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Moléculas de adhesion celular

Ligando con motivo C-C

Quimiocina regulada y activada del timo
Quimiocina derivada de macrdfagos
Receptor 4 de quimiocinas con motivo C-C
Grupo de diferenciacion 3

Células endoteliales

Factor similar a la quimiocina-1

Ligando con motivo C-X-C

Proteina 10 inducida por interferén gamma
Quimioatrayente de células T inducible por interferon gamma
Factor plaquetario 4

Monocina inducida por interferén gamma
Receptor 3 de quimiocinas con motivo C-X-C

3,3’- Diaminobencidina
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ABREVIATURAS

DMT2
EBM-2
EGF
ELISA
ERK
ERK1/2
E-Sel
ESL-1
ESM
FBS
FITC
FSC

FT
GLUT4
GPCR
HAECs
HBSS
HIF
HOMA-IR
Hr

HRP
ICAM-1
IFN

IgG

ILC
IMC
iNKT

JAM
IJNK
LFA-1
MAC3

Diabetes mellitus tipo 2

Medio basal de células endoteliales-2

Factor de crecimiento endotelial

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
Proteina quinasas activadas por mitégeno p44/42
E-selectina

Ligando-1 de E-selectina

Error estandar de la media

Suero fetal bovino

Isotiocianato de fluoresceina

Dispersion frontal

Factor de transcripcion

Transportador de glucosa tipo 4

Receptores acoplados a proteina G

Células endoteliales humanas de aorta
Solucion salina equilibrada de Hanks

Factores inducibles por hipoxia

Modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina
Proteinas recombinantes humanas

Peroxidasa de rabano

Molécula de adhesion intercelular-1
Interferdn

Inmunoglobulina G

Interleucina

Células linfoides innatas

indice de masa corporal

Células asesinas naturales invariantes
Receptor de la insulina

Moléculas de adhesion de union

Quinasas Jun amino terminales

Antigeno 1 asociado a la funcidn de los linfocitos

Antigeno de macréfago-3
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MAPK
MCP-1
MEC
MIF
MMPs
N-cadherina
NIH
NK
NKT
NO
oMsS
PAI-1
PBS

PE
PECAM-1
PE-Cy7
PerCP
PFA
P-Sel
PSGL-1
gPCR
RI

ROS
rpm
RT
RYGB
SAT
SDS-PAGE
SSC
SVF

TA

TCR

Th

ABREVIATURAS

Proteinas quinasas activadas mitégenos
Proteina quimioatrayente de monocitos
Matriz extracelular

Media de intensidad de fluorescencia
Metaloproteasas de matriz

Cadherina neural

Instituto Nacional de Salud

Células asesinas naturales

Células T asesinas naturales

Oxido nitrico

Organizacién Mundial de la Salud

Inhibidor del activador del plasminégeno-1
Tampdn fosfato salino

Ficoeritrina

Molécula de adhesion de células endoteliales y plaquetas 1 (o CD31).
Ficoeritrina conjugada en tdndem con cianina
Peridinina-Clorofila

Paraformaldehido

P-selectina

Ligando 1 de P-selectina

Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa
Resistencia a la insulina

Especies reactivas de oxigeno

Revoluciones por minuto

Transcripcion reversa

Bypass gastrico en Y de Roux

Tejido adiposo subcutdneo

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
Dispersion lateral

Fraccidn estromal vascular

Tejido adiposo

Receptor de células T

Linfocitos T colaboradores (T helper)
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ABREVIATURAS

TNFa  Factor de necrosis tumoral

Treg Linfocitos T reguladores

VAT Tejido adiposo visceral

VCAM-1  Molécula de adhesidn de células vasculares-1
VE-cadherina  Cadherina endotelial vascular

VEGF  Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
VLA-4  Antigeno muy tardio-4

WAT  Tejido adiposo blanco

WB  Western Blot
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La obesidad es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por la acumu-
lacion excesiva de grasa acompaiada de una inflamacién crdnica, leve y sisté-
mica, debido a la elevada ingesta caldrica, entre otros factores. Esta patologia
tiene varios grados y se diagnostica cuando los sujetos tienen un indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30 kg/m?. Su prevalencia se ha triplicado a nivel
mundial en los Ultimos 50 afios y se ve afectada, aproximadamente, el 30% de
la poblacién mundial. Los mayores problemas de la obesidad son su alta morta-
lidad y el riesgo alto de desarrollar otras patologias asociadas como el sindrome
metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2.

El tejido adiposo se ha reconocido como un drgano endocrino ya que las
células que lo forman (los adipocitos y la fraccidén vascular estromal), contribu-
yen a la liberacién de moléculas fisioldgicamente activas, encargadas de regular
funciones como la distribucién de grasa, la secrecion y sensibilidad a la insulina,
el gasto energético, la funcidn endotelial, la inflamacion y la presidn arterial. En
la obesidad, el tejido adiposo, mds concretamente, el tejido adiposo blanco, se
expande de manera patoldgica (también conocido como remodelado del tejido
adiposo), lo que conlleva a su disfuncion, provocando inflamacidn, hipoxia, fi-
brosis, angiogénesis inadecuada, disfuncién endotelial y aparicién temprana de
resistencia a la insulina.

Recientemente se ha estudiado que los ejes CXCL10/CXCL11-CXCR3 vy
CCL17/CCL22-CCR4, estan implicados en enfermedades cardiometabdlicas
e inflamatorias. No obstante, no se conoce el papel que desempefian en la
obesidad. Por lo tanto, el objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido investigar la
participacidon de los ejes CXCL10/CXCL11-CXCR3 y CCL17/CCL22-CCR4 en la
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Resumen

fisiopatologia del tejido adiposo con la intencidon de comprender su papel en
la obesidad humana.

Para ello, se determinaron los niveles circulantes de los ligandos de CXCR3
y CCR4 en el plasma de pacientes obesos y en sujetos control y su asociacion
con diferentes parametros cardiometabdlicos. Ademas, se realizé un inmunofe-
notipado de la sangre, para identificar las diferencias entre las poblaciones leu-
cocitarias y la expresion del receptor CCR4, asimismo se estudid la adhesion
leucocito-endotelio. Ademas, se extrajeron biopsias pareadas de tejido adiposo
visceral y subcutaneo de pacientes con obesidad que fueron sometidos a una
cirugia bariatrica y se evalud la expresién y funcidon de estos dos ejes en los
explantes del tejido adiposo. Para completar estos estudios, se investigaron los
efectos en la angiogénesis con el bloqueo funcional ex vivo del receptor CXCR3
en dichos explantes y en las células endoteliales.

Se observé que los niveles circulantes de los ligandos de CXCR3 y CCR4 esta-
ban elevados en pacientes con obesidad morbida y ademas se correlacionaban
positivamente con el IMC, el indice HOMA de resistencia a la insulina y el dia-
metro de la cintura. También se detectd que la expresion de los dos ejes CXCR3
y CCR4 estaban aumentados en la grasa visceral en comparacién con la subcu-
tanea en pacientes con obesidad. Es mas, la isoforma antiangiogénica CXCR3B
también estaba sobreexpresada. Posteriormente se detectd una colocalizacidn
de los receptores CXCR3 y CCR4 en las células endoteliales, los linfocitos y los

macrdéfagos.

En ensayos ex vivo con explantes de grasa, se observé que el bloqueo del
receptor CXCR3/CXCR3B aumentaba la formacién de brotes capilares en el teji-
do adiposo visceral de pacientes con obesidad y, en cambio, el tratamiento con
proteina recombinante de CXCL10 y CXCL11 disminuia la formacién de estos
brotes angiogénicos. Posteriormente, se observé un aumento en la fosforila-
cién basal de p38 MAPK en el tejido adiposo visceral de pacientes con obesidad
morbida, pero dicha fosforilacién se redujo en presencia de un anticuerpo neu-
tralizante frente a CXCR3.
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Resumen

Por otro lado, mediante estudios con la cdmara de flujo laminar se detectd
que el bloqueo funcional ex vivo del receptor CCR4 en células endoteliales
disminuia la adhesién leucocitaria inducida por TNFa en pacientes con obe-
sidad mérbida. Asimismo, la neutralizacidn del receptor CCR4 disminuyé la
proliferacidn de las células endoteliales inducida por el plasma de pacientes
con obesidad comparado con los controles.

Profundizando, se detectd un aumento de la fosforilacion de la via ERK1/2
en células endoteliales en presencia de las quimiocinas CCL17 y CCL22 que dis-
minuyd cuando se bloqued el receptor CCR4. Finalmente, los estudios de in-
munofenotipado de la sangre de los pacientes con obesidad y de los controles
mostrd un aumento en el porcentaje de plaquetas, de linfocitos CD4+ y de las
subpoblaciones Thl, Th17 y Treg en pacientes con obesidad mérbida en compa-
racion con los controles. También se observé un incemento en la expresion del
receptor CCR4 en las plaquetas, los monocitos y los linfocitos CD4+.

Por todo ello, la modulacidn farmacoldgica de la expresion y/o funcién de
CXCR3, CCR4 y sus ligandos podria ser una estrategia terapéutica prometedo-
ra para el tratamiento de las complicaciones cardiovasculares asociadas a la
obesidad.
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1.1. La Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una
acumulacion excesiva de grasa que perjudica a la salud y que se diagnostica
cuando los sujetos tienen un indice de masa corporal (IMC) mayor o igual a
30 kg/m?. Esta patologia esta cada vez mas estudiada y se conoce que es una
enfermedad metabdlica e inflamatoria que es multifactorial y muy compleja2.

La obesidad se debe principalmente al desequilibrio energético entre las
calorias consumidas, es decir, la ingesta caldrica y las calorias gastadas me-
diante actividad fisica y metabdlica. El exceso de energia se convierte en tri-
glicéridos que se almacenan posteriormente en el tejido adiposo (TA) y, en
consecuencia, los adipocitos se expanden aumentando su nimero y también
su tamafio?, esta expansidn se conoce como remodelado del TA. Clinicamente
podemos observar un aumento en el volumen de la grasa corporal y en el
peso de los sujetos! pero estudios recientes demuestran que este aumento
de peso se acompanfia junto con el remodelado del TA de una inflamacidn
crénica, leve y sistémica®>.

Esta patologia presenta unas tasas de morbilidad y mortalidad muy eleva-
das provocando aproximadamente 3 millones de muertes anuales en todo el

mundo® . Las estadisticas mas recientes indican que solamente en los Gltimos
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50 afios la prevalencia de la obesidad y el sobrepeso se ha triplicado a nivel
mundial y que alcanza a mds de 2 mil millones de personas. Por lo tanto, esta
afectada aproximadamente el 39% de la poblacién mundial y se considera pan-
démica. En Espafia, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad alcanza el 53% de
la poblacion adulta’y el 23% solo para la obesidad.En la Figura 1 se muestra un
mapamundi donde se expone por paises, el porcentaje de la poblacién adulta
con obesidad?®®.

Existen factores muy diversos para el desarrollo de esta patologia ademas
de la ingesta dietética excesiva (consumo de energia) y de la disminucion de la
actividad fisica y metabdlica (pérdida de energia), como los factores genéticos,
fisioldgicos, ambientales, psicoldgicos, econdmicos, sociales e incluso factores
politicos que pueden promover su desarrollo®. En la mayoria de los casos, no
hay un solo factor que sea el Unico responsable del desarrollo de la obesidad,
sino que resulta de la combinacién de estos factores y, ademas, pueden variar
con el tiempo y entre individuos®?.

Figura 1. Mapa de prevalencia de poblacion adulta con obesidad (actualizado
14/06/2021, World Obesity Federation)’.
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1.1. La Obesidad

Uno de los mayores problemas de la obesidad son sus comorbilidades aso-

ciadas, ya que es un factor de riesgo muy alto para el desarrollo de otras pato-

logias como las enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, la hipertension'?,

hiperlipidemia y el infarto de miocardio®3, también de las enfermedades meta-

bélicas, como por ejemplo la resistencia a la insulina (RI) , la diabetes mellitus

tipo 2 (DMT2) y el sindrome metabdlico' . Asimismo, es un factor de riesgo

para el desarrollo de cancer, por ejemplo, el de mama, ovario, prostata, higado,

rifidn y colon®. En la Figura 2 se exponen las principales comorbilidades asocia-

das a la obesidad®®.

Mentales

» Déficit de atencion
* Depresion

* Ansiedad

* Panico

Cardiovasculares
+ Ateroesclerosis
* Hipertension

» Fallo cardiaco

* Fibrilacion

Coagulacion
- Trombosis
+ Embolia pulmonar

Urogenital
* Infecciones
* Incontinencia

Reproductivas

* Infertilidad

* Hipogonadismo

* Ovarios Poliquisticos

Metaboélicas

- DMT2/RI

* Higado graso

* Dislipidemia

* Sindrome metabdlico
+ Célculos biliares

* Arlrilis

Cancer

» Colon

* Pecho

* Pancreas
- Etc..

Musculo-esqueléico
* Osteoartritis

* Fatiga

* Discapacidad fisica
* Dolor de espalda

Pulmonar

* Apnea del suefio
* Asma

* EPOC

Figura 2. Principales comorbilidades asociadas a la obesidad **
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En la practica clinica la obesidad se evalda con el IMC, que se calcula dividiendo
los kilogramos de peso por el cuadrado de la estatura en metros. IMC = peso (kg) /
estatura (m?*). La obesidad se diagnostica cuando los sujetos tienen un IMC mayor
o igual a 30 kg/my, seguin el IMC calculado, la obesidad se divide en diferentes gra-
dos (Tabla 1). Se ha observado que existe una asociacion positiva entre el aumento
del IMCYy el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, es
decir, segun el grado vy la duracién del aumento de peso, la obesidad puede causar
y/o exacerbar algunas de las comorbilidades asociadas, no obstante, no todos los
pacientes obesos pueden llegar a desarrollar estas complicaciones?.

Tabla 1. Clasificacion de peso por IMC segun la OMS y el riesgo de padecer patologias
asociadas.

Peso bajo <18,5 Aumentado
Normopeso 18,5-24,9 Bajo
Sobrepeso 25-29,9 Aumentado

Grado | 30-34,9 Alto

Grado Il 35-39,9 Muy alto
Grado I 40-49,9 Extremadamente Alto
Grado IV 50-59,9 Extremadamente Alto
Grado V 260 Extremadamente Alto

Los diferentes tipos de grasa y su distribucidon corporal son factores clave
en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiometabdlicas como la RI. El te-
jido adiposo visceral es metabdlicamente mas activo y fundamentalmente es
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el responsable del desarrollo dichas patologias por lo tanto, el IMC observado
de manera aislada, es un biomarcador insuficiente para obtener el grado de
adiposidad visceral abdominal, ya que se trata de un valor antropométrico que
correlaciona la altura con el peso y no estima directamente la masa de tejido
adiposo ni su distribucién corporal’. La masa de tejido adiposo visceral es un
determinante principal para el desarrollo sindrome metabdlico y la diabetes?,
esta relacién no ocurre con otros tipos de grasa como la subcutanea.

Otro parametro a tener en cuenta a la hora de determinar la obesidad, es el
didmetro abdominal a la altura de la cintura, ya que es una medida indirecta del
tejido adiposo visceral. Actualmente, la medida que da lugar a un aumento del
riesgo vascular en Europa es de un didmetro abdominal de > 94 cm en hombres
y > 80 cm en mujeres. Esta medida permite un mejor analisis del riesgo para la
salud relacionado con la obesidad®®. Por consiguiente, a la hora de evaluar el
grado de obesidad, es de vital importancia tener en cuenta ,a parte de los valo-
res del IMC, la historia clinica y el examen fisico del paciente para determinar el
exceso de masa en el tejido adiposo visceral?’.

Los tratamientos para la obesidad incluyen modificaciones en el estilo de
vida, farmacoterapia y procedimientos quirdrgicos baridtricos, cabe destacar
gue, aunque la pandemia mundial de la obesidad ha continuado sin cesar en
las ultimas dos décadas, se ha conseguido muy poco mediante el tratamiento
farmacoldgico, especialmente en pacientes con obesidad severa.

Inicialmente se sugiere que los pacientes obesos pierdan al menos un 10%
de su peso corporal a través de la combinacidn de cambio en la dieta, actividad
fisica y terapia conductual (modificacion del estilo de vida) ya que la pérdida de
peso reduce significativamente los factores de riesgo cardiovascular, por ejem-
plo, presion arterial elevada, glucosa en sangre y lipidos®. La farmacoterapia se
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recomienda posteriormente para aquellos pacientes obesos con un IMC 230 (o
un IMC 227 con comorbilidades) y que no les ha sido posible perder peso mo-
dificando el estilo de vida.

Los medicamentos aprobados para el tratamiento de la obesidad que se
estan aplicando actualmente a nivel mundial se resumen en la Tabla 22, son
muy pocos ya que se han ido retirando farmacos a lo largo de los afios al pre-
sentar efectos adversos graves. El histdrico de tratamientos para la obesidad y
en desarrollo clinico actual a nivel mundial se resumen las Tablas A1y A2, en
el Anexo. No obstante, no todos estan aprobados por la Agencia Europea del
Medicamento para el tratamiento de la obesidad en Espafia.

Tabla 2. Fdrmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la obesidad en 2022 %

Orlistat* Inhibidor de la lipasa Reduccién de la cantidad de grasa
rlista
pancreatica absorbida en el intestino
. . . Disminucidn del apetito y aumento de
Liraglutida*™ Agonistas del receptor ., .
GLPIR la sensacion de saciedad. Aumento de la
liberacién de insulina en el pancreas
Fentermina- Simpaticomimético- Disminucién del apetito y aumento de la
topiramato Anticonvulsivo sensacion de saciedad
Antagonista de los
receptores opioides-
Naltrexona- L P P . Reduccion del apetito y control de
o, inhibidor de la recaptacion . . .
Bupropion* . antojos. Antidepresivo
de dopaminay
noradrenalina
Gelesis Hidrogel superabsorbente Aumento de la sensacion de saciedad

Utilizado en personas con obesidad
Setmelanotida®* Agonista del receptor MC4AR  severa debido a la deficiencia de POMC,
PCSK1 o LEPR
GLP1R: péptido similar al glucagon tipo 1; MC4R: receptor de melanocortina 4, POMC:
proopiomelanocortina; PCSK1: proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 1; LEPR: receptor de

leptina. *Aprobados en la Agencia Europea del Medicamento para el tratamiento de la obesidad
en Espana.
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Por ultimo, se recomiendan los procedimientos quirdrgicos bariatricos, estos
serian la dltima opcidn cuando el estilo de vida, los medicamentos y otros inten-
tos de pérdida de peso no consiguen alcanzar los objetivos deseados, ya que no
estd exenta de riesgos operatorios y complicaciones postoperatorias, no obstan-
te, su uso ha aumentado rapidamente durante los Ultimos afios?2. La cirugia es un
procedimiento efectivo ya que da lugar a pérdida de peso a largo plazo, mejora
y/o remite las comorbilidades asociadas (particularmente DMT2), en consecuen-
cia, mejora la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes?. Se utilizan dife-
rentes procedimientos quirurgicos que modifican el tracto digestivo y ayudan a
perder peso, estos procedimientos estan esquematizados en la Figura 3.

Gastrectomia  Bypassgastrico Banda gastrica  Balén
en manga en Y de Roux ajustable intragastrico

Figura 3. Diferentes procedimientos para la cirugia bariatrica’.

El bypass gastrico en Y de Roux (RYGB) se considera el procedimiento ba-
ridtrico mas frecuente a nivel mundial. Dicha operacidn consiste en dividir
el estdmago por su parte superior, lo que forma una pequefa bolsa gastrica
proximal. El intestino delgado también se separa a nivel yeyunal, y se une la
parte distal del intestino a la nueva y mas pequefia bolsa estomacal. Como
resultado, la comida ingerida pasa a través de la bolsa pequefia (limitando
la cantidad) y fluye directamente hacia la parte distal del intestino delgado,

43



1. Introduccion

sin pasar por la parte proximal del intestino (limitando la absorcién). El frag-
mento medio extirpado (el estémago distal e intestino delgado proximal) se
vuelve a unir al intestino delgado mds abajo. La exclusidon del duodeno y el
yeyuno proximal previene la secrecion de sustancias anti-incretinas, y ademas
la presencia temprana de alimentos ingeridos que viajan al intestino delgado
distal puede estimular la secrecidn de incretinas lo que conduce a la mejora
de la sensibilidad a la insulina®.

El RYGB se realiza fundamentalmente por via laparoscépica y produce una
pérdida de peso estimada del 73 % en 1 afio, un buen mantenimiento de la
pérdida de peso a largo plazo y la remisidon de comorbilidades como la diabetes
(95%), la dislipidemia (80%), la hipertensién (81%) y la apnea del suefio (95%).
Las complicaciones graves incluyen fugas anastométicas (3-5%) y la hernia in-
testinal interna (3,1 %) con el potencial de provocar obstruccién intestinal y

perforacion?.

1.2. La inflamacion

El sistema inmunolégico se define como un conjunto de células y procesos
qgue funcionan para proteger el organismo ante el dano tisular, como células
cancerigenas, o infecciones, como microbios (organismos como bacterias, hon-
gos y parasitos), virus y toxinas. Existen dos tipos de inmunidad, la innata y
adaptativa. La inmunidad innata es el primer mecanismo de defensa frente a un
patégeno intruso, no es especifica y no tiene memoria inmunoldégica de defen-
sa, por lo tanto, es incapaz de reconocer o "memorizar" el mismo patégeno si el
cuerpo se vuelve a exponer al patégeno en el futuro. En cambio, la inmunidad
adaptativa, es especifica de antigeno y, por lo tanto, existe un periodo de tiem-
po entre la exposicién al antigeno y la respuesta maxima, ademas en este caso

si que posee memoria celular ante futuras exposiciones al mismo antigeno®.

Los leucocitos, son una pieza clave en la inmunidad innata, ya que inician
la inflamacion local, que es esencial para combatir la lesién y mantener la
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homeostasis. Una funcion importante del proceso inflamatorio es el rapido
reclutamiento de dichos leucocitos al tejido dafiado y la produccion y libe-
racion de citocinas®, con el fin de eliminar cualquier agente infeccioso y/o
los restos celulares del tejido dafiado?’. Diferentes células leucocitarias estan
implicadas en la inflamacién, como los fagocitos (macréfagos y neutroéfilos),
las células dendriticas, los mastocitos, los basdfilos, los eosinéfilos, las células
asesinas naturales (NK) y las células linfoides.

La inflamacién puede ser aguda o crdnica. La inflamacidn aguda general-
mente dura solo unos pocos dias y es un proceso beneficioso que sirve para
inmovilizar el area lesionada mientras el resto del sistema inmunoldgico se
moviliza para sanarla. Las caracteristicas clinicas clasicas de la inflamacién son
calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor. Las alteraciones vasculares también
juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria. La histamina, las pros-
taglandinas y el éxido nitrico actdan sobre el musculo liso vascular provocando
vasodilatacidn, lo que aumenta el flujo sanguineo y la atraccién de los leucoci-
tos circulantes?® . Los tejidos dafiados liberan mediadores proinflamatorios que
atraen a los leucocitos del torrente sanguineo. Los macréfagos tisulares y las
células dendriticas, también liberan citocinas y quimiocinas proinflamatorias,
que producen la activacion de los leucocitos que acaban de ingresar al tejido y
éstos, en consecuencia, liberan mas citocinas y mediadores de la inflamacion
amplificando asi la respuesta inflamatoria®.

Esta respuesta inflamatoria generalmente promueve la curacidn, pero, si no
se controla, puede volverse dafiina y provocar una enfermedad inflamatoria
crénica®. La inflamacién crdnica, es un proceso inflamatorio mantenido en el
tiempo, que puede durar afios y que puede estar causada por diferentes fac-
tores como el fracaso en la eliminacion del agente que causa una inflamacidn
aguda, la baja exposicion a un irritante que no puede ser eliminado del cuerpo,
un trastorno autoinmune donde se reconoce un componente corporal como
un antigeno extrafio, e inductores bioquimicos que pueden causar estrés oxi-
dativo, disfuncidn mitocondrial, aumento en la produccion de moléculas que
contienen radicales libres, etc?.
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Por lo tanto, la inflamacidn crénica puede daiiar el tejido sano en un intento
equivocado de reparacién y curacidn caracterizado por infiltracién de células
mononucleares y fibrosis®!. La inflamacidn crdnica se ha asociado con muchas
patologias, como las enfermedades cardiovasculares®?, la obesidad??, la diabe-
tes®, la artritis®* y el cancer®, entre otras.

Uno de los primeros pasos en el proceso inflamatorio es la infiltracién leuco-
citaria hacia el tejido daiado, esto es clave en la inflamacidn crénica del tejido
adiposo que se observa en pacientes con sobrepeso y obesidad®. Este recluta-
miento también se asocia con la disfuncién del tejido adiposo y complicaciones

metabdlicas como la resistencia a la insulina (RI)%. Las células endoteliales (CE)
de los capilares sanguineos y los leucocitos del torrente sanguineo se activan
con los estimulos pro-inflamatorios y expresan moléculas de adhesion celular
(CAM, por sus siglas en inglés), las cuales promueven la adhesién de los leuco-
citos al endotelio y su posterior transmigracion al espacio subendotelial®. Cabe
destacar que, aunque se exprese en las CEs de las arterias, capilares y venas, las
vénulas postcapilares son el sitio preferido para el reclutamiento de leucocitos

debido a la mayor densidad de CAMs.

El proceso de reclutamiento leucocitario, mediado principalmente por las
CAMs, se puede dividir en 4 fases (Figura 4): el rodamiento o “rolling” de los
leucocitos que esta regulado por selectinas (selectina P, selectina E); la poste-
rior activacién de los leucocitos mediada por quimiocinas y otros agentes qui-
miotacticos; la adhesion de firme de los leucocitos mediado por las integrinas
(ICAM-1 y VCAM-1) y las inmunoglobulinas; y por ultimo la extravasacién de
leucocitos, que esta regulada por ICAM-1 y PECAM-1%, entre otras.

46



1.2. La inflamacion

() Rodamiento () Activacié @ Adhesié (%) Diapédesis y transmigracién
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Figura 4. Cascada de reclutamiento de leucocitos. En condiciones proinflamatorias,
las células endoteliales y los leucocitos expresan CAMs imprescindibles para el
reclutamiento de leucocitos al tejido dafiado y que acttan en todas las etapas del
proceso. 1) El primer paso es el rodamiento de leucocitos. 2) El segundo paso es
la activacidon de los leucocitos mediante quimiocinas proinflamatorias y factores
quimiotacticos. 3) Posteriormente se adhieren firmemente al endotelio. 4) Finalmente
los leucocitos migran al foco inflamatorio. En cada etapa se nombran las CAMs mds
importantes®.

Abreviaturas: ESL-1: Ligando-1 de E-Selectina; PSGL-1: ligando 1 de glicoproteina de selectina P; CD,
grupo de diferenciacion; VLA-4, :antigeno 4 muy tardio; LFA-1:antigeno 1 asociado a la funcion de
los linfocitos; Mac-1: antigeno macréfago-1; ICAM-1: molécula de adhesion intercelular-1; ICAM-
2: molécula de adhesion intercelular-2; VCAM-1: molécula de adhesion de células vasculares-1;
PECAM-1: molécula de adhesion de células endoteliales y plaquetas-1; JAM: moléculas de adhesion
de union; VE-Cadherina: cadherina endotelial vascular.

Algunos de los estimulos pro-inflamatorios que inducen a la adhesion de
leucocitos al endotelio también estan estudiados como factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares como la interleucina (IL)-1pB, el factor de necro-
sis tumoral (TNFa) y las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-ox). Estos
agentes desencadenan las vias de sefializacidén asociadas con la produccion de
especies de oxigeno (ROS), aumento de la expresion de CAM en la superficie
celular y la generacion y liberacion de quimioatrayentes que promueven la ad-
hesividad de los leucocitos®.
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Los neutroéfilos son las primeras células reclutadas y las mds predominantes
en la fase aguda de la inflamacién y, aunque la mayoria de las caracteristicas de
la inflamacidn aguda contindan a medida que la inflamacién se vuelve crénica,
incluida la expansion de los vasos sanguineos (vasodilatacidn), el aumento del
flujo sanguineo y la permeabilidad capilar, sin embargo, la composicién leucoci-
taria cambia en el tiempo, y los monocitos y linfocitos comienzan a reemplazar
a los neutrofilos®.,

Los primeros pasos en la cascada de reclutamiento leucocitario son el
anclaje y el posterior rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio vascu-
lar. Este proceso esta mediado por selectinas, y se sabe que la activacién de
las CEs bajo condiciones patoldgicas como la obesidad o la arteriosclerosis
provocan la expresidn de las selectinas Ey P en la pared vascular®. Las selec-
tinas van reduciendo la velocidad de los leucocitos que ruedan a lo largo del
endotelio al unirse al ligando de selectina P (PSGL-1). PSGL-1 es el principal
ligando leucocitario para la P-selectina y un ligando importante para E-se-
lectina, las interacciones entre PSGL-1 y las selectinas endoteliales pueden
contribuir a la entrada de monocitos en el tejido adiposo, lo que a su vez
puede desencadenar el estado inflamatorio crénico de bajo grado asociado
con la obesidad®. Curiosamente, en los seres humanos, la regulacién al alza
de la P-selectina se produce incluso después de una sola ingesta de comidas
hipercaldricas ricas en grasas®.

Los leucocitos también expresan diferentes ligandos que se pueden unir a
las selectinas de las celulas endoteliales. Algunos ejemplos son el ligando-1 de
E-selectina (ESL-1), el CD44 glicosilado, (que actian como ligando para la E-se-
lectina) y también la L- selectina, que es ligando de la molécula de adhesidon
celular dependiente de la glicosilacion-1 (GlyCAM-1), la molécula de adhesién
celular de direccionamiento vascular de la mucosa-1 (MadCAM-1) y la proteina
similar a la mucina CD34, expresada en las células endoteliales®.
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Modelos animales de obesidad han demostrado un aumento en las interac-
ciones leucocito-endotelio en el tejido adiposo visceral que estd mediado por
una mayor expresion endotelial de P-selectina y E-selectina®!.

Las interacciones reversibles leucocito-endotelio mediadas por selectinas y
la generacion de un gradiente quimioatrayente por parte del tejido inflamado
generado por citocinas y quimiocinas, conduce a la activacion de los leucocitos
y coordina su locomocién a lo largo de la superficie endotelial*.

1.2.1.21 Las citocinas

Las citocinas son pequeias proteinas (5-30 kDa) liberadas por las células
gue actlan a través de receptores para regular el crecimiento, la maduracién y
la capacidad de respuesta de poblaciones celulares particulares, es decir, con-
trolan el trafico de células inmunitarias y la disposicion celular de los érganos
inmunitarios. Tienen posibles funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas®.

Estan producidas por una amplia variedad de células inmunitarias y no in-
munitarias y existen muchos tipos diferentes: interleucinas (IL), interferones
(IFN), factores de crecimiento (EGF) y quimiocinas. Funcionalmente, existen ci-
tocinas inmunomoduladoras tipo 1y tipo 2. El tipo 1 favorece la regulacion de
las respuestas inmunitarias celulares (IFN-y, TNF-a, etc), mientras que las cito-
cinas del tipo 2 favorecen la regulacion de la produccién de anticuerpos (TGF-B,
IL-4, IL-13, etc)®. Todos estos son factores solubles que se unen a los receptores
de la superficie celular, desencadenando la expresidn celular de genes pro-in-
flamatorios por parte de las células diana®.

1.21.2.2 Las quimiocinas

Las guimiocinas son citocinas con actividad quimiotactica de muy bajo
peso molecular (8—13kDa) y se liberan desde distintos tipos celulares. Son
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muy importantes en el proceso inflamatorio porque dirigen el movimiento
de los leucocitos circulantes a los sitios de inflamacidn o lesién. Se han clasi-
ficado en 4 subfamilias: CXC, CC, Cy CX,C en base al posicionamiento de los 2
residuos de cisteina (C) amino-terminales. El "X" en la quimiocina podria ser
cualquier residuo de aminodcido (Figura 5)%. Las quimiocinas pueden unirse
con uno o mas receptores y desencadenar diferentes respuestas debido a las
distintas afinidades de unién y a los distintos receptores de quimiocinas. Ejer-
cen sus funciones a través de receptores acoplados a proteina G (GPCR) que
se localizan en las membranas celulares de diferentes tipos de células, entre

ellas los leucocitos***,

QuimiocinaC Quimiocina CXC

( HN—-—C_\;\D ERL+ Receptor acoplado a proteina G
T

HiN—S-ELRCXC: L
: ) 9

ERL-

Quimiocina CC

Membrana plasmaética

e}

GPRC

ELR HyN X COH
Cadena Puente Sitio de unién al

S Aminoécidos ERL N-terminal Residuo C-terminal
peptidica disulfuro receptor

Figura 5. Estructura de la familia de quimiocinas. Las quimiocinas contienen cisteinas
en posiciones conservadas. El espacio entre las dos primeras cisteinas determina el
tipo de quimiocina. La subfamilia C contiene solo una de las cisteinas N-terminal
proximal. En la subfamilia CC, las dos primeras cisteinas son adyacentes entre si. En
la familia CXC hay un aminoacido entre las dos primeras cisteinas y se dividen en dos
subgrupos, las que tienen el motivo de aminodcidos acido glutdmico-leucina-arginina
(ELR+) y las que carecen de dicho motivo (ELR-). En la familia CX,C las dos cisteinas
separadas por tres aminoacidos. La sefializacion del receptor acoplado a proteina G
canonica (GPCR) se produce mediante el acoplamiento a proteinas G heterotriméricas
(Ga, GBy Gy)*.
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Las quimiocinas inducen la activacién y la adhesién celular de los leucocitos a
la pared del vaso, los cambios morfoldgicos, la extravasacién en el tejido inflama-
doy la quimiotaxis a lo largo del gradiente de quimiocinas hasta el sitio de la lesion
o infeccion?®. Ademas de sus funciones en el trafico de leucocitos, la activacion
de los receptores de quimiocinas puede dar lugar a una variedad de respuestas
celulares y tisulares adicionales, que incluyen la proliferacion, la diferenciacién, el
remodelado de la matriz extracelular, la angiogénesis y la metastasis®. Debido a
sus funciones centrales en la inflamacidn, muchos receptores de quimiocinas (y,
en menor medida, las quimiocinas) se han identificado como dianas terapéuticas
potenciales en una amplia gama de enfermedades inflamatorias®.

1.2.1.2.3 Factor de necrosis tumoral-o

El Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa) es una proteina de 26 kDa que se
expresa en la membrana plasmatica, donde puede ser escindida en el domi-
nio extracelular por las metaloproteinasas de la matriz, lo que resulta en la
liberacidon de una forma soluble de 17 kDa. Esta producida por macréfagos
activados y linfocitos T, pero también se expresa en otros tipos celulares como
las células asesinas naturales (NK), los neutrofilos, las células endoteliales y
los adipocitos maduros®.

El TNFa interactua con las células endoteliales para inducir moléculas de
adhesién conocidas como ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina, permitiendo la salida
de los granulocitos hacia los lugares inflamatorios y también es un potente acti-
vador de los neutrdfilos, mediando la adherencia y la quimiotaxis®:. Sus efectos
se ejercen a través de los receptores de TNFa tipo 1 y II.

Los dos receptores también estan expresados en los adipocitos. En el tejido
adiposo, el TNFa suprime genes implicados en la captacidn y almacenamiento
de 4cidos grasos no esterificados y glucosa, asi como factores de transcripcion
implicados en la adipogénesis y la lipogénesis. Ademas, se ha observado me-
diante técnicas in vitro que TNFa aumenta la expresidn de varios factores secre-
tados por los adipocitos, incluyendo IL-6 y MCP-1°2.
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La adhesién firme entre los leucocitos y las células endoteliales desempe-
fia un papel clave en el reclutamiento de leucocitos durante las enfermedades
inflamatorias. Este proceso requiere que se activen previamente las integrinas
expresadas en la superficie de los leucocitos mediante las quimiocinas®®.

Las integrinas son receptores transmembrana heterodiméricos que constan de
dos subunidades: a (alfa) y B (beta). Las integrinas mas destacadas involucradas en
la adhesidn leucocitaria son: VLA -4 (el antigeno muy tardio-4); el LFA-1 (el antigeno
1 asociado a la funcién de los linfocitos), que se expresa en todos los leucocitos
efectores y Mac-1 (el antigeno macrofago-1), que puede encontrarse en los granu-
locitos y los monocitos®.

Las CAM de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgCAM) son proteinas
transmembrana que tienen de uno a siete dominios de inmunoglobulina ex-
tracelular anclados a la membrana plasmatica por una sola hélice transmem-
brana. Las CAM interaccionan con las integrinas y uniéndose y proporcionan-
do la adherencia firme. Las CAM mas estudiadas se expresan mayormente
en las células endoteliales, entre las que se encuentran: ICAM-1 (molécula
de adhesidn intercelular-1), ICAM-2 (molécula de adhesion intercelular-2),
VCAM-1 (molécula de adhesion de células vasculares-1), PECAM-1 (molécula
de adhesién de células endoteliales de plaquetas-1) y JAM (moléculas de ad-
hesion de unién)®.

Una vez que los leucocitos estan firmemente adheridos al endotelio, reorga-
nizan su citoesqueleto de actina y extienden su membrana para arrastrarse por
el endotelio siguiendo el gradiente quimioatrayente hacia el foco inflamatorio.
Cuando encuentran un sitio permisivo migran a través de las células endote-
liales*®. Pueden utilizar la via paracelular o via transcelular, siendo la primera
mucho mas comun que la segunda.
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1.3. La angiogénesis

La angiogénesis se define como el proceso de formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura preexistente. Los nuevos vasos capilares
"brotan" cuando las células endoteliales reciben estimulos angiogénicos y pos-
teriormente, rompen la membrana basal para migrar y proliferar creciendo de
manera organizada hacia el estimulo®.

El remodelado de la vasculatura mediante la angiogénesis tiene un papel
fundamental durante el desarrollo postnatal y en respuesta a muchos estimulos
fisioldgicos. En los adultos, la vasculatura de la mayoria de los tejidos perma-
nece inactiva y esta muy bien controlada durante procesos fisioldgicos como el
crecimiento de tejido, la reparacidn de heridas y el ciclo reproductivo femenino.
En cambio, la activacidn de la angiogénesis se asocia en muchos casos a eventos
patoldgicos como el cancer y la inflamacidn cronica®.

El proceso de angiogénesis se encuentra regulado por la expresién de facto-
res proangiogénicos o angiogénicos, y antiangiogénicos o angiostaticos. Un ba-
lance correcto entre ambos tipos de factores conlleva al desarrollo del proceso
de angiogénesis en condiciones fisioldgicas relacionadas con el desarrollo nor-
mal, mientras que un exceso de factores proangiogénicos da lugar al aumento
de la angiogénesis implicada en diferentes procesos patoldgicos. Los factores
angiogénicos mas estudiados son el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF), los Factores de Crecimiento Transformante alfa y beta (TGFa y TGFB),
las angiopoyetinas y algunas quimiocinas, entre otros®.

Estos factores angiogénicos tienen una expresidén elevada en tumores y
otros tejidos patoldgicos isquémicos, como es el caso del tejido adiposo en la
obesidad. Por lo tanto, la hipoxia es probablemente el estimulo mas potente
para la angiogénesis, y la expresion de factores inducibles por hipoxia (HIF).

La inflamacion es otro modulador importante de la angiogénesis. Como se
ha expuesto anteriormente, la inflamacidn se caracteriza por la invasién tisular
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de células inflamatorias, que, a su vez, secretan una serie de citocinas vasoac-
tivas y factores de crecimiento. En la inflamacién crénica, las CEs se activan
y experimentan un cambio proangiogénico, donde las interleucinas y el TNFa
estimulan la formacién de nuevos brotes. Ademas, los macréfagos pueden se-
cretar factores proangiogénicos cldsicos, como VEGF, lo que impulsa aun mas
el brote vascular, pero a menudo de manera poco coordinada, lo que da como
resultado una estructura y funcién vascular anormales®®.

Durante la angiogénesis, las células endoteliales sufren cambios considera-
bles: la proliferacion, la migracidn dirigida a través de la matriz extracelular, el
establecimiento de uniones intercelulares, la formacién de un lumen, la anasto-
mosis con los vasos existentes y el establecimiento de la circulacién (Figura 6).
Los pasos de la angiogénesis se describen a continuacidén®7:

1) Activacion: Las células endoteliales responden a las sefiales extrace-
lulares de diferentes factores proangiogénicos como las citocinas, las
quimiocinas, los factores de crecimiento y también a la matriz extra-
celular, a través de diferentes de receptores acoplados a proteina G.
Después de la activacién, estos receptores se coordinan con las molé-
culas intracelulares para transmitir y amplificar las sefales, controlar
los cambios de forma y la motilidad de las células a través del citoes-
queleto, asi como la proliferacion y la degradacion de la matriz.

2) Liberacion de MMPs: En respuesta a los gradientes de dichos factores
proangiogénicos, las células endoteliales activadas secretan metalopro-
teasas de matriz (MMPs), como MMP1, para digerir enzimaticamente
las proteinas de la membrana basal y provoca el desprendimiento de
los pericitos. Esto libera mas factores proangiogénicos para apoyar la
brotacién, aunque también se liberan factores antiangiogénicos para
evitar la brotacidn excesiva y asegurar una estabilidad adecuada de los

neovasos.

54



1.3. La angiogénesis

3) Degradacion de la lamina basal: La degradacion de la matriz y el des-
prendimiento de las células murales (pericitos y células del musculo
liso vascular), permite el movimiento de las células endoteliales a tra-
vés de un entorno tridimensional sélido.

4) Proliferacion y migracion en direccion al estimulo: Posteriormente se
forman las “células punta” caracterizadas por la formacién de filopo-
dios que se alargan hacia la direccion del gradiente y sirven de guia
para la formacién de nuevos vasos, ya que marcan camino a seguir
siguiendo el gradiente de factores proangiogénicos. El resto de las cé-
lulas llamadas "células del tallo", proliferan y siguen a las células punta
y forman la luz del vaso.

5) Reorganizacion de las células en estructuras tubulares: El brote en de-
sarrollo establece un lumen para integrarse dentro de la vasculatura.
Las estructuras recién formadas, generan vasos permeables, que per-
miten un nuevo flujo de sangre.

6) Anastomosis: Las "células punta" vecinas se fusionan formando unio-
nes y, a medida que se forman nuevas conexiones, se establecen nue-
vos circuitos de vasos. La maduracidn y estabilizacidon de nuevos vasos
se logra mediante el reclutamiento de células murales y la estabiliza-
cion de la [dmina basal.

En las CEs, cada tipo de unidn contiene proteinas especializadas que respon-
den de manera diferente a las sefiales angiogénicas. Los dos tipos principales
de unidn son las uniones estrechas y las adherentes que se entremezclan entre
los lados apical y basal de la célula. Ambos tipos de uniones se asocian con el
citoesqueleto de actina y la formacién y maduracidn de estos contactos célu-
la-célula implica la reorganizacién del mismo.
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Figura 6. Esquema del proceso de formacién de nuevos vasos. (1) Cuando un vaso
inactivo experimenta concentraciones aumentadas de factores proangiogénicos, las
celulas endoteliales se activan, liberando citocinas y (2) enzimas que promueven el
desprendimiento de los pericitos y (3) la degradacidn de la ldmina basal. Las células
activadas adquieren el fenotipo de células de punta y células de tallo. (4) Las células
punta migran hacia los lugares de mayor concentracién de factores de crecimiento
proangiogénicos, con las células del tallo proliferando para formar un brote vascular. (5)
Posteriormente las células se reorganizan en estructuras tubulares y (6) se anastomosan
para formar la vasculatura®.

Las uniones estrechas regulan la via paracelular para el movimiento de
iones y solutos entre las células®>*® y las uniones adherentes estdn compues-
tas principalmente por cadherinas y proteinas asociadas que proporcionan
estabilidad mecanica al endotelio. Las CE expresan VE-cadherina (cadherina
endotelial vascular) y N-cadherina (cadherina neural) que son glicoproteinas
transmembrana de un solo paso. La VE-cadherina promueve la unién homo-
filica y la adhesidn entre las células endoteliales y parece ser necesaria para
la formacion y el mantenimiento de los vasos. La molécula de adhesion de
células endoteliales y plaquetas-1 (PECAM-1), se ubica entre las uniones ad-
herentes y la [dmina basal, al igual que la VE-cadherina.PECAM-1 promueve
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la unién homofilica en condiciones de reposo®’. Los filamentos de actina son
muy dindmicos durante la angiogénesis y sirven para generar fuerza para la
migracion dirigida, la formacidén del lumen, la polaridad celular, la endocitosis,
la exocitosis y la estabilidad de los vasos. Estas funciones variadas de la actina
durante la angiogénesis la han convertido en un importante objetivo farma-
coldgico. La actina logra estas diversas funciones a través de la polimerizacion
para formar redes de filamentos y fibras agrupadas que se asocian con el la-
melipodio y el filopodio, las uniones célula-célula, la membrana luminal y los
contactos de adhesion célula-matriz®.

1.4. El tejido adiposo

El tejido adiposo es un érgano endocrino con multiples funciones, las cuales
ejerce a través de una gran variedad de hormonas y citocinas denominadas
adipocinas que sirven como mediadores entre el tejido adiposo y los érganos
adyacentes y también a distancia, como el endotelio, el higado, el musculo, el
pancreas, las glandulas suprarrenales y el sistema nervioso. En base su papel
funcional y perfil de expresion génica, el tejido adiposo (TA) o "grasa" en hu-
manos, se clasifica en dos tipos principales (Figura 7), el tejido adiposo blanco
(WAT, por sus siglas en inglés) y el tejido adiposo marrén (BAT),

Desde un punto de vista anatdmico, el BAT esta formado por adipocitos ma-
rrones, que son células multiloculares con abundantes mitocondrias responsa-
bles de la actividad termogénica caracteristica de este tejido®.. El BAT represen-
ta aproximadamente 4.3% de la grasa total en adultos y se encuentra en varias
regiones corporales, predominantemente en las dreas interescapular y supra-
clavicular. Los adipocitos marrones estan especializados en el gasto de energia
y utilizan la energia quimica para la termogénesis, que desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de la temperatura corporal central®?.
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Figura 7. Distribucidn y tipos de grasa corporal. El tejido adiposo (TA) se clasifica en dos
tipos principales: el TA blanco y el TA marrdn 2.

En cambio, el WAT es un tejido muy heterogéneo que esta formado por los
adipocitos blancos y la fraccion estromal vascular (FVS). Entre las células que
constituyen el estroma vascular se encuentran pre-adipocitos, macréfagos, cé-
lulas madre, células endoteliales, neutrdfilos, eosindfilos y linfocitos®® (Figura
8). Los adipocitos blancos se caracterizan por la presencia de una gran gota
lipidica unilocular que ocupa el 90% del volumen celular y que funciona como
un compartimento de almacenamiento para los triglicéridos. Durante épocas
de exceso caldrico, los adipocitos blancos secuestran acidos grasos libres de la
circulacion y los almacenan como triglicéridos®.
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Figura 8. Composicidon del tejido adiposo blanco (WAT). Esta formado por los adipocitos
blancos y la fraccion estromal vascular (SVF)®.

El WAT representa el mayor porcentaje de la masa de tejido adiposo en hu-
manos y tiene dos reservorios principales, a nivel subcutdneo, que se conoce
como tejido adiposo subcutaneo (SAT) y alrededor de los érganos internos, que
se conoce como tejido adiposo visceral (VAT). Este Gltimo se concentra en la
cavidad abdominal (depdsitos mesentéricos, omentales, perirrenales y perito-
neales) y también, en menor medida, se localiza en otras partes como la vascu-
latura® (Figura 8). Aproximadamente el 60% (en SAT) y el 80% (en VAT) de las
células de WAT no son adipocitos maduros, sino que corresponden a la SVF y
ésta a su vez varia composicion segun su localizacidn. Las funciones fisioldgicas
del WAT son el aislamiento y el almacenamiento de energia. Ademas, los adi-
pocitos blancos también estan involucrados en funciones como la secrecion de
hormonas y la funcién inmune. En momentos de necesidad caldrica, los adipo-
citos blancos proporcionan un combustible metabdélico a largo plazo a través de
la lipdlisis y la liberacidn de acidos grasos.

59



1. Introduccion

El tejido adiposo también ha sido reconocido como un érgano endocrino
ya que los adipocitos, las células precursoras, las endoteliales e inmunes, los
fibroblastos y otras contribuyen a la liberacidn de moléculas fisioldgicamente
activas como adiponectina, leptina y resistina, asi como citocinas inflamatorias
como la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF). Estos pro-
ductos de secrecion de los adipocitos son citocinas denominadas adipocinas.®®
Las adipocinas contribuyen a nivel sistémico a la regulacion del apetito y la sa-
ciedad, la distribucion de grasa, la secrecidn y sensibilidad a la insulina, el gasto
energético, la funcidn endotelial, la inflamacidn, la presion arterial y la hemos-
tasia. Asimismo, contribuyen a modular la adipogénesis, la migracién de células
inmunitarias al tejido adiposo, la inflamacion, la angiogénesis, el metabolismo
y la funciéon de los adipocitos. Por lo tanto, las alteraciones en la secrecidn de
adipocinas relacionan la obesidad con sus comorbilidades inflamatorias, meta-
bdlicas y cardiovasculares®®.

La expansion del WAT en respuesta al exceso calérico puede ocurrir de dos
maneras diferentes: de manera patoldgica a través del agrandamiento de los adi-
pocitos existentes (hipertrofia) y de manera saludable, a través de un aumento en
el nimero de adipocitos (hiperplasia)®. Estos procesos cambian la estructura y la
funcién del TA, es por ello que se definen como remodelado del TA™.

En condiciones normales, como consecuencia de la ingesta caldrica, se pro-
duce una expansion saludable del TA, existe una hipertrofia inicial del adipocito
para almacenar el exceso de energia, esto sirve de estimulo para iniciar la adi-
pogénesis y la posterior hiperplasia para mantener la funcién normal del tejido
adiposo. La hiperplasia del tejido adiposo se produce a través del reclutamiento
de pre-adipocitos y su diferenciacidon en nuevos adipocitos funcionales peque-
fios con el fin de almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos. Este
proceso aumenta la capacidad del tejido adiposo para almacenar el excedente
energético y mantener un estado metabdlico estable®:.
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Por otro lado, en condiciones patoldgicas como la obesidad, la expansion
patoldgica de TA se produce a través de la hipertrofia (agrandamiento) de los
adipocitos que conlleva a la disfuncién del TA, este es el tipo de expansidén que
tiene lugar en el VAT en la obesidad modrbida. La disfuncién del TA se asocia
con inflamacion, hipoxia, fibrosis, una angiogénesis inadecuada y con aparicién
temprana de resistencia a la insulina®. Tanto la inflamacién como la angiogéne-

sis en la expansidn patoldgica del TA son dos procesos claves en el remodelado

patoldgico del TA en la obesidad, que se detallan en los siguientes apartados.

Durante la obesidad, la incapacidad del TA para expandirse a través de la
hiperplasia saludable en combinaciéon con una angiogénesis inadecuada, so-
brecarga a los adipocitos de triglicéridos, y a medida que alcanzan su maxima
capacidad de almacenamiento, se produce muerte celular, entrada de células
inmunitarias, inflamacidn y lipotoxicidad, es decir, acumulacién ectdpica de li-
pidos en drganos no adiposos, como el higado (lo que puede desencadenar
complicaciones cardiometabdlicas, como la Rl tanto local como sistémica®’).

La hipertrofia de los adipocitos induce una desregulacién en la secrecidn
de adipocinas, junto con la infiltracidon de células inmunitarias en la SVF con
su consecuente expresion de quimiocinas pro-inflamatorias, especies reacti-
vas de oxigeno y MMPs. Como el TA se expande mas alla de la capacidad del
tejido para obtener una angiogénesis adecuada, esto conduce a una hipoxia
persistente, fibrosis, senescencia celular y muerte necrdtica de adipocitos.
Este proceso provoca inflamacion local y sistémica®y es por lo que la obesidad
se ha descrito como como una enfermedad inflamatoria crénica de bajo grado
(Figura 9).
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Figura 9. Diferencias entre la expansion sana y patoldgica en el tejido adiposo blanco.
En estado de obesidad, la disfuncidn del tejido adiposo se origina con una expansion
patoldgica del mismo. Los adipocitos sobrecargados de triglicéridos provocan la entrada
de células inmunitarias e inflamacion, un estado de hipoxia, angiogénesis disfuncional,
fibrosis y muerte celular. La entrada de células inmunitarias produce un cambio en el
fenotipo del SVF, haciendo que este mas inflamado y eso genere a su vez la liberacion de
quimiocinas pro-inflamatorias que perpettan el evento. La inflamacion local y sistémica
y la lipotoxicidad desencadenan enfermedades cardiovasculares y metabdlicas®.

A continuacion, se describen los eventos caracteristicos mds importantes en
la disfuncidn del WAT causada por hipertrofia en la obesidad.
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La vasculatura en el tejido adiposo tiene muchas funciones que incluyen:
proporcionar nutrientes y oxigeno esenciales para el mantenimiento de la su-
pervivencia y las funciones de los adipocitos; eliminar productos metabdlicos
del tejido adiposo; el transporte de factores de crecimiento, liberacion de cito-
cinas y hormonas para modular las funciones y el crecimiento de los adipocitos;
la regulacion paracrina y yuxtacrina de las funciones de los adipocitos a través
de la produccién de varios factores y citocinas de las células vasculares; sumi-
nistro de células madre y precursoras de la pared del vaso; suministro de otros
tipos de células tales como células inflamatorias que afectan secundariamente
la funcién de los adipocitos y la alteracidn del microambiente adiposo como la
hipoxia y la acidosis®.

El tejido adiposo experimenta constantemente crecimiento, expansiéon y con-
traccion durante toda la vida® . La plasticidad del TA para expandirse requiere una
angiogénesis coordinada para garantizar distribucién adecuada de los factores
circulantes esenciales a todas las células. En condiciones normales, ocurre una
“angiogénesis saludable" durante la expansidn del tejido adiposo. La vasculatura
suministra a los adipocitos el oxigeno, nutrientes, hormonas y factores de creci-
miento para la viabilidad y el crecimiento del TA y ademas elimina productos de
desecho. El TA secreta diferentes adipocinas e inhibidores endégenos de la angio-
génesis para modular el equilibrio de la formacidn de nuevos vasos sanguineos,
incluida la adiponectina, leptina, resistina, etc. Por lo tanto, en el tejido adiposo
sano, los vasos estdn revestidos de una Unica monocapa de EC inactivas, que pue-
den cambiar rapidamente al estado angiogénico/proliferativo en presencia de
sefiales angiogénicas y metabdlicas para formar nuevos vasos sanguineos. Esto
sugiere una funcion autoreguladora para la angiogénesis en el VAT®S,

En cambio, durante la expansién patolégica del tejido adiposo en la obesi-
dad, ocurre una "angiogénesis patoldgica”. Los adipocitos grandes (hipertro-
ficos) aumentan el espacio intercelular, donde se encuentran los microvasos,
lo que conlleva a un aumento del espacio entre los capilares sanguineos. Por
lo tanto, la perfusion de sangre y el oxigeno disponible por el adipocito estan
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disminuidos en el tejido adiposo obeso en comparacién con los individuos no
obesos?. La hipoxia es un desencadenante importante de la respuesta infla-
matoria y del mantenimiento o crecimiento inadecuado de los vasos lo que
conlleva a una angiogénesis desorganizada y patoldgica.

En la obesidad, la expresion de factores proangiogénicos de las células del
tejido adiposo, incluidos los adipocitos, los macréfagos y las células endotelia-
les, aumenta para contrarrestar la hipoxia del tejido adiposo®. Por ejemplo, uno
de los principales mediadores proangiogénicos de la respuesta a hipoxia, son
los factores de transcripcion del factor inducible por hipoxia (HIF). Sin embargo,
tal presién proangiogénica induce la senescencia y el deterioro de la funcion
de las células endoteliales, lo que conduce a una red vascular defectuosa. La
hipoxia resultante y el reclutamiento de células inmunitarias puede a su vez
aumentar de nuevo la angiogénesis y también el depdsito de tejido fibrético en
el tejido adiposo dando lugar a un circulo vicioso®.

Dada la importancia de una adecuada vascularizacidn para la TA expansion,
la angiogénesis se ha propuesto como una potencial diana terapéutica el trata-
miento de la obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas.

En la expansidn del TA sano se expresan adipocinas y quimiocinas que regulan
la inflamacidn y la resuelven junto con una angiogénesis adaptativa y reparadora.
En cambio, en la obesidad, la disfuncién del tejido adiposo promueve un estado
de hipoxia y angiogénesis disfuncional que conlleva a que los adipocitos comien-
cen a secretar adipocinas proinflamatorias tanto a nivel local como sistémico. En
consecuencia, se produce la activacion y el reclutamiento de células inmunita-
rias’, lo que provoca un cambio en el fenotipo del estroma haciendo que esté
mds inflamado y eso genere a su vez la liberacidn de quimiocinas pro-inflamato-
rias que perpetuan el evento. La inflamacidn local y sistémica y la lipotoxicidad
altera la funcién normal del propio TA, asi como la de érganos remotos y desen-
cadena el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.
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Los adipocitos secretan adipocinas como MCP-1, IL-6, TNFa y leptina. Algu-

nas de las adipocinas secretadas por el tejido adiposo en condiciones de ho-

meostasis y en la obesidad se resumen en la Tabla 3.

Desde este punto de vista, el TA puede considerarse un érgano inmune y

secretor, y la obesidad una enfermedad inmune inflamatoria. Por lo tanto, en la

obesidad, el perfil inmunoldgico del tejido adiposo cambia a un estado proinfla-

matorio a través de la infiltracion de células inmunes®.

Tabla 3. Adipocinas secretadas por el TA, su funcion y expresion en la obesidad.

WAT/
hipotalamo/ Regula la ingesta de energia y
. epitelio el apetito. También regula el
Leptina , . .
gastrico/ almacenamiento de grasa y la
placenta/ sefializacion de la insulina
gonadas
Implicado en el metabolismo de la
L Macrdéfagos/ glucosa. Papel proinflamatorio en
Resistina .
monocitos/ WAT humanos
Mejora la resistencia a la insulina y el
. . metabolismo de la glucosa. Efecto anti-
Adiponectina WAT . .
inflamatorio
Corazon/ Mejora la captacion de glucosa en los
Omentina  pulmones/ovario  adipocitos humanos y tiene un efecto
/placenta/WAT antiinflamatorio
Macrofagos/  Afecta el metabolismo de la insulinay la
TNF- a adipocitos glucosa. Provoca resistencia a la insulina
(VAT > SAT) y estimula la lipdlisis
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Adipocitos/
macrofagos/
musculo .
. Afecta el metabolismo de la glucosa y la
IL-6 esquelético/ o
) insulina
células
endoteliales/
fibroblastos.
Monocitos/
macrofagos/
IL-10 células Mejora la sensibilidad a la insulina y el
dendriticas / transporte de glucosa
linfocitos B/
linfocitos Treg
Endotelio Regula el peso corporal, la masa y
IL-7 vascular / la funcidn del tejido adiposo y la
estroma vascular sefializacion de la insulina
Macréfagos /
IL-8 adipocitos (VAT Quimiotaxis de neutroéfilos
> SAT)
i Papel en la quimiotaxis y termogénesis
Macrdéfagos/ ,
IL-1 . de los macrdfagos
adipocitos
Afecta la sensibilidad a la insulina y
MCP-1 WAT aumenta el reclutamiento de monocitos
en el tejido adiposo y la inflamacion
Higado
, gado/ Papel en la sensibilidad a la insulina,
L musculo/ WAT/
Visfatina

la secrecion de insulina y propiedades
inflamatorias

médula dsea y
linfocitos

. Regula el desarrollo de los adipocitos y
Quemerina  Placenta y WAT ., .
la funcién metabdlica
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1.4. El tejido adiposo

1.4.3.2.1 Fenotipo antiinflamatorio

En el tejido adiposo sano la FVS estd formada por células inmunitarias an-
tiinflamatorias que residen en el propio tejido y desempefian un papel funda-
mental en el mantenimiento de la homeostasis y la funcién de este. Estas célu-
las son los macréfagos M2, los eosindfilos, los linfocitos Th2 CD4+, linfocitos T
reguladores (Treg)? y las células T asesinas naturales invariantes (iNKT)®.

En cuanto a la linea mieloide, las mds importantes para la homeostasis del
TA son los macroéfagos, que expresan un fenotipo M2 (activado alternativa-
mente) y promueven la supresién inmunoldgica. Los macrofagos M2 son los
encargados de la renovacion de los adipocitos eliminando los muertos y los
desechos a través de la fagocitosis y la activacidn lisosomal’. Los eosinoéfilos
también juegan un papel importante en la homeostasis metabdlica regulando
a los macrofagos alternativamente activados. Por otro lado, el WAT también
contiene células linfoides, entre ellas las innatas (ILC), que son una fuente
importante de citocinas de tipo 2 y regulan el reclutamiento de eosindfilos,
mantienen los macréfagos M27® y ademas producen citocinas antiinflamato-
rias como IL-5 e IL-13. También residen las células iNKT que producen IL-4,
IL-13 e IL-10, antinflamatorias.

En cuanto a los linfocitos, residen algunos T colaboradores (Th CD4+), que
son los encargados de reconocer el antigeno presentado por el complejo ma-
yor de histocompatibilidad (MHC) de células como macroéfagos o linfocitos B.
Una vez se activan los linfocitos Th dirigen a otras células inmunitarias al sitio
de infeccidn mediante la expresidn de citocinas y quimiocinas. En este caso se
expresan los linfocitos Treg y Th2 que son, generalmente, antinflamatorios. Los
linfocitos Treg, que estan especializados en funciones supresoras y restringen la
inflamacion para prevenir el desarrollo de resistencia a la insulina. La sefializa-
cién de su receptor de células T (TCR) es un requisito vital para su la diferencia-
cién y mantenimiento’®’2,
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1.4.3.2.2 Fenotipo proinflamatorio en la obesidad

Los adipocitos hipertréficos secretan cantidades aumentadas de factores
como MCP-1, IL-6, TNFa y leptina. La hipoxia y la muerte celular de los adipoci-
tos estimulan la activacion y el reclutamiento de células inmunitarias que des-
plazan a las que ya residian previamente. El WAT disfuncional en la obesidad
presenta un mayor numero de mastocitos, células dendriticas (DC), linfocitos
Thly Th17 CD4+y linfocitos T citotoxicos CD8+.

Los adipocitos hipertréficos expresan quimiocinas pro-inflamatorias, in-
cluidas CCL2, CCL5 y CCL8, lo que conduce al reclutamiento de monocitos en
el TA. Una vez alli, los monocitos se diferencian en macréfagos M1 (activados
clasicamente), que son una fuente predominante de citocinas TNFa e IL-6374,
Los macréfagos M1 se agrupan alrededor de los adipocitos muertos y forman
estructuras en forma de corona. La produccion de TNFa por los macréfagos
reclutados desde la periferia inhibe la captacion de glucosa por parte de los
adipocitos al disminuir la expresidén de los transportadores de glucosa. Pos-
teriormente las sefiales inflamatorias se amplifican local y sistémicamente,
conduciendo al reclutamiento de otras células inmunitarias, incluidas las
células ILC1, linfocitos B y T CD8+, que finalmente reemplazan e inhiben la
funcion de las células inicialmente residentes’.

La obesidad también se ha asociado con la regulacién positiva de linfocitos
B, mastocitos y células dendriticas. Los linfocitos B se expanden en el tejido
adiposo obeso y promueven la activacion de los macréfagos M1, asi como los
linfocitos Thl y CD8+. Se ha demostrado que las células Th1l, desempeian un
papel proinflamatorio durante la obesidad”, por ejemplo, segregan IFNy TNFq,
lo que promueve la diferenciacién de los macréfagos a M1. En conjunto, mul-
tiples tipos de células inmunitarias de los tipos innato y adaptativo del sistema
inmunitario se infiltran en el tejido adiposo durante la obesidad para participar
en la cascada inflamatoria que culmina en la resistencia a la insulina y la disfun-
cién metabdlica’. Esta amplia participacion de las células inmunitarias en la
regulacion metabdlica demuestra la complejidad del sistema inmunoldgico y la
inflamacion del TA en la obesidad.
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En la Figura 10 se resumen los cambios en las células inmunes que ocurren
en el WAT durante la obesidad:

TA en homeostasis TA disfuncional e inflamado
. .. L] °
& ’
I . * e
[ ] ®
{ . ’ LR ] =

» ’ Lo®
o IL-10, IL-5, Adipocinas IFNy, TNFa, IL-6,
{\ghpocmas . IL-4,1L-13 pro-inflamatorias  MCP-1
anti-inflamatorias
Macréfago M2 (@8 Linfocito Treg @ Macrofago M1 . Linfocito CD8
Linfocito Th2 iNKT Eosinofilos Linfocito Th1 Linfocito B Neutrofilos

Enfermedades cardio-metabdlicas

Sensibilidad a la Disfuncion Endotelial

insulina

Figura 10. Diferencias en el fenotipo de WAT con y sin obesidad. El tejido adiposo
tiene células inmunitarias antiinflamatorias y células inmunitarias que contribuyen
a la homeostasis entre ellas predominan, linfocitos TReg, eosinéfilos, linfocitos Th2,
macréfagos M2, ILC2 y células iNKT. La obesidad desplaza a estas células para facilitar el
reclutamiento de células inmunitarias inflamatorias como los macréfagos M1, linfocitos
Th1, linfocitos T CD8+, las células NK, las ILC1 y linfocitos B. Este efecto estd mediado, al
menos en parte, por sefiales de estrés hipdxico, asi como por quimiocinas como MCP-12

1.4.3.3 Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial (Figura 11) se caracteriza por la reduccion de la pro-
duccion y biodisponibilidad del éxido nitrico (NO), el deterioro de la vasodila-
tacidn, la alteracién de la capacidad fibrinolitica, aumento de la permeabilidad
vascular, una mayor expresién de moléculas de adhesion y genes inflamatorios
y una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que conduce
a alteraciones funcionales y estructurales del endotelio”.
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En respuesta a la obesidad, el aumento de los niveles de acidos grasos libres
y citocinas liberados por los adipocitos desencadena el desarrollo de disfuncion
endotelial local en el TA. La disfunciéon del TAy la secrecidn de adipocinas proin-
flamatorias, causan a su vez el deterioro de la homeostasis vascular. Estas per-
turbaciones contribuyen de manera independiente y sinérgica a la reduccién de
la biodisponibilidad del NO, que se considera un paso importante en la progre-
sion de la disfuncidn endotelial’®. La sobreexpresion de estimulos proangiogéni-
cos y proinflamatorios en la obesidad también puede derivar en una disfuncién
de las CE y a su vez las CE disfuncionales no pueden inducir una angiogénesis
normal, lo que conduce a una menor formacién de vasos sanguineos®. Esto
demuestra que la obesidad, la capacidad angiogénica y la disfunciéon endotelial
estan estrechamente relacionadas.

Endotelio disfuncional

Adipocito hipertrofico

= = = = Macréfagos M1
« )
- - — — Citoquinas pro-inflamatorias
NO
. T ROS
Vasoconstriccion

Figura 11. Disfuncion endotelial en el tejido adiposo. En respuesta a la obesidad, la
vasculatura del tejido adiposo se vuelve mds escasa y también desarrolla disfuncién
endotelial que estd caracterizada por una funcionalidad alterada y la secrecién de
moléculas proinflamatorias, lo que promueve aun mas la inflamacién del tejido adiposo
y el reclutamiento de células inmunes®.

En la obesidad los leucocitos circulantes invaden el TA principalmente a tra-
vés de las vénulas postcapilares en la microcirculacion, diferentes estudios que
investigan el impacto de la obesidad en la microcirculacion han demostrado
la aparicidn de disfuncién microvascular en modelos animales y en humanos
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obesos® . La disfuncidén endotelial contribuye de manera importante a la pro-
gresion de las enfermedades cardiovasculares, hay mucha evidencia disponible
que relaciona la disfuncién endotelial y la aterosclerosis resultante, con la resis-
tencia a la insulina y la diabetes en la obesidad™.

Cuando se excede la capacidad de almacenamiento de SAT, se incrementa
la acumulacion de grasa en los tejidos ectdpicos y en el VAT. En la obesidad, el
exceso de VAT estd estrechamente relacionado con complicaciones metabdli-
cas, como la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2, en comparacién con
SAT. La acumulacién grasa gluteo-femoral (subcutanea) se asocia negativamen-
te con estas complicaciones adversas®. La expresidn de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias como la interleucina (IL)-6, la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1) y el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) esta
aumentada en VAT en comparacion con SAT. Hasta la fecha, la mayoria de los
estudios han encontrado que las CE de la grasa visceral son mds susceptibles
a la disfuncion endotelial que las de la grasa subcutanea, lo cual esta en con-
sonancia con que la grasa visceral se considere mas propensa a la disfuncién
endotelial, la inflamacién y a las complicaciones cardiometabdlicas”.

Las vias de sefializacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MA-
PKs) tienen un papel clave en la transduccién de sefiales extracelulares e intra-
celulares, éstos se reconocen inicialmente por receptores en membrana celular
y se transmiten hasta el ndcleo mediante fosforilaciones hasta la activacion de
MAPK donde se producirdn los cambios necesarios en la expresidn génica que
permitiran la adaptacion celular frente a las nuevas condiciones ambientales®..
Hay tres familias principales de MAPK: las quinasas reguladas por sefiales ex-
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tracelulares (ERK), las quinasas Jun amino terminales (JNK) y las proteinas qui-
nasas p38 activadas por estrés. Estas rutas regulan procesos metabdlicos, de
supervivencia, proliferacidn, migracién e inflamacion entre otros (Figura 12).

En el TA las sefiales inflamatorias percibidas a nivel celular estan mediadas por
los correspondientes receptores de citocinas/quimiocinas y las correspondientes
quinasas especificas intracelulares. Estas proteinas quinasas aumentan la expre-
sion de genes proinflamatorios, responsable de la disfuncion del TA. La activacion
de estas senales por factores proangiogénicos, puede ser responsable de la ex-
presion de genes encargados de la proliferacion y la actividad angiogénica®.

La via de seializacidon de ERK, se activa en el citoplasma mediante sefiales
inflamatorias y responde principalmente a factores de crecimiento y mitégenos
para inducir el crecimiento y la diferenciacién celular. La activacion de ERK1/2
(proteina quinasas activadas por mitdgeno p44/42) se ha caracterizado como un
evento clave en la sefializacion de insulina y la diabetes ya que participa en la
absorcién y el metabolismo de la glucosa en el higado y el musculo esquelético,
regula la secrecién de insulina y la produccion de insulina a nivel transcripcional y
traduccional. La secrecién de insulina mediada por hormonas también aumenta
la actividad de ERK1/2 por lo que desempefia un papel importante en la sefiali-
zacion y el metabolismo de la insulina?’. Cabe sefialar que la cascada ERK1/2 es
una parte importante de la sefializacidn de insulina mediante el receptor IRS1 en
los tejidos diana, por lo tanto, un defecto en la sefializacion de IRS1 podria ser
responsable, en parte, de la resistencia a la insulina durante la obesidad®,

ERK1/2 también determina la respuesta inflamatoria durante la obesidad, ya
gue tiene un papel importante en el proceso de seleccion positiva y maduracion
de los linfocitos T CD4+ y CD8+ y también en desarrollo de macréfagos. También
existe evidencia de que ejerce su papel en la inflamacién metabdlica®.

La proteina p38 se encuentra entre las MAPK activadas por estrés. Su familia

esta compuesta por cuatro miembros: a, B, yy 8 y la expresion de las isoformas
de p38 varia entre tejidos. La activacidn de la via p38 MAPK contribuye a la
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inflamacion, la apoptosis, la diferenciacion celular y la regulacion del ciclo ce-
lular. La activacion de p38 MAPKs provoca lipotoxicidad en adipocitos y células
estrelladas y también mejora la insulina y la captacién de glucosa inducida por
AMPK al activar su receptor GLUT43,

Adipoquinas
¢ guimiocinas, VEGF,
(/) insulina, glucagon,...

Receptor
VIA ViA VIA
ERK JNK P38
ERK JNK p38

Crecimiento
Angiogénesis
Inflamacién

Apoptosis

Lipolisis

Diferenciacién adipocitos

FT

Figura 12. Regulacion del metabolismo celular por MAPK. Las citocinas (como TNFa),
la insulina, otras hormonas como el glucagdn, los factores de crecimiento (como IGF1
o EGF) y el estrés ambiental convergen en los nodos de sefializacion de MAPK que,
directa o indirectamente, regulan numerosos factores y procesos metabdlicos a través
de factores de transcripcion (FT)2.
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1.5. Ejes de quimiocinas estudiados en la
presente Tesis Doctoral

La familia de quimiocinas C-X-C, promueve el trafico de leucocitos y regulan
la angiogénesis, en particular en las enfermedades cardiovasculares. Se caracte-
rizan porque poseen 2 residuos de cisteina separados por un solo residuo ami-
noacido®. Esta familia incluye 16 quimiocinas (CXCL1-16) las cuales ejercen sus
funciones a partir de sus receptores (CXCR1-7). Las quimiocinas CXC pueden sub-
dividirse en dos grupos dependiendo de presencia o ausencia del ‘motivo ELR’ (la
secuencia Glu-Leu-Arg). Si poseen la secuencia ERL (ERL+) se comportan como
potentes promotores de la angiogénesis, reclutan leucocitos y neutréfilos en los
tejidos inflamados, en cambio, si no poseen la secuencia ERL (ERL-), tienden a in-
hibir la proliferacion de células endoteliales y son principalmente angiostaticas®.

Las quimiocinas CXCL4/PF4 (factor plaquetario 4), CXCL9/MIG (monocina in-
ducida por interferén gamma), CXCL10/IP-10 (proteina 10 inducida por interferdn
gamma) y CXCL11/I-TAC (quimioatrayente de células T inducible por interferén
gamma), desempefian un papel clave en muchas enfermedades inflamatorias y
estan inducidas por interferén y (IFN-y). Al igual que otras quimiocinas, regulan
el trafico leucocitario hacia los sitios inflamatorios y agravan la inflamacién. Ade-
mas, estas quimiocinas no poseen el motivo ERL Yy, por lo tanto, son angiostaticas.
Se secretan por diferentes tipos de células incluyendo células endoteliales, epite-
liales, linfocitos T, NK, fibroblastos, neutrdéfilos, monocitos y células dendriticas®®.

CXCL9, CXCL10 y CXCL11 ejercen su accion a través del receptor 3 de quimio-
cinas con motivo C-X-C (CXCR3), también denominado GPR9 y CD183. CXCR3
es un receptor altamente expresado en los linfocitos T activados. Se cree que
estas quimiocinas son cruciales para dirigir a los linfocitos T activados a los sitios
de inflamacion donde juegan un papel importante en las respuestas inmunes
mediadas por Thl. La expresién de las quimiocinas dirigidas hacia CXCR3 se
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ha demostrado en varias enfermedades inflamatorias cronicas como incluida la
colitis ulcerosa, la esclerosis multiple, la arterosclerosis, o el cancer®.

Estudios recientes han demostrado que algunas de estas quimiocinas tam-
bién participan en el reclutamiento, la migracidn y la activacion de las células
inmunitarias en el TA en estado de obesidad®. Como todos los receptores G de
guimiocinas, CXCR3 se acopla a la proteina Gai y se internaliza tras la activacion
de alguno de sus ligandos. Esto conduce a la entrada de calcio y a la activaciéon
de una cascada de sefializacién que involucra a las MAPK, reordenando el cito-
esqueleto y el movimiento celular®.

CXCR3 se expresa en linfocitos T activados (incluidos Th1 y CD8), células NK,
asi como monocitos, macréfagos M1, eosindfilos, mastocitos, células dendriticas,
células endoteliales (CEs) y células de musculo liso vascular (SMC). CXCR3 tam-
bién se expresa en varias células tumorales y en los adipocitos (Figura 14)%°%

Hay tres isoformas del receptor CXCR3 en humanos formadas mediante
empalme alternativo que poseen diferentes afinidades por las quimiocinas:
CXCR3-A (342 aminoacidos), CXCR3-B (451 aminoacidos, ya que posee 51 a.a
adicionales en su extremo N-terminal) y la forma alternativa CXCR3-alt (267
a.a)¥792.CXCR3A esta acoplada a la subunidad Gai/0 y al interaccionar con las
guimiocinas se activa y promueve la movilizacidn de calcio en la célula, lo que
conduce a la quimiotaxis de las células del sistema inmunitario. Por el contra-
rio, CXCR3B esta acoplado a la subunidad Gas y la sefializacion de B-arrestina 'y
ejerce los efectos angiostaticos de CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11% (Figura 13).
Estudios recientes han demostrado que en las células endoteliales microvas-
culares humanas los efectos angiostaticos, aparentemente, estd mediado por
CXCR3B y la subsecuente activacion de la via p38 MAPK®,

En consecuencia, el eje CXCR3 se ha convertido en una nueva diana para el
desarrollo de farmacos. Se han desarrollado varias familias de moléculas con
aplicaciones clinicas potenciales, como el farmaco AMG487 que es un anta-
gonista selectivo del receptor CXCR3 y ha demostrado actividad bioldgica en
modelos preclinicos de reclutamiento celular®.
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Asimismo, el eje CXCR3 se ha estudiado en diferentes patologias cardiovas-
culares incluyendo aterosclerosis, hipertensidn, insuficiencia cardiaca e infarto
de miocardio® * ¢, no obstante, en el contexto de la obesidad en humanos, no

ha sido explorado.

CXCL9
/ ~ CXCL10 CXCL11 \
7 X JJ
~ .
CXCR3A
Th1/CD8 .
Células
Mac M1 Endoteliales
Mon
Quimiotaxis Apoptosis
Invasion Inhibicion de la angiogénesis
Migracion Inhibicion de la proliferacion

Proliferacion

Figura 13. Resumen esquematico del efecto de las quimiocinas CXCL9 - 11 sobre las
isoformas CXCR3A y CXCR3B. Después de la unién a las quimiocinas, CXCR3A media
funciones celulares, como la quimiotaxis, la proliferacién celular y la migracion. En
humanos, se identifica una segunda isoforma, conocida como CXCR3B, que se expresa
principalmente en las células endoteliales y tiene propiedades antiangiogénicas. Estas
incluyen promover la apoptosis celular e inhibir la proliferacion y migracion celular®.
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La familia C-C de quimiocinas se caracteriza porque tiene dos de los cuatro
residuos de cisteina adyacentes. Esta familia consta de 28 miembros (CCL1-28)
que realizan su funcion a través de los receptores CCR1-10. Estos receptores
se expresan mayormente en los linfocitos T, monocitos y macréfagos predo-
minantemente en situaciones de inflamacion crénica. Ademas, tienen un pa-
pel fundamental en el reclutamientos de monocitos, linfocitos T y macréfagos
durante la homeostasis y la inflamacién, los cuales son imprescindibles para el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares como la ateroesclerosis y la
inflamacion del TAY.

Las quimiocinas CCL17/TARC (quimiocina con activacion regulada por el
timo) y CCL22/MDC (quimiocina derivada de macréfagos) son los ligandos del
receptor 4 de quimiocinas con motivo C-C (CCR4). Estas dos quimiocinas se ex-
presan principalmente en el timo y se han estudiado mas a fondo en el cén-
cer debido a que se ha observado su expresién en células tumorales y que au-
mentan la proliferaciéon la migracion e invasidn de las mismas. También ejercen
efectos quimiotacticos para los linfocitos Th2, Treg y también para los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL), debido a la expresidn del receptor en estas célu-
las. Actualmente no hay estudios que muestren los efectos directos de CCL17
y CCL22 sobre la angiogénesis, pero se ha demostrado que las Treg reclutadas
por CCL17 y CCL22 ejercen propiedades proangiogénicas de manera indirecta
al secretar VEGF*S,

CCL17 se expresa también en células endoteliales y fibroblastos, y CCL22
se expresa en los macréfagos, monocitos y las células dendriticas presentes en
la lesidn aterosclerdtica®. En cuanto a su receptor CCR4, se ha observado su
expresidn en otros subconjuntos de linfocitos T, como CLA+, Treg, Th17, Th22,
CD8+ Tc2, NK, NKT y eosindéfilos. Ademads, CCR4 se expresa en plaquetas y media
la activacion plaquetaria (Figura 14)'%,
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Figura 14. Resumen esquematico sobre el efecto de las quimiocinas CCL17 y CCL22
mediante el receptor CCR4. Se han observado efectos quimiotacticos para los linfocitos
Th2, Th17 y Treg. Por otro lado, se ha visto que aumentan la proliferacion y la migracién
e invasién de las células tumorales®.

Ademas de estas quimiocinas, se ha descubierto recientemente el factor si-
milar a la quimiocina-1 (CKLF-1) que ejerce diferentes efectos a través de CCR4
como atraer neutréfilos, linfocitos y estimular la proliferacidn y diferenciacién
celular en enfermedades inflamatorias®®.
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El eje CCR4 estd implicado en enfermedades inflamatorias como la derma-
titis atdpica, artritis reumatoide!®, insuficiencia hepatical®, o en cancer como
la leucemia y el linfoma de Hodgkin'®. No obstante, no hay estudios que ha-
yan abordado el papel de CCR4 en la obesidad. En la practica clinica se estd
aplicando el bloqueo del receptor CCR4 mediante un anticuerpo humanizado
monoclonal anti-CCR4 (Mogamulizumab). Este farmaco ha sido aprobado re-
cientemente por la Agencia Espafiola del Medicamento para el tratamiento de
de pacientes adultos con micosis fungoide o el sindrome de Sézary, una forma
agresiva del linfoma cutaneo de células T. Actualmente también se estd proban-
do su eficacia en los tumores sélidos®.
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2. OBJETIVOS







La obesidad es una enfermedad inflamatoria crénica de bajo
grado asociada a determinadas complicaciones metabdlicas y
cardiovasculares, como la resistencia a la insulina y la diabetes.
Diferentes estudios han demostrado que el eje CXCR3 estd im-
plicado en diferentes patologias inflamatorias®. No obstante,
su funcién en la obesidad no estd del todo estudiada. Por lo
tanto, el primer objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido
evaluar la expresion y funcion del eje CXCR3 en el tejido adi-
poso de pacientes con obesidad y su asociacién con diferentes
parametros clinicos y metabdlicos.

La alteracion en la angiogénesis esta relacionada con la dis-
funcién del tejido adiposo, la inflamacidn y la resistencia a in-
sulina en pacientes con obesidad mdrbida'®. Los ligandos de
receptor CXCR3 son reguladores de la angiogénesis en diferen-
tes contextos patoldgicos como el cancer®®. Es por ello que, el
segundo objetivo, ha sido investigar los efectos en la angiogé-
nesis del bloqueo funcional ex vivo del receptor CXCR3 en el
tejido adiposo de pacientes con obesidad mdrbida.
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2. Objetivos

En la obesidad, la disfuncion del tejido adiposo visceral au-
menta el riesgo de padecer comorbilidades asociadas a la
obesidad®”1%, Se ha demostrado que el eje CCR4 estad au-
mentado en diferentes patologias inflamatorias®!° Por lo
tanto, el tercer objetivo ha sido determinar la expresion y
la funcidn del eje CCR4 en el plasma vy el tejido adiposo de
pacientes con obesidad y su asociacion con diferentes para-
metros cardiometabdlicos. También, realizar un inmunofe-
notipado de la sangre de pacientes obesos y controles, para
identificar la expresion del receptor CCR4 en las diferentes
subpoblaciones leucocitarias.

La inflamacién del tejido adiposo en los pacientes obesos se
relaciona con el desarrollo de disfuncién endotelial que se
considera un factor de riesgo temprano para el desarrollo de
enfermedades cardiometabdlicas’.La produccién de citoci-
nas proinflamatorias como el TNFa conduce al desarrollo de
disfuncion endotelial'!!. Por lo tanto, el cuarto objetivo fue el
estudio de la adhesidn leucocito-endotelio en células endo-
teliales estimuladas con TNFa, utilizando sangre de pacientes
obesos.
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3. Materiales y métodos

3.1.Materialesy métodosdel primerestudio:
Implicacién del eje CXCL10/CXCL11-CXCR3
en la angiogénesis y la inflamacién del
tejido adiposo en pacientes con obesidad
mérbida

3.1.1 Estudio poblacional

Todos los participantes que fueron sometidos a cirugia bariatrica firmaron
un consentimiento informado y también se obtuvo la aprobacion del Comité
de Etica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. El estudio se realizé de
acuerdo con los principios la Declaracién de Helsinki.

Se seleccionaron 50 pacientes con obesidad mdrbida que fueron referidos a la
Unidad de Endocrinologia y Nutricidn del Hospital Clinico Universitario de Valen-
cia (Valencia, Espafia) para someterse a un bypass gastrico en Y de Roux (RYGB).
El grupo de pacientes estaba compuesto por 33 mujeres y 17 hombres, con una
edad media de 44 + 1 afios y con un IMC medio de 44 + 1 kg/m?. Los criterios de
inclusion de los pacientes estan basados en las recomendaciones del Instituto
Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) y fueron los siguientes; mujeres y
hombres de 18 a 60 afios, con un IMC > 40 kg/m? que han intentado, durante los
ultimos 5 afios, controlar su estado de obesidad realizando cambios en su estilo
de vida. Los criterios de exclusidn fueron: embarazo e historial actual de enferme-
dades inflamatorias, infecciosas o malignas.
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3. Materiales y métodos

Una semana antes de realizar la cirugia baridtrica se les realizaron exdmenes
fisicos con medidas antropométricas y de la presion arterial. También se estudio
la historia médica completa (demografia, habitos alimentarios, antecedentes die-
téticos completos, actividad fisica, tabaquismo, factores de riesgo vasculares y
antecedentes personales o familiares de enfermedades). El didmetro abdominal
a la altura de la cintura se midié en centimetros (cm) en el punto medio entre el
borde superior de la cresta iliaca y la zona inferior de la Ultima costilla. El IMC se
calculé como el peso (kg) dividido por la altura (m?). Ademas, se tomd y registro la
media de dos mediciones para la presion arterial sistdlica y diastdlica. La resisten-
cia a la insulina se calculé mediante la evaluacidon del modelo homeostatico para
evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus siglas en inglés):

Insulina ayuno (LU[/ml) x Glucosa ayuno (mmol/L)

22,5

HOMA-IR =

Adicionalmente, una semana antes de la cirugia, se obtuvieron muestras de
sangre de los pacientes tras un periodo de 10 horas de ayuno, entre las 09:00h
y las 10:00h AM. La sangre se extrajo en tubos heparinizados con el fin de ob-
tener los pardmetros bioquimicos, incluyendo los niveles de glucosa en sangre,
de insulina, perfil lipidico y la proteina C reactiva, los cuales se midieron por
procedimientos estanda!'2.

Paralelamente se reclutaron 25 sujetos no obesos, normolipidémicos y no
diabéticos de la misma edad, con el fin de evaluar los niveles plasmaticos inicia-
les, estos sujetos no fueron sometidos a ninguna intervencién quirdrgica. Los
criterios de inclusién fueron: IMC <30 kg/m?, colesterol total plasmatico <200
mg/dL, triglicéridos <150 mg/dL, glucosa plasmatica en ayunas <100 mg/dL y
ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipidemia, enfermedad
cardiovascular o diabetes.

Adicionalmente, se recolectaron muestras de sangre venosa en tubos he-
parinizados con el fin de obtener las muestras de plasma tanto de los pa-
cientes obesos como de los sujetos control. Tras su extraccion, la sangre se
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

centrifugd a 1300-2000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras se guardaron inmediatamente en un congelador a -802C hasta su
analisis (Figura 15).

Historia clinica

+

oL F Parametros
antropomeétricos
Pacientes obesos

SANGRE Cirugia Bariatrica
(RYGB)

Parametros bioquimicos

Camara de flujo K -
I Inmunofluorescencia

RT-PCR

Citometria

Western Blot

Citocinas y quimiocinas Cultivos de explantes

i

| circulantes (ELISA)
:

\

' Ensayos in vitro

Figura 15. Resumen esquematico del estudio °.

3.1.2 Obtencion de las muestras de TA durante la
cirugia baridatrica

Todos los pacientes fueron intervenidos por el mismo equipo de cirugia en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia. El procedimiento laparoscdpico con-
sistié en la creacién de un pequefio reservorio gastrico, de unos 20 a 30 mL, un
asa alimentaria de unos 200 cm y un asa biliopancreatica de 70-80 cm.
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3. Materiales y métodos

Durante la cirugia bariatrica se extrajeron muestras pareadas de VAT y SAT
desde el epipldn mayor y la pared abdominal inferior respectivamente. Dichas
muestras fueron recogidas y se guardaron en tampdn fosfato salino 1X (PBS 1X;
pH 7,4, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, tampdn fosfato 12 mM) a 42C. Posterior-
mente, algunas biopsias de SAT y VAT se guardaron a -802C para su posterior
analisis y otras fueron fijadas en paraformaldehido (PFA) al 4% para estudios
inmunohistoquimicos. Adicionalmente, se realizaron cultivos de explantes para
los diferentes estudios funcionales (Figura 15).

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de las quimiocinas circulantes
CXCL9, CXCL10y CXCL11, tanto de los pacientes obesos como de los sujetos con-
trol, se determiné mediante el ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas
(ELISA) utilizando los kits de ELISA Quantikine® (#DCX900, #DIP100, #DCX110,
respectivamente; R&D Systems, Abingdon, Reino Unido). El procedimiento se
realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. Los valores de quimiocinas se
expresaron como pg/mL de quimiocina circulante.

Se utilizaron muestras pareadas de SAT y VAT para la extraccion de acido
ribonucleico (ARN) y la posterior determinacién de los niveles de expresion del
ARN mensajero (ARNm) de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, asi como
del receptor CXCR3, mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polime-
rasa cuantitativa por transcripcién reversa (RT-qPCR).
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

En primer lugar, el TA se homogeneiz6 empleando el homogeneiza-
dor ULTRA-TURRAX® y se realizd la lisis celular empleando TRIzol® Reagent
(#15596018, Invitrogen™, Carlsbad, California, EE. UU). Las muestras se purifi-
caron con "RNeasy Lipid Tissue Mini Kit" (Qiagen, Werfen, Barcelona, Espafia) y
posteriormente fueron tratadas con DNasa (RNase-free DNase Set, Qiagen) con
el fin de eliminar cualquier fragmento de ADN gendmico.

Posteriormente, se cuantific6 el ARNm utilizando el espectrofotometro
NanoDrop-100 (Thermo Fisher Scientific). La concentracién se expreso en ng/
pL y para la obtener la pureza del ARN se calculd la ratio de absorbancia a
260/280nm, cuyo resultado tenia que ser mayor que 1,8.

Posteriormente se llevd a cabo la transcripcidn reversa (RT, por sus siglas en
inglés) empleando 1pg del ARN obtenido con el fin de obtener el cido desoxirri-
bonucleico complementario (ADNCc). Para ello se empled el kit de transcripcidn
reversa MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL; Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific) junto con el volumen necesario de Master Mix. La
mezcla de reactivos se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion del Master Mix para la RT

Tampon de RT (10X)

Mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs 25X, 100 mM) 0,8
Cebadores aleatorios (10X)

MultiScribe™ Trascriptasa Reversa 1
Inhibidor de ARNasas (1 unidad/pl; Applied Biosystems) 1
Agua ultrapura tratada con dietilpirocarbonato (Invitrogen) 4,2
ARN lug
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3. Materiales y métodos

Dicho proceso tuvo lugar en un termociclador SimpliAmp Thermal Cycler
(Applied Biosystems) utilizando el programa de temperaturas detallado en la
Tabla 5. Cuando el programa finalizd, el ADNc se congeld a -202C hasta su uso
posterior.

Tabla 5. Programa de temperaturas para la RT.

Paso Temperatura C Tiempo (min)
1 25 10
2 37 120
3 85 5
4 4 oo

3.1.4.3 Andlisis por reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR)

Por ultimo, para determinar la expresion de los genes CXCL9/CXCL10/
CXCL11 y de su receptor CXCR3 se amplificé el ADNc por la reaccién en cadena
de la polimerasa cuantitativa (qPCR) utilizando el kit Tagman™ Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Los componentes utilizados en las mezclas se
detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Reactivos de la PCR.

e
TagMan™ Universal PCR Master Mix 6,25
Sonda Tagman ™ 0,625
cDNA 2,5
Agua ultrapura tratada con dietilpirocarbonato 4,3
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

Para ello se utilizaron sondas TagMan™ especificas para cada uno de los ge-
nes de interés y del control endégeno ARN ribosémico 18S (ARNr 18s) (Tabla 7).

Tabla 7. Sondas empleadas en la gPCR

Sonda Referencia de la sonda TagMan™ (Applied Biosystems)

CXCL9 Hs00171065_m1
CXCL10 Hs00171042_m1
CXCL11 Hs00171138_m1
CXCR3 Hs01847760_s1
18sARN Hs99999901_s1

Para llevar a cabo la reaccion se utilizé un termociclador ABI Cycler 7900 Fast
System (Applied Biosystems), de acuerdo con las condiciones del ciclo explica-
das en la Tabla 8.

Tabla 8. Ciclos de temperaturas empleado para la qgPCR.

Pasos Temperatura (2C) Tiempo Numero de ciclos

Pretratamiento con .

. - 50 2 min 1
uracilo-ADN glicosilasa
Desnaturalizacidon .
L 95 10 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 15s

40

Anillado/Extensién 60 30s

La cuantificacién relativa de las diferentes transcripciones se determind por
el método comparativo del ciclo umbral o Ct (222%). Este método se basa en la
normalizacidn de los datos obtenidos con respecto al control endégeno ARNr 18s.
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3. Materiales y métodos

Con el fin de determinar la expresidn del receptor CXCR3 en el TA, en primer
lugar, se les adiciond a las muestras el tampon de lisis (Pierce™ IP Lysis Buffer,
#87787, ThermoFisher), cuya composicién fue: 25 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA y 5% glicerol junto con un cdctel de inhibidores de
proteasas y fosfatasas Thermo Scientific Halt ™ (100X, #1861281, Thermo Fi-
sher). Posteriormente, las muestras se homogeneizaron mediante el empleo de
un homogeneizador (Polytron™ Thermo Fisher), se sonicaron (Bioruptor® Plus)
y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 hora a 429C. Se obtuvo el contenido
proteico de las muestras y se congeld a -80 C hasta su analisis.

El contenido proteico se cuantific6 mediante el ensayo del acido bicinconi-
nico (BCA)3, utilizando el kit para analisis del contenido proteico BCA Pierce™
(Thermo Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El célculo de la
concentracién de proteina de cada muestra se realizé interpolando los datos de
la absorbancia con los datos de absorbancia de la curva patrén.

Para el andlisis por Western Blot (WB) se utilizaron 15 pg de proteina por
muestra. Las muestras se diluyeron en tampoén Laemmli 4X y se desnaturaliza-
ron calentandolas a 952C durante 5 minutos. Todos los tampones utilizados en
el WB se detallan en la Tabla 9.

Posteriormente se sometieron a una electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) cargando las muestras en geles al 12% de
acrilamida (composicion detallada en la Tabla 10). Para llevar a cabo la electro-
foresis, se utilizd un campo eléctrico de 50V por gel durante 90 minutos a 42C
con los geles sumergidos en tampodn de desplazamiento 1X.
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

Tabla 9. Composicion de los tampones empleados en el Western Blot.

Tampon Composicion Concentracion
Tris-HCl pH 6.8 0,25 M
Dodecilsulfato sodico (SDS) 0,28 M
Laemmli dx Glicerol 40 %
2-Mercaptoetanol 20%
Azul de bromofenol 0,005 %
TBS 1X
Tween-20 0,05%
Tris salino 10X (TBS, pH 7.6) Tris 0,2M
NaCl 1.5M
Lavado 785 X
Tween-20 0,05%
Tris 25 mM
Tampon de desplazamiento 10X SDS 0,1%
(pH 8.3) Glicina 192 mM
Tris Base 25 mM
Tampon de transferencia 10X  Metanol 20%
(pH 8.3) Glicina 192 mM

Tabla 10. Composicion de los geles utilizados en el Western Blot.

Gel separador (12%) Gel concentrador (6%)
Reactivo Volumen Reactivo Volumen

Acrilamida 3mL Acrilamida 500 pL
Tris (pH 8,8) 2,5mL Tris (pH 6.8) 630 uL
SDS (20%) 50 plL SDS 20% 25 L
H,0 4,3mL H,0 3,8mL
TEMED 5uL TEMED 5uL
APS (10%) 50 pL APS (10%) 25l

Abreviaturas: TEMED=N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina; APS=Persulfato de amonio
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3. Materiales y métodos

A continuacion, las muestras se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(GE Healthcare, Life Sciences, Germany) mediante electrotransferencia a 60V
durante 2 horas a 42C sumergidas en tampdn de transferencia 1X.

Tras el bloqueo de los sitios de unidn no especificos utilizando 5% de BSA en
tampdn tris salino (TBS 1X) durante 1 hora, las membranas se incubaron durante
toda la noche a 42C con los anticuerpos primarios para CXCR3, CXCR3B, 3-actina
los cuales se detallan en la Tabla 11. Tras el periodo de incubacién, las membra-
nas se lavaron con tampdn de lavado y se incubaron con el anticuerpo secundario
conjugado con HRP (Tabla 11) a temperatura ambiente durante una hora.

Por ultimo, las membranas se revelaron por quimioluminiscencia utilizando
los reactivos de deteccion de ECL Select ™ (#RPN2235 Amersham, Reino Unido)
y el revelador ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Suecia). Se realizé el analisis
de las bandas obtenidas por densitometria empleando el programa de procesa-
do de imagenes Imagel™ (NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU).

Tabla 11. Anticuerpos empleados en el ensayo de Western Blot

. Monoclonal
Anti-CXCR3 humano 1:200 . ab154845 Abcam
EPR7469(B) / conejo
Anti-CXCR3B Monoclonal IgG2b / .
1:200 i 60065 ProteinTech
humano raton
. . Cell
Anti- B-actina Monoclonal 1gG2b / . .
1:2000 ] 3700 Signaling
humana raton
Technology
Anti-IgG de raton .
. 1:2000  Policlonal IgG /cabra P0447 Dako
unido a HRP
Anti-IgG de conejo
& ) 1:2000 Policlonal 1gG /cabra P0448 Dako

unido a HRP

96



3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

Muestras pareadas de SAT y VAT fijadas en 4% de PFA fueron deshidratadas
empleando PBS 1X, etanol a concentraciones crecientes (70 %, 80 %, 96 %y 100
%) y xileno. Posteriormente las muestras se incluyeron en parafina y se cortaron
en secciones trasversales de 5 um con un micrétomo LEICA RM2245 (Leica Mi-
crosystems, GmbH, Wetzlar, Alemania) las cuales se montaron en portaobjetos
(Superfrost® Plus, Thermo Fisher).

A continuacidn, las secciones de TA montadas en el portaobjetos se despa-
rafinaron y fueron rehidratadas sumergiendo los portaobjetos en xileno y pos-
teriormente en soluciones de etanol a concentraciones decrecientes (100 %, 95
%, 70 % y 50 %), agua ultrapura y PBS 1X.

Tras la desparafinacidn, la peroxidasa enddgena se inactivd utilizando una
solucion de bloqueo con peroxidasa (Peroxidase-Blocking Solution, Dako, Glos-
trup, Dinamarca). A continuacion, se desenmascaré el antigeno con Proteinasa
K (Dako) y se bloqued durante 1 h con suero de cabra al 15% en PBS1X. Las
secciones de TA se incubaron toda la noche a 42C con los anticuerpos primarios
anti-CD3 y anti-CD31 o IgG control los cuales se detallan en la Tabla 12.
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3. Materiales y métodos

Tabla 12. Anticuerpos utilizados en el andlisis histoldgico

Ant'.lcuelzpo Dilucién Isotlpo'/ espe- Referencia Fabricante
primario cie (#)
Policlonal IgG
Anti-CD31 humano 1:50 . 86/ ab32457 Abcam
conejo
. Policlonal I1gG /
Anti-CD3 humano 1:50 . A0452 Dako
conejo
. Monoclonal IgG1
Anti-CXCR3 humano 1:50 i MAB160 R&D systems
/ ratén
. Monoclonal IgG2b .
Anti-CXCR3B humano 1:50 ] 60065 ProteinTech
/ ratén
Anti-CXCL11/ITAC Monoclonal IgG2A
1:100 i MAB672 R&D systems
humano / ratén
Anti- CXCL10/IP-10 Monoclonal IgG1
1:100 i MAB266 R&D systems
humano / ratén
Isotipo Control de Control IgG / Thermo
i 1:50 i 31903 .
ratén ratén Fisher

Anticuerpo

: Dilucion
secundario

Isotipo / espe-
cie

Referencia

(#)

Fabricante

Alexa-Fluor® 488 Policlonal I1gG / Molecular
. ] 1:1000 A32723

Anti-IgG de raton cabra Probes

Alexa-Fluor® 594 Policlonal I1gG / Molecular
. . 1:1000 A11012

Anti-IgG de conejo cabra Probes

Tras dos lavados con PBS1X de 10 minutos, se incubaron durante 2 horas con

anticuerpos secundarios conjugados con un polimero marcado con peroxidasa

de rabano (HRP; #K4065 Dako). La tincidn se reveld utilizando una solucién de

cromadgeno con 3,3’-diaminobenzidina (DAB, #K4065, Dako), seguido de una

contratincidon con hematoxilina de Harris (#HHS32, Sigma-Aldrich).
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

Los cortes se rehidrataron utilizando disoluciones de etanol a concentracio-
nes crecientes (70%, 95% y 100%) y xileno y para finalizar se montaron en un
medio sintético para histologia Bio-Mount (Bio-Optica, Milan, Italia). Posterior-
mente, se realizaron micrografias de al menos 5 campos aleatorios mediante
el empleo de un microscopio (Axio Observer Al; Carl Zeiss, NY) utilizando un
aumento de 40x. Se cuantificaron el nimero de células CD3 Y CD31 positivas
por unidad de area.

Para los estudios de inmunofluorescencia, las secciones histoldgicas despa-
rafinadas de TA se incubaron toda la noche a 49C con los anticuerpos primarios
frente a CXCL10, CXCL11, CXCR3 o CXCR3B (Tabla 12). Y paralelamente, tam-
bién se realizaron dobles inmunofluorescencias empleando los anticuerpos an-
ti-CD31 (microvasos) y anti-CD3 (linfocitos), con el fin de analizar la localizacion
de estas quimiocinas y de su receptor.

Tras realizar 3 lavados con PBS1X de 10 minutos cada uno, se incubaron
durante 1 hora con anticuerpos secundarios especificos Alexa Fluor ® marca-
dos con distintos fluorocromos los cuales se describen y detallan en la Tabla
12. Ademas, para confirmar la especificidad de dichos anticuerpos se realiza-
ron controles negativos, incubando solamente con el anticuerpo secundario.
Los nucleos de las células se tifieron con colorante 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI; Molecular Probes).

Para finalizar, después de los lavados con PBS1x, las muestras se montaron
utilizando Slow Fade™ (#536936, Invitrogen®) y se realizaron micrografias de al
menos 5 campos aleatorios utilizando un aumento de 40x, en el microscopio de
fluorescencia (Axio Observer Al).
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Adicionalmente, se realizaron estudios funcionales mediante el cultivo de
los explantes de TA obtenidos durante la cirugia bariatrica. Para ello, las mues-
tras frescas de VAT y SAT se lavaron con PBS 1X y se cultivaron en medio EBM-2
durante 48 horas. Posteriormente los sobrenadantes fueron guardados a -802C
para la cuantificacidn de los niveles de las quimiocinas CXCL10, CXCL11 y CXCL9
liberadas en dicho medio. Para su cuantificacidn, se realizé una aproximacién
similar a la indicada en el apartado 3.1.3 mediante ensayos de ELISA.

De manera similar se realizaron ensayos funcionales para analizar la capa-
cidad angiogénica del TA. Para ello, las muestras frescas de VAT y SAT se culti-
varon en la matriz densa Matrigel ® (Corning, Bedford, EE. UU) utilizando un
procedimiento previamente descrito!'*. Para ello, en primer lugar, se llevo a
cabo la digestidn del TA con colagenasa de tipo | (Gibco™, Thermo Fisher) du-
rante 30 minutos a 372C. Después de lavar con PBS1X, se cortaron en trozos de
aproximadamente 1mm?3.

Estos explantes fueron cultivados en Matrigel® sin factores de crecimiento
con el fin de simular la matriz extracelular. Para preparar los explantes, los tro-
zos previamente cortados se afiadieron junto con el Matrigel en placas de 48
pocillos. Posteriormente se incubaron a 372C hasta la polimerizacidon del Ma-
trigel. Después se afiadiéd medio de cultivo EBM-2 suplementado con medio de
crecimiento endotelial (EGM-2, ambos de Lonza, Verviers, Bélgica), penicilina
(50U/mL), estreptomicina (50 mg/mL), L-glutamina (2 mM), y suero fetal bovi-
no al 10% (FBS, Biowest, Nuaillé, Francia) y se mantuvieron en el incubador a
379C durante 14 dias. El medio de cultivo se reemplazo cada dos dias.

La angiogénesis fue cuantificada realizando la media del nimero total
de brotes de 5 explantes por paciente, observados a un aumento a 5x en el
microscopio.
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3.1. Primer estudio: Eje CXCL10/CXCL11-CXCR3

Para el analisis de la expresidn y localizacién del receptor CXCR3 y CXCR3B
se realizaron técnicas de inmunofluorescencia. Tras los 14 dias en cultivo de
los explantes en Matrigel, y la realizacion del recuento de los brotes capilares,
las muestras fueron fijadas con PFA al 4% y permeabilizadas con una solucién
de triton 100X al 0,5% en PBS. Los explantes se incubaron durante toda la no-
che a 429C con los anticuerpos primarios anti-CXCR3, anti CXCR3B y anti-CD31 y
posteriormente se utilizaron anticuerpos secundarios especificos Alexa Fluor
marcados con distintos fluorocromos (detallados anteriormente en la Tabla 12).
Los nucleos de las células se tifieron con DAPI.

Por ultimo, se realizaron micrografias de distintos campos de cada seccién
utilizando un microscopio confocal (Carl Zeiss Microscopy Gmbh, Munich,
Alemania).

Con el fin de evaluar los efectos de las quimiocinas CXCL10 y CXCL11 en la
angiogénesis, algunos de los cultivos explantes de VAT se trataron con vehiculo
o con las proteinas recombinantes humanas (hr) CXCL10 o CXCL11 (R&D Sys-
tems) a la concentraciéon de 10 ng/mL, durante un periodo de 7 dias.

Adicionalmente, con el fin de evaluar los efectos de la neutralizacion del
receptor CXCR3 en la formacién de los brotes capilares, algunos explantes fue-
ron incubados paralelamente con el anticuerpo neutralizante de la funcién del
receptor CXCR3 humano (1 pug/mL, cat##MAB160, R&D Systems) o con un anti-
cuerpo control (1 pg/mL, cat#MABO002, R&D Systems). Para finalizar se cuantifi-
c6 la angiogénesis realizando la media del nimero total de brotes de 5 explan-
tes por paciente y tratamiento, utilizando un aumento a 5x en un microscopio.
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3. Materiales y métodos

Tras cultivar los explantes de SAT y VAT durante 48h, se procedié a estudiar
la via de sefializacidn intracelular p38 MAPK. Para ello se realizé un analisis por
Western Blot siguiendo el mismo protocolo indicado en al apartado 3.1.5. En
este ensayo las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-fos-
fo-p38 MAPK y el anticuerpo control frente a B-actina detallados en la Tabla 13.

Tabla 13. Anticuerpos utilizados en el estudio de la via p38 MAPK.

Anti-fosfo-p38 Policlonal 1gG / Cell Signaling
1:300 . 9211
MAPK humano conejo Technology
Anti- B-acti M lonal IgG2b Il Signalin
B-actina 1:2000 onoc on:j\ g 3700 Cell Signaling
humano / ratén Technology

Adicionalmente, se determinaron los efectos de las quimiocinas CXCL10 y
CXCL11 y la neutralizacidn del receptor CXCR3 en la via p38 MAPK. Para ello, los
explantes de grasa visceral se cultivaron en presencia de hrCXCL10 o hrCXCL11
(10 ng/mL) durante 1 hora. Paralelamente, algunos explantes fueron tratados
previamente con anticuerpo de ratén anti-CXCR3 humano durante 15 minutos.
Posteriormente, se procedio a realizar el ensayo de Western Blot utilizando los
mismos anticuerpos detallados en el apartado anterior frente a p38 MAPK y
B-actina.
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

3.2. Materiales y métodos del segundo
estudio: Implicacién del eje CCL17/CCL22-
CCR4 enladisfuncionendotelialenpacientes
con obesidad mérbida

Se seleccionaron 60 pacientes con obesidad mérbida referidos a la Unidad
de Endocrinologia y Nutricidn del Hospital Clinico Universitario de Valencia (Va-
lencia, Espafia) para someterse a un bypass gdstrico en Y de Roux (RYGB). Todos
los participantes firmaron su consentimiento informado por escrito y se obtuvo
la aprobacién del Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
El estudio se realizdé de acuerdo con los principios éticos formulados en la De-
claracién de Helsinki.

El grupo de pacientes obesos estaba compuesto por 40 mujeres y 20 hom-
bres, con una edad media de 44 + 1,5 afios y con un IMC medio de 44 + 0,8 kg/
mZ2. También se reclutaron 25 sujetos no obesos, normolipidémicos y no diabé-
ticos de la misma edad, con el fin de evaluar los niveles plasmaticos iniciales.
Los criterios de inclusién y de exclusion fueron los mismos que en el apartado
3.1.1 en ambos casos.

Antes de la operacion, fue incluida la historia médica completa y también se
les extrajeron muestras de sangre con el fin de obtener pardmetros bioquimi-
cos, y plasma sanguineo, tal y como se explica en el apartado 3.1.1.

Todos los pacientes fueron operados por el mismo equipo de cirugia en
el Hospital Clinico Universitario de Valencia. Durante la cirugia se obtuvieron
muestras pareadas de VAT y SAT. Posteriormente las muestras fueron guarda-
das tal y como se indica en el apartado 3.1.2.
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3. Materiales y métodos

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de las quimiocinas circulantes
CCL17yCCL22, tanto de los pacientes obesos como de los sujetos control, se rea-
liz6 mediante ensayo ELISA utilizando los kits de ELISA Quantikine® (#DY36405 y
DY336, respectivamente; R&D Systems). El procedimiento se realizé siguiendo
el protocolo indicado por el fabricante.

Para la extraccion de ARNm las muestras de TA se homogenizaron en TRI-
zol® Reagent (Invitrogen) y se purificaron con "RNeasy Lipid Tissue Mini Kit"
(Qiagen). Posteriormente se empled TagMan Reverse Transcription Reagent Kit
(Applied Biosystems,) para transcribir 1ug del ARN. Los protocolos fueron simi-
lares a los detallados en los apartados 3.1.4.1y 3.1.4.2,

Para determinar la expresién de los genes CCL17, CCL22 y CCR4 se amplificd
el ADNc por gPCR. Las reacciones de amplificacidn se realizaron en un siste-
ma de PCR en tiempo real 7900HT utilizando la Universal Master Mix (Applied
Biosystems). Los componentes utilizados en las mezclas y las condiciones del
ciclo se detallan en el apartado 3.1.4.3.

En este caso se utilizaron sondas TagMan™ especificas (Applied Biosys-
tems) para cada uno de los genes de interés del eje CCR4 y del control endé-
geno ARNr 18s (Tabla 14). La cuantificacion relativa de las diferentes trans-
cripciones se determiné con el método el método comparativo del ciclo um-
bral o Ct (2:22¢),
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

Tabla 14. Sondas Tagman® especificas para la gPCR

Referencia de la sonda TagMan™ (Applied Biosystems)

CCL17 Hs00171074_m1
CCL22 Hs01574247_m1
CCR4 Hs00747615_s1
ARNTF 18s Hs99999901_s1

3.2.4 Estudio de la expresiéon del receptor CCR4 en el TA

El analisis del contenido y la cuantificacion proteica se realizd siguiendo los
procedimientos descritos en los apartados 3.1.5.1 y 3.1.5.2. Las muestras se
separaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% vy se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Tras el bloqueo de los sitios de union no especificos
con solucion de bloqueo (5% de BSA en TBS 1X), las membranas se incubaron
con los anticuerpos primarios para CCR4 y B-actina diluidos en TBS1X. Después
se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con HRP (Tabla 15) durante
una horay las bandas se detectaron utilizando el revelador ImageQuant LAS 500.

Tabla 15. Anticuerpos utilizados en el Western Blot de TA.

Ant.lcuefpos Dilucion Isotipo / especie BRI Fabricante
primarios (#)
. Policlonal IgG / Novus
Anti-CCR4 humano 1:200 . NB100-56336 . .
conejo Biologicals
. . Monoclonal I1Gg/ Sigma-
Anti-B-actina 1:1000 3 SAB1305546 .
raton Aldrich
Antlcuerpfos Dilucién Isotipo / especie e Bk Fabricante
secundarios (#)
Anti-IgG de ratén Policlonal 1gG /
) 1:2000 Po447 Dako
unido a HRP cabra
Anti-IgG de conejo Policlonal 1gG /
) 1:2000 P0448 Dako
unido a HRP cabra
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3. Materiales y métodos

Las muestras pareadas de SAT y VAT fueron deshidratadas, incluidas en pa-
rafina, cortadas en secciones trasversales de 5 um y posteriormente montadas
en un portaobjetos, tal y como se describe en el apartado 3.1.6.

Para los estudios de inmunofluorescencia se desenmascaré el antigeno con
Proteinasa K (Dako) y se bloqued durante 1h con suero de cabra al 15% en
PBS1X. Posteriormente se incubaron las muestras con los anticuerpos prima-
rios: anti-CCL17, anti-CCL22, y anti-CCR4, a 42C durante toda la noche. Tras
sucesivos lavados del anticuerpo primario con PBS1X, se incubaron durante 1
hora con anticuerpos secundarios especificos Alexa Fluor ® (Molecular Probes)
marcados con distintos fluorocromos (todos los anticuerpos se encuentran de-
tallados en la Tabla 16).

Con el fin de analizar la localizacién de estas quimiocinas y de su receptor,
se realizaron dobles inmunofluorescencias empleando anticuerpos marcadores
de células endoteliales anti-CD31 (microvasos), frente a CD3 para la deteccion
de los linfocitos en las muestras de TA y MAC-3* para detectar macréfagos. Los
nucleos de las células se tifieron con Hoechst (2’-[4’-etoxifenil]-5-[4-metilpipe-
razin-1-il]-2,5’-bis-1h-benzimidazol-trihidrocloruro-trihidrato;1:4000, #62249,
Thermo Fisher). Posteriormente, se realizaron micrografias de al menos 5 cam-
pos aleatorios utilizando un aumento de 40x, en el microscopio de fluorescen-
cia (Axio Observer Al).
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

Tabla 16. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunofluorescencia.

Ant.|cue|:po Dilucién Isotlpq / iRk Fabricante
primario especie (#)
Policlonal 1gG
Anti-CD31 humano 1:50 ole ona. 86/ ab32457 Abcam
conejo
Policlonal IgG
Anti-CD3 humano 1:100 . g6/ C7930 Sigma-Aldrich
conejo
. Monoclonal Santa Cruz
Anti-Mac-3 humano 1:100 sc-19991 .
IgG1/ rata Biotechnology
Anti-CCL17/TARC Monoclonal
1:50 X DY364-05 R&D Systems
humano IgG1 /raton
Anti-CCL22/MDC Monoclonal
1:50 i DY336 R&D Systems
humano IgG1 /raton
Policlonal 1gG
Anti- CCR4 humano 1:100 i 8/ b1e69 Abcam

Antlcuergo Dilucién Isotlpq / Referencia Fabricante
secundario especie (#)
Alexa-Fluor® 594 Anti- Policlonal IgG / Molecular
, 1:1000 A1105
IgG de ratén cabra Probes
Alexa-Fluor® 594 Anti- Policlonal IgG / Molecular
1:1000 Al1107
IgG de rata cabra Probes
Alexa-Fluor® 488 Anti- Policlonal IgG / Molecular
. 1:1000 A11034
IgG de conejo cabra Probes
Alexa-Fluor® 488 Anti- Policlonal IgG / Molecular
1:1000 A21208
IgG de rata burro Probes
Alexa-Fluor® 594 Anti- Policlonal IgG / Molecular
1:1000 A21468
IgG de cabra pollo Probes
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3. Materiales y métodos

Para medir la secrecién de quimiocinas, los explantes se cultivaron durante
48 h en una placa de 6 pocillos con medio completo (EBM-2) con FBS 10% y
antibiético a 372C. La cuantificacién de la secrecion de CCL17 y CCL22 de los ex-
plantes se realizé utilizando los mismos kits de ELISA que en el apartado 3.2.2.

Las HAECs (#CC-2535, Lonza) se cultivaron y mantuvieron en medio de culti-
vo completo EMB-2 con FBS 10%.

Las HAECs se sembraron en placas de 12 pocillos, las cuales fueron afiadidas
sobre un cubreobjetos de vidrio redondo incluido en el fondo del pocillo. Se
cultivaron hasta el 100% de confluencia, posteriormente se fijaron con PFA al
4% y se bloquearon con BSA al 1% en solucién de PBS 1X con el fin de evitar las
uniones inespecificas.

La expresidon de CCR4 se detecté usando un anticuerpo primario de cabra
anti-CCR4 humano (dilucién 1:100). Como anticuerpo secundario se utilizé un
Alexa-Fluor® 488 anti-cabra (dilucién 1:1000). Los nucleos se marcaron con
Hoechst (1:4000). Las fotografias se obtuvieron a un aumento de 63x, con un
microscopio de fluorescencia.

El ensayo de proliferacion se realizé mediante la incorporacion de bromo-
desoxiuridina (5-bromo-2-desoxiuridina, BrdU) utilizando un protocolo experi-
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

mental previamente descrito'®®. El BrdU es un anéalogo sintético de la timidina,
que se incorpora selectivamente al ADN celular en la fase S del ciclo celular. En
primer lugar, las HAECs se sembraron en placas de 12 pocillos sobre un cubreob-
jetos de vidrio redondo incluido en el fondo del pocillo. Cuando alcanzaron un
30-40% de confluencia, las HAECs se incubaron con proteina recombinante hu-
mana para CCL17 y CCL22 (10 ng/mL, #300-30 y # 500-P107 respectivamente,
ambas de PeproTech), o con vehiculo.

En otros pocillos se les adiciond el plasma diluido (1:10 en medio EBM-2 al
1% de FBS) de pacientes con obesidad mérbida o de sujetos control durante
24 h. Paralelamente, algunas placas se incubaron con un anticuerpo neutrali-
zante de ratén anti-CCR4 humano (3 pg/mL, Mogamulizumab, #ab00726, Ab-
solute Antibody, Oxford, Reino Unido), o un anticuerpo IgG control a la misma
concentracién (#31903, Thermo Fischer Scientific). El esquema se detalla en
la Figura 16.

Posteriormente, se determind la proliferacion celular incubando las HAECs
con 5-bromodesoxiuridina (BrdU, # B23151, 50 uM) durante 5 horas. Después,
las células se fijaron con PFA al 4% durante 20 min, se permeabilizaron con 1%
Tritdn X-100 diluido en PBS 1X durante 15 min y se bloquearon con PBS que
contenia suero de cabra al 10% durante 1 h a temperatura ambiente. Las células
positivas para BrdU se detectaron mediante inmunofluorescencia adicionando
un anticuerpo anti-BrdU Alexa Fluor-488 (2 mg/mL, #B35130, Invitrogen). La
tincion nuclear se realizd con Hoechst (1: 4000).

Para finalizar se realizaron micrografias de diferentes campos con un micros-
copio de fluorescencia Zeiss Axio Observer A1l 195 (Carl Zeiss Micro Imaging
GmbH) a un aumento de 40x. La proliferacién celular se determiné como el
porcentaje de células positivas para BrdU en relacién con el recuento total de
células por campo.
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3. Materiales y métodos
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Figura 16. Resumen esquematico de los tratamientos utilizados en el ensayo de
proliferacion 2.

Con el fin de evaluar el efecto de las quimiocinas CCL17 y CCL22 en la orga-
nizacién citoesquelética, se estimularon HAECs durante 4 horas con proteina
recombinante humana para CCL17 y CCL22 (10ng/mL, #300-30 y # 500-P107
respectivamente, ambas de PeproTech), o vehiculo (DMSO 0,1%). Antes de la
estimulacion, algunos pocillos se incubaron durante 15 minutos con Mogamuli-
zumab (anti-CCR4 humano, 3 ug/mL, #ab00726, Absolute Antibody).

Las células se fijaron con PFA al 4% y se permeabilizaron con Triton-X100 al
0,1%. Posteriormente se incubaron con un anticuerpo de conejo anti-VE-cad-
herina humana (1: 100, #2158, Cell Signaling) durante la toda la noche a 42C.
Después de lavarlas, las células se incubaron durante 1 hora con Alexa-Fluor®
488 de cabra anti-conejo (1: 1000, #A11034, Molecular Probes) y posteriormen-
te, se incubaron con el reactivo para detectar, Rodamina y Faloidina (1:1000,
ab235138, Abcam) durante 1 hora. Los nucleos se tifieron con Hoechst (1:4000).
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio Zeiss Axio Observer Al (Carl
Zeiss Micro Imaging GmbH) con un aumento de 63x

Con el fin de estudiar la activacién de la via de fosforilacion ERK1/2, las
HAECs se sembraron en placas de 6 pocillos y se cultivaron hasta alcanzar la
maxima confluencia. Las células fueron tratadas en medio de ayuno con las
proteinas recombinantes humanas hrCCL17 o hrCCL22 (10ng/mL) durante 30
minutos. Algunas de estas placas se pre-incubaron previamente con el anticuer-
po neutralizante frente a CCR4 durante 10 minutos.

Posteriormente, con el fin de obtener el contenido proteico, las células se
lavaron con PBS1X frio y se afiadio el tampon de lisis (Pierce™ IP Lysis Buffer)
y el céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas Thermo Scientific Halt ™
(100X, #1861281, Thermo Fisher). Las células se recogieron utilizando un raspa-
dor celular de placas, se agitaron con un vortex y se sonicaron las muestras. El
homogenado resultante se centrifugé a 7000 g durante 20 minutos a 42C vy se
guardaron los sobrenadantes a -80 2C para el posterior andlisis proteico.

La concentracidn de proteina se midié en los sobrenadantes mediante el
ensayo de BCA al igual que se describe en el apartado 3.1.5.1. Las muestras se
separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sddico (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (siguiendo
el mismo protocolo que en el apartado 3.2.4). Posteriormente, se bloquearon
los sitios de union no especificos durante 1 hora con solucidn de bloqueo com-
puesta de tampon tris salino (TBS 1X) al 5% de BSA. Posteriormente, las mem-
branas se incubaron durante toda la noche a 42C con los anticuerpos primarios
frente a CCR4, fosfo-ERK1/2 MAPK, ERK1/2 MAPK y B-actina (detallados en la
Tabla 17). Tras lavar las membranas con TBS1X, se incubaron con anticuerpos
secundarios unidos a HRP (Tabla 17) durante 1 hora. Las membranas se revela-
rony el analisis de densitometria de las bandas proteicas se realizé utilizando el
software Image) (NIH).
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3. Materiales y métodos

Tabla 17. Anticuerpos empleados en el estudio de la fosforilacién de ERK 1/2

Ant.lcuelrpos Dilucién Isotlpc.' / Referencia (#) Fabricante
primarios especie
. Policlonal I1gG / Novus
Anti-CCR4 humano 1:200 . NB100-56336 . .
conejo Biologicals
Anti- fosfo-ERK1/2 Monoclonal IgG/ ) .
1:500 . 4377 Cell Signalling
MAPK conejo
. Monoclonal IgG/ -
Anti- ERK1/2 MAPK 1:500 . 4695 Cell Signalling
conejo
. . Monoclonal IgG/ . .
Anti-B-actina 1:1000 4 SAB1305546  Sigma-Aldrich
raton

AntlcuerQOS Dilucién ISOtIpq / Referencia (#) Fabricante
secundarios especie
Anti-IgG de ratén Policlonal 1gG /
i 1:2000 P0447 Dako
unido a HRP cabra
Anti-IgG de conejo Policlonal 1gG /
. 1:2000 P0448 Dako
unido a HRP cabra

3.2.7.6 Efecto de la neutralizaciéon de CCR4 en las
interacciones leucocito-endotelio en condiciones
dindamicas de flujo

Para determinar el papel del receptor CCR4 en la adhesidn leucocitaria, las
HAECs se sembraron en placas redondas de 35 mm de didmetro y se estimu-
laron algunas de estas placas con TNFa (20 ng/mL) o vehiculo durante las 24
horas previas al ensayo. Paralelamente, 30 min antes del ensayo, algunas de
estas placas se trataron con el anticuerpo neutralizante anti-CCR4 humano (3
pg/mL) o un anticuerpo control.
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

Tras los tratamientos, se realizé el ensayo en camara de flujo paralelo, el
cual permite visualizar la adhesion leucocitaria bajo condiciones dindmicas
de flujo, es decir, mimetizando las condiciones fisiolégicas. El modelo se
basa en una pequefia cdmara (GlycotTech flow, EEUU) acoplada a la placa de
35 mm de células y una fina junta de silicona que controla el didametro de la
camara. Esta cdmara dispone de un puerto de entrada, a través del cual se
perfunden la sangre y los medios; un puerto de salida, donde se le acopla
una bomba de succién y un tercer puerto unido a una bomba de vacio. De
esta forma, se forma asi un circuito cerrado de flujo sobre la monocapa de
células endoteliales. La velocidad de infusién esta regulada por la propia
bomba de succidn y se ajusta a 0,5 dinas/cm?. Se muestra un dibujo repre-
sentativo en la Figura 17.

Para estudiar las interacciones leucocito-endotelio ex vivo, en primer lugar,
se diluyd la sangre de los pacientes obesos y de los controles (1:10) en tampdn
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS; #H3BE10-543F, Lonza) y se atemperd a
379C. Posteriormente, la sangre se perfundié a través de la monocapa de HAECs
previamente estimuladas con los diferentes tratamientos a una velocidad de
flujo de 0,156mL/min (que corresponde a 0,5 dinas/cm?). La adhesién leucoci-
to-endotelio se determind después de 5 minutos de flujo continuo. Posterior-
mente se perfundié medio a la misma velocidad y los leucocitos adheridos se
cuantificaron con un microscopio de contraste de fases (Axio Observer A1, Carl
Zeiss). En todos los estudios, las interacciones leucocito-endotelio, se registra-
ron y grabaron mediante una camara de video (SSC-C80P, Sony, Tokio, Japdn).
Para la cuantificacidn de las células adheridas, se analizaron 5 campos aleato-
rios para cada una de las placas y tratamientos.
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Figura 17. Dibujo representativo de la cdmara de flujo paralelo ..

3.2.8 Inmunofenotipado con citometria de flujo

La citometria de flujo es una herramienta que permite, entre otras aplicacio-
nes, el recuento de células e identificar marcadores celulares. Con ello se pue-
de conseguir el inmufenotipado de diferentes tejidos o muestras, entre ellas la
sangre humana.

En general, las células se marcan con un anticuerpo unido a fluorocromo
que va dirigido a una diana especifica. Estas células se resuspenden en un tam-
pon salino y pasan individualmente por el citdmetro (Figura 18)%, Este consta
de varios laseres y cuando las células inciden individualmente sobre ellos, los
datos de la luz que es reflejada y refractada se registran. Los parametros que
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3.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

se registran son: dispersion frontal (FSC) el cual indica el tamafio de las células,
la granularidad o complejidad relativa mediante la dispersion lateral (SSC) y la
intensidad media de fluorescencia (MIF) cuando la muestra es marcada con un
anticuerpo unido a fluorocromo.

-A‘,K?f:« Anticuerpo unido a Sistema de fluidico

fluorocromo " = Filtros Detectores
2 ‘_ ..4 CE};;\

e *.":r . Ny o
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|
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BD LSRFortessa™ Cell Analyzer
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Figura 18. Esquema ilustrativo del marcaje de células con fluorocromos y del citometro
de flujo. Imagen adaptada de Rahman M. (2014).

Una vez recogidas todas las sefiales, se transforman en una sefial eléctrica, a
través de los fotodetectores y posteriormente dicha sefial se amplifica median-
te tubos fotomultiplicadores (PMT). Al final, la informaciéon generada se ordena
en archivos informaticos denominados estdndar de citometria de flujo (FCS) y
es mostrada en la pantalla mediante el uso de diferentes programas informati-
cos, lo que permite el andlisis de las poblaciones celulares y los marcadores de

interés 117118,

Las muestras de sangre venosa, tanto de los pacientes obesos, como de los
sujetos control, se recolectaron en tubos heparinizados para el andlisis de leu-
cocitos o tubos con citrato sddico (0,105M, 3.2%; BD Vacutainer ®; BD Bioscien-
ces) para el analisis de las plaquetas.

15



3. Materiales y métodos

3.2.8.1 Anadlisis de la activacion de las plaquetas

Con el fin de determinar la activacién de las plaguetas, se afiadieron en un
tubo 6,25 pL de sangre con citrato de obeso o control, diluida previamente 1:10
en tampon glucosa (1mg/mL en PBS1X con 0,35% BSA) y se incubaron durante
30 minutos en oscuridad y temperatura ambiente con anticuerpos mostrados
en la Tabla 18.

Tabla 18. Anticuerpos empleados para detectar la activacion plaquetaria.

Activacion de plaquetas

Volumen

Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon (uL) Referencia (#) Fabricante
. BD
Anti-CD41a PerCP-Cy5.5 IgG,k  HIP8 2,5 333148 L
Biosciences
Anti-P- BD
. APC IgGl,k AK-4 1,25 561920 L
selectina Biosciences

Abreviaturas: FITC=Isotiocianato de fluoresceina; APC=Aloficocianina; PerCP=peridinina-clorofila;
Cy=Cianina

Posteriormente las muestras se procesaron el citdmetro de flujo (LSRFortes-
sa™ Cell Analyzer, BD Biosciences). Y los datos se analizaron con el programa
FlowJo® v10.0.7 (FlowJo LLC, Ashland, EE. UU). La estrategia para seleccionar
las plaquetas y su activacion se determiné mediante el SSCy FSCy el anticuerpo
CD41*, tal y como se explica en la Figura 19.
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Figura 19. Estrategia de seleccion de plaquetas humanas en sangre entera. Las plaquetas
se seleccionaron de acuerdo con la SSCy FSC. Posteriormente se seleccionaron las CD41+.

3.2.8.2 Andlisis de la expresion de CCR4 en las plaquetas

Para determinar la expresién de CCR4 en las plaquetas, se pipetearon 20
uL de sangre con citrato en un tubo Eppendorf® por cada una de las muestras
y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad y temperatura ambiente con
anticuerpos mostrados en la Tabla 19.

Tabla 19. Anticuerpos utilizados para detectar CCR4 en plaquetas.

Plaquetas

Volumen Referencia

Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon Fabricante
. . (L) (#)
. BD
Anti-CD41a PerCP-Cy5.5 IgG, Kk HIP8 2,5 333148 o
Biosciences
Anti-CCR4 PE IgG1, k L291H4 5 359412 BioLegend®

Abreviaturas: PerCP=Peridinina-Clorofila; Cy=Cianina; PE=Ficoeritrina
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Posteriormente, se lisaron los eritrocitos con tampdn de lisis 1x (BD FACS
10X, #10141013, BD Biosciences) durante 20 minutos. Después se procesaron
en el citdmetro. Finalmente se seleccionaron las plaquetas tal y como se mues-
tra en el apartado anterior (3.2.8.1, Figura 19). Los resultados se expresaron
como el porcentaje de plaquetas positivas para CCR4.

Con el fin determinar la activacion y la expresién de CCR4 en las diferentes
subpoblaciones leucocitarias de la sangre de los pacientes obesos y controles,
se pipetearon 50uL de las muestras de sangre heparinizada en un tubo y se
incubaron junto a diferentes anticuerpos (Tabla 20 y Tabla 21) para detectar
linfocitos T, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T colaboradores (T helper) y sus
subpoblaciones (Th1, Th2, Th17 y Treg) y monocitos, durante 30 minutos en
oscuridad y temperatura ambiente.

Tabla 20. Anticuerpos utilizados para detectar CCR4 en las subpoblaciones de linfocitos.

Anti-CD3 APC-H7 IgGl,k  SK7 1,25 560275 BD Biosciences
Anti-CD4 BUV395 IgGl,k  SK3 1,25 563552 BD Biosciences
Anti-CD8 FITC IgG1,k HIT8a 10 560960 BD Biosciences
Anti-CCR6 PE-Cy7 IgG2b, k GO34E3 2,5 353417 BioLegend®
Anti-CXCR3 APC IgG1, k GO25H7 10 353707 BioLegend®
Anti-CD127 BV650 IgG1, k A019D5 2,5 351325 BioLegend®
Anti-CD25 Bv421 IgGl, k M-A251 2,5 356113 BioLegend®
Anti-CD69 BV711 IgG1,k  FN50 2,5 310943 BioLegend®
Anti-CCR4 PE IgG1, k L291H4 5 359412 BioLegend®

Abreviaturas: APC-H7=Aloficocianina conjugada en tdndem con cianina; BUV395=Brilliant
Ultraviolet™; FITC=Isotiocianato de fluoresceina; PE-Cy7=Ficoeritrina conjugada en tdndem con
cianina; APC=Aloficocianina; BV=Brilliant Violet™, PE=Ficoeritrina
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Tabla 21. Anticuerpos utilizados para detectar CCR4 en monocitos.

Volumen Referencia

Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon Fabricante
. . (L) (#)
. BD
Anti-CD14 BV 650 lgG2a, k  M5E2 1,25 563420 o
Biosciences
Anti-CD11b APC IgG1, k ICRF44 2,5 301309 BioLegend®
Anti-CCR4 PE IgGl, kK L291H4 5 359412 BioLegend®

Abreviaturas: APC-H7=Aloficocianina conjugada en tdndem con cianina;, BUV395=Brilliant
Ultraviolet ™; FITC=Isotiocianato de fluoresceina; PE-Cy7=Ficoeritrina conjugada en tdndem con
cianina; APC=Aloficocianina; BV=Brilliant Violet ™; PE=Ficoeritrina

Posteriormente, se lisaron los eritrocitos con tampon de lisis 1X durante 20
minutos, se resuspendieron en PBS1X y se procesaron por el citdmetro de flujo.
Finalmente se seleccionaron las subpoblaciones tal y como se muestra en la
Figura 20y los resultados se expresaron como el porcentaje de células positivas
para cada una de ellas y en combinacion con el receptor CCRA4.
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Figura 20. Estrategia de seleccion de linfocitos T (CD3+), CD4+ y CD8+ en sangre entera
heparinizada. También se seleccionaron las subpoblaciones CD4+ "T helper": Thl+

(CXCR3+/CCR6-), Th2 (CXCR3-/CCR6-) y Th17 (CXCR3-/CCR6+), T Reguladoras (CD127-/
CD25+) y monocitos (CD14+).
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3.3. Anadlisis estadistico

Todos los estudios estadisticos se realizaron con el programa de andlisis Gra-
phPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, EE. UU) y el programa IBM SPSS
Statistic®. Los datos con distribucion normal se expresaron como la media +
ESM (error estandar de la media). Los datos no paramétricos se expresaron
como la mediana y rango intercuartil. Los datos se consideraron estadistica-
mente significativos cuando P<0,05. Para comparaciones entre dos grupos no
pareados, primero se evalué la normalidad en la distribucién de los datos, y
para ello se realizo el test de Kolmogorov-Smirnov y el de igualdad de varian-
zas (test de Levene). Posteriormente a los datos que pasaron estos dos test,
se aplico el test de la T de Student. En cambio, a los datos no paramétricos se
les aplico el test U de Mann Whitney. Por otro lado, para comparaciones entre
dos grupos pareados que pasaron el test de normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
como el de igualdad de varianzas (test de Levene), se utiliz el test de la T de
Student. Sin embargo, a los que no pasaron el test, se les aplicé el test no pa-
ramétrico de Wilcoxon. Para la comparacién entre multiples grupos se aplicé
el analisis de varianzas (ANOVA) unidireccional seguido de un analisis post hoc
(test de Bonferroni) para datos que pasaron tanto el test de normalidad como el
de igualdad de varianzas; para el resto de los datos se utilizd el test no paramé-
trico de Kruskal-Wallis seguido analisis post hoc de Dunn. Adicionalmente, se
calcularon algunas correlaciones de los niveles plasmdticos de las quimiocinas
y las caracteristicas clinicas utilizando los métodos de correlacién de Spearman.
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4. Resultados

41. Resultados del primer estudio:
Implicacién del eje CXCL10/CXCL11-CXCR3
en la angiogénesis y la inflamacién del TA
en pacientes con obesidad mérbida

411 Los niveles circulantes de las quimiocinas
CXCL10 y CXCL11 estan elevados en pacientes con
obesidad mérbida.

Se citaron 50 pacientes con obesidad mérbida una semana antes de la ci-
rugia bariatrica para realizarles una extraccidn de sangre y las mediciones de
pardmetros bioquimicos y clinicos como la presién arterial, y medidas antro-
pométricas. Paralelamente, se estudiaron 25 sujetos control no obesos para el
estudio de dichos parametros. En la Tabla 22 se resumen las medidas obtenidas.
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Tabla 22. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con obesidad maérbida
y los sujetos control. Los valores estdn expresados como la media + ESM; * p < 0,05 vs
controles.

Edad 44 +1 42+1 0,837
Sexo femenino, % (n) 66 (33) 60 (15) 0,379
IMC (kg/m2) 44 +1 25+1 <0,0001*
Peso (kg) 125+3,4 73+3 <0,0001*
Diametro de cintura (cm) 129+2,1 81,4+2,4 <0,0001*
Glucosa en ayunas (mg/dL) 98,2+3,8 87+3,5 0,101
Insulina en plasma (mUl/mL) 219+2,1 8,3+0,1 0,0001*
indice HOMA-IR 5,4+0,6 1,9+0,3 0,0018*
Triglicéridos (mg/dL) 107,9+5,8 70,8+ 3,2 0,0001*
Colesterol total (mg/dL) 157,9+4,4 160+ 7,1 0,780
Colesterol LDL (mg/dL) 104,6 £ 4,0 115+1,7 0,118
Colesterol HDL (mg/dL) 41,0+1,2 43,5+1,3 0,206
Proteina C Reactiva (mg/dL) 7,7+1 1,2+0,3 0,0001*
Presion arterial sistdlica (mmHg) 128,4+2,6 116,4+2,9 0,0043*
Presion arterial diastdlica (mmHg) 80,5+5,8 70,7+1,9 0,0020*
Diabetes, % (n) 28 (14) - -
Hipertension, % (n) 26 (13) - -

IMC: indice de masa corporal; LDL: Lipoproteina de baja densidad; HDL: Lipoproteina de alta
densidad.

A continuacidn, se cuantificaron los niveles plasmaticos de las quimioci-
nas CXCL9, CXCL10y CXCL11 mediante la técnica ELISA. Tal y como se mues-
tra en la Figura 21, no se observaron diferencias significativas de los niveles
plasmaticos de CXCL9 entre los pacientes obesos (mediana 62,05 pg/mL,
rango 11,5 a 366,7 pg/mL) y los controles (mediana 60,67 pg/mL, rango 9,93
a 173,1 pg/mL) (Figura 21a).

Por el contrario, los niveles plasmaticos de CXCL10 estaban significativa-

mente aumentados en los pacientes obesos (mediana 51,1 pg/mL, rango 0,8
a 290,2 pg/mL) en comparacion a los controles (mediana 25,9 pg/mL, rango
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7,9 a 95,9 pg/mL) (Figura 21b). De manera similar, los niveles plasmaticos
de CXCL11 también estaban aumentados en obesos (mediana 128,1 pg/mL,
rango 35,9 a 492,7 pg/mL) en comparacion a los controles (59,6 pg/mL, rango
9,9a173,1 pg/mL) (Figura 21c).
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Figura 21. Cuantificacion de los niveles de quimiocinas circulantes CXCL9, CXCL10 y
CXCL11 en pacientes obesos y controles. Los niveles de las quimiocinas (a) CXCL9, (b)
CXCL10 y (c) CXCL11 se midieron en el plasma de las muestras de pacientes obesos
(n=50) y controles (n=20). La comparacion entre grupos se realizé mediante la prueba
de Mann Whitney. Los graficos de puntos de dispersién muestran la mediana con rango
intercuartilico.

Posteriormente se procedié a correlacionar los valores de las quimiocinas
circulantes con el IMC, el indice HOMA-IR y el didmetro de la cintura. Para
ello se aplico el coeficiente de correlacion de Spearman, el cual mostré una
correlacion positiva entre quimiocinas CXCL10 y CXCL11 con: el IMC (r=0,324;
p=0,008 y r=0,380; p<0,01; respectivamente Figura 22 a y d), el indice HOMA-IR
(r=0371; p=0,002 y r=0,439; p=0,002; respectivamente Figura 22b y e) con el
diametro de la cintura (r=0,393; p=0,0008 y r=0,507; p<0,0001; respectivamen-
te Figura 22c y f).
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Figura 22. Graficos correspondientes a las correlaciones obtenidas entre niveles
plasmaticos de CXCL10y CXCL11 con los pardmetros antropométricos. Las correlaciones
se realizaron entre las quimiocinas CXCL10 y CXCL11 y (a, b) el IMC, (c, d) el indice
HOMA-IR y (e, f) el didmetro de la cintura (n= 25 sujetos control y n = 50 pacientes con
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obesidad mérbida). Para el analisis se aplicd la correlacion de Spearman.
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41.2 La expresidn de las quimiocinas CXCL10 y
CXCL11 esta aumentada en el VAT con respecto al
SAT de los pacientes con obesidad mérbida.

Una vez hallados los niveles aumentados de las quimiocinas CXCL10y CXCL11
en el plasma de los pacientes obesos, posteriormente se procedié a determinar
su expresion génica en las muestras pareadas de SAT y VAT mediante el empleo
de la técnica de RT-qPCR.

No se observaron diferencias significativas en la expresion de ARNm de
CXCL9 entre SAT y VAT (Figura 23a, p=0,8), por el contrario, si que observd un
aumento expresidon de CXCL10 (Figura 23b, p=0,0034) y CXCL11 (Figura 23c,
p=0,0138) en la grasa visceral comparado con la subcutanea.
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Figura 23. Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de las quimiocinas: (a) CXCL9,
(b) CXCL10 y (c) CXCL11 en muestras pareadas de SAT y VAT en pacientes con obesidad
morbida. Las comparaciones entre los grupos se realizaron con la prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon. Los valores estan expresados como la media + ESM (n=40).
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A continuacidn, se realizdé un andlisis inmunohistoquimico en muestras pa-
readas de TA de los pacientes obesos. Se observé que el nimero de células
positivas para CD31 (marcador de células endoteliales), fue significativamente
menor en VAT que en SAT (Figura 24a, p=0,0180). Por el contrario, el numero de
células positivas para CD3 (indicativo de infiltracién de linfocitos T) fue mayor

en VAT que en SAT (Figura 24b, p=0,0461).
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Figura 24. Analisis de la expresion de células endoteliales y linfocitos T. Estudio
inmunohistoquimico del (a) nimero de células CD31+ y (b) CD3+ por mm? en
muestras pareadas de SAT y VAT. Las comparaciones entre los grupos se realizaron
con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Los valores estan expresados
como la media + ESM (n=18-20). Se muestran imdagenes representativas de la

inmunohistoquimica.
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Con el fin de corroborar los datos de ARNm, las secciones de TA se tifieron
mediante inmunofluorescencia con anticuerpos para las quimiocinas CXCL10 y
CXCL11, lo que reveld que la expresion de la proteina CXCL10 y CXCL11 estaba
aumentada en VAT en comparacion a SAT (Figura 25a).

Paralelamente, se realizé un doble marcaje por inmunofluorescencia donde
se observé que la expresién de CXCL10 y CXCL11 se localizaba principalmente
en células endoteliales y linfocitos T (Figura 25b).
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Figura 25. Expresion de las quimiocinas CXCL10 y CXCL11 en de secciones de SAT y
VAT de pacientes con obesidad. (a) Las secciones fueron incubadas con un anticuerpo
anti-CXCL10 y anti-CXCL11, la sefial se visualizé utilizando un anticuerpo Alexa Fluor 488
(verde). (b) Imagenes representativas que muestran la colocalizacion de CD31/CXCL10
y CD31/CXCL11; o CD3/CXCL10 y CD3/CXCL11 en VAT. La sefial se visualizd utilizando
Alexa Fluor 488 (CXCL10 y CXCL11, verde) y Alexa Fluor 594 (CD31 o CD3, rojo). Los
nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).
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A continuacidn, evaluamos la expresién del receptor de dichas quimiocinas
CXCR3 en las muestras de TA pareadas de los pacientes obesos. El analisis por
RT-qPCR determind que la expresion del ARNm de CXCR3 era significativamente
mayor en VAT que en SAT (p<0,001; Figura 26a).

Estos resultados fueron confirmados mediante anadlisis por Western Blot,
donde se observé un aumento significativo de la expresién proteica de CXCR3
en VAT en comparacion con SAT (Figura 26b, p=0,007).

Estudios previos han observado que los efectos angiostaticos que ejercen
los ligandos de CXCR3, estan asociados con la activacién de la isoforma CXCR3B
del receptor!®, es por ello que se procedié a la determinacion de su expresion
en el TA. Mediante Western Blot se observé un aumento significativo de la ex-
presion de la proteina CXCR3B en VAT (Figura 26¢, p=0,0003).
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Figura 26. Diferencias en la expresion del receptor CXCR3 en muestras pareadas de
SAT y VAT de pacientes con obesidad mérbida. (a) Cuantificacion relativa de los niveles
de ARNm de CXCR3. Las columnas muestran un aumento de la expresién de ARNm en
VAT relativo a SAT (n=45). Andlisis por Western Blot de la expresidn de las proteinas (b)
CXCR3 y (c) CXCR3B. Las comparaciones entre los grupos se realizaron con la prueba
de los rangos con signo de Wilcoxon. Los valores de la densitometria de proteina estan
expresados como la media £ ESM (n = 8). Se muestran Western Blot representativos de
tres pacientes con obesidad mdrbida diferentes (P1-3).

Posteriormente se llevé a cabo un analisis mediante inmunofluorescencia
de las secciones histolégicas de AT de pacientes obesos y se observé una mayor
sefial de fluorescencia de los receptores CXCR3 y CXCR3B en VAT comparacion
con SAT (Figura 27a).

Paralelamente, se realiz6 una doble tincién por inmunofluorescencia don-
de se observo la expresion de CXCR3 principalmente en células endoteliales
(CD31+) linfocitos (CD3+) en VAT, mientras que la isoforma del receptor CXCR3B
se detectd solamente en las células endoteliales (Figura 27b).
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Figura 27. Expresion de los receptores CXCR3 y CXCR3B en secciones de SAT y VAT de
pacientes con obesidad. (a) Las secciones fueron incubadas con un anticuerpo anti-
CXCR3 y anti-CXCR3B, la sefial se visualizé utilizando un anticuerpo Alexa Fluor 488
(verde). (b) Imagenes representativas que muestran la colocalizacion de CD31/CXCR3
y CD31/CXCR3; o CD31/CXCR3B en VAT. La sefial se visualizé utilizando Alexa Fluor
488 (CXCR3 y CXCR3B, verde) y Alexa Fluor 594 (CD31 o CD3, rojo). Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (azul).

Dada la mayor expresion de estos receptores y quimiocinas en el VAT, el
siguiente objetivo fue evaluar la actividad funcional y analizar la capacidad an-
giogénica de los mismos. Para ello, se realizaron estudios ex vivo cultivando los
explantes de TA pareados durante 14 dias en Matrigel de pacientes con obesi-
dad morbida. A los 14 dias, se observd que el recuento total de brotes capilares
fue significativamente menor en VAT que en SAT del mismo paciente (176,5 +
25 vs VAT 73,9 + 18, p <0,009; Figura 28).
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Figura 28. El numero total de brotes capilares fue menor en la grasa visceral de los
pacientes obesos. Explantes pareados de VAT y SAT fueron cultivados en Matrigel y
el numero total de brotes capilares se contd después de 14 dias de incubacién. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de T de Student. Los
paneles de la derecha muestran imagenes representativas de los explantes de grasa en
Matrigel. Barra de escala, 500um. Los datos muestran la media + ESM (n=15).

Posteriormente, se evalué la liberaciéon las quimiocinas en el secretoma de
los de los explantes de TA incubados durante 48h. Se observo que la liberacién
de CXCL9 fue similar en VAT y SAT (Figura 29a, p>0,05), sin embargo, la libera-
cién de CXCL10 y CXCL11 fue significativamente mayor en los explantes de VAT
en comparacién con SAT del mismo paciente (Figura 29 b y c).
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Figura 29. Aumento de la expresion de las quimiocinas angiostaticas CCL10 y CCL11
en el secretoma de la grasa visceral de pacientes obesos. La liberacidon de (a) CXCL9,
(b) CXCL10 y (c) CXCL11 en el secretoma del tejido adiposo se determind tras 48 horas
de cultivo de los explantes. La secrecién de quimiocinas se expresa como pg/mL. La
comparacion entre grupos se ha realizado con la prueba Mann Whitney. Los valores se
expresan como media = ESM (n = 15).

Con el fin de estudiar, los efectos directos de CXCL10 y CXCL11 sobre la an-
giogénesis, realizamos ensayos adicionales en Matrigel con explantes de VAT
en presencia de proteina recombinante hr CXCL10 (10 ng/mL), o hr CXCL11 (10
ng/mL), o vehiculo, durante 7 dias. En estos estudios, se observé que ambas
quimiocinas disminuyeron de forma significativa la capacidad angiogénica del
VAT (Figura 30, p=0,004 y p=0,02 respectivamente).
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Figura 30. El tratamiento de VAT con los ligandos de CXCR3 disminuye la capacidad
angiogénica de VAT de pacientes con obesidad mérbida. Los explantes de VAT se
incubaron con hr CXCL10 o hr CXCL11 (10ng/mL). Posteriormente, se analizé el nimero
total de brotes capilares tras una semana de tratamiento. La comparacion entre grupos
se realizd con el analisis de variancia 1way-ANOVA. Los paneles muestran imdgenes
representativas de los explantes de grasa en Matrigel. Barra de escala, 500um. Los
valores se expresan como media + ESM.

Posteriormente nos planteamos si la reduccién de la respuesta angiogénica
observada en la grasa visceral podria estar mediada a través de la activacién del
receptor CXCR3. Para ello, incubamos explantes de grasa visceral y subcutdnea
en Matrigel con un anticuerpo neutralizante CXCR3 (1 pg/mL) o un control IgG
durante 14 dias, y se analizo la formacion de brotes capilares. En presencia de
un anticuerpo irrelevante, el VAT mostrd de nuevo, una capacidad angiogénica
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reducida en comparacion con el SAT (Figura 31, p=0,0001). Sin embargo, la neu-
tralizacién de la funcion CXCR3 en el VAT aumentd de forma significativa el nu-
mero de brotes capilares (anti-CXCR3: 259 + 44 frente a I1gG de control: 145 + 34;
Figura 31 p=0,02). En cambio, cuando se realizd el mismo estudio con explantes
de SAT, no se observaron diferencias significativas en la formacion de brotes ca-
pilares entre las muestras incubadas con un anticuerpo neutralizante de CXCR3

0 un anticuerpo irrelevante (Figura 31, p> 0,05).
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Figura 31. El bloqueo del receptor CXCR3 con un anticuerpo neutralizante aumenta
la capacidad angiogénica del VAT de pacientes con obesidad mérbida. Las muestras
se incubaron en presencia de un anticuerpo neutralizante monoclonal de raton anti-
CXCR3 (1 pg/mL) o en presencia de un IgG control. Se tomaron imagenes de contraste
de fase después de 14 dias y se contod el numero de brotes capilares. La comparacion
entre grupos se realizd con el andlisis de variancia unidireccional ANOVA. Los datos
representan la media + ESM (n=26). En el panel derecho se muestran imagenes
representativas. Barras de escala, 500 um.

Finalmente, se realizd6 mediante doble inmunofluorescencia por microsco-
pia confocal, un andlisis de los marcadores expresados en el VAT. Se observaron
redes capilares que se tifieron positivas tanto para el marcador especifico del
endotelio (CD31) como para el receptor CXCR3 o CXCR3B (Figura 32).
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CXCR3 CD31 CXCR3/CD31/DAPI

CXCR3B CD31 CXCR3B/CD31/DAPI

Figura 32. Inmunofluorescencia de los brotes capilares de VAT en Matrigel. Los
brotes capilares se tifieron con doble marcaje para CD31/CXCR3 o CD31 /CXCR3B. La
inmunorreactividad se visualizé usando Alexa Fluor 488 (CXCR3, CXCR3B, verde) y Alexa
Fluor 594 (CD31, rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).

Investigaciones previas han demostrado que los efectos angiostaticos de
CXCR3 estan mediados por la activacion de la cascada de sefializacidn de p38
MAPK!?, Por |o tanto, el siguiente objetivo fue analizar esta via de sefializacion
en el TA de pacientes con obesidad mdrbida. Los andlisis por western blot de-
mostraron un aumento significativo de los niveles de fosforilacion de p38 MAPK
en el VAT con respecto al SAT para cada paciente (Figura 33, p=0,012).
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Figura 33. Activacion de via de sefalizacion de p38 MAPK en el VAT de pacientes
con obesidad mérbida. Analisis mediante Western Blot de fosfo-p38 MAPK en
muestras pareadas de SAT y VAT en pacientes con obesidad modrbida. Se muestran
las transferencias de Western representativas de tres pacientes diferentes (P1-3). Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de la “t” de Student. Los
valores de la densitometria de proteina estan expresados como la media £ ESM (n =
6). Se muestra Western Blots representativos de tres pacientes con obesidad mérbida
diferentes (P1-3).

Nuestro siguiente objetivo fue investigar si los ligandos de CXCR3 modulaban
la via de sefializacién p38 MAPK. Por ello algunos explantes del VAT se trataron
con CXCL10 o CXCL11 recombinante humano (10 ng/mL) durante 20 minutos.
Algunos de estos explantes fueron pretratados previamente con un anticuerpo
neutralizante de CXCR3 (1 pg/mL) durante 10 minutos. Tal y como se observa
en la Figura 34, se detectd un aumento significativo de la fosforilacion de p38
MAPK en los explantes incubados con CXCL10 o CXCL11, en cambio en los ex-
plantes cuyo receptor CXCR3 habia sido bloqueado, se observd una reduccién
de la fosforilacidn inducida por CXCL10 o CXCL11 (Figura 34ay b).
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Figura 34. CXCL10 y CXCL11 a través del receptor CXCR3 activan la via p38 MAPK en
el tejido adiposo. Los explantes de VAT se incubaron con vehiculo (a) hrCXCL10(10 ng /
mL) o (b) hrCXCL11 (10 ng / mL) durante 20 minutos. Algunos explantes se pretrataron
con un anticuerpo anti-CXCR3 humano (1 pg / mL) 10 minutos antes del tratamiento. La
comparacién entre grupos se realizd con el analisis de variancia unidireccional ANOVA.
Los valores de expresidn proteica analizados por densitometria estan expresados como
la media + ESM (n = 4).
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4.2. Resultados del segundo estudio:
Implicacién del eje CCL17/CCL22-CCR4 en
la disfuncién endotelial en pacientes con
obesidad mérbida

4.21 Los niveles circulantes de quimiocinas CCL17
y CCL22 estan aumentados en pacientes con
obesidad moérbida

Para el segundo estudio de la presente Tesis doctoral, se citaron 60 pacien-
tes obesos una semana antes de la cirugia bariatrica y 20 sujetos controles no
obesos a los que, al igual que en el estudio anterior, se les realizdé una extraccion
sangre y se midieron distintos parametros bioquimicos. En la Tabla 23 se resu-
men las medidas obtenidas.

A continuacidn, se cuantificaron los niveles plasmaticos de las quimiocinas
CCL17 y CCL22 mediante ensayo de ELISA. Se observé que los niveles de CCL17
eran significativamente mas altos en pacientes con obesidad (mediana de 67,8
pg/mL, rango de 16,6 a 185,6 pg/mL) en comparacidn con los sujetos control
(mediana de 51,8 pg/mL, rango de 22,2 a 84,5 pg/mL) (Figura 35a). Asimismo,
en los pacientes con obesidad los niveles de CCL22 estaban significativamente
elevados (mediana de 186,6 pg/mL, rango de 30,3 a 420,8 pg/mL) con respecto a
los controles (mediana 136,8 pg/mL, rango de 68,2 a 200,3 pg/mL) (Figura 35b).
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Tabla 23. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con obesidad mdrbida
y los sujetos controles no obesos. Los valores estdn expresados como la media + ESM; *
p<0,05 vs controles.

Caractgrl’stigas_ clinicas Pafier]tes obesos  Controles P valor
y bioquimicas morbidos (n=60) (n=20)

Edad 45,04 +1,5 44,15+1,4 0,7621
Sexo femenino, % (n) 66,7 (40) 60 (12) -
IMC (kg/m2) 44,1+0,8 25,6+0,8 <0,0001*
Peso (kg) 121,7+2,9 71,5+3,0 <0,0001*
Diametro de cintura (cm) 128,3+1,9 80,9+2,8 <0,0001*
Glucosa en ayunas (mg/dL) 96,3+3,2 90,1+3,0 0,2919
Insulina en plasma (mUl/mL) 20,4+1,5 8,6+1,0 <0,0001*
indice HOMA-IR 51%0,5 20+03  0,0015*
Triglicéridos (mg/dL) 107,5+5,6 68,1+4,2 <0,0001*
Colesterol total (mg/dL) 150,7 +4,0 164 +8,2 0,1981
Colesterol LDL (mg/dL) 103+3,6 111+1,7 0,126
Colesterol HDL (mg/dL) 40,3+1,1 42,9+1,6 0,081*
Proteina C Reactiva (mg/dL) 9,2+1,0 1,7+0,2 0,0047%*
Presion arterial sistdlica (mmHg) 131,5+2,1 117,3+3,4 0,0008*
Presion arterial diastélica (mmHg) 83,0+1,2 709+2,2 <0,0001*
Diabetes, % (n) 45 (27) - -
Hipertension, % (n) 36,7 (22) - -

IMC: indice de masa corporal; LDL: Lipoproteina de baja densidad; HDL: Lipoproteina de alta
densidad.
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Figura 35. Cuantificacidn de los niveles de quimiocinas circulantes CCL17 y CCL22
en pacientes obesos y controles sanos. Los niveles de las quimiocinas (a) CCL17
y (b) CCL22 se midieron en el plasma de las muestras de pacientes obesos (n=60)
y controles (n=20). La comparacién entre grupos se realizdé mediante la prueba de
Mann Whitney. Los graficos de puntos de dispersion que muestran la mediana con
rango intercuartilico.

4.2.2 Los niveles circulantes de quimiocinas CCL17
y CCL22 se correlacionan positivamente con el
IMCy el indice HOMA-IR

Posteriormente, nos preguntamos si las variaciones en los niveles de CCL17
y CCL22 estaban asociadas con los parametros clinicos de los pacientes obesos.
Para ello se realizé un andlisis de correlacion de Spearman y se observé una co-
rrelacion positiva de los niveles circulantes de CCL17 y CCL22 con el IMC (r=0,233;
p=0,042 y r=,38; p<0,001, respectivamente, Figura 36 a y b), y con el indice HO-
MA-IR (r=0,283; p=0,013 y r=0,359; p=0,0016, respectivamente Figura 36 cy d).
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Figura 36. Graficos correspondientes a las correlaciones obtenidas entre niveles
plasmaticos de CCL17 y CCL22 con los parametros antropométricos. Las correlaciones
se realizaron entre las quimiocinas CCL17 y CCL22 y (a, b) el IMC Yy (c, d) el indice HOMA-
IR. (n= 20 sujetos de control y n = 60 pacientes con obesidad mdrbida). Para el andlisis
se aplicd la correlacién de Spearman.
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4.2.3 La expresion de las quimiocinas CCL17 y
CCL22 estda aumentada en el VAT de los pacientes
con obesidad mérbida

Dada la observacion de los niveles aumentados de los ligandos del receptor
CCR4 en el plasma de los pacientes obesos, nos propusimos evaluar la expre-
sion génica de dichos ligandos, mediante RT-qPCR, en los explantes de TA obte-
nido mediante cirugia bariatrica realizada en los obesos mérbidos. Tal y como
se indica en la Figura 37, se observé un aumento significativo de la expresién
de ARNm de CCL17 y CCL22 en el VAT en comparacion con el SAT (p=0,03 y
p=0,021, respectivamente).
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Figura 37. Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de las quimiocinas CCL17
y CCL22. (a) CCL17 y (b) CCL22 en muestras pareadas de SAT y VAT en pacientes con
obesidad mdrbida. Las comparaciones entre los grupos se realizaron con la prueba de
los rangos con signo de Wilcoxon. Los valores estan expresados como la media + ESM
(n=33).
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A continuacion, se realizé una doble tincidn por inmunofluorescencia en
VAT, donde se detectd, la expresion de CCL17 y CCL22 principalmente en linfo-
citos (CD3 +), células endoteliales (CD31+) y macrdfagos (Mac3+) (Figura 38).

VAT

cb3/ccL17/Hoechst CD31/CCL17/Hoechst MAC3/CCL17/Hoechst

L4

- Merge Merge i Merge

CD3ICCZZIHoechst CD31/CCL22/Hoechst MAC 3ICL22!Hoechst

Figura 38. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestran la
expresion de CCL17 y CCL22 en VAT. Las secciones representativas muestran la
colocalizacién de CCL17 y CCL22 en las células CD31+, CD3+ y MAC3+. La sefial se
visualizé utilizando Alexa Fluor 488 (CD31, CD3, Mac-3, verde) y Alexa Fluor 594 (CCR4,
rojo). Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst (azul).

Con el fin de evaluar la secrecion de los ligandos de CCR4 al medio de cultivo,
se cultivaron los explantes de SAT y VAT durante 48 horas, y posteriormente se
cuantificé la concentracion de dichas quimiocinas mediante técnica de ELISA. Se
observé un aumento significativo de CCL17 (mediana de 27,69 pg/mL, rango de
8,46 a 22,27 pg/ML) y CCL22 (mediana de 46,28 pg/mL, rango de 2,06 a 185,0 pg/
mL) en los sobrenadantes del VAT en comparacion con el SAT (Figura 39).
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Figura 39. Aumento de la expresion de las quimiocinas CCL17 y CCL22 en el secretoma
de los explantes de grasa visceral en pacientes obesos. La liberacion de (a) CCL17 y (b)
CCL22 en el secretoma, se determind tras 48h de cultivo. La secrecidn de las quimiocinas
se expresa como pg/mL. La comparacion entre grupos se ha realizado con la prueba
Mann Whitney. Los valores estan expresados como la media = ESM (n = 22).

4.2.4 La expresidn del receptor CCR4 esta
aumentada en el VAT de los pacientes con
obesidad moérbida

A continuacion, evaluamos la expresion del gen CCR4 en las muestras de TA
de los pacientes obesos. El analisis por PCR muestra que la expresién del ARNm
de CCR4 esta significativamente aumentada en el VAT comparado con el SAT del
mismo paciente obeso (p=0,019; Figura 40a).

Para corroborar estos datos, se llevd a cabo un analisis de la expresion de
la proteina CCR4 mediante Western Blot en el TA de los pacientes. Como se
muestra en la Figura 40b, se observé un aumento significativo de la expresién
de CCR4 en el VAT comparado con el SAT (p=0,029).
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Figura 40. Diferencias en la expresion del receptor CCR4 en muestras pareadas del
SAT y VAT de pacientes con obesidad mérbida. (a) Cuantificacion relativa de los niveles
de ARNm de CCR4. Las columnas muestran un aumento de la expresion de ARNm en
VAT relativo a SAT. Los valores estan expresados como la media + ESM (n = 33). (b)
Analisis por Western Blot de la expresién del receptor CCR4. Se muestran Western
Blots representativos de tres pacientes con obesidad mérbida diferentes (P1-3). Las
comparaciones entre los grupos se realizaron con la prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon. Los valores de la densitometria de proteina estan expresados como la media
+ ESM (n = 6).
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Paralelamente, se realizdé una doble tincidn por inmunofluorescencia en VAT
donde se observé que CCR4 se expresa en células endoteliales (CD31+), linfoci-
tos (CD3+) y macréfagos (MAC3 +) (Figura 41).
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Figura 41. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestran la
expresion de CCR4 en VAT. Las secciones representativas muestran la colocalizacion
de CCR4 en las células CD31+, CD3+ y MAC3+. La sefial se visualizd utilizando Alexa
Fluor 488 (CD31, CD3, Mac-3, verde) y Alexa Fluor 594 (CCR4, rojo). Los nucleos fueron
tefiidos con Hoechst (azul).

La obesidad promueve la progresion de la disfuncion endotelial vascular que es
la etapa mas temprana de la aterogénesis. Se caracteriza por un aumento en la ad-
hesividad de los leucocitos al endotelio y su posterior migracion al espacio suben-
dotelial arterial**. Con el fin de estudiar la disfuncion endotelial en pacientes con
obesidad nos propusimos observar el efecto de la neutralizacion del receptor CCR4
en las interacciones leucocito-endotelio mediante la cdmara de flujo paralelo.
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Para ello, primero nos aseguramos de la expresién de CCR4 en células en-
doteliales. Realizamos un Western Blot de HAECs donde se observé, una ban-
da a 41 kDa correspondiente al receptor CCR4 (Figura 42a). A continuacion,
confirmamos la expresion de CCR4 en la superficie de las células endoteliales
mediante un analisis por inmunofluorescencia (Figura 42b).

Posteriormente, llevamos a cabo el estudio funcional ex vivo en cdmara de
flujo paralelo con sangre entera de pacientes con obesidad moérbida y sujetos
control, con el fin de cuantificar las interacciones de los leucocitos con las célu-
las endoteliales (Figura 42c). Para realizar estos ensayos, se estimularon placas
de células endoteliales humanas adrticas con TNFa (20 ng/mL) y después se
perfundié sangre heparinizada de pacientes o controles sanos a través de la
monocapa de células endoteliales.

En estos estudios, encontramos que la estimulacion de las HAEC con TNFa
antes de la perfusién sanguinea aumentoé la adhesion leucocitaria en compa-
racion con el vehiculo tanto en pacientes como en controles, no obstante, fue
significativamente mayor para los pacientes con obesidad mdrbida (p=0,0024
vs p<0,0001). Cabe destacar que el bloqueo de la actividad de CCR4 en la super-
ficie de las células endoteliales usando un anticuerpo neutralizante, dio como
resultado una disminucidn significativa en la adhesion leucocitaria (previamen-
te estimulada por TNFa) en la sangre de los pacientes, pero no de los controles
(p=0,0013). Esto puede indicar un papel importante de CCR4 en el reclutamien-
to de leucocitos y la disfuncidn endotelial en la obesidad morbida.
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Figura 42. El bloqueo ex vivo del receptor CCR4 disminuye la adhesién leucocito-
endotelio inducida por TNFa en los pacientes obesos. (a) Se muestra la expresion
proteica mediante Western Blot del receptor CCR4. (b) Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de la expresién de CCR4 en HAEC. Barra = 50um (c) Las imagenes
representativas muestran los leucocitos adheridos alamonocapa de células endoteliales.
Las HAECs fueron estimuladas con TNFa (20 ng/mL) durante 24 horas. Posteriormente,
se perfundié sangre diluida (1:10) de pacientes obesos (n=16) y controles (n=9) sobre
monocapas endoteliales durante 5 minutos a 0,5 din/cm? y se cuantificd el nimero
de leucocitos adheridos. Algunas células se incubaron con un anticuerpo neutralizante
frente a CCR4 (3 pg/mL). La comparacion entre grupos se realizd con el anélisis de
variancia unidireccional ANOVA. Los valores se expresan como la media + ESM. Barras

=100 pm.
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Como previamente observamos un aumento de los niveles plasmaticos de
las quimiocinas CCL17 y CCL22, posteriormente nos propusimos determinar el
efecto de dichas quimiocinas sobre la proliferacion endotelial en HAECs. Para
ello, se llevaron a cabo ensayos de proliferacién endotelial en presencia de hr
CCL17 o hr CCL22 (10ng/mL) o vehiculo. Como se muestra en la Figura 43, se
observé aumento en la proliferacién celular cuando las células eran tratadas
con hr CCL17 o hr CCL22 (p=0,02 y p=0,0002, respectivamente), en compara-
cién con el grupo de vehiculos.
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Figura 43. Efecto de las quimiocinas CCL17 y CCL22 sobre la proliferacion de las células
endoteliales. Las HAEC se incubaron con 10 ng/mL de hr-CCL17/CCL22 y se analizé el
porcentaje de células endoteliales en proliferacion mediante incorporacién de BrdU.
Los datos representan la media + ESM del porcentaje de células BrdU+ (n=5).
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La angiogénesis consta de diferentes etapas durante las cuales las células en-
doteliales se polarizan, proliferan, migran y establecen contactos célula-célula.
Estos pasos dependen de la organizacién y el reordenamiento del citoesqueleto
de actina®y las interacciones celulares dependen de la VE-cadherina. Estudios
previos han demostrado que una disminucién de la VE-cadherina aumentaba
la formacién de brotes capilares in vitro®. Con el fin de determinar si CCL17 y
CCL22 podrian estar involucradas en la remodelacion de las células endotelia-
les, se realizé una doble inmunofluorescencia para evaluar la organizacién de la
cadherina endotelial vascular (VE-cadherina) y F-actina (tincién faloidina).

Como se muestra en la Figura 44, se observé una reorientacion de las unio-
nes célula-célula inicialmente lineales y estables, en una orientacién perpendi-
cular cuando se trataron HAEC durante 4 horas con hr CCL17 y hr CCL22 en com-
paracidn con el vehiculo. De manera similar, en asociacién con estos cambios
fenotipicos asociados a las uniones célula-célula, se observd una distribucion
diferente de F-actina en presencia de hr CCL17 y hr CCL22. Las imagenes mues-
tran que la F-actina permanece en la periferia celular en condiciones basales,
sin embargo, el tratamiento con hr CCL17 y hr CCL22 induce nuevos filopodios
que cubren el interior de la célula.

HAECs
Vehiculo CCL17 (10ng/mL)  CCL22 (10ng/mL)

VE-Cadherina/FaloidinalHoechst

Figura 44. Efecto de las quimiocinas CCL17 y CCL22 sobre la organizacion de la
cadherina endotelial vascular (VE-cadherina) y F-actina. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia que muestran la remodelacién de VE-cadherina (Alexa Fluor 488,
verde) y faloidina (Alexa Fluor 594, rojo) en HAEC incubadas con hr CCL17/CCL22. Los
nucleos se tifieron con Hoechst (azul).
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Paralelamente también estudiamos en las células endoteliales el efecto del
bloqueo de CCR4 en la proliferacidn celular. Observamos una disminucidn signi-
ficativa de la proliferacién celular (p=0,002; Figura 45) inducida por plasma de
pacientes obesos.

Control + IgG Obeso + lgG

(] 1gG control

] Anti-CCR4 -
o _DiQ.Q_O}_
é
+ 907 Control + anti-CCR4 Obeso + anti-CCR4
3 | r
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Figura 45. La neutralizacion de CCR4 reduce la proliferacion inducida por el suero
de pacientes con obesidad mdrbida. Las HAEC se pre-incubaron en presencia de un
anticuerpo neutralizante de CCR4 (3ug/mL) o 1gG control durante 24 h. Las células se
incubaron con plasma (diluido 1:10 en HBSS) de pacientes obesos (n=16) o de controles
(n=10). Se tomaron imagenes de inmunofluorescencia después de 5 h de incubacion
con BrdU y se analizé el porcentaje de células positivas en proliferacion mediante
incorporacion de BrdU. Barra de escala, 200uM. La comparacion entre grupos se realizd
con el andlisis de variancia unidireccional ANOVA. Los datos representan la media + ESM.

Posteriormente nos planteamos estudiar cémo afectaba la neutralizacién
del receptor a la remodelacidn de las uniones de las células endoteliales. Me-
diante estudios de inmunofluorescencia, se observd una reorientacion de las
uniones célula-célula inicialmente lineales y estables en una adhesion perpen-
dicular cuando se estimularon las HAEC con plasma de pacientes obesos en
comparacion con los controles. Ademas, se aprecié una distribuciéon diferente
de F-actina cuando las células se estimularon con plasma de pacientes obesos
en comparacion con los controles (Figura 46).
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Control

Figura 46. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestran la
remodelacion celular de VE-cadherina y faloidina. La VE-cadherina (Alexa Fluor
488, verde) y faloidina (Alexa Fluor 594, rojo) en HAEC incubadas con un anticuerpo
neutralizante para CCR4. Los nucleos se tifieron con Hoechst (azul).

La via de sefializacion ERK1/2 media en muchos aspectos de la proliferacion
celular y diferenciacidon!®. Por lo tanto, a continuacidn, examinamos la fosfori-
lacién de ERK1/2 ex vivo en VAT y SAT de pacientes obesos moérbidos. El analisis
proteico reveld que los niveles de fosforilacion basal de ERK1 / 2 estan signifi-
cativamente aumentados en el VAT de pacientes obesos en comparacién con el
SAT (p=0,009; Figura 47).
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Figura 47. Activacion de fosfo-ERK1/2 MAPK en el VAT de pacientes con obesidad
moérbida. Analisis mediante Western Blot de ERK1/2 en muestras pareadas de SAT y
VAT en pacientes con obesidad morbida. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba de la “t” de Student. Los valores de cuantificacién proteica se
analizaron por densitometria y estan expresados como la media = ESM (n = 6).

4.2.8 Las quimiocinas CCL17 y CCL22 activan la
via de senalizacion ERK1/2 MAPK en las HAECs

Estudios previos han observado que la activacion de CCR4 implica la fos-
forilacién de ERK1/2 en varios tipos de células!®. Ademas, se caracterizd esta
via de sefializacién en presencia de en células endoteliales adrticas. El analisis
por Western Blot revelé un aumento de la fosforilacién de la via ERK1/2 cuan-
do las células se pre-incubaron con hr CCL17 (p=0,001; Figura 48a) o hr CCL22
(p<0,05; Figura 48b). Ademas, se detectd una disminucidn significativa de la
dicha fosforilacion inducida por CCL17 y CCL22 en presencia de un anticuerpo
neutralizante de CCR4 (p=0,016 y p <0,05; Figura 48a vy b).

157



4. RESULTADOS

a HAEC b HAEC
42/44 kDa B O | (0si0 ERK1/2 42/44 KDa | W M o | fosfo-ERK1/2

42/44 kDa | M_— g . |ER¥12 4244 kD2 | g guum . | ERK12

J Vehiculo 1 Vehiculo
= hrCCL17 [ hr CCL22
I hr CCL17+ anti-CCR4 B hr CCL22+ anti-CCR4

b

o
]
o

p=0,001
p=0,016

p<0,05

_‘
i

o
o
1

p<0,05

o
bl

Expresion relativa de
proteina fosfo-ERK 1/2
o
o
i

Expresion relativa de
proteina fosfo-ERK 1/2

o
o
T

o
2

Figura 48. CCL17 o CCL22 a través de la activacion de CCR4 aumentan la fosforilacion
de ERK 1/2 en HAEC. Las células se incubaron con vehiculo, (a) hr CCL17 o (b) hr CCL22
(10 ng/mL) durante 20 minutos. Algunas células se pretrataron con un anticuerpo de
bloqueo anti-CCR4 humano (3pug/mL) durante 10 minutos antes del tratamiento. Se
muestran Western Blot representativos. La comparacion entre grupos se realizdé con
el andlisis de variancia 1way-ANOVA. Los valores de la densitometria estdn expresados
como la media £ ESM (n = 7).
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Estudios recientes muestran que la obesidad es un factor de riesgo para el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares que se asocian con un proce-
so aterotrombotico acelerado, hiperreactividad plaquetaria y reduccién de la
sensibilidad a terapias antiagregantes en pacientes obesos'?®. A continuacion
analizamos el porcentaje de plaguetas en sangre, su nivel de activacion y la ex-
presion del receptor CCR4 mediante citometria de flujo de sangre citratada de
pacientes con obesidad mérbida y controles.

Se observé un aumento en el porcentaje de plaquetas circulantes en pacien-
tes obesos con respecto a los controles (p=0,032, Figura 49a). Posteriormente
se analizé el grado de activacion plaquetaria y se observdé un aumento en la
expresion de P-selectina (CD62P) en los pacientes obesos en comparacién con
los controles (p=0,0075, Figura 49b). De estos pacientes obesos, los que mos-
traron mas activacion plaquetaria fueron los diabéticos (p=0,002, Figura 49c) en
comparacion con los no diabéticos.

Posteriormente estudiamos la expresion del receptor CCR4 en las plaguetas
y observamos un aumento significativo en los pacientes obesos en compara-
cién con los controles (p=0,012, Figura 49d). De estos pacientes obesos, los que
mostraron mas expresion de CCR4 fueron los no diabéticos (p<0,01, Figura 49e)
en comparacion con los diabéticos, los cuales no mostraban diferencias signifi-
cativas con respecto al grupo control.
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Figura 49. El porcentaje de plaquetas, la activacion plaquetaria y la expresion del
receptor CCR4 es mayor en pacientes con obesidad. Analisis por citometria de flujo
de sangre tratada con citrato de pacientes obesos y controles, tefiida con marcadores
especificos para determinar (a) las plaquetas (CD41), (b, c) la activacion plaquetaria
(CD41y CD62P) y (d, e) la expresion del receptor CCR4 (CD41 y CCR4). Los resultados
se presentan como el porcentaje de células positivas o como media de intensidad de
fluorescencia (MIF). Los valores estan expresados como la media + ESM. La comparacién
entre dos grupos se ha realizado con la prueba Mann Whitney (n=15 sujetos control
y n= 36 pacientes obesos) y para la comparacién entre los tres grupos (n=15 sujetos
control y n= 21 pacientes obesos no diabéticos y n=15 pacientes obesos diabéticos) se
ha utilizado el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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En la obesidad se produce una inflamacién del tejido adiposo que posterior-
mente se traduce en una inflamacién sistémica crdnica de bajo grado que esta
asociada a diferentes patologias como la diabetes y el sindrome metabdlico?®.
Investigaciones previas han estudiado la sangre periférica de pacientes obesos
donde se ha observado un aumento de algunas subpoblaciones de linfocitos'?.

A continuacidn, analizamos el porcentaje de linfocitos en sangre, su nivel
de activacion y la expresion del receptor CCR4 mediante citometria de flujo de
sangre heparinizada de pacientes obesos y controles.

Se observd un aumento en el porcentaje de linfocitos T circulantes CD4+ en
pacientes con obesidad madrbida con respecto a los controles (p=0,0029, Figu-
ra 50b) no obstante no se observé ningln aumento de los linfocitos T totales
CD3+ (Figura 50a) ni de los linfocitos CD8+ citotoxicos (Figura 50c). De estos
pacientes obesos, tanto los diabéticos como los no los diabéticos mostraron un
aumento similar en el porcentaje de linfocitos CD4+ (p<0,05, Figura 50e).

Posteriormente se analizé el grado de activacidn linfocitaria. El antigeno
CD69 es una proteina transmembrana que se induce en leucocitos tras su ac-
tivacion y se expresa en linfocitos en distintas patologias. Se observé un au-
mento en la expresion de CD69 en los pacientes obesos en comparacién con
los controles en los linfocitos CD4+(p=0,0021, Figura 50h). No obstante, en los
linfocitos totales CD3+ (p=0,0021, Figura 50g), y, en los CD8+ no se observaron
cambios en la activacion (Figura 50i).

Después estudiamos la expresion del receptor CCR4, y observamos un au-
mento significativo de la expresién de CCR4 en los linfocitos CD3+ (Figura 50j),
CD4+ (Figura 50k) y CD8+ (Figura 50I) de los pacientes obesos en comparacion
con los controles.
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Figura 50. El porcentaje de linfocitos CD4+, la activacion linfocitaria y la expresion
del receptor CCR4 es mayor en pacientes con obesidad. Analisis por citometria de
flujo de sangre heparinizada de pacientes obesos y controles, tefiida con marcadores
especificos para determinar el porcentaje de los linfocitos T (a,d) totales (CD3+), (b,e)
colaboradores (CD4+) y (c,f) citotoxicos (CD8+). Posteriormente se observéd (g-i) la
activacion linfocitaria co-tifiendolos con un marcador frente a CD69 vy (j-1) la expresion
del receptor CCR4. Los resultados se presentan como el porcentaje de células positivas
o como media de intensidad de fluorescencia (MIF). Los valores estan expresados como
la media + ESM. La comparacién entre dos grupos se ha realizado con la prueba Mann
Whitney (n=15 sujetos control y n= 36 pacientes obesos) y para la comparacion entre
los tres grupos (n=15 sujetos control y n= 21 pacientes obesos no diabéticos y n=15
pacientes obesos diabéticos) se ha utilizado el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Después de observar el aumento de los linfocitos CD3+CD4+ en los pacientes
obesos, quisimos analizar las diferentes subpoblaciones linfocitarias mediante
citometria de flujo marcando la sangre heparinizada de pacientes y controles
con diferentes anticuerpos para determinar los linfocitos: Th1 (CXCR3+/CCR6-),
Th2 (CXCR3-/CCR6-), Th17 (CXCR3-/CCR6+) y Treg (CD127-/CD25+).

Se observé un aumento en el porcentaje de las subpoblaciones Thl (p=0,031,
Figura 51a), Th17 (p=0,0025, Figura 51c) y Treg (p=0,04, Figura 51d) en pacien-
tes obesos con respecto a los controles, en cambio se observé una disminucion
en el porcentaje de linfocitos Th2 (p=0,001, Figura 51b).

Posteriormente quisimos determinar la diferencia en el porcentaje de linfocitos
entre los pacientes obesos diabéticos, no diabéticos y los controles. Se observé un
aumento de los linfocitos Th1 en los pacientes obesos diabéticos en comparacion
con los controles (p=<0,05, Figura 51e). En cambio, no se observo diferencias en-
tre los controles y los no diabéticos. Por el contrario, se observd un aumento de
los linfocitos Treg en los pacientes obesos no diabéticos en comparacion con los
controles (p=<0,05, Figura 48h). No obstante, no se observd diferencias entre los
controles y los diabéticos.

En cuanto a los linfocitos Th2 se observé una disminucion significativa en los
dos grupos de obesos con respecto a los controles, pero en el grupo de diabé-
ticos la disminucién fue mayor (p=<0,05, Figura 51f). Y, los linfocitos Th17 esta-
ban aumentados en los pacientes obesos tanto diabéticos como no diabéticos
en comparacién con los controles (p=<0,05, Figura 48g).
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Figura 51. El porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos Thl, Th17 y Treg aumenta
en pacientes con obesidad madrbida, mientras que la subpoblacién Th2 disminuye.
Andlisis por citometria de flujo de sangre heparinizada de pacientes obesos y controles,
tefiida con marcadores especificos para determinar el porcentaje de los linfocitos (a,e)
Th1l (CXCR3+/CCR6-), (b,f) Th2 (CXCR3-/CCR6-) y (c,8) Th17 (CXCR3-/CCR6+) y (d,h)
T Reguladores (CD127-/CD25+) Los resultados se presentan como el porcentaje de
células positivas. Los valores estan expresados como la media + ESM. La comparacion
entre dos grupos se ha realizado con la prueba Mann Whitney (n=15 sujetos control
y n= 36 pacientes obesos) y para la comparacién entre los tres grupos (n=15 sujetos
control y n= 21 pacientes obesos no diabéticos y n=15 pacientes obesos diabéticos) se
ha utilizado el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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4.212 Las subpoblaciones de linfocitos Th1, Th2 'y
Treg presentan una mayor activacién y expresan
mayores niveles del receptor CCR4 en pacientes
con obesidad mérbida

Posteriormente se analizé el grado de activacion linfocitaria, y se observé un
aumento en la expresion de CD69 en los pacientes obesos de las subpoblacio-
nes Thl, Th2 y Treg en comparacién con los controles (Figura 52 a,b y d).
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Figura 52. Las subpoblaciones de linfocitos Th1l, Th2 y Treg estan mas activadas en
pacientes con obesidad y expresan mayores niveles del receptor CCR4. Analisis por
citometria de flujo de sangre heparinizada de pacientes obesos y controles, tefiida
con marcadores especificos para determinar (a-d) la activacién linfocitaria (CD69+) y
(e-h) la expresion del receptor CCR4. Los resultados se presentan como porcentaje de
células positivas o0 como media de intensidad de fluorescencia (MIF). Los valores estan
expresados como la media + ESM. La comparacidn entre dos grupos se ha realizado con
la prueba Mann Whitney (n=15 sujetos control y n= 36 pacientes obesos).
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Después estudiamos la expresion del receptor CCR4 en las subpoblaciones
linfocitarias, y observamos un aumento significativo de la expresién de CCR4 en
los linfocitos de los pacientes obesos en comparacidn con los controles en las
subpoblaciones Th1l y Th2 (Figura 52 e y f), en cambio no se observaron dife-
rencias significativas en la expresion de CCR4 en las subpoblaciones Th17 y Treg
(Figura52 gy h).

Los macréfagos se acumulan en el tejido adiposo de las personas con obe-
sidad y son la principal fuente de mediadores pro-inflamatorios. La migra-
cion de monocitos de sangre periférica contribuye a la acumulacién de ma-
crofagos en el tejido adiposo!?®. Después de la activacion de los monocitos,
estos sobreexpresan la integrina aMp2 (formada por las subunidades CD11b/
CD18) que permite la adhesién y extravasacion leucocitaria.

Estudiamos el porcentaje de poblacidon de monocitos, su activacién y la ex-
presion del receptor CCR4 en sangre heparinizada de pacientes con obesidad
morbida y controles. No observé ningin aumento en el porcentaje monocitos
(CD14+) entre los pacientes obesos y los controles (Figura 53 a). En cambio, si
gue se observé un aumento en la expresidon de CD11b (p<0,0001, Figura 53 b)

en los pacientes obesos en comparacion con los controles.

Para finalizar estudiamos la expresion del receptor CCR4 en los monocitos,
y observamos un aumento significativo de la expresién de CCR4 en los mo-
nocitos de los pacientes obesos en comparacidn con los controles (p<0,0001,
Figura 53 c).
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Figura 53. Los monocitos estan mas activados en pacientes con obesidad y expresan
en mayor porcentaje el receptor CCR4. Andlisis por citometria de flujo de sangre
heparinizada de pacientes obesos y controles, teflida con marcadores especificos
para determinar (a) el porcentaje de los monocitos circulantes, (b) la activacién de los
monocitos (CD11b) y (c) la expresion del receptor CCR4. Los resultados se presentan
como el porcentaje de células positivas o como media de intensidad de fluorescencia
(MIF). Los valores estan expresados como la media = ESM. La comparacién entre dos
grupos se ha realizado con la prueba Mann Whitney (n=15 sujetos control y n= 36

pacientes obesos).
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5.1. Discusion del primer estudio: Implicacién
del eje CXCL10/CXCL11-CXCR3 en la angiogé-
nesis y la inflamacién del tejido adiposo en
pacientes con obesidad moérbida

La obesidad es una enfermedad caracterizada por la acumulacién excesiva
de grasa corporal y su consecuente aumento del IMC. La grasa, sobre todo la
visceral, sufre una remodelacion patoldgica que conlleva a la inflamacién y la
vascularizacién inadecuada de la misma. Esta inflamacion crénica en la obesi-
dad se considera un factor de riesgo importante para el desarrollo de diferentes
comorbilidades asociadas como las enfermedades metabdlicas!?**3?, entre ellas
la DMT2, las cardiovasculares y el cancer®,

A nivel de salud publica, la obesidad representa un problema muy impor-
tante a nivel mundial ya que el aumento de la prevalencia de un IMC alto y la
mortalidad resultante amenazan la salud de las personas en todos los paises.
El dltimo estudio publicado por OMS (mayo 2022)™* afirma que el 60% de los
ciudadanos adultos en Europa presentan sobrepeso u obesidad, por lo tanto,
su prevalencia se ha triplicado en los Ultimos 50 afios, ésta alcanza su maximo
entre los 50 y 65 afios y es mayor en mujeres que en hombres!®,

En Espafia, la prevalencia de la obesidad alcanza el 23,8% de las personas
adultas’ y si las tendencias actuales se mantienen, en 2030 se estima que ha-
brd unos 27 millones de casos de sobrepeso y obesidad. Actualmente el coste
para el Sistema Nacional de Salud debido a la obesidad es de 2.000 millones de
euros®® y las estimaciones indican que hay unos 11.000 pacientes en lista de
espera para someterse a cirugia bariatrica'¥.
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Como factor de riesgo, la obesidad predispone a un estado inflamatorio croé-
nico y sistémico a través del aumento de diferentes mediadores proinflamato-
rios, entre ellos las quimiocinas. Por lo tanto, identificar los factores regulado-
res especificos y los mecanismos moleculares implicados en la inflamacién y la
angiogénesis del tejido adiposo, puede ser de gran relevancia para prevenir o
manejar las complicaciones asociadas.

En este primer estudio de la presente tesis doctoral se ha investigado la po-
sible participacion del eje CXCL9/CXCL10/CXCL11-CXCR3 en la fisiopatologia del
tejido adiposo con la intencidon de comprender su papel en la obesidad huma-
na. En este estudio se muestra por primera vez la implicacién del eje CXCR3
en la obesidad mérbida humana y su posible participacién en las alteraciones
metabdlicas y vasculares asociadas a la obesidad.

En condiciones normales, la angiogénesis juega un papel fundamental en
el mantenimiento de las funciones metabdlicas del TA subministrando oxigeno
y nutrientes a los adipocitos. En cambio, en la obesidad, se da una expansion
patoldgica del TA donde la neovascularizacion es inadecuada, esto conduce a
un estado de hipoxia que se acompafia de un aumento de la inflamacion y de
disfuncién metabdlica’®13,

Actualmente, hay nuevos estudios tanto en humanos como en modelos ani-
males que proporcionan informacidn sobre la regulacidn de la angiogénesis en
el tejido adiposo visceral y también las vias de sefializacién que estan implica-
das en esta.

Hace aproximadamente 20 afios, Judah Folkman demostré que la inhibicién
de la angiogénesis en ratones disminuia la expansion del tejido adiposo”. Pero
posteriormente, estudios en ratones, demostraron que, al reducir la angiogénesis
durante la expansion patoldgica del tejido adiposo en la obesidad, se agravaban
las patologias metabdlicas en vez de reducirlas. Se sobreexpresé y se deleciond
genéticamente el VEGF-A, y se observé que el aumento en la expresién de VE-
GF-A protegia contra las comorbilidades asociadas a la obesidad, aumentando la
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densidad vascular y en consecuencia disminuyendo la hipoxia®. Otros estudios
en ratones con sobreexpresidn especifica del factor proangiogénico angiopoyeti-
na-2 en el tejido adiposo, mostraron un aumento de la vascularizacién del TA, una
mayor sensibilidad a la insulina y una disminucidn de la inflamacion’®. Realmente,
no se entiende muy bien la relacidn entre la angiogénesis, la adipogénesis y los
efectos metabdlicos ya que, al manipular la angiogénesis en diferentes etapas
de la remodelacidon del TA en la obesidad, se afecta de manera diferencial a la
fisiopatologia de la obesidad. Por ejemplo, un estudio mostré como el aumento
de la angiogénesis en las primeras etapas de la obesidad en ratones tiene efectos
beneficiosos y en cambio, la inhibicién de los factores proangiogénicos en etapas
posteriores también seria beneficioso!.

En los sujetos obesos, debido al estado proinflamatorio, la funcionalidad
y la sefializacidn de las células endoteliales estd deteriorada. Por ejemplo, se
mostré que la disminucidn de la angiogénesis en el tejido adiposo de pacientes
obesos estaba asociada con la sobrexpresidn de la isoforma anti-angiogénica
VEGF-A165b4,

Las quimiocinas también estan implicadas en la modulacién de la angio-
génesis. El estudio de Deiuliis et al®* determind una mayor expresion génica
de CXCL10 y CXCR3 en el VAT de pacientes obesos en comparacion con tejido
equivalente de sujetos no obesos. En linea con estos hallazgos, en la presente
Tesis, se ha mostrado la expresidn diferencial de las quimiocinas angiostaticas
CXCL10 y CXCL11 en dos tipos de grasa, VAT y SAT, de pacientes obesos, ya que
sospechamos que también podrian ser responsables de la disminucion de la
vascularizacién en la grasa visceral.

Las quimiocinas coordinan el trafico de leucocitos a los sitios inflamatorios.
En individuos obesos, la regulacidn positiva de las quimiocinas CXCL se corre-
lacioné con mediadores proinflamatorios IL-1B, IL-2, IL-6, CCL2, CCL8, CCL20 y
TNFa, que estan implicados en la patogénesis de diferentes trastornos inflama-
torios, incluida la aterosclerosis, la cardiopatia coronaria y la diabetes®.
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Actualmente disponemos de bastante informacidn sobre la sobreexpresién
a nivel sistémico de los ligandos circulantes de CXCR3 en diferentes de trastor-
nos inflamatorios y cardiovasculares®,*, Sin embargo, su papel en la obesidad
no esta del todo estudiado. Un hallazgo importante en el presente trabajo ha
sido la deteccidn de un aumento de los niveles circulantes de CXCL10 y CXCL11
en pacientes con obesidad mérbida y su correlacidn positiva con el IMC. Pen-
samos, que dicha correlacion podria explicarse por la asociacién entre altera-
ciones metabdlicas con el aumento de masa adiposa. Otros estudios también
demostraron la asociacidn positiva de estas quimiocinas con diferentes patolo-
gias inflamatorias como la inflamacién autoinmune pulmonar'*® y la esclerosis
sistémica’*,

Estudios recientes muestran la asociacién de quimiocinas proinflamatorias
con la resistencia a la insulina. Por ejemplo, en pacientes obesos se ha observa-
do una asociacion positiva entre CCL19 con resistencia a la insulina en el TA2,
Cabe destacar que en nuestro trabajo observamos que los niveles circulantes
de CXCL10 y CXCL11 se correlacionaban con una mayor resistencia a la insulina
evaluada mediante el indice HOMA-IR. En este contexto, distintos estudios han
mostrado que algunos marcadores inflamatorios incluyendo TNFa, IL-1, IL-6 e
IFNy se detectan en mayor nivel en los pacientes obesos en comparacion con
los sujetos sanos y que ademads éstos se correlacionan positivamente con la
resistencia a la insulina®'*3. Tomadas en conjunto, estas asociaciones entre las
guimiocinas y marcadores inflamatorios sugieren que, al inicio de la obesidad,
las quimiocinas CXCL y las citocinas se producen en gran medida en el tejido
adiposo inflamado, y pueden como consecuencia alterar la sensibilidad a la in-
sulina®, Investigaciones previas mostraron que CXCL10 alteraba la funcién de
las células B-pancreaticas a través de la sefializacion de TLR4 en pacientes con
DMT2 y, mas recientemente, se ha observado que los ratones con una de-
lecién genética de CXCR3 muestran un retraso en el desarrollo de la DMT1,
esto sugiere que la produccidn de los ligandos de CXCR3 regulan la migracién y
actividad de los leucocitos en el tejido pancreatico, influyendo en la funcién de
las células B de los islotes pancreaticos'®®. Ademas, Rocha et al**® demostraron
que los ratones obesos deficientes en CXCR3 tenian una mejor tolerancia a la
glucosa y una disminucién de los niveles plasmaticos de colesterol total**.
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En estudios en humanos, CXCL10 y/o CXCL11 también se han identificado
como posibles biomarcadores de infarto agudo de miocardio¥, hipertension#
e insuficiencia cardiaca'®. Dado nuestro hallazgo de niveles elevados de CXCL10
y CXCL11 en el plasma de pacientes obesos, se puede sugerir que quiza estos
mediadores podrian contribuir a la isquemia y los trastornos vasculares en la
obesidad mas alla de su papel en el TA.

La inflamacion del tejido adiposo en la obesidad se inicia y mantiene por adi-
pocitos disfuncionales que secretan quimiocinas proinflamatorias (por ejemplo,
CCL2, CCL5 y CXCL12)*°y por la infiltracidén de células inmunitarias que a su vez
amplian la respuesta y producen mas citocinas y quimiocinas proinflamatorias,
amplificando asi el ambiente inflamatorio.

Estudios previos han observado que los adipocitos hipertréficos que expre-
san factores como CCL2, IL-6, TNFa y leptina, estimulan el reclutamiento de
células inmunitarias, que desplazan a las que ya residian previamente”. Por
ejemplo, la sobreexpresion de CCL2, CCL5 y CCL8, conduce al reclutamiento de
monocitos que, después de diferenciarse a macréfagos M1, secretan TNFa e
IL-6>7* o de linfocitos Th1 que liberan IFNy y TNFa’.

En cuanto las quimiocinas implicadas en nuestro estudio, CXCL10 y CXCL11,
se ha visto que, ademas de sus efectos angiostaticos, son potentes mediadores
inflamatorios que se encargan de reclutar células inmunes y participan en la
regulacion del trafico leucocitario®*. En el presente estudio observamos un au-
mento de la expresidn del eje CXCR3 asociado con un aumento de la infiltracién
de linfocitos proinflamatorios en el tejido y una reduccién de la vascularizacion
en grasa visceral.

Otros estudios en modelos animales han demostrado que la delecion de
CXCL10 o CXCR3 en ratones deficientes en apolipoproteina E reducia la infil-
tracion inflamatoria y el desarrollo de aterosclerosis®**. Ademas, los ratones
hipercolesterolémicos que carecen de CXCR3 mostraron una mejor tolerancia a
la glucosa y una menor infiltracién de leucocitos en el VAT®,
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En la presente Tesis, también observamos que el empalme alternativo (o
“ P 7 ] . . .
splicing”) de CXCR3 tiene lugar en el contexto de la obesidad humana, asimis-
mo hemos investigado su funcidn. Estudios previos han demostrado que que
CXCR3B puede mediar sefiales inhibidoras del crecimiento tumoral®*, y la re-
gulacién positiva de CXCR3B se asocid con una menor invasidn tumoral, menor
metastasis y un prondstico favorable para algunos tipos de cancer®2.

Otras investigaciones adicionales demostraron que los efectos antiangiogé-
nicos de los ligandos de CXCR3 estdn mediados en parte, a través de la isofor-
ma CXCR3B™3, y que las células endoteliales solo expresan esta isoforma. En la
misma linea y utilizando un enfoque ex vivo, observamos que el bloqueo de la
funcién CXCR3 con un anticuerpo neutralizante que, también reconoce la isofor-
ma CXCR3B™*, revirtio significativamente la vascularizacién en la grasa visceral de
pacientes obesos. Por lo tanto, dada la sobreexpresion de CXCR3B y de sus ligan-
dos CXCL10 y CXCL11 en la grasa visceral, es posible que CXCR3B sea, en parte,
responsable de la alteracion en el tejido adiposo en el contexto de la obesidad.

La activacion de la via de sefializacion p38MAPK estd implicada en multiples
mecanismos relacionados con la sintesis de quimiocinas, apoptosis o prolifera-
cion de las células endoteliales®®>1%8, Ademas, la activacion de la via p38MAPK
ha sido asociada a un mecanismo de respuesta a la hipoxia®®.

En nuestro trabajo encontramos un aumento en la fosforilacion basal de
pP38MAPK en el VAT de pacientes con obesidad mdrbida. Igualmente, mediante
técnicas ex vivo con explantes de tejido adiposo de pacientes, determinamos
que la adicion de CXCL10 o CXCL11 redujo la angiogénesis y aumentd aun mas
la activacién de p38MAPK, que se redujo en presencia de un anticuerpo neu-
tralizante frente a CXCR3, lo que significa que p38MAPK se activa en este pro-
ceso patoldgico. Hay dos lineas de evidencia que apoyan a nuestra hipédtesis; la
primera, Petrai et al*®*® demostraron que la activacion de p38MAPK esta involu-
crada en los efectos angiostaticos mediados tras la activacion de CXCR3B; vy, la
segunda, donde las sefiales inducidas por CXCR3B en las células de cancer de
mama promueven un aumento de la fosforilacién de p38MAPK?*., Estos datos,
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junto con nuestros hallazgos sugieren que los efectos angiostaticos de CXCL10y
CXCL11 en el TA humano estan mediados, al menos en parte, por la activacion
de la sefializacién de p38MAPK.

En general, nuestras observaciones sugieren que la sobreexpresién del eje
CXCR3 puede ser importante en la obesidad humana. Nuestros resultados ex
vivo nos llevan a proponer que los altos niveles de los ligandos de CXCR3 en
pacientes obesos podria obstaculizar la perfusién microvascular durante la ex-
pansién del TA, lo que daria lugar a una disfuncién metabdlica y desarrollo de
resistencia a insulina.

5.2.Discusiondelsegundoestudio: Implicacién
del eje CCL17/CCL22-CCR4 en la disfuncién
endotelial en pacientes con obesidad mérbida

En esta segunda parte se abordé el estudio del eje CCL17/CCL22-CCR4 en el
contexto de la obesidad, basdandonos en otras investigaciones previas que mos-
traban su implicacién en diferentes patologias inflamatorias!®*% y cardiovascu-
lares!®183 asi como en algunos tipos de cancer como la leucemia y el linfoma
de Hodgkin®, No obstante, no existen estudios previos que hayan explorado el
papel del eje CCR4 en la obesidad.

En este estudio detectamos un aumento significativo de las quimiocinas
circulantes CCL17 y CCL22 en pacientes con obesidad mérbida en compara-
cidn con los sujetos control, esto concuerda con otras investigaciones previas
donde también se detecté un aumento de estos ligandos de CCR4 en el plas-
ma de pacientes con otras patologias inflamatorias como el infarto agudo de
miocardio®, la cardiopatia isquémica’®, la aterosclerosis, el aneurisma aoér-
tico abdominal'®, la enfermedad inflamatoria intestinal'®?, el asma, la artritis

reumatoide!®, o el cancer'®®.
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En este sentido, estudios en humanos detectaron niveles mas altos de la qui-
miocina CCL22 circulante en pacientes con infarto agudo de miocardio en com-
paracion con los sujetos de control*®, Por otro lado, en ratones apoE”", también
se detectd un aumento sistémico de la quimiocina CCL22, que se correlaciond
con la presencia de ateromas de mayor tamafio, sugiriendo que CCL22 podria
estar involucrada en el inicio y progresidn de aterosclerosis*é.

Igualmente se ha observado un aumento de los niveles de CCL17 en arterias
humanas que se correlacionaron con lesiones ateroscleréticas avanzadas®®’ y
en plasma de pacientes con enfermedad coronaria que se asocié con patolo-
gia coronaria y la aterosclerosis, independientemente de los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales®®. Asimismo, en estudios preclinicos con ratones,
la deficiencia de CCL17 redujo la lesidn aterosclerdtica en ratones apoE” 1*° y
mas recientemente en un modelo de hipertrofia cardiaca inducido por Ang-ll en
raton knockout (KO) en CCL17, se ha demostrado que la deficiencia de CCL17
mejoraba la hipertrofia cardiaca, la fibrosis y la respuesta inflamatoria causada
por la infusion de Ang-Il. En esta misma linea, se observé que la neutralizacién
de la actividad de CCL17, era capaz de disminuir la disfuncidon miocardica'™. Es
mas, en ratones CCL17-KO con infarto agudo de miocardio, se ha demostrado
que la delecién de esta quimiocina mejora la funcidn sistélica del ventriculo de-
recho en respuesta al infarto, aumenta el reclutamiento de linfocitos Treg en el
tejido cardiaco y disminuye el reclutamiento de macréfagos proinflamatorios®’:.

En el presente estudio hemos detectado correlaciones positivas entre los
niveles sistémicos de CCL17 y CCL22 con el IMC y la resistencia a la insulina en
pacientes con obesidad moérbida. Ademas, al igual que en el anterior estudio,
la presente investigacion es coherente con la asociacién entre el aumento de
masa del tejido adiposo visceral y alteraciones metabdlicas como la diabetes'’2.
En esta linea, estudios con ratones prediabéticos detectaron células que sobre-
expresaban la quimiocina CCL17 en los infiltrados de los islotes pancredticos.
Asimismo, se observé un aumento de la expresidon de CCL22 en el pancreas
de ratones que promovio el reclutamiento de células CCR4+, dando lugar a un
empeoramiento de la diabetes tipo 17,
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Hoy en dia es conocido que existen diferencias entre la grasa visceral y la
subcutdnea, siendo la primera mucho mas patogénica que la segunda. La grasa
visceral se asocia a un mayor riesgo metabdlico’#'’8, sin embargo, los mecanis-
mos involucrados en estas diferencias no estan del todo esclarecidos. En nues-
tro estudio hemos mostrado que en la grasa visceral se expresan y secretan,
en mayor grado, CCL17 y CCL22 en comparacion con la grasa subcutdnea de
pacientes obesos. Curiosamente, sobreexpresion de estas quimiocinas se co-
rrelaciona con una mayor expresion del receptor CCR4 en células endoteliales,
linfocitos CD3 y macrdfagos en la grasa visceral, lo que sugiere que estos me-
diadores podrian amplificar la respuesta inflamatoria durante la expansion del
TA a través de efectos autocrinos y/o paracrinos que producirian una disfuncion
metabdlica en pacientes obesos.

Una de las primeras etapas de la aterogénesis es la disfuncion endotelial,
un fenotipo proinflamatorio y protrombdtico del endotelio que estimula la ad-
hesion y extravasacion de leucocitos al espacio subendotelial*”’. Se ha descri-
to previamente una correlacién entre inflamacidn y disfuncién endotelial en
pacientes con obesidad!*'78, En sujetos obesos, el VAT muestra un fenotipo
pro-aterogénico al aumentar la liberacién de quimiocinas que inducen disfun-
cién endotelial y reclutamiento de células inmunes, contribuyendo asi a la ate-
rogénesis y las subsiguientes complicaciones cardiovasculares!’®18°,

Debido a que se sabe muy poco sobre el eje CCR4 y las interacciones leu-
cocito-endotelio en la obesidad mdrbida humana, nuestro siguiente objetivo
fue evaluar su importancia funcional utilizando un modelo ex vivo de endotelio
disfuncional. Utilizamos un modelo de camara de flujo dinamico para explorar
las consecuencias funcionales de las interacciones leucocito-endotelio, encon-
trando que la adhesién de leucocitos a las células endoteliales humanas, esti-
muladas o no con TNFa, fue significativamente mayor en el grupo de obesidad
mérbida. El aumento de la adhesion al endotelio funcional (no estimulado) pro-
bablemente se debid a la activacidn de neutrdfilos y monocitos en los pacientes
obesos y la consiguiente sobreexpresion de la integrina CD11b/CD18, que inte-
ractla con la molécula 1 de adhesidn celular intercelular (ICAM-1) expresada de
manera constitutiva en el endotelio. Esta investigacidn parece asimismo indicar
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que CCR4 es fundamental para la adhesion de leucocitos al endotelio arterial
disfuncional, ya que el bloqueo de su funcion reduce la adhesion leucocitaria a
los niveles encontrados en el grupo de control.

Este aumento de las quimiocinas CCL17 y CCL22 en sangre periférica de
pacientes obesos mérbidos nos permite, igualmente, especular que estas qui-
miocinas contribuyen al trafico leucocitario y a la disfuncion endotelial en la
obesidad, es decir, su funcién se extiende mas alla de su papel como agentes
quimiotacticos en el tejido adiposo®®!. No obstante, se necesita mas investiga-
cién en esta area para llegar a resultados concluyentes.

Nuestros hallazgos in vitro también sugieren que CCL17 y CCL22 eran capa-
ces de producir un aumento de la proliferacion de células endoteliales adrticas
a través de la activacion de CCR4. Este efecto se asocid con una pérdida de la
integridad de VE-cadherina en las células endoteliales. De hecho, diferentes es-
tudios han demostrado que la pérdida de VE-cadherina conduce a un aumento
en la permeabilidad de los vasos y a la infiltracidon de leucocitos, deteriorando
la estabilidad y funcionalidad vascular®?,

Ademas, observamos un aumento similar en la proliferacién endotelial,
cuando las HAEC se incubaron con plasma de sujetos con obesidad mdrbida.
En nuestros estudios el tratamiento con un anticuerpo frente a CCR4 disminuyo
la proliferacidn de las células endoteliales. Estos resultados estan en consonan-
cia con otros llevados a cabo por diferentes investigadores en los que se ha
detectado que la quimiocina CCL17 a través la interaccién de CCR4, promueve
la proliferacién de células cancerigenas de cuello uterino humano®®, asi como
la migracidn de células de cancer de colon®. Ademas, se ha observado en un
modelo de carcinoma hepdtico en ratones, que los macréfagos promueven la
invasividad a través del eje CCL22/CCR4®,

Estudios previos han demostrado la activacién de la via de sefializacién
ERK1/2 en alteraciones metabdlicas como la diabetes®® o la inflamacion vas-
cular asociada a la obesidad®. Asi, encontramos que la grasa visceral mostré
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una mayor activacion (fosforilacion) de la via de sefializacion ERK1/2 en com-
paracion con la grasa subcutdnea de pacientes obesos. Ademas, tanto CCL22
como CCL17 aumentaron la proliferacion y diferenciacién endotelial mediante
activacion de ERK1/2, la cual fue revertida por el bloqueo del receptor CCRA4.
Estos datos indican que la via de sefalizacién ERK1/2 podria estar implicada en
el mecanismo de accidn de los ligandos de CCR4. En este contexto, hallazgos
previos han demostrado que el eje CCL17-CCR4 esta involucrado en la sefializa-
cion ERK1/2 que media la migracién e invasion de células cancerosas'?. Los re-
sultados de nuestras observaciones sugieren que la via de sefializacion ERK1/2
estd involucrada en los efectos de CCL17 y CCL22 en la disfuncidn endotelial re-
lacionada con la obesidad. Sin embargo, se necesitan estudios mas exhaustivos
con modelos animales de obesidad para corroborar estos hallazgos.

La obesidad igualmente se asocia a un bajo grado de inflamacion sistémica, no
obstante, el efecto de la obesidad a nivel sistémico sobre leucocitos y plaquetas
circulantes, asi como su papel en el riesgo trombdtico y/o el desarrollo de otras
patologias cardiovasculares requiere de mds estudios, puesto que los pacientes
con obesidad constituyen un grupo muy heterogéneo. De hecho, los estudios
realizados en este dmbito muestran una elevada disparidad en los resultados'®’.
Mediante el empleo de la citometria de flujo, hemos observado un aumento en
el porcentaje y activacidn de las plaguetas en pacientes obesos con respecto a los
controles y, ademas, esta activacidn era mds pronunciada en pacientes obesos
con diabetes que aquellos que no presentaban esta alteracion metabdlica.

Estos resultados son concordantes con otros trabajos previos donde los re-
cuentos de plaquetas estaban aumentados en un modelo animal de obesidad
en rata®® y también en individuos obesos®. Asimismo, las concentraciones de
P-selectina soluble estaban incrementadas en pacientes obesos con resistencia
a lainsulina en comparacion con los controles!* y |a expresion de CD62p (P-se-
lectina) era mas elevada en pacientes obesos con DMT2%%1,

Al analizar diferentes subpoblaciones leucocitarias, se ha detectado dife-
rentes resultados relevantes como el aumento en el porcentaje de linfocitos
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CD4+ en sujetos obesos morbidos, sin afectar al de linfocitos CD8+. En estudios
previos se detecté un aumento del recuento absoluto de leucocitos en sangre
periférica de pacientes obesos'®? y los niveles de linfocitos CD4+ circulantes se
correlacionaron positivamente con el aumento del IMC en humanos®3, por tan-
to, es muy probable que estos eventos estén asociados a la disfuncién metabé-
lica en la obesidad.

Al estudiar en detalle las subpoblaciones linfocitarias CD4+, comprobamos
el aumento de la subpoblacidn Th1l en pacientes obesos y también su mayor ac-
tivacion. Estudios clinicos han establecido correlaciones positivas entre los lin-
focitos Thi circulantes con la obesidad y la disfunciéon metabdlica® %, concor-
dante con nuestros hallazgos. Por otro lado, el porcentaje de la subpoblacidn
leucocitaria Th2 estaba disminuida en pacientes con obesidad y disminuyé aun
mas en aquellos obesos diabéticos. Aunque este fendmeno estd poco explora-
do, existe un estudio que muestra que la frecuencia de linfocitos Th2 en sangre
tiene una correlacidn inversa con la resistencia a la insulina, lo que sugiere un
posible efecto protector de estas células!®.

El analisis en los linfocitos T reguladores (Treg), a los cuales se les atribuye
un efecto ateroprotector en pacientes con enfermedad coronaria, en el esce-
nario de la obesidad los resultados descritos en diferentes estudios previos han
sido discrepantes. Mientras que algun estudio mostré que los sujetos obesos
presentan niveles elevados de linfocitos Treg'®?, otros estudios indican que la
frecuencia de linfocitos Treg esta reducida en individuos obesos metabdlica-
mente enfermos en comparacidn con sujetos obesos metabdlicamente sanos!’
y que los pacientes diabéticos presentaban frecuencias mas bajas de linfocitos
Treg en sangre periférica que los controles no diabéticos!®. En nuestro estudio
observamos un aumento de los linfocitos Treg en pacientes obesos, pero una
disminucidn en su frecuencia en aquellos que ademas tenian DMT2.

Respecto a los monocitos, estudios previos detectaron niveles mds elevados
en obesidad®, aunque otros no los encontraron*®. En nuestro analisis no he-
mos observado un aumento de los monocitos totales de los pacientes obesos
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5.2. Segundo estudio: Eje CCL17/CCL22-CCR4

con respecto a los controles. No obstante si que observamos una mayor expre-
sién de la integrina de superficie CD11b/CD18, tal y como demuestran otras
investigaciones!® donde se correlaciona la expresién de CD11b/CD18 con ano-
malias clinicas en el contexto de la obesidad como la resistencia a la insulina?®,
ya que esta integrina es un marcador de activacion de la poblacién monocitica.

El aumento de la expresion de CCR4 observado en plaguetas, monocitos y
linfocitos de pacientes obesos sugiere una posible implicacién en el desarrollo
de lainflamacidn sistémica asociada obesidad, no obstante, son necesarios mas
estudios para poder corroborarlo.

Es necesario sefalar algunas limitaciones del presente estudio. No hemos
tenido acceso al tejido adiposo de sujetos no obesos y, por lo tanto, no hemos
podido estudiar la expresion de estos ejes de quimiocinas en tejido adiposo en
sujetos controles. Por lo tanto, la replicacion de estos hallazgos en una cohorte
mas grande de pacientes obesos y en modelos animales seria necesaria como
un préximo paso en la evaluacidon de la importancia de los ejes CCR4 y CXCR3
en la inflamacion, disfuncién vascular y en su relacién con las complicaciones
cardiometabdlicas asociadas a la obesidad.

En conclusidn, los resultados de la presente Tesis Doctoral sugieren que la
sobreexpresion de los ejes CXCL10/CXCL11-CXCR3 y CCL17/CCL22-CCR4 juegan
un papel importante en la obesidad modrbida. Por lo tanto, la modulacion far-
macoldgica de la expresion y/o funcién de CXCR3, CCR4 y sus ligandos podria
ser una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de las compli-
caciones cardiovasculares asociadas a la obesidad.
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En pacientes con obesidad mdrbida, el eje CXCR3 esta sobreexpresado
en el tejido adiposo visceral comparando con el subcutaneo, localizando-
se principalmente en los linfocitos T y las células endoteliales. Los niveles
de los ligandos de CXCR3, CXCL10 y CXCL11 estdn aumentados en el plas-
ma de dichos pacientes, correlacionandose positivamente con el IMC y
el HOMA-IR, sugiriendo que la expresidn de este eje esta relacionada con
las alteraciones las metabdlicas producidas en la obesidad mérbida.

Los estudios ex vivo mostraron que la angiogénesis era menor en ex-
plantes de tejido adiposo visceral de pacientes obesos comparado con
los del subcutaneo, relaciondndose con los efectos angiostaticos de
CXCL10 y CXCL11. El blogueo ex vivo del receptor CXCR3 y su isofor-
ma CXCR3B con un anticuerpo monoclonal, revirtieron dichos efectos
angiostaticos, observandose que la via de sefializacién p38 MAPK me-
diaba estos efectos. Por lo tanto, la modulaciéon farmacoldgica de la
expresion y funcién de CXCR3 podria ser una estrategia prometedora
para regular la vascularizacién del tejido adiposo.

El eje CCR4 esta sobreexpresado en el tejido adiposo visceral en com-
paracion con el subcutaneo de los pacientes con obesidad mérbida,
localizdndose principalmente en los linfocitos T, las células endoteliales
y los macrdéfagos. Los ligandos CCL17 y CCL22 estdn aumentados en
el plasma de dichos pacientes, correlaciondndose positivamente con
el IMC y el HOMA-IR, sugiriendo que la expresién del eje CCR4 estd
implicado en el desarrollo diferentes patologias cardiovasculares rela-
cionadas con la obesidad.
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Los estudios in vitro mostraron que el bloqueo funcional del recep-
tor CCR4 en las células endoteliales disminuyeron la adhesidn leuco-
cito-endotelio, proceso clave en la aterogénesis. El bloqueo de CCR4
también produjo una disminucidn de la proliferacion celular inducida
por plasma de obesos y mediado a través de la activacion de ERK 1/2.

Finalmente, la citometria de flujo reveld un aumento en el porcentaje
de plaquetas, de linfocitos CD4+ y las subpoblaciones Thl, Th17 y Treg
en sangre de pacientes con obesidad mdrbida, asi como un aumento
en la expresién del receptor CCR4 en plaquetas, monocitos y linfocitos
CD4+. Por lo tanto, la inhibicion de CCR4 y su funcién podria ser una
diana terapéutica prometedora para el tratamiento de la disfuncién del
tejido adiposo y de las complicaciones cardiovasculares asociadas a la
obesidad.
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ANEXO

A1. Listado e historico de tratamientos
para la obesidad

Tabla Al. Histdrico de tratamientos para la obesidad*®

Farmaco

Compaiia Aprobacion

Desacoplador mitocondrial

Efectos secundarios

DNP

Universidad
de stanford

Stanford 1933-
1938 (ee. Uu.)

Hipertermia, taquicardia, fiebre, taquipnea,
muerte

Simpaticomimético

Dietilpropién/afepra- Merrell Na-  1959—present Nauseas, estrefiimiento, insomnio, dolor de

mona tional Drug  (EU) cabeza, tension e irritacion, convulsiones
Laboratorios 1947-1979 (EE.

Metanfetamina Alto riesgo de abuso y adiccion
Abbott uu.) & Y

. Ciba- Geigy =~ 1956-presente , .

Fenmetrazina Nduseas, diarrea, boca seca

Corp (EE. UU.)
. . Carnick La-  1959-presente 3 .

Fendimetrazina . Nauseas, diarrea, boca seca

boratories (EE.UV.)
. . Thompson 1960-2000 (EE. . L.

Fenilpropanolamina . Accidente cerebrovascular hemorragico
Medical uu.)

Fenfluramina y dexfen- 1973-1997 (EE.  Insuficiencia valvular cardiaca, hipertension

. Wyeth Ayerst
fluramina uu.) pulmonar
Catina (nor-pseudoe- . 1975-presente . . ., .
. Riemser Taquicardia, aumento de la presion arterial,

fedrina) (53,3 mg, OD, (UE, solo para o N o,

Pharma inquietud, trastornos del suefio, depresidn

oral)

uso a corto plazo)

Infarto de miocardio no fatal y accidente

Sibutramina Laboratorios 1997-2010 (EE.

cerebrovascular (en personas con ECV pre-
(10 mg, OD) Abbott Uu., UE) .

existente)

1959-presente
Fentermina Teva Phar- (EE. UU.,s0lo o ., .
. Palpitaciones, presion arterial elevada

(15-30 mg, OD, oral) maceuticals  para uso a corto

plazo)
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ANEXO

Farmaco Compaiia Aprobacion Efectos secundarios
Polifarmacia
pastillas 1961-1968 Insomnio, palp?itaciorjes, ansiedad, al..ltnento
. Clark & clark de la frecuencia cardiaca y de la presion
Rainbow (EE.UU.)

arterial, muerte

Bloqueador del receptor CB1

Rimonabant
(20 mg, una vez Sanofi SA
al dia)

2006-2009 (UE)

Depresion, ideacion suicida

Inhibidor de la lipasa pancredtica

Orlistat (120 mg TID, Roche Phar-

1999-presente

Lesidn hepdtica, sintomas, gastrointestinales

oral) maceuticals  (EE. UU., UE)

Agonista de serotoni-

na 5-HT2C

Lorcaserina Arena P'har— 2012-2020 (EE. D'epresi()n, idea'cién s'uicida, palpitac'iones,

(10 mg, BID, oral) rr?ac.eutlcals, uu) smto'mas gastrointestinales, mayor riesgo
Eisai de céncer

Simpaticomimético/ anticonvulsivo

Fentermina/topiramato
ER (15 mg/92 mg, OD,  Vivus
oral)

2012-presente
(EE. UU.)

Depresion, ideacion suicida, eventos cardio-
vasculares, pérdida de memoria, defectos de
nacimiento

Antagonistas de los receptores opioides/ inhibidor de la recaptacién de dopamina y noradrenalina

Naltrexona SR/bupro- Orexizen
pion SR (con titulacion) Therag eutics 2014-presente  Convulsiones, palpitaciones, elevaciones
(32 mg/360 mg, BID, Inc P EE. UU., UE) transitorias de la presion arterial
oral) ’
Agonistas de GLP1R
Liraglutida (3,0 mg, OD, 3 .. . .
. L, Novo Nor- 2014-presente Nauseas/vomitos, diarrea, estrefiimiento,
inyeccion ) e L
, disk (EE. UU., UE) pancreatitis, calculos biliares
subcutanea)
Semaglutida (2,4 mg,
una vez por semana, Novo Nor- , . . O
. ”p . 2021 (EE. UU) Nduseas/vomitos, diarrea, estrefiimiento
inyeccién disk
subcutanea)

CB1, receptor cannabinoide 1; ECV, enfermedad cardiovascular; DNP, 2,4-dinitrofenol; ER, liberacion
prolongada; GLPIR, receptor del péptido 1 similar al glucagdn; RS, liberacion sostenida; TID, tres
veces al dia; OD, una vez al dia, BID, dos veces al dia.
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ANEXO

A2. Listado de farmacos anti-obesidad
en ensayo clinico

Tabla A2. Listado de farmacos anti-obesidad en ensayo clinico®

Farmaco

Compaiiia

Etapa de
desarrollo

Indicacion

Agonistas duales de GLP1/ glucagén

Cotadutida (MEDI0382) AstraZeneca Fase Il DMT2, EHNA
Bi 456906 Boehringer Ingelheim Fase Il Obesidad, DMT2
Efinopegdutida (LAPSGLP/GCG Hanmi Pharmaceutical Fase Il EHNA

Oxm Eli Lilly Fase | DMT2
Agonistas duales GIP/ GLP1

Tirepatida Eli Lilly Fase lll Obesidad, DMT2
GIP/GLP péptido | Eli Lilly Fase | DMT2
Péptido Il de GIP/GLP Eli Lilly Fase | DMT2

Nn9709

Novo Nordisk

Interrumpido

Obesidad, T2D

Triagonistas GIP/ GLP1/ glucagén

HM15211 (lapstriple agonista) Hanmi Pharmaceutical Fase Il EHNA
Triagonista de GGG Eli Lilly Fase | DMT2
Nn9423 Novo Nordisk Interrumpido Obesidad, T2D

Agonistas de GIPR

Agonista de GIPR de accién

orolongada Eli Lilly Fase | DMT2

Zp 6590 Zealand Pharma Preclinico Obesidad
Agonistas de GLP1R

Efpeglenatida (analogo lapsexd4) Hanmi Pharmaceutical Fase Il DMT2
Rybelso Novo Nordisk Fase Il Obesidad
Danulipron (PF-06882961) Pfizer Fase Il Obesidad, DMT2
Glpr-npa Eli Lilly Fase | DMT2
Pf-07081532 Pfizer Fase | DMT2
Analogo de glucagon

HM15136 Hanmi Pharmaceutical Fase | Obesidad
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> o Etapa de S
Farmaco Compaiiia P Indicacion
desarrollo

Sensibilizantes de leptina
Académico,

Withaferina A . Fase | Obesidad, DMT2
no comercial
Académico, . .

Celastrol ) Preclinico Obesidad, DMT2
no comercial

Leptina/amilina

Amylin Pharmaceuticals Interrumpido

Obesidad, T2D

Agonistas Y2R

Analdgico PYY Eli Lilly Fase | DMT2
Nn9748 (nn9747) Novo Nordisk Fase | Obesidad, DMT2
NNC0165-1875+semaglutida Novo Nordisk Fase Il Obesidad, DMT2

Agonistas duales de amilina/ calcitonina

Kbp-089 Nordic Biosciences Fase | DMT2
Kbp-042 Nordic Biosciences Interrumpido DMT2
Davalintida Amylin Pharmaceuticals Interrumpido Obesidad, T2D

Analogos de amilina

Cagrilintida Novo Nordisk Fase Il Obesidad, DMT2
Zp 8396 Zealand Pharma Preclinico Obesidad
Farmacos dirigidos a la via de la grelina

CYT009-ghrgb Cytos Biotechnology Fase | Obesidad
Nox-B11 Noxxon Pharma Preclinico Obesidad
Azp-531 Millendo Therapeutics Interrumpido Sindrome de Prader

SAS

willi

Desacoplador mitocondrial

Bam15

Continuum Biosciences Preclinico

Obesidad, EHNA

Otros supresores del apetito

Gdf15 (la-gfd15)

Novo Nordisk Fase |

Obesidad

LY-3463251
(agonista de GDF15)

Lilly Fase |

DMT2, obesidad

JNJ-9090/CIN-109
(agonista de GDF15)

Jansenn/CinFina

Fase |
Pharma

Obesidad

GDF15, factor de diferenciacion de crecimiento 15; GIP, polipéptido inhibidor gdstrico; GLP1, péptido
similar al glucagdn tipo 1; GLPIR, receptor de GLP1; NA, no aplicable; EHNA, esteatohepatitis no
alcohdlica; OXM, oxintomodulina; PYY, péptido tirosina tirosina; DT2, diabetes tipo 2; Y2R, receptor de

neuropéptido Y tipo 2.
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