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RESUMEN EN ESPANOL

La obesidad se considera un estado de inflamacién crénica de bajo grado, y las células del
tejido adiposo (AT) juegan un papel muy importante en su establecimiento. El AT es el drgano
enddcrino mas grande del cuerpo y esta compuesto por diversas poblaciones celulares que
son capaces de secretar una amplia variedad de factores. Entre las células no adipociticas que
componen el AT destacan los macréfagos (Md). Estas células se acumulan durante la obesidad,
consecuencia del reclutamiento de sus precursores monociticos desde la sangre, y constituyen
la base para la generacion de muchos de los mediadores inflamatorios que se encuentran
incrementados durante la obesidad. Los M¢ son células muy versatiles, y son capaces de
responder a las sefales especificas del tejido al cual migraron y diferenciarse hacia diversos
fenotipos funcionales. Sin embargo, no se ha descrito aun si el microambiente del AT en el
contexto de la obesidad puede influenciar el fenotipo de los monocitos a su llegada al tejido.
Lo anterior ha sido reportado por algunos grupos de investigacion en M¢ de tejido adiposo,
donde se ha descrito una activacion metabdlica de éstos (con incremento de moléculas como
ABCA1 vy PLIN2), diferente de las activaciones pro- (M1) y anti-inflamatorias (M2) descritas en
situaciones de inflamacidn aguda. Sin embargo, existen pocos estudios acerca de la funcién de
los precursores de los M¢ del AT, los monocitos sanguineos, cuando se extravasan al AT en
individuos con distinto grado de adiposidad. En el presente trabajo se generaron medios
condicionados (MC) a partir de AT subcutaneo y de omento de individuos delgados y obesos,
una herramienta que nos permitid evaluar si los factores secretados por el AT promueven
cambios en el fenotipo de los monocitos. Los MC de individuos obesos, sin importar la
localizacion del AT, indujeron una polarizaciéon alternativa M2 en los monocitos, con
incrementos en la expresion del mMRNA de marcadores asociados a esta activacién como IL10,
CD163 y CD163L1, asi como una ligera disminucidon en la expresion de marcadores pro-
inflamatorios (TNF, IL6). Se detecté también un incremento selectivo en la expresién de
transcritos de CCL2, CCR2 e ITGAX cuando los monocitos fueron expuestos a MC de omento
de individuos obesos. Las moléculas CCL2 y CCR2 estan implicadas en el reclutamiento de
monocitos al AT, e ITGAX representa un marcador de M¢ pro-inflamatorios reclutados al AT.

Ademds se observd que el aumento en la expresion de CCL2/CCR2 correlacionaba



positivamente con la expresion de marcadores anti-inflamatorios como IL10 y CD163, lo cual
sucedia también entre CCR2 e ITGAX. Finalmente, nuestros datos indicaron que la expresién
de marcadores asociados a la activacion metabdlica (ABCA1 y PLIN2) no son inducidos por los
MC de individuos obesos en los monocitos. En conjunto nuestros resultados indican que el AT
de individuos obesos produce factores que incrementan la sintesis de moléculas de
reclutamiento al tejido por parte de los monocitos (CCR2 y CCL2), asi como de marcadores
caracteristicos de M¢ con funcién anti-inflamatoria y de de remodelacién de tejidos (IL10,
CD163). Si bien no descartamos que una parte de los M¢ presentes en el AT durante la
obesidad tengan un perfil inflamatorio, como lo sugiere el incremento en la expresion de ITGAX
en monocitos expuestos a MC de omento de individuos obesos, nuestros datos apoyan la idea
de que los M¢ del AT de individuos obesos tienen una actividad clave como células
responsables de orquestar la remodelacion del tejido que conlleva la obesidad, promoviendo
procesos como la angiogénesis, la regeneracion y destruccién de la matriz extracelular, y la

eliminacion de las células muertas.



RESUMEN EN INGLES

Obesity is considered a state of chronic low-grade inflammation, and the adipose tissue (AT)
plays important roles in its establishment. The AT is the largest endocrine organ in the body
and is composed by diverse cellular populations that secrete a wide variety of factors.
Macrophages (M¢) are among the non-adipocyte cells that comprise the AT. These cells
accumulate during obesity mainly as a result of the recruitment of blood monocytes, and
generate many of the inflammatory mediators that are increased during obesity. M¢ are very
versatile cells, and are able to respond to specific tissue signals and differentiate towards
diverse functional phenotypes. Nevertheless, it has not yet been described if the
microenvironment of the AT in the context of obesity can influence the phenotype of
monocytes upon their arrival to the tissue. The above has been reported by some research
groups in AT M¢, where a “metabolic activation” different from the pro- (M1) and anti-
inflammatory (M2) activation has been described. The expression of molecules such as ABCA1
and PLIN2 characterize that particular activation. However, there are few studies addressing
the function of the precursors of AT M¢, the blood monocytes, when they extravasate to AT
of individuals with different degrees of adiposity. In the present work, conditioned media (CM)
were generated from subcutaneous and omentum AT of lean and obese individuals, a tool that
allowed us to evaluate whether the factors secreted by AT promoted changes in monocyte
phenotype. The CM of obese individuals, regardless of AT localization, induced an alternative
polarization (M2) in the monocytes, with increases in mRNA expression of markers associated
with this activation such as IL10, CD163 and CD163L1, as well as slight decrease in the
expression of pro-inflammatory markers (TNF, IL6). A selective increase in the expression of
CCL2, CCR2 and ITGAX transcripts was also detected when the monocytes were exposed to CM
from omentum of obese individuals. The CCL2 and CCR2 molecules are involved in the
recruitment of monocytes to AT, and ITGAX represents a marker of pro-inflammatory M¢
recruited to AT. The increase of CCL2/CCR2 axis expression was positively correlated with the
expression of anti-inflammatory markers such as IL10 and CD163, which also occurred
between CCR2 and ITGAX. Finally, our data indicated that the expression of markers associated

with metabolic activation (ABCA1 and PLIN2) was not induced by CM of obese individuals in
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monocytes. Overall, our results indicate that the AT of obese individuals produces factors that
increases the synthesis of recruitment molecules in the monocytes (CCR2 and CCL2), as well as
M markers associated with anti-inflammation and tissue remodeling (IL10, CD163). Although
we do not rule out that a part of the AT M¢ generated during obesity presents an inflammatory
profile, as suggested by the increased expression of ITGAX in monocytes exposed to CM from
the omentum of obese individuals, our data support the idea that the AT M¢ from obese
individuals have a key activity as cells that orchestrate the tissue remodeling that accompanies
obesity, promoting processes such as angiogenesis, regeneration and destruction of the

extracellular matrix, and elimination of dead cells.

10



INTRODUCCION

Tejido Adiposo

El tejido adiposo (AT) es un tejido conectivo sin una anatomia especifica (1) que funciona como
un drgano de almacenamiento de energia a largo plazo, y tiene un papel clave en la integracion
del metabolismo sistémico (2). En la actualidad es considerado como el érgano enddcrino mas
grande, secretor de hormonas como leptina y adiponectina, factores de crecimiento vy
mediadores pro- y anti-inflamatorios (3). El AT estd compuesto principalmente por adipocitos,
pero también contiene una matriz de tejido conectivo, tejido nervioso, células endoteliales,
fibroblastos y células inmunes; estos componentes funcionan como una unidad integrada y
componen la fraccién estromal-vascular del AT. Existen dos tipos principales de AT: el blanco
(WAT) y el marrén (BAT). El primero tiene la funcién de almacenar energia y de soporte
mecdanico, mientras que el segundo se caracteriza por presentar una mayor cantidad de
mitocondrias y se especializa en quemar energia para la termogénesis y en el metabolismo de
lipidos (1, 4-6). El WAT esta distribuido a lo largo del cuerpo en dos depdsitos principales, el
visceral (VAT, con localizaciéon intra-abdominal alrededor del omento, intestino y areas peri-
renales), que ocupa el 10% del cuerpo, y el subcutaneo (SAT, con localizacién en nalgas, muslos
y abdomen), que ocupa el 85% (7). Ambos tejidos tienen diferencias fisioldgicas, celulares y de
localizacion, entre otras. Por ejemplo el VAT estd mds inervado y contiene un nimero mayor
de células inmunes; sus adipocitos son mas grandes y presentan una mayor capacidad lipolitica
e hipertréfica, mientras que el SAT contiene adipocitos pequefios, con una mayor capacidad
de adipogénesis y de acumulacion de lipidos (8). En general, el VAT se caracteriza por tener
una mayor actividad metabdlica, ser inmunolégicamente dinamico, y por tener una mayor
asociaciéon con factores de riesgo del sindrome metabdlico (9). Anteriormente se menciond
que el AT es un dérgano enddcrino que regula la homeostasis metabdlica. Esta funcidn es
mediada, en parte, por su capacidad para secretar numerosas proteinas que ejercen funciones
pleiotrépicas a través de varias rutas metabdlicas. Estos factores que son secretados por el AT

son llamados adipocinas (2, 5). Las adipocinas son moléculas que exhiben caracteristicas de
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hormonas durante procesos metabdlicos, asi como también funciones de citocinas en la
modulacion de la respuesta inmune; entre ellas se puede sefalar que aumentan la activacién
celular, sobrevivencia, quimiotaxis e incrementan la produccidn de citocinas pro- y anti-
inflamatorias (10). Ademds de estas sefiales eferentes, los adipocitos expresan numerosos
receptores, entre ellos el receptor tipo Toll (TLR)-4, los cuales les permiten responder a sefales
(4) como la presencia de patégenos, sefales e peligro enddgenas, y citocinas. Los adipocitos
son sensibles a los efectos del factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina (IL)-1, IL-6, IL-11
e interferdn (IFN)-y, lo cual activa multiples cascadas de sefalizacidn, induciendo la secrecidn

de adipocinas (11).

La plasticidad del AT le provee una base mecanicista para sus funciones pleiotrépicas, las
cuales modulan la homeostasis inmune y endocrina (12). Una caracteristica Unica del WAT es
su extraordinaria capacidad para cambiar sus dimensiones en respuesta al estatus nutricional,
por medio de la remodelacion del tejido. Este tejido puede alterar su tamaiio, funcién, estado
inflamatorio y su distribucién en el cuerpo. Desde una perspectiva celular, el WAT cambia la
composicion de la matriz extracelular (ECM), vascularizacidn, tamafio y numero de adipocitos,
niveles de estrés oxidativo, perfil de secrecion de adipocinas y el estado inflamatorio de las
células inmunes infiltradas. Esto se logra a partir del alargamiento de los adipocitos pre-
existentes por la acumulacion de lipidos (hipertrofia) o por el incremento del nimero de
adipocitos (hiperplasia) (13). Es clasicamente aceptado que la hiperplasia permite una
expansiéon saludable del AT, debido a que es mediada por la formacién de adipocitos
funcionales a partir de células progenitoras; en contraste la hipertrofia conduce tipicamente a

la sobrecarga de lipidos y a la disfuncién de los adipocitos (14).

El tejido adiposo en la obesidad

El AT de individuos delgados esta compuesto por un sistema balanceado de mediadores anti-
y pro-inflamatorios y de células inmunes que sustentan el almacenamiento normal del AT, la
funcién endocrina y la accién sistémica de la insulina para mantener el metabolismo normal

de todo el cuerpo. La obesidad es una enfermedad metabdlica caracterizada por la
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acumulacién de WAT debido al incremento de ingesta de alimento y a los estilos de vida
sedentarios (3). En la obesidad el WAT altera sus funciones y falla en la expansion adecuada
para responder al consumo excesivo de nutrientes. Esta remodelacién del tejido asociada a la
obesidad genera un estado pro-inflamatorio (Fig. 1) (11). La expansién disfuncional se debe
principalmente a la hipertrofia de los adipocitos; a medida que los adipocitos aumentan de
tamafio algunos mueren por apoptosis y son rodeados por macréfagos (M¢) pro-inflamatorios,
formando las estructuras tipo corona (CLS), las cuales se han convertido en una caracteristica
particular de la inflamacién en el AT (14). Estos procesos van acompanados de un cambio en
el perfil secretor de adipocinas, el cual incluye un aumento de factores pro-inflamatorios como
TNF, IL-1-B, IL-6, leptina, resistina y la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP)-1 (CCL2),
con una reduccion paralela de factores anti-inflamatorios, como IL-10 y adiponectina. A nivel
de tejido estas alteraciones estan asociadas con un mayor grado de fibrosis e hipoxia, asi como
con modificaciones en la abundancia y composicion de la fraccion estromal-vascular. En esta
fraccidon se encuentran una menor cantidad de células anti-inflamatorias como linfocitos T
reguladores (Treg) y cooperadores de tipo 2 (Tu2), asi como un aumento de células pro-
inflamatorias como linfocitos Tul y T CD8*. También existe un cambio en la proporcién de los
M¢ anti-inflamatorios (M2) y pro-inflamatorios (M1), ya que en los M¢ de tejido adiposo (ATM)
en individuos delgados predominan los primeros mientras que en sujetos obesos estas células
se activan y adoptan un fenotipo M1. Ademas, algunos de los factores pro-inflamatorios que
se producen durante la obesidad promueven la infiltracion de monocitos, los cuales en el AT
se diferencian hacia M¢ de tipo pro-inflamatorio (11, 14, 15). EI AT es un fuerte candidato para
la iniciacidn de la cascada de cambios celulares que promueven la respuesta inflamatoria de
bajo grado en la obesidad, debido a que es una fuente de factores solubles que estimulan la
funcién celular inmune (15). Ademas, se han encontrado diferencias entre los depdsitos de AT,
esto mediante experimentos ex vivo que han mostrado que el status inflamatorio,
determinado por la liberacion de las citocinas, esta elevado en el VAT comparado con el SAT,

lo cual implicaria que el fenotipo de los M¢ difiere entre los dos depdsitos de AT (16).
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a Healthy WAT expansion b Unhealthy WAT expansion

* Adipocyte hyperplasia * Adipocyte hypertrophy and cellular stress
* Anti-inflammatory state * Pro-inflammatory state (1 M1 ATMs and 1 NK cells)
(t M2 ATMs and 1 Tregs) * | Angiogenesis

* ! Formation of new vasculature ¢ { Fibrosis and hypoxia

Figura 1. Expansion adecuada del WAT en comparacion con la expansidn inducida por la obesidad.
Tomada de Kusminski y col., 2016 (15).

Fenotipo y funciones de los macréfagos

Los M¢ son células fagociticas residentes en tejidos linfoides y no linfoides, y probablemente
son las células mas plasticas entre las de origen hematopoyético, ademds de ser un
componente esencial de la inmunidad innata y de jugar un papel central en la inflamacién y la
defensa del huésped (17). Los M¢ tienen una funcion importante en la homeostasis tisular, y
son capaces de reconocer y eliminar patégenos, células neopldsicas, células muertas y “debris”
celular, en una manera dependiente de la activacidn (18). La mayoria de los M¢ residentes de
tejido derivan de progenitores embrionarios en condiciones homeostaticas, y tienen la
capacidad de mantener sus numeros a través de una proliferacién local. Durante la inflamacidn
esta situacion cambia, y el tejido se ve enriquecido con M¢ derivados de monocitos, aunque
también existe una mayor tasa de proliferacion de los M¢ residentes (19, 20). La polarizacion
tanto de los M¢ residentes como de los M¢ derivados de monocitos ocurre por la activacion

de diferentes programas de diferenciacion, y estas células son capaces de responder
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apropiadamente a los diferentes contextos tisulares en los que se encuentran, siendo la
diversidad funcional una de las caracteristicas clave de los M¢. Las sefiales a las que estan
expuestos dictan la respuesta transcripcional que da forma al fenotipo y la funciéon de los M¢
sobre las bases del contexto fisioldgico y patofisioldgico, lo cual explica su heterogeneidad (20,
21). Basado en su patrén de expresion de genes y su funcion, los M¢ han sido clasificados en
“clasicamente activados” o M1 y en “alternativamente activados” o M2. El fenotipo M1 es
promovido por mediadores de la respuesta TH1 como el lipopolisdcarido (LPS) e IFN-y, y se
caracteriza por la produccién incrementada de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF, IL-1f, IL-
12 e IL-23) y de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS, NOS), por lo que estan
especializados en procesos inflamatorios mediados por microorganismos intracelulares (Fig.
2). En general estas células expresan altos niveles del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-Il), moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y la sintasa
inducible de éxido nitrico (iNOS), la cual genera oxido nitrico (NO) a partir de L-arginina;
ademas, los M¢ M1 expresan quimiocinas que atraen células TH1, como CXCL9 y CXCL10. (22,
23). En contraste, mediadores de tipo TH2 como IL-4 inducen la diferenciacidn hacia el fenotipo
M2, el cual activa la expresion de factores que promueven la remodelacién de los tejidos y
ayudan a resolver la inflamacidn (22). Este fenotipo se caracteriza por una actividad fagocitica
incrementada, la expresion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, IL-1RA), de receptores tipo
lectina y scavenger, y quimiocinas como CCL17, CCL18, CCL22 y CCL24, asi como la produccion
de ornitina y poliaminas a partir de L-arginina por su expresién de arginasas (Fig. 2) (17, 24).
Recientemente se ha demostrado que dos marcadores permiten diferenciar subpoblaciones
de M¢ humanos in vitro e in vivo, la lectina CLEC5A para los M¢ M1 y el receptor scavenger
CD163L1 para los M¢ M2 (25). Los fenotipos M1y M2 no son estables, y un M¢ puede adoptar
una variedad de fenotipos funcionales dependiendo de los cambios continuos y sutiles en el

microambiente del tejido (20, 21).
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Figura 2. Inductores y propiedades funcionales de diferentes poblaciones polarizadas de macréfagos.
Tomada de Mantovani y col., 2004 (26).

Acumulacion de macraéfagos en la obesidad

Entre las células inmunes que se infiltran al AT de obesos los M¢ son funcional y
numéricamente dominantes. En ratones y humanos delgados los M¢ representan alrededor
del 5% de las células de la fraccion estromal-vascular del AT, mientras que durante la obesidad
constituyen hasta un 50% de éstas, lo que indica que la obesidad altera sustancialmente la
proporcion de M¢ (27). Cabe mencionar de manera importante que la presencia aumentada
de los M¢ en el AT de ratones obesos ocurre independientemente de la etiologia de la
obesidad: formas monogenéticas de obesidad y la obesidad inducida por la dieta resultan en
un mayor numero de ATM (28). Tradicionalmente la acumulacién de los ATM en la obesidad
es considerada una consecuencia de la migracion de monocitos periféricos, esto demostrado

por medio de experimentos de trasplante de medula 6sea y mediante métodos de seguimiento

16



de monocitos in vivo (27, 29). Se cree que la contribucion de los monocitos se debe al hecho
de que el reclutamiento tiene el objetivo especifico de proveer una poblacién funcional de
células diferenciadas (20). Recientemente, la evidencia ha mostrado que en ratones a los que
se les indujo obesidad existe una proliferacion in situ de M¢ residentes que predomina en las
etapas tempranas de la obesidad, mientras que los monocitos reclutados contribuyen a la
acumulacién de los ATM en etapas tardias de la misma (30). Se ha comprobado en modelos de
ratén que el receptor CCR2 y su ligando CCL2, un eje comunmente involucrado en el
reclutamiento de monocitos, son requeridos para la acumulacién de ATM, y que esta
acumulacién esta acompafada de un aumento en la expresidon de genes inflamatorios (31-33).
A su vez, se han descrito otras quimiocinas involucradas en el reclutamiento de M¢ al AT en el
contexto de la obesidad, como CCL5 y CX3CL1 (34-36). Por otra parte, se ha reportado que la
pérdida de peso disminuye los nimeros de ATM y de marcadores inflamatorios y, como
consecuencia, se produce una mejoria en la resistencia a la insulina (33, 37). Adicionalmente,
los M¢ en el AT de individuos delgados se localizan de manera dispersa en el intersticio del
tejido, mientras que en individuos obesos se encuentran localizados tanto en el intersticio

como agrupados en las estructuras CLS (38).

Fenotipo de los ATM en la obesidad

Los hallazgos en estudios animales y experimentos in vitro han sugerido que los ATM juegan
un papel critico en el establecimiento del estado inflamatorio crénico y de disfunciones
metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la resistencia a la insulina (23). El fenotipo
adquirido por los M¢ en el contexto de la obesidad ha sido examinado usando marcadores
intracelulares y de membrana, los cuales son considerados especificos de M¢ de tipo M1 o
M2. Se ha descrito en ratones delgados y obesos poblaciones de ATM con caracteristicas
fenotipicas y funcionales diferentes. En los ratones delgados se ha definido que los ATM
poseen caracteristicas de tipo M2, debido a que expresan marcadores candnicos de esta
polarizacién como arginasa 1, quitinasa tipo 3 (Ym1), lectinas como los receptores de manosa

tipo 1y 2 (Mrcl, Mrc2) y Mligl (Clec10a), asi como los marcadores pan-macrofagicos F4/80 y
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CD11b. En contraste, en los ratones expuestos a una dieta alta en grasas (HFD) existe una
poblacion de M¢ que es reclutada al AT y que expresa F4/80 y CD11c, asi como marcadores
pro-inflamatorios como IL-6 e iNOS; estas células abundan mas en el VAT que en el SAT,
consistente con la hipdtesis de que la grasa visceral juega un papel mas prominente en la
resistencia a la insulina durante la obesidad. Estos hallazgos definieron que la obesidad inducia

un cambio en el fenotipo de los ATM (23, 39, 40).

En humanos la caracterizacion del fenotipo de los ATM es controversial. Se ha reportado una
subpoblacion de ATM CD16-/CD206+ cuya acumulacion se asocia con la adiposidad
aumentada; sin embargo, presentan un fenotipo de M¢ con capacidades de remodelacién
tisular o M2, los cuales expresan bajos niveles de IL-8 y de ciclooxigenasa-2 (COX-2), y una
expresion incrementada del receptor endotelial de hialuronato de vasos linfaticos (LYVE)-1
(41). Igualmente, se encontrd que los ATM del SAT de individuos obesos presentan marcadores
M2 como CD163, y su nivel de expresién se encuentra altamente asociado con el de CD14 y
CD68; estos ATM expresaban altos niveles de IL10 y bajos niveles de TNF. Este perfil M2 podria
representar un mecanismo protector para contrarrestar la inflamacidn crénica de bajo grado
en la obesidad (42). En contraste, Wentworth y col. identificaron un fenotipo mixto en los ATM
del SAT y del VAT de individuos obesos (43). Estos se localizan en las CLS y co-expresan CD11c
y CD206. Poseen un perfil M1 debido a que expresan altos niveles de integrinas, moléculas de
presentacion antigénica (CD86, CD1) y citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF), aunque
también sintetizan altos niveles de IL-10 basalmente y en respuesta a LPS (43). También se ha
demostrado que una poblacidon de M¢ CD40+ se incrementan en numero en la obesidad; sin
embargo el nimero de M¢ que expresan CD163 y CD206, dos marcadores asociados in vitro al
fenotipo M2, no se modifica (44). Adicionalmente, Zeyda y col. (45) demostraron que los ATM
presentan un fenotipo Unico, el cual se encuentra representando a las dos polarizaciones de
M¢ descritas M1/M2, debido a que expresan marcadores de superficie de tipo M2 como el
receptor de manosa CD206, el receptor scavenger CD163 vy la integrina avf5, y producen
citocinas anti-inflamatorias, pero también son capaces de secretar grandes cantidades de
citocinas pro-inflamatorias (45). Recientemente Kratz y col. (22) demostraron que el

tratamiento in vitro de M¢ derivados de monocitos humanos con glucosa, insulina y palmitato,
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factores que se encuentran aumentados en individuos obesos, produce un fenotipo
“metabdlicamente activado” distinto de la activacién clasica o alternativa. Los autores
analizaron la expresién de marcadores de superficie en Md humanos generados en presencia
del factor estimulante de colonias de granulocitos/M¢ (GM-CSF) o del factor estimulante de
colonias de M¢ (M-CSF), polarizados hacia un perfil M1 o M2 respectivamente, e identificaron
algunos marcadores del fenotipo M1 conservados entre humanos y ratones: PD-L1 o ligando
1 de muerte programada (CD274), la ADP-ribosil-ciclasa CD38 y SLAMF7 (CD319), que ademas
se expresaban en condiciones de inflamacién in vivo. Sin embargo, los ATM de individuos
obesos producian citocinas inflamatorias pero no al nivel de los M¢ M1, y a su vez no
mostraban expresién de ninguno de los marcadores de superficie asociados al fenotipo M1.
Por el contrario, se encontrd una expresion incrementada de los marcadores ABCA1 (casette
transportador de union a ATP A1), CD36 (receptor scavenger de clase B) y PLIN2 (perilipina 2),
todos involucrados en el transporte o en el metabolismo de lipidos. Esta observacion sugiere
gue en el contexto de la obesidad existen estimulos distintos a los de la activacion clasica,
como son la insulina, la glucosa y los acidos grasos libres, los cuales promueven un estado
inflamatorio en los M¢. De esta manera, el estimulo in vitro de M¢ con estas moléculas
recapitula lo observado in vivo en los ATM de sujetos obesos. Los autores exploraron también
la posibilidad de que los factores secretados por el AT de individuos obesos estuvieran
regulando el fenotipo de los M¢; para ello, M¢ derivados de monocitos humanos fueron
tratados con medios condicionados de VAT. Esta exposicion indujo la expresion de IL-18, TNF,
ABCA1 y CD36, por lo que se concluye que en los M¢ tratados con fluidos bioldgicos se
reproduce la expresion de marcadores asociados al fenotipo “metabdlicamente activado”
observado en los ATM in vivo. Adicionalmente, los autores sugieren que el acido palmitico
podria ser el principal regulador de la activacidn metabdlica de estos M@, ya que por si solo
fue capaz de inducir la expresién de PLIN2 e IL-1B. El mecanismo molecular propuesto es la
union del palmitato al receptor TLR4. Su internalizacién promueve la activacion del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR)-y, un factor de transcripcion cuya actividad

estd asociada con la atenuacion de la inflamacién (22).
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Influencia del microambiente del AT en la obesidad sobre el fenotipo de los

macroéfagos

Actualmente existe mucha controversia acerca de coémo el microambiente del AT en el
contexto de la obesidad puede afectar el fenotipo de los M¢. Algunos de los factores que dan

forma al fenotipo de los ATM serdan mencionados a continuacién.

Hipoxia del AT

La hipoxia ocurre cuando la disponibilidad de oxigeno no coincide con la demanda del tejido.
En el AT de humanos y ratén se ha reportado que debido a su rapida expansion durante el
desarrollo de la obesidad ésta ocurre con inadecuado suministro de sangre. En estudios con
modelos animales se ha demostrado que el AT de animales obesos se caracteriza por presentar
areas hipdxicas y una mayor expresion de genes relacionados con procesos hipdxicos como
HIF1-a (16, 46). Algunos reportes indican que la hipoxia en el AT se debe a las alteraciones en
el diametro del adipocito y a la densidad de los capilares en el tejido (47). Estas condiciones
hipdxicas se han asociado con un elevado estrés del reticulo endopldsmico de los adipocitos,
muerte celular y la remodelacién fibrética (16, 46). Existen pocos reportes acerca de como la
hipoxia afecta la polarizacion de los M¢. Fujisaka y col. encontraron que los ATM viscerales de
ratones obesos tenian una mayor expresion de genes relacionados con la hipoxia, y que éstos
tenian caracteristicas pro-inflamatorias (48). Ademas, las células CD14+ del AT de individuos
obesos expuestas a condiciones hipdxicas secretan una mayor cantidad de citocinas pro-
inflamatorias y, similarmente, M¢ derivados de monocitos mantenidos en condiciones
hipdxicas tienen una mayor respuesta inflamatoria cuando son expuestos a acidos grasos
saturados (16, 47). De manera interesante se ha reportado que una exposicion de los
adipocitos a condiciones hipdxicas induce una produccidon desregulada de adipocinas y

citocinas, como adiponectina e IL-6, las cuales afectan las funciones de los M¢ (49).
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Muerte celular del adipocito

La obesidad estd asociada con la muerte celular de adipocitos via apoptosis y necrosis; la
muerte de los adipocitos se eleva a un 60% a las cuatro semanas en ratones que fueron
alimentados con una HFD, coincidiendo con la expresiéon de genes inflamatorios. Se ha
hipotetizado que los ATM son reclutados para fagocitar los “debris” celulares después de la
apoptosis del adipocito (28). Ademas, en modelos animales se ha observado que los adipocitos
muertos estan rodeados por M¢ con caracteristicas pro-inflamatorias, formando las CLS, y
juntos forman lesiones fribréticas (50). Las sefales liberadas por las células que se encuentran
en apoptosis son fuertes quimioatrayentes, y a su vez tienen un efecto en las respuestas de
células inmunes. Un ejemplo es la proteina nuclear HMGB1, la cual actia como una sefial de
peligro que atrae y activa a las células inmunes. De manera interesante, los niveles de HMGB1
estan aumentados en el AT y asociados a la inflamacion. También se ha encontrado que la
inhibicién de la muerte celular en ratones deficientes de factores pro-apoptéticos reduce el

ndmero de M¢ en el AT (16, 49).

Hiperglicemia

En adipocitos y M¢ existen efectos deletéreos debido a la exposicion prolongada a altos niveles
de glucosa. Cuando se cultivan adipocitos en medio con glucosa por periodos prolongados de
tiempo se induce una produccién aumentada de varias citocinas pro-inflamatorias como IL-6.
En los M¢ la hiperglicemia interfiere con la accion de IL-4 para polarizar a los M¢ de tipo M2
(16). A su vez se ha encontrado que una alta dosis de glucosa induce un marcado incremento
en los niveles de proteina y mRNA de TLR2 y TLR4 en monocitos humanos; esta exposicion
desencadena la activacion de NF-kB dependiente de MyD88, lo que conlleva la secrecion de

citocinas pro-inflamatorias (51).
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Lipidos

Un ambiente rico en lipidos durante el desarrollo de la obesidad puede representar un
importante factor estresante en los ATM, debido a que son unas moléculas importantes para
la sefializacion de respuestas inmunes y metabdlicas (52). En general hay tres formas por las
cuales los ATM pueden ser expuestos a los lipidos: via quilomicrones provenientes de la dieta,
de la lipolisis en los adipocitos, o después de la muerte celular de los mismos. La hiperlipidemia
no conlleva al parecer la acumulacion de ATM, indicando que los lipidos resultantes de la
lipolisis de adipocitos y la muerte celular de éstos representan las causas principales de la
acumulacién excesiva de lipidos en los ATM durante la obesidad. Los adipocitos de individuos
obesos presentan tasas basales mas altas de lipolisis que los de los sujetos delgados, y la
exposicion a los acidos grasos (FA) regula el fenotipo de los M¢ de manera importante. Se ha
observado in vitro que los M¢ expuestos a acidos grasos saturados (SFA) y lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) pueden activar la produccién de citocinas pro-inflamatorias tipicas
de la polarizacién M1 como TNF e IL-13. Ademds de la exposicidn extracelular a los acidos
grasos, los ATM también almacenan lipidos, y se ha reportado en ratones con obesidad
genética e inducida por la dieta que los M¢ pro-inflamatorios tienen un mayor contenido de
lipidos comparados con los M¢ anti-inflamatorios. Asimismo, se ha sefialado que el aumento
de FA intracelulares es otra fuente de sefializacién pro-inflamatoria, debido a que estan
asociados con el estrés del reticulo endopldsmico. Los SFA y sus derivados (incluyendo las
ceramidas) estdn clasificados como patrones moleculares asociados a peligro (DAMP) que son
reconocidos por el complejo NLRP3 e inducen la secrecién de IL-1p3. También se ha reportado
que inducen un fenotipo pro-inflamatorio en los M¢ via TLR (16, 28). Diversos grupos de
investigacion han definido que los FA libres (FFA) son moléculas muy importantes en la
sefializacion debido a que pueden activar vias pro-inflamatorias en las células inmunes. En los
M¢ los FFA activan la cascada de sefializaciéon de de la MAPK JNK y de la cinasa del inhibidor
kB (IKKB) via TLR2 y TLR4, aumentando asi la expresion de genes pro-inflamatorios y la
secrecion de quimiocinas. Por otra parte, también se ha encontrado que el grado de saturacion
de los acidos grasos impacta en la polarizacién de los M¢. Asi, mientras que los SFA inducen

un fenotipo M1, los acidos grasos insaturados inducen el fenotipo M2. Por ejemplo, los M¢
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tratados con el acido oleico (insaturado) expresan niveles incrementados de marcadores de
tipo M2 como CLEC10A y CD163 (53-57). El tipo de FA almacenado en el adipocito, el tiempo
de exposicion a lipidos, el fenotipo inflamatorio de los M¢ y la presencia de varias moléculas
de sefalizaciéon inflamatorias podrian explicar la respuesta predominantemente anti-
inflamatoria de los ATM en individuos delgados frente a la respuesta pro-inflamatoria en el AT

de sujetos obesos después de la exposicion a lipidos (16).

Factores secretados por el AT

Como se ha descrito antes, el AT ha sido reconocido como el rgano endocrino mas grande, el
cual regula procesos metabdlicos e inflamatorios. Siguiendo el desarrollo de la obesidad, el
estado secretorio de los adipocitos se encuentra alterado debido a los cambios en el AT (Fig.
3). Las adipocinas, citocinas y quimiocinas son mediadores clave que ligan a los adipocitos y a
los M¢ en la regulacién de la inflamacién en el AT. Se ha establecido que existe un loop
paracrino que involucra a estos mediadores el cual tiene una influencia en el estado de

inflamacidn crénica de bajo grado en la obesidad (3, 58, 59).
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Figura 3. Factores secretados por adipocitos (izquierda) y por células de la fraccién estromal-vascular
(derecha) del VAT de individuos delgados y obesos. Tomada de Maury y col., 2007 (60).
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Adiponectina

La adiponectina es producida por los adipocitos y circula en altos niveles en la sangre (4, 61).
La expresidon es mayor en SAT que en el VAT (62). Una fuerte y consistente asociacién inversa
ha sido establecida entre la adiponectina, el indice de masa corporal y los estados pro-
inflamatorios. Se ha demostrado que un exceso de citocinas pro-inflamatorias producidas en
el AT inhibe la expresion del mRNA de adiponectina en los adipocitos (6, iError! No se
ncuentra el origen de la referencia.). Los hallazgos en los modelos experimentales indican que
la adiponectina protege contra la obesidad ligada a la disfuncién metabdlica. La administracién
de adiponectina a un raton obeso reduce los niveles de glucosa, dcidos grasos y triglicéridos
en plasma (2, 63). De igual manera, la sobre-expresion de adiponectina en el ratén deficiente
de leptina (ob/ob) mejora el metabolismo de la glucosa, reduce los nimeros de ATM vy

disminuye la expresién de TNF.

La adiponectina modula la funcidn y fenotipo de los M¢. Este factor inhibe la transformacidn
de los M¢ a células espumosas por medio de la supresidn de receptores scavenger tipo A (SR-
A) (2), disminuye la producciéon de TNF en los M¢ estimulados con LPS e inhibe la activacion de
NF-kB en M¢ de ratén. A la par, la adiponectina estimula la produccién de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 en M¢ humanos (64). Lovren y col. (65) demostraron que la
adiponectina promueve la diferenciacién de monocitos hacia un fenotipo de M¢$ M2, con
induccién de marcadores como la arginasa. Asimismo, la incubacién de M¢ M1 con los
sobrenadantes de M¢ tratados con adiponectina inhibe la produccidn de TNF y de CCL2 (65).
Del mismo modo, Ohashi y col. en el 2009 (66) reportaron que los M¢ peritoneales y los M¢
de la fraccion celular estromal vascular aislados del AT de ratones deficientes de adiponectina
mostraron altos niveles de marcadores M1 (TNF, IL-6, CCL2) y menores de marcadores M2
(arginasa-1, IL-10) con respecto a los ratones silvestres. Ademas, el tratamiento de los M¢ con
adiponectina recombinante aumenta los niveles de marcadores M2 y reduce los de ROS en M¢
derivados de monocitos humanos y en células de la fraccién estromal vascular aisladas del AT
de humanos. Estos datos en conjunto demuestran que la adiponectina funciona como un

regulador de la polarizacién de M¢ (66).
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Leptina

La leptina es secretada por los adipocitos y es esencial para la regulacion del peso, la funcion
enddcrina y respuestas inflamatorias (67, 68). Una de sus principales acciones es el control del
peso corporal y la deposicion de grasa a través de sus efectos en los receptores hipotaldmicos,
lo cual conlleva la inhibicidn del apetito. Se ha encontrado que los niveles de leptina en suero
estan fuertemente correlacionados con los de la masa de grasa corporal en individuos obesos
(67), y que la deficiencia de leptina causa obesidad mdrbida en animales y humanos. En la

obesidad humana esta bien establecida la presencia de la resistencia a leptina (68).

La leptina impacta en varias funciones de los M¢, asi como también en su fenotipo. Los M¢
procedentes del raton ob/ob exhiben in vitro una capacidad fagocitica disminuida con respecto
a la de los ratones silvestres, y la adicién exdgena de leptina a M¢ silvestres tiene como
consecuencia un aumento en la fagocitosis y en la sintesis de citocinas in vitro (69, 70). Se ha
reportado que el ratén ob/ob exhibe irregularidades fenotipicas en los M¢, debido a que
poseen una expresion alterada de TLR y una sensibilidad aumentada a LPSy TNF (71). Por otro
lado, se ha encontrado que la leptina promueve la secrecion de citocinas pro-inflamatorias
como TNF, IL-6, IL-1 en monocitos. Estos datos sugieren que la leptina favorece la funcién
fagocitica de los M¢ y su produccidn de citocinas pro-inflamatorias (72, 73). Adicionalmente,
Gruen y col. (68) demostraron que la leptina es un potente quimioatrayente para monocitos y

Md (74, 75).

Citocinas

El AT contiene muchas células capaces de producir citocinas que promueven distintos

fenotipos en los ATM, como los adipocitos y las células inmunes.

Las citocinas IL-4 e IL-13 han sido ampliamente descritas como las principales inductoras del
fenotipo M2 en los M¢ (76). Kang y col. (77) demostraron que al exponer M¢ a medios
condicionados de adipocitos se promovia un fenotipo M2, con induccién de la expresién de
marcadores como las lectinas Mgll y Mgl2. Estos efectos eran mediados por la produccidn de
IL-4 y especialmente de IL-13 por parte de los adipocitos. En cuanto a otras células inmunes se

25



ha demostrado que las células NKT aumentan la polarizacion M2 por medio de la sefializacion
IL-4/STATG6 (28), y recientemente se ha demostrado que los eosinéfilos son una de las fuentes
principales de IL-4 en el AT. Wu y col. encontraron que el 90% de las células que secretan IL-4
en ratones delgados son eosindfilos, y su presencia en el AT correlacionaba negativamente con
el indice de masa corporal. Como consecuencia, el ratén deficiente de eosinéfilos gana mas
peso que el ratdén control cuando son expuestos a una HFD y presenta peores perfiles

metabdlicos (78).

La citocina anti-inflamatoria IL-10 ha sido asociada de manera importante con el fenotipo M2
debido a su capacidad para inducir la expresion de genes como la quitinasa tipo 3 (Chi3I3),
arginasa (Arg) y el factor de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF)-A (76, 79). Se ha
reportado que la expresion de IL-10 se encuentra incrementada en la fraccién de adipocitos y
M¢ de VAT de ratones con una HFD (80). Igualmente, en humanos obesos se ha demostrado
que la fraccion estromal-vascular del VAT secreta mayores niveles de IL-10 que la de los
individuos delgados (60). Por otra parte, Fujisaka y col. (81) determinaron que la sobre-
expresién sistémica de IL-10 aumenta el numero de M¢ M2 en el VAT, por lo que se especula
que la sefializacion por IL-10, asi como por IL-4/IL13, en los monocitos podria contribuir al

aumento de los ATM con un fenotipo M2.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La prevalencia de la obesidad y el sobrepeso continla en aumento en una gran parte de la
poblacién mundial, y su aparicién contribuye al desarrollo de enfermedades metabdlicas como
hipertensidn y diabetes mellitus tipo 2, entre otras. La obesidad se considera un estado de
inflamacién crénica de bajo grado, y cursa con infiltracion de monocitos al tejido adiposo (AT).
Los monocitos tienen una gran plasticidad y cambian su programa transcripcional
dependiendo de las sefiales del microambiente en el que residen, lo cual les permite
diferenciarse hacia diferentes tipos de macréfagos. El AT en el contexto de la obesidad puede
ser muy complejo, por ejemplo existe un incremento de zonas necrdticas de adipocitos y de
regiones hipoxicas, secrecion alterada de adipocinas, citocinas y quimiocinas, y niveles
extracelulares incrementados de acidos grasos libres. Este microambiente Unico del AT en el
contexto de la obesidad podria modificar el fenotipo de los monocitos reclutados. Debido a
que los macréfagos juegan un papel critico en la inflamacion del AT, es necesario estudiar

como el microambiente del AT modifica el fenotipo de los precursores de los macroéfagos.

HIPOTESIS

Los factores solubles producidos por el tejido adiposo de individuos con diferente grado de

adiposidad promueven distintos fenotipos en los monocitos humanos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Definir el perfil génico asociado a la inflamacién y a la activacién metabdlica de los monocitos
humanos cultivados con medios condicionados de explantes de tejido adiposo de individuos

con distinto grado de adiposidad.

Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion de marcadores asociados al fenotipo M1 (ITGAX, CLEC5A), M2 (CD163,
CD163L1) y al de los macréfagos “metabdlicamente activados” (ABCA1, PLIN2) en monocitos
expuestos a medios condicionados de explantes de SAT y VAT procedentes de individuos
delgados y obesos.

2. Determinar la expresion de citocinas (TNF, IL6, I1L10), quimiocinas (CCL2) y receptores de
guimiocinas (CCR2) en monocitos expuestos a medios condicionados de explantes de SAT y
VAT de individuos delgados y obesos.

3. Realizar estudios de correlacidn de la expresidn génica con el indice de masa corporal de los
individuos.
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METODOLOGIA

Aislamiento de monocitos

Los concentrados leucocitarios se obtuvieron a partir de donantes sanos del banco de sangre
del CMN “La Raza” del IMSS. Las células se sometieron a un gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque (densidad 1.077 g/ml). Las células fueron centrifugadas a 800 xg durante 30 min a
temperatura ambiente y se aislaron las PBMC de la interfase entre el Ficoll y el plasma. La
poblacion de monocitos CD14+ fue purificada a partir de 400 x 10° PBMC por seleccién positiva
mediante MACS (Magnetic Cell Sorting) utilizando un anticuerpo (Ab) anti-CD14 conjugado con

microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec).

Obtencion de muestras de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo fueron obtenidas de pacientes delgados y obesos que fueron
sometidos a apendicectomia o colecistectomia por laparoscopia. Se obtuvieron muestras de
SAT y de VAT (omento). Los criterios de inclusién y exclusién para el reclutamiento de los

sujetos de estudio fueron:

* Criterios de inclusidon: Individuos mayores de 18 afios de ambos sexos, metabdlicamente
sanos (ausencia de factores asociados al sindrome metabdlico o sdélo circunferencia de

cintura mayor al punto de corte), que firmen un consentimiento informado.

* Criterios de exclusion: individuos metabdlicamente inestables o dismetabdlicos
(circunferencia de cintura mayor al punto de corte y presencia de uno o varios factores
asociados al sindrome metabdlico), individuos que estén con tratamientos para la
hipertensién, hiperglicemia o dislipidemia, individuos con diagndstico de cancer,

endocrinopatias, o enfermedades cronicas renales o hepaticas.

Las caracteristicas de los individuos incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los donadores de tejido adiposo subcutaneo y visceral incluidos

en el estudio.

a)
b)

d)
e)
f)

Grupo Delgados Obesos

No. 6 6

Edad?® (media * SD) 32+9.3 354+3.5
IMC®) (media + SD) 21.9+0.7 36.5 + 3.5%*
Glucosa® (media + SD) 98.2+7.3 98+17.8
Colesterol® (media + SD) 141.4 £29.8 163.2 +34.8
Triglicéridos® (media + SD) 80+ 29.6 108.4 £ 55.95

ARos.

IMC: indice de masa corporal (kg/m?).

Rango normal: 70-110 mg/dl.
Rango normal: 136-200 mg/dl.
Rango normal: 30-183 mg/dl.
# p< 0.00001.

Generacion de los medios condicionados de tejido adiposo

El tejido adiposo fue cortado en piezas de 2 a 4 mm, las cuales fueron cultivadas durante 24 h

en medio DMEM/F12 carente de suero fetal bovino (SFB), suplementado con antibidticos y L-

glutamina 2.5 mM, en una relacién de 100 mg de tejido por ml de medio. El medio

condicionado (MC) obtenido se congeld a -80°C hasta su uso.

Condiciones de cultivo de monocitos

Los monocitos se cultivaron en una proporcién de 2.2 x 108/ml durante 12 h con medio RPMI

1640 y DMEM/F12 en una proporcion 50% v/v, suplementado con 5% SFB, L-glutamina 2.5 mM

y antibidticos 1%. Estas condiciones de cultivo fueron empleadas para analizar el efecto de los
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MC de tejido adiposo, y los monocitos fueron cultivados durante 12 h en medio RPMI 1640 y
medios condicionados de individuos delgados y obesos, en una proporcién 50% v/v,
suplementado con 5% SFB, L-glutamina 2.5 mM y antibidticos . Los monocitos recién aislados

se utilizaron como control en algunos experimentos.

Extraccion de RNA

Una vez recolectadas las células, la extraccion de RNA se realizé con el reactivo Trizol®
(Ambion). Se afiadieron 250 pL de Trizol a 5-7 x 10° células. La mezcla se centrifugo a 10,000
rpm por 15 min a 4°Cy se obtuvo la fase acuosa, a la cual se le afiadieron 125 L de isopropanol
y se incubd 10 min a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C vy se
desecho el sobrenadante. A continuacion se adicionaron 250 plL de etanol 75% diluido en agua
con dietilpirocarbonato (DEPC), se mezcld y se centrifugd nuevamente a 8,000 rpm por 5 min
a 4°C. El sobrenadante se desechd y el RNA se resuspendié en 15 plL de agua-DEPC. EI RNA se
incubo a 60°C por 10 min y finalmente se cuantifico por espectrofotometria y se evalud su

integridad en un gel de agarosa al 1 %.

Determinacion de citocinas y marcadores asociados a los fenotipos M1, M2 y MMe

por RT-PCR cuantitativa

Una vez obtenido el RNA, el cDNA se obtuvo mediante el Kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Thermo Scientific). El andlisis de la expresién génica se realiz6 mediante PCR
cuantitativa (gRT-PCR) utilizando las sondas y oligonucledtidos predisefiados de Applied
Biosystems (TagMan® Gene Expression Assays, Thermo Scientific) para las citocinas TNF, IL6, e
IL10, la quimiocina CCL2, su receptor CCR2, los marcadores CLEC5A e ITGAX (M1), CD163 y
CD163L1 (M2), ABCA1 y PLIN2 (activacion metabdlica) y TBP (Tata Binding Protein) como

control, en el sistema 7500 de Applied Biosystems, bajo las siguientes condiciones:
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Componentes de reaccion uL para Rx. Vol total de 20 pL
20X TagMan® Gene Expression Assay 0.5
2X TagMan® Gene Expression Master Mix 10
cDNA template (1 to 100 ng) 9.5 uL (25 ng)
PCR
40 ciclos
Incubacién UNG | Activacion AmpliTaq Gold | Desnaturalizaciéon | Alineamiento/Extension
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60 °C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min
Volumen 20 uL

Los valores de ACt (cycle threshold) se obtuvieron relativizando cada valor de Ct del gen
problema al valor de Ct de TBP. Para comparar los niveles de transcritos entre dos condiciones
problema se empled la férmula Qr = 2(44%) donde la AACt entre dos condiciones se calculd

con la SigUiente formula: AACt (condicién 1 — condicién 2) = (ACtgen—TBP)condicién 1- (ACtgen—TBP)condicién 2.
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RESULTADOS

Los monocitos en condiciones de adherencia y cultivados con SFB adquieren un

fenotipo pro-inflamatorio

Se ha demostrado que las condiciones de cultivo son un importante factor para la modulacién
de la expresidn de algunos genes, por lo cual Inicialmente se investigd como la condicién de
cultivo en conjunto con la adherencia podrian afectar la expresidon de genes pro-inflamatorios
y anti-inflamatorios en los monocitos. Para explorar esta posibilidad los monocitos fueron
cultivados en medio DMEM/RPMI al 50% v/v suplementado con SFB 5%. Se evalud a las 12
horas por medio de gRT-PCR la expresion de genes anti-inflamatorios como 1L10, CD163 vy
CD163L1, y pro-inflamatorios como TNF, IL6, CCL2 y CLEC5A, entre otros. Como condicion
control se utilizaron monocitos recién aislados y se analiz6 el mismo panel de genes
mencionados anteriormente. Las graficas representan el cambio de la expresidn de los genes
de los monocitos en cultivo con respecto a los monocitos recién aislados. Los monocitos
cultivados incrementan la expresién de genes pro inflamatorios, con incrementos significativos
de hasta 250 veces mas que los monocitos recién aislados (Fig. 4A). En contraste, el cambio en
la expresidn de los genes anti-inflamatorios fue irregular, con una disminucidn en la expresion
de IL10 y un incremento significativo de CD163L1, mientras que CD163 no experimentd
cambios (Fig. 4B). Con estos datos concluimos que el cultivo con SFB y/o los procesos de
adherencia a la placa de cultivo inducen en los monocitos sanguineos la expresién selectiva de
genes pro-inflamatorios, tanto de citocinas (IL6 y CCL2) como de marcadores asociados al

fenotipo M1 (CCR2, CLEC5A e ITGAX).
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Figura 4. Efecto de la condicidon de cultivo y adherencia en la expresion de genes pro- y anti-
inflamatorios en monocitos. Andlisis por qRT-PCR de monocitos humanos cultivados durante 12 horas.
El nivel de la expresidn de los genes se encuentra representado como el cambio de la expresion de los
genes de los monocitos en cultivo con respecto a monocitos recién aislados. Los resultados representan
las medias + SD de los monocitos expuestos a 6 MC independientes. *Diferencia significativa (p<0.05)
con la prueba t de Student.

Los MC de SAT de individuos obesos y delgados promueven un fenotipo anti-

inflamatorio en los monocitos

El AT secreta factores diferenciales en el contexto de la obesidad con respecto al AT de
individuos delgados, los cuales pueden modular el fenotipo de los precursores de los M¢. Para
evaluar esta regulacién los monocitos sanguineos de individuos sanos fueron cultivados con
MC de SAT de individuos delgados y obesos. Se analizdé por gqRT-PCR la expresion de citocinas
y marcadores pro- y anti-inflamatorios para definir si se promovia una polarizacién de tipo M1
0 M2 en los monocitos. Como se muestra en la Fig. 5, los MC de SAT de individuos obesos y
delgados promueven paralelamente la expresidon de la citocina inmunosupresora IL10 y de
marcadores anti-inflamatorios como los receptores tipo scavenger CD163 y CD163L1, mientras
gue indujeron un decremento en la expresidon de citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-6,
asi como de ITGAX. Por lo tanto, los monocitos expuestos a los factores secretados por el SAT

de individuos delgados y obesos adquieren una polarizacién mas cercana a la del tipo M2.
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Figura 5. Polarizacién anti-inflamatoria de los monocitos expuestos a MC de SAT. Analisis por gRT-
PCR de la expresién de los genes indicados en monocitos humanos expuestos durante 12 h a MC de
SAT procedente de individuos delgados y obesos. El nivel de la expresién de los genes se representa
como el cambio de su expresién en los monocitos expuestos a MC con respecto a los monocitos
cultivados en ausencia de MC. Los resultados son las medias + SD de los monocitos expuestos a 6 MC
independientes. *Diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de Student.

Los monocitos expuestos a MC de AT de omento de individuos obesos exhiben un

fenotipo mixto

La mayoria de los estudios han reportado que el VAT del omento se caracteriza por ser
inmunoldgicamente activo y mas asociado a la disfuncién metabdlica que el AT subcutaneo.
Por este motivo se explord la eventualidad de que los factores secretados por este depdsito
graso pudieran modelar un fenotipo distinto al de los monocitos expuestos a MC de SAT. Para
probar esta hipdtesis se realizé un analisis de qRT-PCR donde se evalud la expresion de genes
asociados al fenotipo M2 como IL10, CD163 y CD163L1, y al fenotipo M1 como TNF, IL6,
CLEC5A e ITGAX. Identificamos que los MC de VAT de individuos obesos inducian en los
monocitos la expresion de marcadores asociados a la activacion M2, con un aumento
significativo en la expresién de IL10y CD163L1 (Fig. 6). Los marcadores pro-inflamatorios como
IL6, TNF y CLEC5A no mostraron variaciones o disminuyeron su expresion aungque, de manera

interesante, detectamos un incremento significativo en la expresion de ITGAX en presencia de
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MC de individuos obesos (Fig. 6). ITGAX es un marcador que es utilizado para describir a una
poblacién de M¢ reclutados al AT en el contexto de la obesidad y con caracteristicas pro-
inflamatorias. Conjuntamente estos resultados sugieren que en el contexto de la obesidad los
monocitos recién reclutados al tejido visceral adquieren un fenotipo mixto, con la propiedad
de sintetizar IL10 y de adquirir marcadores anti-inflamatorios como CD163L1, acompafado de

un incremento en la expresién del marcador inflamatorio ITGAX.
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Figura 6. Regulacion de la expresion de marcadores pro- y anti-inflamatorios en los monocitos
expuestos a MC de VAT de individuos delgados y obesos. Analisis por gRT-PCR de la expresion de los
genes indicados en monocitos humanos expuestos durante 12 h a MC procedente del VAT de individuos
delgados y obesos. El nivel de la expresion de los genes se encuentra representado como el cambio de
la expresion de los genes de los monocitos cultivados con MC con respecto a los monocitos en ausencia
de MC. Los resultados son las medias = SD de los monocitos expuestos a 6 MC independientes.
*Diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de Student.

Los monocitos expuestos a MC de AT de individuos delgados y obesos adquieren un

fenotipo anti-inflamatorio, independientemente del origen del AT

Para determinar el panorama general del cambio en la expresion de los genes analizados en
los monocitos expuestos a MC de individuos delgados y obesos entre los depdsitos analizados,
se realizaron las comparaciones correspondientes de los resultados de la exposicién de los
monocitos a los MC obtenidos por medio de qRT-PCR. Como se muestra en la Fig. 7A, el nivel

de expresion de los marcadores anti-inflamatorios CD163 e [IL10 se encuentra
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significativamente incrementado en los monocitos expuestos a MC de SAT con respecto a los
de VAT de individuos delgados, mientras que para los marcadores pro-inflamatorios TNF, IL6 e
ITGAX, se detectd una disminucidn en su expresion en ambos depdsitos. Por otro lado, factores
producidos por el SAT y el VAT de individuos obesos inducen la expresién de marcadores anti-
inflamatorios como CD163, CD163L1 e IL10 (Fig. 7B). La expresién de IL10 fue
significativamente mayor en los monocitos expuestos a MC de VAT en relacion a los expuestos
a MC de SAT de individuos obesos. En cuanto a la expresion de los marcadores inflamatorios,
la expresion de TNF e IL6 se redujo en los monocitos expuestos a MC de ambos tipos de
depdsitos de individuos obesos, y para CLEC5A no se observan variaciones importantes en su
expresion. Un dato interesante fue la expresion de ITGAX, el cual sélo se encontrd
incrementado significativamente en los monocitos expuestos a MC de VAT con respecto a MC
de SAT de individuos obesos. Por lo tanto, podemos concluir que factores secretados por el
SAT de individuos delgados inducen una polarizaciéon anti-inflamatoria en los monocitos,
mientras que tanto factores secretados por el SAT como por el VAT tuvieron este
comportamiento en individuos obesos. En general no se detectaron variaciones significativas
en la expresion de las citocinas inflamatorias TNF e IL6 en ninguna circunstancia, aunque
tendieron a disminuir su expresion. Este mismo comportamiento se observo para la expresion
de la lectina CLEC5A. Sin embargo, factores secretados por el AT de ambos depdsitos
disminuyeron la expresién de ITGAX en sujetos delgados y sélo se detecté un aumento en su

expresion con MC de VAT de individuos obesos.
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Figura 7. Efecto de los factores secretados por el SAT y VAT de individuos delgados y obesos sobre la
expresion génica de los monocitos. Expresion de genes relacionados con los fenotipos M1 y M2 en
monocitos expuestos a MC de SAT y VAT de individuos delgados (A) y obesos (B), evaluada por qRT-PCR. El
nivel de la expresidn de los genes se encuentra representado como el cambio en la expresidn de los genes
indicados en los monocitos cultivados con MC con respecto a los monocitos no expuestos a MC. Los
resultados representan las medias + SD de los monocitos cultivados con 6 MC independientes. *Diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba t de Student.
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La expresion de CCL2 y CCR2 se incrementa diferencialmente en monocitos expuestos

a MC de omento de individuos obesos

Debido a que el reclutamiento de monocitos al AT en la obesidad parece ser parcialmente
dependiente del eje CCR2/CCL2 y a que éstos expresan CCL2 en respuesta a estimulos de
activacion (39, 82), consideramos la posibilidad de que factores producidos por el AT indujeran
la expresion de este eje en los monocitos. Encontramos que la expresién de CCR2 y CCL2 era
promovida cuando los monocitos eran expuestos a MC de SAT de individuos delgados y
obesos. En contraste, solamente los monocitos expuestos a MC de VAT expresaban
diferencialmente CCL2 y CCR2, siendo significativamente mayor en los monocitos expuestos a

MC de individuos obesos (Fig. 8).
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Figura 8. Expresion de CCL2 y de su receptor CCR2 en monocitos expuestos a MC. Andlisis de la
expresion de CCL2 y CCR2 por qRT-PCR en monocitos humanos expuestos durante 12 h a MC de SAT
(panel izquierdo) y de VAT (panel derecho) de individuos delgados y obesos. El nivel de la expresién de
los genes se encuentra representado como el cambio de la expresidn de los genes en los monocitos
cultivados con MC con respecto a los monocitos cultivados en ausencia de MC. Los resultados
representan las medias + SD de los monocitos expuestos a 6 MC independientes. *Diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba t de Student.
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Los monocitos expuestos a MC de individuos obesos no recapitulan la activacién

metabodlica

Se ha demostrado que los microambientes especificos de la obesidad inducen un fenotipo
distinto a la activacion clasica y alternativa en los ATM, el cual ha sido denominado como
“metabdlicamente activado”. Estos ATM se caracterizan por la expresion de ABCA1 y PLIN2,

dos moléculas asociadas al metabolismo de lipidos (22).

Para determinar si el microambiente generado por los factores del AT puede inducir la
expresion de estos marcadores representativos del fenotipo “metabdlicamente activado” en
los precursores de los M¢ se realizé un analisis de su expresion en los monocitos expuestos a
los MC durante 12 h. Este analisis arrojé que la expresién de ABCA1 no era inducida en los
monocitos expuestos a MC de SAT o VAT, tanto de individuos delgados como de obesos. En
contraste, PLIN2 se indujo en todas las condiciones evaluadas. Por lo tanto, estos hallazgos
sugieren que los factores secretados por el AT de individuos obesos no promueven

especificamente la expresidon de marcadores asociados a la activacion metabdlica de los M¢.
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Figura 9. Expresion de marcadores relacionados al fenotipo metabdlicamente activados en
monocitos expuestos a MCs. Andlisis de la expresidn de ABCAL y PLIN2 por gRT-PCR en monocitos
humanos expuestos durante 12 h a MC de AT subcutaneo (panel izquierdo) y de omento (panel
derecho) de individuos delgados y obesos. El nivel de la expresidn de los genes esta representado como
el cambio de la expresion de los genes de los monocitos cultivados con MC con respecto a los monocitos
en ausencia de MC. Los resultados representan las medias £ SD de los monocitos expuestos a 6 MC
independientes. *Diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de Student.
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La expresion del eje CCL2/CCR2 se asocia positivamente con marcadores anti-

inflamatorios

En el analisis de correlacion entre los genes analizados en los monocitos expuestos a MC de
SAT y de VAT de individuos delgados y obesos se encontrd que existia una correlacién positiva
estadisticamente significativa entre la expresion de CCL2 y la de IL10 (Fig. 10A), asi como de la
expresion de CCR2 y la de CD163 y CD163L1 (Fig. 10B). Ademas, la expresiéon de CCR2
correlacioné positivamente con la de ITGAX (Fig. 10C). La expresidon de ITGAX también
correlaciond positivamente con la expresién de otros marcadores anti-inflamatorios como
CD163L1 (Fig. 10C). No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre
ITGAX, CCL2 o CCR2 con ninguin marcador inflamatorio. La expresion de TNF e IL6 correlaciond
positivamente en todas las condiciones evaluadas, asi como la de los marcadores anti-

inflamatorios IL10, CD163 y CD163L1 (datos no mostrados).

Con respecto a los datos de expresion génica en relacion con el IMC de cada individuo, no se
encontrd ninguna correlacion significativa cuando se analizaron todos los individuos juntos o
los individuos estratificados por el tipo de depdsito graso (datos no mostrados). Sin embargo,
cuando se analizaron los individuos clasificados por su IMC (delgados y obesos por separado)
se observo que el IMC correlaciond positivamente con la expresidn de IL6 y negativamente con
la de CD163 y CD163L1 en los individuos delgados (Fig. 11A). Aunque las tendencias se
mantuvieron en los individuos obesos, los analisis arrojaron correlaciones estadisticamente

significativas exclusivamente con CD163L1 (Fig. 11B).
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Figura 10. Anadlisis de correlacion entre la expresion de CRR2/CCL2 con marcadores anti-
inflamatorios. Expresion de los genes indicados en los monocitos tratados con MC de AT subcutdneoy
de omento en individuos delgados y obesos. Cada simbolo (rombos) corresponde a los datos obtenidos
con un MC individual. La expresion de los genes se representa como el cambio de la expresién de los
genes de los monocitos cultivados con MC con respecto a los monocitos en ausencia de MC (log2). En
cada grafica se muestran los valores del coeficiente de correlacién de Pearson (r) y los valores de p con
la prueba de Pearson.
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Figura 11. Andlisis de correlacion entre la expresion de marcadores génicos y el IMC de los individuos.
Expresion de los genes indicados en los monocitos tratados con MC de AT subcutaneo y de omento en
individuos delgados (A) y obesos (B). Cada simbolo (rombos) corresponde a los datos obtenidos con un
MC individual. La expresidn de los genes se representa como el cambio de la expresidn de los genes de
los monocitos cultivados con MC con respecto a los monocitos en ausencia de MC (log2). En cada
grafica se muestran los valores del coeficiente de correlacion de Pearson (r) y los valores de p con la
prueba de Pearson.
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DISCUSION

La obesidad es ampliamente considerada un estado de inflamacién crénica de bajo grado y se
ha reportado que los ATM participan en su establecimiento. A su vez, se ha encontrado que
los ATM se acumulan en el AT de individuos y ratones obesos y que estos provienen en su
mayoria de monocitos sanguineos los cuales, dependiendo de las sefiales del microambiente,
pueden diferenciarse hacia diferentes tipos de M¢ (29, 31, 33). En este trabajo se realizé un
analisis detallado del impacto del microambiente del AT en la obesidad, en especifico de los
factores secretados por éste, en el fenotipo de los precursores de los M@, analizando la
expresion de marcadores asociados a la polarizacion M1 o M2. Este estudio demuestra que los
factores secretados por el AT de individuos delgados generan un fenotipo anti-inflamatorio en
los monocitos, debido a que inducen la expresidon de marcadores asociados a la polarizacion
M2 como CD163, CD163L1 e IL10. Ademds estos MC no inducen la expresién de citocinas o
marcadores relacionados al fenotipo M1 como TNF, IL6 o ITGAX, lo cual concuerda
ampliamente con lo reportado en la literatura (22, 39, 41, 43, 81), sugiriendo asi que los ATM
derivados de monocitos de individuos delgados poseen una funcién relacionada con la
homeostasis del tejido. Para determinar si los factores secretados por el AT en la obesidad
inducian un cambio en el fenotipo de los monocitos, estos fueron expuestos a MC de
individuos obesos. Se encontré un aumento en la expresién de marcadores anti-inflamatorios
como CD163, CD163L1 e IL10, en monocitos expuestos a MC de individuos obesos con respecto
a individuos delgados, esto acompafiado de una reduccion en la expresion de marcadores pro-
inflamatorios como TNF, IL6 y CLEC5A, sin diferencias significativas entre monocitos expuestos
a MC de individuos delgados y obesos. Estos resultados difieren de algunos trabajos en los
cuales se describe una polarizacién de tipo pro-inflamatoria en los ATM de ratones obesos (27,
39, 83). No obstante varias lineas de evidencia apoyan nuestros hallazgos, como lo encontrado
por Fjeldborg y col., quienes comparan la expresiéon de marcadores relacionados con el
fenotipo M1y M2 en ATM subcutaneos de individuos delgados y obesos. Este grupo describié
gue existia un cambio en el fenotipo de los ATM pero un fenotipo M2 o anti-inflamatorio,
debido a que encontraron un aumento en la expresién de IL10 y de CD163 (42). A su vez,

Spencer y col. demostraron que existe una mayor abundancia de M¢ de tipo M2 en el SAT de
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individuos obesos con respecto al de delgados, debido a que expresan altos niveles de TGF-
y promueven fibrosis; ademas, al cultivar células THP-1 con adipocitos se promovia en los M¢
una mayor expresion de IL10 (84). Entonces, el microambiente del AT en el contexto de la
obesidad induce un fenotipo anti-inflamatorio en los ATM y como se ha demostrado por
primera vez en este trabajo, en sus precursores, por lo que probablemente esta polarizacion
pudiera ser un mecanismo benéfico para contrarrestar la inflamacién en el tejido. En lo que
respecta a los posibles inductores secretados por el AT en el contexto de la obesidad que
pudieran estar promoviendo este fenotipo anti-inflamatorio en los monocitos, se sabe que las
citocinas clave que regulan la activacidn alternativa de los M¢ son IL-4/IL-13, las cuales sobre-
regulan la expresién de marcadores asociadas al fenotipo M2 (76). Kang y col. estudiaron si el
AT era capaz de secretar estas citocinas y, por lo tanto, mediar la activacién alternativa. Este
grupo reporto que los adipocitos son capaces de producir IL4 e IL13; ademas, al exponer a M¢
derivados de medula ésea a MC de adipocitos se inducia la expresion de lectinas asociadas al
fenotipo M2 y una mayor actividad de STATS6, el cual es un efector clave en la sefializacion de
citocinas tipo TH2 como IL-4 (77). Del mismo modo, se ha implicado a la citocina IL-10 como un
inductor clave en la activacidn alternativa de los M¢, ya que sobre-regula la expresion de
marcadores asociados a este fenotipo como CD163, CD163L1 y CD206 (80, 81, 86). Con
respecto a los ATM, se ha descrito que es secretada en mayor cantidad en el AT de humanosy
de ratones obesos con respecto a delgados (60, 81, 85). Ademas, se ha descrito que el eje
CCL2/CCR2, el cual media el reclutamiento de monocitos al tejido en estado de inflamacién,
regula la polarizacion de los M¢ hacia un fenotipo M2, debido a que regula a la baja la secrecidn
de citocinas pro-inflamatorias y aumenta la producciéon de IL-10 (87). Por estas razones
especulamos que los principales factores secretados por el AT en el contexto de la obesidad
gue pudieran estar promoviendo una polarizacidon de tipo M2 en los precursores de los
monocitos son IL10, IL4, IL13 y el eje CCL2/CCR2, aunque probablemente existe una plétora de
factores existentes en los MC, de los cuales alin no se ha descubierto su capacidad para inducir

una polarizacion M2 en los ATM.

Por otro lado, se ha descrito ampliamente en la literatura tanto en humano como en ratéon que

existe una poblacidn especifica de ATM que expresa el gen ITGAX, el cual codifica para la
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integrina CD11c. Se ha determinado que esta poblacion proviene de precursores de la médula
0sea y que generalmente posee caracteristicas de un fenotipo M1, entre ellas una mayor
expresion de citocinas pro-inflamatorias. Al analizar la expresion de ITGAX en los monocitos
encontramos que solo era inducida significativamente en los monocitos expuestos a factores
secretados por el omento de individuos obesos. Esto correlaciona con la literatura debido a
que se ha descrito en humano y ratén que los ATM que expresan CD11c en su mayoria
provienen de monocitos (27, 29, 39, 43). Ademas, esta poblacion tiene la particularidad de
acumularse durante la obesidad primordialmente en el omento (88), por lo que estos hallazgos
y nuestros resultados demuestran que la expresion de ITGAX esta siendo regulada
positivamente en los precursores de los M¢ por algun factor secretado especificamente por el
AT de omento de individuos obesos. Igualmente se ha reportado que los ATM que expresan
CD11c se encuentran localizados en las CLS, dreas que se caracterizan por tener una
remodelacidn de tejido muy activa, por lo que los M¢ localizados en estas estructuras podrian
presentar propiedades de una polarizacion M2, ademds de las pro-inflamatorias
abundantemente descritas. De manera interesante se ha descrito en la literatura un fenotipo
mixto en los ATM CD11c+ de humano, debido a que se encontré que éstos exhiben tanto
caracteristicas pro-inflamatorias como propiedades de M¢ M2; entre ellas podemos
mencionar la capacidad para expresar altos niveles de IL-10 a nivel de mRNA y de proteina, lo
cual concuerda en parte con nuestros resultados (43). A su vez, Shaul y col. describieron en
raton que los ATM CD11c+ tenian caracteristicas de M¢ de tipo M2, como una mayor expresion
de genes relacionados con la remodelacidon de tejido, entre ellos CD163, CD206, MMP-2 y
LYVE-1 (89). Esto sugiere que debido a que durante la obesidad el AT sufre cambios
extraordinarios en su fisiologia para almacenar el exceso de energia, los M¢ con una
polarizacién de tipo M2 podrian ayudar a mantener la homeostasis del tejido y a sustentar el
proceso de expansidon y remodelacion del AT, debido a que esta polarizacion en particular
posee capacidades o funciones para promover la angiogénesis y adipogenesis, captacién y
metabolismo de lipidos, fagocitosis de células necrdticas o apoptéticas, degradacién de la
ECM, entre otras (42, 89-92). Es importante sefialar que los monocitos expuestos a MC de

individuos obesos no recapitulan la expresién de marcadores pro-inflamatorios (a excepcion
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de ITGAX), como se ha reportado en el fenotipo mixto. Esto podria deberse a que la expresidon
de marcadores asociados a un fenotipo M1 ha sido analizada en ATM aislados directamente
del AT, por lo que quizas la induccidn de una polarizacién de tipo M1 requiera en conjunto de
otros factores o sefiales existentes en el microambiente del AT en la obesidad que no estan
comprendidas en los MC, como podrian ser el estado de hipoxia y un ambiente rico en lipidos,
de los cuales se ha comprobado su efecto en la induccién de un fenotipo M1 en los M¢ (47,
48, 53). Un estudio previo indicé que el microambiente que se presenta en AT en la obesidad
polariza a los ATM hacia un fenotipo Unico al cual se denominé como “metabdlicamente
activado”. Esto fue demostrado en M¢ derivados de monocitos expuestos a MC de individuos
obesos y en ATM (22). Nosotros no observamos que factores secretados por el AT de
individuos obesos induzcan este fenotipo en los monocitos con respecto a MC de individuos
delgados. La expresién de los genes ABCA1 y PLIN2, los cuales se encuentran asociados a este
fenotipo, no se detectd de manera especialmente incrementada en los monocitos expuestos
a MC de individuos obesos. ABCA1 no se indujo en ninguna de las condiciones evaluadas,
mientras que PLIN2 lo hizo en todas. Se ha sugerido que los lipidos son el inductor mas efectivo
de la expresion de ambos genes (93, 94), por lo que consideramos que los MC de individuos
obesos podrian no contener los niveles suficientes de acidos grasos libres para estimular de
manera eficiente la expresion de PLIN2 y ABCA1 en los monocitos. Alternativamente, nuestros
hallazgos podrian sugerir que la expresidon de estos marcadores asociados al metabolismo de
lipidos es dependiente del estado de diferenciacion de las células mononucleares
monocitico/macrofagicas, y que los factores secretados por el AT en la obesidad no son
capaces de inducir el fenotipo metabdlicamente activado en los monocitos, pero si en los M¢

completamente diferenciados.

La acumulacion de ATM en la obesidad es considerada, en parte, una consecuencia del
reclutamiento de monocitos sanguineos al AT, los cuales migran hacia un gradiente
guimiotactico. En la literatura se ha descrito ampliamente que la quimiocina CCL2 tiene un
papel fundamental en el reclutamiento de monocitos a sitios periféricos durante la
inflamacidn, y especificamente al AT; por ejemplo, se ha reportado que una deficiencia de CCL2

y de su receptor CCR2 en ratones obesos lleva a una disminucién en el contenido de ATM y a
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un estado de resistencia a la insulina (31, 32). Con estos antecedentes, en nuestro trabajo
analizamos si el AT de un individuo obeso es capaz de secretar factores que provoquen
cambios en la expresion del eje CCR2/CCL2 en los monocitos y, por lo tanto, contribuir
probablemente a la acumulacion de ATM. Se encontré que la expresion de CCR2 y CCL2 se
encuentra incrementada en los monocitos expuestos a MC de SAT sin diferencias significativas
entre individuos obesos y delgados, lo cual ha sido reportado para CCL2 en M¢ de SAT (42). De
manera interesante, encontramos que los niveles de expresiéon de CCL2 y de CCR2 se
encontraban incrementados solamente en los monocitos expuestos a MC de omento de
individuos obesos con respecto a delgados, lo cual concuerda con la literatura debido a que se
ha descrito que existe una mayor infiltracién de monocitos al omento de ratones obesos con
respecto a los ratones delgados (88), ademas de la capacidad incrementada de la SVF de
individuos obesos de secretar CCL2 (60). Con estos resultados podemos inferir que, debido a
que el omento se encuentra muy ligado a la disfuncién metabdlica, éste es capaz de regular en
los individuos delgados una baja induccién de la expresién de CCL2, lo que conllevaria un bajo
nivel de reclutamiento de monocitos y evitaria la generacion de respuestas inflamatorias
exacerbadas. El omento de individuos obesos muestra un escenario diferente, ya que los
factores secretados por este tejido inducen la expresion del eje CCL2/CCR2 en los monocitos.
De esta manera, sugerimos que éste es uno de los principales mecanismos por el cual existe
una mayor acumulaciéon de ATM en la obesidad, lo cual coincide con algunos reportes donde
se describe la capacidad de los factores secretados por el AT de individuos y de ratones obesos

para incrementar la migracion de monocitos al AT (29, 95).

En este trabajo se realizaron analisis de correlacidn entre algunos de los genes analizados con
el fin de discernir si la modulacidn de la expresidon de algln gen se encontraba asociado a la
regulaciéon de otros. Sorprendentemente encontramos que tanto la expresion de CCL2 como
la de su receptor CCR2 correlacionan positivamente con IL10 (CCL2) o con moléculas cuya
expresion es fuertemente dependiente de IL-10 como CD163 y CD163L1 (CCR2). Por otro lado,
la expresion de otra molécula potencialmente asociada al fenotipo inflamatorio como ITGAX
correlaciona positivamente con la expresién de CCR2 y de CD163L1. Este es un dato

interesante debido a que recién Wouters y col. identificaron una asociacién positiva entre los
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ATM CD11c+ y los monocitos CCR2+ (96). Estos hallazgos, en conjunto con los reportados en
nuestro estudio, podrian indicar que los monocitos CCR2+ en sangre contribuyen a la
acumulacién de los ATM CD11c+, y a su vez que la expresion de CD11c+ en los monocitos recién
reclutados al AT se encuentra bajo el control de factores secretados especificamente por el
omento de individuos obesos. Igualmente, se ha demostrado que la quimiocina CCL2, la cual
se encuentra incrementada en la obesidad, es capaz de estimular la expresion de integrinas en
monocitos, entre ellas CD11c (97, 98). Por otro lado, la correlacién positiva entre la expresion
del eje CCL2/CCR2 y marcadores anti-inflamatorios como 1L10, CD163 y CD163L1 podria
parecer contradictoria debido a los roles clasicos de ambos grupos de moléculas. Sin embargo,
se ha reportado que IL10 es capaz de inducir la secrecion de CCL2 bioldgicamente activa en
monocitos de sangre periférica en ausencia de otro tipo de estimulacién (99). Por lo tanto, esta
correlacién implicaria que el reclutamiento de monocitos al AT estd mds asociado al
mantenimiento de la homeostasis del AT, independientemente de grado de adiposidad del

individuo.

Finalmente, se realizaron también analisis de correlacion entre el IMC de los individuos y la
expresion de todos los genes evaluados. Cuando analizamos los MC en conjunto no
encontramos ninguna correlacion significativa. Sin embargo, al evaluar separadamente los MC
de individuos delgados y de obesos encontramos que los individuos delgados
(independientemente del tipo de AT) presentan fuertes asociaciones positivas de su IMC con
la expresidn de la citocina inflamatoria IL6, y negativas con la expresiéon de CD163 y CD163L1.
Estos datos son similares a los descritos en ratén y en algunos trabajos con AT de humanos, es
decir, un mayor IMC correlaciona positivamente con marcadores inflamatorios vy
negativamente con marcadores anti-inflamatorios. En los individuos obesos, si bien se
mantienen las mismas tendencias, la variabilidad es grande y sélo se pudieron detectar
asociaciones significativas de su IMC con a expresion de CD163L1. Es posible que la
heterogeneidad de microambientes generada en el AT durante la obesidad (zonas de hipoxia,
zonas de angiogénesis, zonas necrdticas) influya en la mayor variabilidad de los resultados
obtenidos con los individuos obesos; sin embargo, sugerimos que, en general, el AT de

individuos con mayor IMC secreta factores que regulan el perfil génico de los monocitos,
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incrementando su producciéon de IL6 y disminuyendo la expresidon de marcadores anti-

inflamatorios dependientes de IL-10.

En resumen, en este trabajo demostramos que los monocitos sanguineos, precursores de los
ATM, son polarizados hacia un fenotipo anti-inflamatorio cuando son expuestos a MC de
individuos obesos, debido a que muestran una mayor expresion de 1L10, CD163 y CD163L1
unido a una disminucién de marcadores pro-inflamatorios en los dos tejidos grasos evaluados.
Ademas, existe una mayor expresion del eje CCL2/CCR2/IL10/ITGAX solamente en los
monocitos expuestos a MC de omento de individuos obesos con respecto a delgados. Este dato
sugiere que la mayor infiltracion de monocitos existente en el omento de individuos obesos se
debe a la secrecion de factores en este tejido que incrementan la expresion de CCL2 y de su
receptor, y que este incremento podria relacionarse en parte con la produccién aumentada de
IL-10 en situaciones de obesidad. De esta manera, los monocitos extravasados al omento de
individuos obesos encontrarian un microambiente de factores que promoverian su
polarizacién M2. Los ATM de tipo M2 estarian involucrados en los grandes procesos de
remodelacién del AT que tienen lugar durante la obesidad. Sin embargo, aunque éste sea el
panorama general, no descartamos que los distintos microambientes que se generan durante
esta remodelacién puedan promover la polarizacién de los monocitos hacia otros fenotipos

alternativos.
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CONCLUSIONES

1. Los factores secretados por el AT de individuos obesos inducen la expresién de marcadores
asociados a la activacidn alternativa de los macréfagos y disminuyen la expresion de
marcadores asociados al fenotipo M1. Estos resultados sugieren que durante la obesidad el
AT podria inducir macréfagos de tipo homeostatico como un mecanismo de compensacion

para reducir la inflamacién o con un papel de remodelacion del tejido.

2. Los monocitos expuestos a MC de individuos obesos no recapitulan la activacién
metabdlica, ya que no incrementan la expresién de ABCA1 y PLIN2 con respecto a los

monocitos expuestos a MC de individuos delgados.

3. La expresidn del eje CCL2/CCR2 se encuentra incrementada en monocitos expuestos a MC
de omento de individuos obesos, en concordancia con el mayor nimero de ATM descrito
en este tejido. La expresion de estas moléculas correlaciona positivamente con la de IL10,
pero no con la de citocinas inflamatorias como TNF o IL6, por lo que es posible que IL-10

constituya un inductor fundamental de CCL2 y de CCR2 en el omento de individuos obesos.

4. La expresion de ITGAX sélo es inducida significativamente en los monocitos expuestos a
factores secretados por el omento de individuos obesos, y su expresién correlaciona
positivamente con la de CCR2 y con la de la molécula anti-inflamatoria CD163L1. Estos
datos, en conjunto con los anteriores, sugieren que la expresion de ITGAX en este tejido
estaria mas asociada a los microambientes de remodelacion del tejido que a los

relacionados con la inflamacion.
5. En resumen, los factores secretados por el AT de diferentes depdsitos grasos durante la

obesidad son capaces de cambiar el fenotipo de los monocitos y probablemente tener un

impacto en su diferenciacién a ATM.
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PERSPECTIVAS

1. Determinar los factores incluidos en los MC de individuos delgados y obesos que provocan

los cambios génicos determinados en este trabajo.

2. Evaluar los niveles de proteina de las moléculas estudiadas con el fin de determinar si la

induccidn o supresion génica correlaciona con la expresién global de la proteina.

3. Incluir en el estudio a un grupo de individuos con sindrome metabdlico, ya que no existen
trabajos que evalien los cambios que pueda provocar el microambiente del AT de estos
individuos en los monocitos, y se ha demostrado que algunas caracteristicas del AT de estos
sujetos son diferentes con respecto a los obesos (ej: tamafio de los adipocitos, nimero de CLS)

(43).
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