acinares pancredticas y es un
riesgo de desarrollo de pancreatitis aguda (Yang et al., 2009). Curiosamente, un
estudio reciente mostré una asociacion entre una disminucién de la actividad de LPL y
HL, hipertrigliceridemia y pancreatitis aguda (Fujita et al., 2010). Todos estos estudios
sugieren que la hipertrigliceridemia y el aumento de FFA pueden afectar a la
homeostasis de la glucosa mediante la modulacion de la sensibilidad a la insulina pero
estas alteraciones cuando son inducidas por deficiencias en lipasas también pueden

dafar la funcion pancreética.

Un grado de inflamacion bajo es una de las caracteristicas de la esteatosis
hepatica avanzada o esteatohepatitis no alcohdélica (NASH) (Gruben et al., 2014; Sabio
et al., 2008; Yang et al., 2009). En nuestro estudio el higado graso en los ratones HL-/-
, estuvo acompafiado por un aumento en la inflamacion hepatica (contenido en
macrofagos y niveles de ARNm de Mcpl) y sistémica (MCP1 circulante, monocitosis y
mayor porcentaje de células T) caracterizada por un incremento de células T
CD4+Th17, las cuales han sido asociadas a inflamacién crénica (Ramesh et al., 2014).
Por lo que estos datos parecen indicar que los ratones HL-/- sélo cuando son
alimentados con dieta AGAC, desarrollan un estado avanzado de NAFLD. Consistente
con nuestros resultados, se ha demostrado que el colesterol procedente de la dieta es
necesario para causar inflamacion hepatica en modelos de ratén hiperlipidémicos
(Wouters et al., 2008).

Diferentes caracteristicas de la progresion de NAFLD, como son el
ensanchamiento de los hepatocitos, conducen a la activaciéon de la sefalizacion
mediada por las MAPK de estrés y estudios previos han asociado la activacion de
dichas vias a la progresion de la enfermedad de higado graso (Sahini and Borlak,
2014). Asi, la activacion de la via de la SAPK/INK ha sido descrita como uno de los
principales mecanismos para el desarrollo de esteatohepatitis (Schattenberg et al.,

2006; Singh et al., 2009; Tuncman et al., 2006), y la activacion de p38 parece
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desempenfar un papel relevante en la enfermedad del higado graso (Menghini et al.,
2012; Nio et al., 2012; Song et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado en estudios
previos que los NEFA liberados por la HSL activan la via de las quinasas p38 y
SAPK/INK y que p38 media la expresion de citoquinas proinflamatorias en tejido
adiposo (Mottillo et al., 2010). En la linea de estas investigaciones, los ratones HL-/-
tratados con dieta AGAC exhibieron un aumento en la activacion de las vias de
sefializacion de p38 y SAPK/INK. Asi, nuestras investigaciones sugieren que, en
presencia de dieta grasa y deficiencia en HL, la activacion de las vias de estrés de p38
y SAPK/INK parecen mediar la progresion de la inflamacion hepatica, el deterioro del
metabolismo de la glucosa y la esteatosis.

En resumen, este primer estudio demuestra que en la dislipidemia caracterizada
por elevados niveles de colesterol y por un aumento de los niveles de NEFA inducida
por una dieta AGAC en combinacion con la deficiencia de HL produce esteatosis
hepatica/NAFLD, inflamacién hepética y pancreética e intolerancia a la glucosa. Dada
la ausencia de efecto en la esteatosis hepatica/NAFLD en ratones HL-/- en dieta
control, estos estudios sugieren que la HL puede desempefiar un papel protector en
situaciones metabdlicas que cursan con dislipidemia "téxica" (hipercolesterolemia,

hipertrigliceridemia y niveles elevados de acidos grasos libres) inducida por dieta.

El segundo estudio de este objetivo parte de la necesidad médica de reducir el
riesgo cardiovascular en pacientes con SMet y RI. A diferencia de lo que hemos
observado en el estudio previo sobre la HL y la esteatosis hepatica, diversas
investigaciones apuntan a que la disminucién de la HL podria ser beneficiosa en
entornos metabolicos con SMet y Rl. En esta segunda investigacion, demostramos
que la expresion génica de la HL esta aumentada en los leucocitos circulantes de los
individuos con SMet-RI con mayor aterosclerosis y que la inactivacion génica de la HL
en un modelo de raton con SMet/Rl, apoE-/-Irs2+/-, reduce marcadamente el
desarrollo de la aterosclerosis. Las lesiones ateromatosas en los ratones SMet/RI
deficientes en HL, también mostraron una disminucion del infiltrado inflamatorio y de la
proliferacion de macréfagos, asi como placas mas estables (menor area de core

necrético y mayor capa fibrosa).

Por otro lado, las estrategias terapéuticas actuales incluyen la modulaciéon de la
inflamacién en estados avanzados de aterosclerosis. La HL, que modula el
metabolismo de las lipoproteinas y de lipidos (Brunzell et al., 2011; Teran-Garcia et al.,

2005; Zhang et al., 2006), parece tener un papel también clave en las células
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inflamatorias. En nuestro estudio, individuos con SMet-RIl ademas de un aumento en la
expresion génica de la HI mostraron un aumento en el porcentaje de los monocitos

inflamatorios, los cuales son predictores de eventos CV (Rogacev et al., 2012).

Consistentes con estos hallazgos los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- mostraron menor
inflamacion sistémica con niveles reducidos de monocitos proinflamatorios Ly6C",
menor activacion de los leucocitos T y disminucién en los niveles de MCP1, TNFa e
IL6. Notablemente, los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- exhibieron una reduccion en la
activacion de la via LIGHT(TNFSF14)/LTB-R. Interesantemente, el tratamiento de los
ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- con LIGHT murino incrementd los monocitos Ly6C" y el
tamafio de la lesion indicando un papel de LIGHT en la inflamacion y en la progresion
de la lesion. Ademas, en los individuos con SMet-RI con mayor GIM-CC se observo un
aumento del eje inflamatorio LIGHT(TNFSF14)/LTB-R, indicando una mayor relevancia
clinica de nuestros descubrimientos. En conjunto, estos resultados indican que la
inactivacion genética de la HL en los ratones con SMet/RI apoE-/-Irs2+/- reduce la
progresion de la placa de ateroma mediante la disminucién de la inflamacion lo cual
podria potencialmente ser debido a una menor activacion del eje inflamatorio
LIGHT/LTB-R.

Estudios previos han mostrado que una alta actividad de la HL puede ser
perjudicial en la mayoria de los casos con hipertrigliceridemia y dislipidemia asociadas
con Rl y SMet (Brunzell et al., 2011; Teran-Garcia et al., 2005; Zhang et al., 2006) por
lo que niveles mas bajos de la actividad de la HL serian deseables en estas
patologias. La inactivacion de la HL en el modelo animal preclinico con SMet/RI
disminuyd in vivo la formacion de células espumosas, el desarrollo de la aterosclerosis
y la inflamacion apoyando la hipétesis anterior. En nuestro estudio, pacientes con
SMet-RI mostraron mayor aterosclerosis subclinica y mayor porcentaje de monocitos
inflamatorios y esto estuvo asociado a un aumento en la expresion del gen HI.
Ademas, la expresion de ARNm de la HI se correlacioné positivamente con el indice
HOMA-RI indicando que el gen de HI en leucocitos esta aumentado por la RI. Estos
resultados son consistentes con investigaciones que muestran que el aumento de la
expresion y la actividad de la HL en un modelo de hamster alimentado con fructosa
esta asociado con RI (Lewis et al., 2004). En la misma linea de estos estudios, en
humanos, una reduccién en la obesidad abdominal va acompafado de menor
actividad de la HL y de una prevencion de la DMT2 (Bergeron et al., 2001; Todorova et

al., 2004). Por otra parte, la reduccién de la grasa abdominal por la actividad fisica
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también modifica el efecto de los polimorfismos de la HL sobre el riesgo de infarto de
miocardio en mujeres (Ahmad et al., 2011). En conjunto estas investigaciones sugieren
gue la inactivacién de la HL podria ser beneficiosa en las alteraciones metabdlicas
donde un fenotipo particular de lipoproteinas crea predisposicion a desarrollar un

escenario altamente proinflamatorio tal como el inducido por la RI.

La acumulacion progresiva de células y mediadores inflamatorios debajo de la
capa fibrosa conduce a placas inestables y sindromes clinicos (Dickson and Gotlieb,
2003). Los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- mostraron menor infiltraciéon inflamatoria, menor
produccion de citoquinas y caracteristicas de placas estables (Bornfeldt and Tabas,
2011; Martinez-Hervas et al., 2014). La reduccién del contenido de colageno,
observada en ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-, cuya presencia en estados avanzados de
las placas proporciona estabilidad, puede probablemente estar indicando la presencia
de placas menos avanzadas. Por otra parte, aunque los macréfagos de la lesion
pueden eliminar eficazmente los deshechos celulares en las lesiones, la acumulacién
de macréfagos observada en los ratones apoE-/-Irs2+/-HL+/+ parece ser
representativa de un proceso cronico inflamatorio no resuelto (Andres et al., 2012;
Moore and Tabas, 2011). La proliferacion de los macrofagos es un proceso clave en la
expansion de la placa, e interesantemente, ésta estuvo significativamente reducida en
las lesiones y en macrofagos aislados de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/-. Por lo tanto,
una disminucién de la inflamacién en el ateroma y en la proliferaciébn de macréfagos,
podria ser uno de los principales mecanismos por las cuales la ausencia de la HL

mejora la aterosclerosis.

Los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- mostraron una disminucién de los niveles
circulantes de la citoquina LIGHT y de la expresién de la via inflamatoria LIGHT/LTB-R,
el cual ha sido asociado con cambios en la expresion de la HL (Chellan et al., 2013; Lo
et al., 2007). Cabe sefialar, que la disminucién en los niveles circulantes de los
monocitos proinflamatorios y de las células T activadas es consistente con el papel de
LIGHT en la activacién y la maduracion de los linfocitos T y monocitos (Shaikh et al.,
2001; Swirski et al., 2007). En la misma linea, la reduccién de los niveles plasméticos
de MCP1, TNFa e IL6 es consistente con estudios que muestran un produccion
reducida de estas citoquinas en los macrofagos deficientes en LIGHT (Doherty et al.,
2011) y con estudios que indican que la sobrexpresion de LIGHT conduce a una
inflamacién severa (Shaikh et al., 2001). Estos datos sugieren que la aterosclerosis en

los ratones con SMet/Rl apoE-/-Irs2+/-HL+/+ podria estar mediada por el incremento

185



Discusion

de la activacién de la via inflamatoria LIGHT/LTB-R. Apoyando esta hipétesis, el
tratamiento con LIGHT de los ratones apoE-/-Irs2+/-HL-/- incrementd
significativamente la subpoblacion de los monocitos Ly6C" activados, los linfocitos T y
agravo la aterosclerosis. Por otro lado, los individuos con SMet-RI también exhibieron
un incremento en los monocitos proinflamatorios CD14++CD16+, un aumento de la
aterosclerosis y una mayor expresion del eje inflamatorio LIGHT/LTB-R. Asi, la
progresion de la aterosclerosis en estadios de SMet/RI puede estar en parte causado
por el incremento de la activacion de la via LIGHT/LTB-R que puede promover la
inflamacién y la formacién de la lesion y la ausencia o disminucién de HL podria
prevenir dichos procesos. Interesantemente, el tratamiento con LIGHT aumenté el
fenotipo inflamatorio de macréfagos humanos y apoE-/-, sin embargo el silenciamiento
en macréfagos de la HL disminuyd la produccion de Mcpl y Tnfa mediada por LIGHT.

Consistente con un papel de la via LIGHT/LTB-R en la aterosclerosis, estudios
previos han mostrado un incremento de los niveles plasmaticos de LIGHT en
pacientes con angina inestable (Scholz et al., 2005) y con altos niveles de LTB-R
circulantes en aterosclerosis en humanos (Owens et al., 2010). En la aterosclerosis
experimental, sin embargo, se han obtenido resultados discrepantes en ratones que
carecen del LTB-R (Grandoch et al., 2015; Hu et al., 2015). En uno de los estudios, la
inactivacion genética de LtBr en ratones apoE-/- disminuy6 la aterosclerosis por el
aumento de la subpoblacién de monocitos Ly6C" (Grandoch et al., 2015), mientras
gue en otro estudio los ratones apoE-/- LtBr-/l- mostraron una aterosclerosis acelerada
y demostraron que la via CMLV-LTB-R es ateroprotectora al mantener la homeostasis
de las células T y los 6rganos linfoides terciarios aorticos (Hu et al., 2015). Aunque
nuestros resultados estan de acuerdo con uno de estos estudios (Grandoch et al.,
2015) la inactivacién del LtBr vy el tratamiento agudo con LIGHT no son estrategias
equivalentes ya que el LTB-R posee otro ligando, LTB, y LIGHT tiene otro receptor, el
HVEM. Estos estudios revelan un papel complejo de la sefializacion dependiente de
LIGHT/LTB-R en la aterosclerosis, la cual podria ejercer efectos divergentes en
diferentes tipos celulares (CMLVs vs monocitos/macrofagos) y con resultados
variables segun la estrategia experimental. Nuestros estudios ademas son los
primeros que demuestran una participacion de la via LIGHT/LTB-R en las
complicaciones cardiovasculares en estados de SMetRI tanto en ratones como en

humanos.
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El aumento de la expresion de la via LIGHT/LTB-R en los ratones apoE-/-Irs2+/-
deficientes en HL también se asocié con una disminucién en las células espumosas
peritoneales. Macréfagos deficientes en la HL muestran una disminucién en la
captacion de LDLox (Nong et al., 2003), y se ha hipotetizado un papel del eje
LIGHT/LTB-R en la formacién de células espumosas (Scholz et al., 2005). Estos
estudios previos sugieren que la HL derivada de los macréfagos podria incrementar la
captacion de los LDLs modificadas facilitando la captacion de lipoproteinas, una
hipdtesis que no podemos descartar. Por otra parte, el eje LIGHT/LTB-R puede
también inducir un fenotipo en los macrofagos incrementando la actividad de los
receptores basura o scavenger y la formacién de células espumosas. Por lo tanto, la
disminucion de HL y del eje LIGHT/LTB-R podrian contribuir a este proceso.

Los resultados de este estudio demuestran que la HL modula la inflamacién y la
proliferacién de los macréfagos en estadios de SMet/RI y que la inactivacion de HL
puede ser beneficiosa para reducir el riesgo de ECV en alteraciones metabdlicas
especificas. Nuestro estudio es el primero que demuestra la participacion del eje
LIGHT/LTB-R en complicaciones cardiovasculares en SMet/RI tanto en ratones como
en humanos. Los datos de humanos presentados aqui también sefialan una
importante relevancia clinica de nuestros resultados y sugieren que la activacion del
eje inflamatorio LIGHT/LTB-R podria ser un mecanismo molecular potencialmente
implicado en la activacion de leucocitos en la aterosclerosis. Por lo que futuros
tratamientos basados en la modulacion de este eje inflamatorio para moderar la

progresion de la aterosclerosis en SMet/RI podrian ser de utilidad terapéutica.
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Conclusiones

1. El locus Ink4/Arf disminuye la inflamacion intrinseca de macréfagos, la inflamacion
sistémica, la esteatosis hepdética y las alteraciones del metabolismo glucémico en

ratones Irs2+/-, por lo que se le atribuye un papel protector.

2. El aumento de la expresién de Ink4/Arf reduce la activacion de la via de estrés
SAPK/INK y mejora la sefializacibon canbnica de la insulina mediada por

pTyrIRS1/AKT debido, en parte al menos, a la disminucién del fenotipo inflamatorio.

3. El desarrollo de DMT2 en pacientes se asocia con una bajada de la expresion de
los genes Cdkn2a/2b/2bas en células inmunes.

4. La disminucién de los genes Cdkn2a/2b/2bas en los leucocitos de pacientes con
DMT2 y CAD se vincula con el aumento de la activacion de linfocitos, con la reduccion

células Treg circulantes y con un aumento del fenotipo inflamatorio de los monocitos.

5. La deficiencia de la HL en ratones alimentados con dieta AGAC produce un estado
avanzado de NAFLD, inflamacién pancreatica e intolerancia a la glucosa, por lo que se
sugieren un papel protector de la HL en el desarrollo de estas alteraciones
metabdlicas.

6. Dado que los ratones HL-/- con dieta control no desarrollan inflamacion sistémica ni
esteatosis hepatica, la dieta AGAC juega un papel principal en el desarrollo del higado

graso asociado a la deficiencia de HL-/-.

7. La activacion de las vias de estrés de p38 y SAPK/JNK son al menos un mecanismo
potencial en la progresion de la inflamacion hepética en la esteatosis asociada a la

dislipidemia téxica inducida por dieta y por la deficiencia de HL.

8. La inactivacion génica de la HL en los ratones con SMet/RI apoE-/-Irs2+/- reduce la
progresion de la placa de ateroma mediante una disminucién de la inflamacion en la

placa, de la inflamacién sistémica y de la proliferacion de los macréfagos.

9. La inactivacion génica de la HL va acompafiada de una disminucién de la activacion
del eje inflamatorio LIGHT/LTB-R indicando un papel de la via inflamatoria en la

progresion del ateroma.

10. El eje inflamatorio LIGHT/LTB-R promueve la aterosclerosis en estadios de
SMet/RI, debido a un aumento en el fenotipo inflamatorio de monocitos/macréfagos y a

la activacion de linfocitos.
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11. En pacientes, el aumento de la HL en CMSPs se correlaciona con el desarrollo de
RI, con la progresion de la aterosclerosis y con la activacion de la via inflamatoria
LIGHT/LTB-R.
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