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ABREVIATURAS

AdipoR: receptor de adiponectina

AMPK: cinasa dependiente de AMP

AT: tejido adiposo

ATMs: macrofagos del tejido adiposo

BAT: tejido adiposo marrén

CCL2: ligando 2 de la quimiocina con motivos C-C
CD163: receptor scavenger de hemoglobina
CD206: receptor de manosa

CLECS5A: miembro de la familia 5 de dominio de lectina tipo C
COX: ciclooxigenasa

db/db: deficientes del receptor de leptina

DC: célula dendritica

DM2: diabetes mellitus tipo 2

ERK: cinasa regulada por sefiales extracelulares
flAcrp: adiponectina de larga longitud

gAcrp: adiponectina globular

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos
HFD: dieta alta en grasas

ICAM: molécula de adhesion intercelular

IFN: interferdn

IKK: cinasa de IkB

IL: interleucina

IMC: indice de masa corporal

INOS: sintasa de oxido nitrico inducible

IRS: sustrato del receptor de la insulina

ITGAM: integrina alfa M

ITGAX: integrina alfa X

Jak: cinasa Janus

JNK: N-terminal cinasa de c-jun



LPS: lipopolisacarido bacteriano

MAPK: proteina cinasa activada por mitdgenos

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos

M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos
MKK: cinasa de proteina cinasa activada por mitdbgenos
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NF-kB: factor nuclear kB
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ob/ob: deficientes de leptina
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PAL: inhibidor del activador del plasmin6geno

PI3K: fosfatidil inositol-3-cinasa
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RAG-1: gen 1 activador de a recombinacion

RNS: especies reactivas de nitrdgeno
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TGF: factor de crecimiento transformante
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TNF: factor de necrosis tumoral

Treg: célula T reguladora

VAT: tejido adiposo visceral

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular
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RESUMEN EN ESPANOL

La obesidad es una enfermedad cronica caracterizada por la expansion del tejido
adiposo (AT), la infiltracion de células inmunes y el aumento de la produccion de
moléculas inflamatorias como TNF, IL-6, IL-8, INOS, CCL2 o ICAM-1. Los leucocitos
mas representativos en el AT son los macrofagos, los cuales son una fuente
importante de citocinas proinflamatorias como el TNF y la IL-6. Los macrofagos del
tejido adiposo (ATMs) se infiltran en el AT durante la obesidad y contribuyen a la
inflamacion y resistencia a la insulina en ratones y humanos (1). Esta acumulacion
ha sido méas notoria en el tejido adiposo visceral (VAT) que en el subcutdneo (SAT).
Lumeng et al. (2) encontraron una poblacién de ATM F4/80+ CD11c+ en ratones
obesos que no estaban presentes en los animales delgados. Esta poblacion expresa
genes pro-inflamatorios y se derivan del reclutamiento de monocitos sanguineos.
Los autores postularon que los ATM "cambian" su fenotipo de células residentes
tipo M2 a macrofagos M1 durante la obesidad inducida por una dieta rica en grasas
(HFD). Otros autores han reportado que los ATMs en el tejido adiposo de ratones
obesos presentan un fenotipo mixto M1/M2 y perfiles de remodelacion y que estos
ATM adquieren un fenotipo mas M2 con la alimentacion prolongada con HFD (3).
En humanos, la caracterizacion del fenotipo ATM ha sido mas dificil y los resultados
son contradictorios. Hay informes que coinciden sobre el "cambio de fenotipo" M2 a
M1 durante la obesidad (3); otros han encontrado que los ATMs en sujetos delgados
tienen un fenotipo M1 que cambia a M2 durante la obesidad (4). Finalmente, otros
autores han propuesto que los ATM tienen capacidades de remodelacion y
angiogénesis en el tejido en la obesidad, mientras que los ATM en sujetos delgados
presentan un fenotipo mixto (6,7). Dados los datos contradictorios sobre el fenotipo
de los ATMs en individuos delgados y obesos, en el presente estudio se planted
caracterizar el fenotipo de este tipo de células en el SAT y el VAT de individuos
delgados, con sobrepeso y obesos. Para lograr esto, obtuvimos muestras de SAT y
VAT de individuos que se sometieron a apendicectomia laparoscépica o cirugia de
colecistectomia. Los criterios de inclusion fueron: sujetos mayores de 18 afos,

ambos sexos, y metabdlicamente sanos. Algunos de los tejidos se incluyeron en



O.C.T. para evaluar los marcadores de monocitos / macréfagos CD14, CD68,
CD163 y CD163L1, y las citocinas TNF, IFN-y e IL-10 mediante microscopia
confocal multicolor. Otras muestras se congelaron instantaneamente en nitrégeno
liguido y se pesaron para realizar la extraccion de ARN, del cual se obtuvo el cDNA
y se evaluo la expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando
sondas y oligonucleétidos predisefiados para CD68, ITGAM, ITGAX, TNF, CD163,
CD163L1, IL10, IFNG, IL4, CCL2 y CCR2. La expresion génica se expreso en
relacion con TBP y ACTB utilizando el método Ct cuantitativa. En este estudio
también evaluamos el papel de la leptina en la repolarizacion de macréfagos del
tejido adiposo, para lograr este objetivo, los macréfagos M2 y M1 se generaron in
vitro y se estimularon con leptina para evaluar la expresion del ARNm genes de

citocinas y la fosforilacién de los miembros de MAPK.

La expresion de los marcadores pan-macrofagos CD68 e ITGAM (que codifica la
cadena oM de la integrina, CD11B) fue mayor en el VAT que en la SAT de sujetos
delgados, lo que concuerda con lo reportado anteriormente en cuanto a la mayor
abundancia de ATMs en el VAT. También encontramos una mayor expresion de
citocinas proinflamatorias, como el TNF y el IFNG, y una menor expresion de la
citocina antiinflamatoria IL10 en el VAT, lo que sugiere un estado mas
proinflamatorio en el VAT que en el SAT en condiciones homeostéaticas. La
expresion de CD68 e ITGAM fue mayor en el SAT de los obesos con respecto a los
sujetos delgados y su expresion se correlacion6 con el indice de masa corporal
(IMC) de los donantes. También observamos una mayor expresion de CCR2 en
sujetos obesos. Este hecho podria estar relacionado con el reclutamiento de novo
de monocitos circulantes al tejido adiposo durante la obesidad, ya que detectamos
una alta densidad de células CD14+ en el SAT de obesos en comparacion con
individuos delgados. Sin embargo, no se observaron diferencias en el VAT. La
expresion del gen proinflamatorio ITGAX (que codifica la subunidad oX de la
integrina, CD11C) se incrementd en el SAT de los individuos con sobrepeso y
obesos en comparacion con los sujetos delgados. La expresion de este gen se
correlaciona de manera positiva con el IMC de donantes delgados y con sobrepeso.

De manera similar, la expresion de TNF y IFNG tendié a aumentar en los donantes
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con sobrepeso y, sorprendentemente, se correlacionaron negativamente con el IMC
en la obesidad. Esta tendencia también se observo en el VAT. Los donantes con
sobrepeso u obesos no modificaron la expresion del ARNm de IL10 con respecto a
individuos delgados en el SAT, en contraste, detectamos un aumento de transcritos
de IL10 en el VAT que se correlaciona positivamente con el IMC. Finalmente,
observamos que la expresion de los marcadores M2 CD163 y CD163L1 fue
favorecida en el SAT de los obesos. Con respecto al papel de la leptina en la
repolarizacién de macréfagos, encontramos una tendencia a aumentar la expresion
de citocinas proinflamatorias, incluyendo la quimiocina CCL2 y una reduccion
evidente de los niveles de proteina y mRNA de IL-10 en ambos tipos de macrofagos.
Ademas, la leptina solo promovié la activacion de la MAPK Erk, pero no modificé la

fosforilacién de JNK ni de p38.

En resumen, se presentaron diferencias mas significativas en el SAT que en el VAT
con respecto a los nimeros y el fenotipo de los ATMs con relacién al grado de
adiposidad. En sujetos con sobrepeso detectamos los niveles mas altos de
marcadores proinflamatorios, que podrian estar relacionados con el inicio de una
expansiéon anomala de la AT. Nuestros datos sugieren que la obesidad esta
asociada con la abundancia de ATMs solo en el SAT. Estas células podrian derivar,
al menos en parte, de los monocitos sanguineos y la presentacion de los fenotipos
antiinflamatorios podrian asociarse con la remodelacion de tejidos. Por otro lado,
sugerimos que la leptina podria promover la repolarizacion de los macrofagos
homeostéticos del tejido adiposo mediante la supresion de la IL-10 y la promocion

de la expresién de citocinas proinflamatorias.



RESUMEN EN INGLES

Obesity is a chronic disease characterized by adipose tissue (AT) expansion,
accumulation of immune cells and increased production of inflammatory molecules
like TNF, IL-6, IL-8, INOS, CCL2, or ICAM-1. The more representative leukocytes in
the AT are the macrophages, and they are a prominent source of pro-inflammatory
cytokines such as TNF and IL-6. Adipose tissue macrophages (ATMs) infiltrate the
AT during obesity and contribute to inflammation and insulin resistance in mice and
humans (7). This accumulation has been reported more notable in visceral adipose
tissue (VAT) than in subcutaneous (SAT). Lumeng et al. (21) found a population of
ATMs F4/80+CD11c+ in obese mice that were not present in the lean animals. They
expressed pro-inflammatory genes and derive from the recruitment of blood
monocytes. The authors postulated that ATMs “switch” their phenotype from M2
resident cells to M1 macrophages during high-fat diet (HFD) induced-obesity. Others
authors have reported that ATMs in adipose tissue from obese mice presented a
mixed M1/M2 phenotype and remodeling profiles, and that these ATMs become
more M2-like with extended HFD-feeding (3). In humans, the characterization of
ATM phenotype has been more difficult and the results are contradictory. There are
coincident reports about the M2 to M1 “phenotype switch” during obesity (23); others
have reported that ATMs in lean subjects have a M1 phenotype that change to M2
during obesity (28). Finally, other authors have proposed that ATMs have enhanced
capacities of tissue remodeling and angiogenesis in obesity whereas the ATMs in
lean subjects present a mixed phenotype (24, 27). Given the conflicting data on ATM
phenotype in lean and obese individuals, in the present study we sought to
characterize the phenotype of this cell type in SAT and VAT of healthy lean,
overweight and obese donors. To aim this, we obtained samples of SAT and VAT
from lean, overweight and obese patients undergoing laparoscopic appendicectomy
or cholecystectomy surgery. Inclusion criteria were: subjects older than 18 years of
age, both genders, and metabolically healthy. Some of the tissues were included in
O.C.T. to evaluate the monocyte/macrophage markers CD14, CD68, CD163 and
CD163L1, and the cytokines TNF, IFN-y and IL-10 by multicolor Confocal
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microscopy. Other samples were snap frozen in liquid nitrogen and weighted. RNA
extraction from frozen samples was performed, and total RNA was reverse
transcribed. Gene expression was evaluated by quantitative real time PCR using
pre-design probes and oligonucleotides for CD68, ITGAM, ITGAX, TNF, CD163,
CD163L1, IL10, IFNG, IL4, CCL2 and CCR2. Gene expression was expressed
relative to TBP and ACTB using the ACt method. In this study we also evaluated the
role of leptin in the repolarization of adipose tissue macrophages, to accomplish with
this objective, macrophages M2 and M1 were generated in vitro and stimulated with
leptin to evaluate the mMRNA expression of cytokines genes and phosphorylation of
members of MAPK.

The expression of the pan-macrophage markers CD68 and ITGAM (encoding the
integrin oM chain, CD11B) was higher in VAT than in SAT of lean subjects,
according with the already reported higher abundance of ATMs in VAT. We also
found higher expression of pro-inflammatory cytokines, such as TNF and IFN-y, and
lower expression of the anti-inflammatory cytokine IL10 in VAT, which suggest a
more prevalent pro-inflammatory state in VAT than in SAT in homeostatic conditions.
CD68 and ITGAM expression was higher in SAT from obese with respect to lean
subjects, and their expression correlated with the body mass index (BMI) of the
donors. We also observed a higher expression of CCR2 in obese subjects. This fact
might be related with the de novo recruitment of circulating monocytes to AT during
obesity, since we detected high density of CD14+ cells in SAT from obese compared
with lean individuals. However, no differences were observed in VAT. The
expression of the pro-inflammatory gene ITGAX (encoding the integrin aX subunit,
CD11C) was increased in the SAT from overweight and obese individuals compared
with lean subjects. The expression of this gene correlated with BMI in lean and
overweight donors. Similarly, expression of TNF and IFNG tended to increase in
overweight donors and, surprisingly, they correlate negatively with BMI in obesity.
This trend was also observed in VAT. Overweight or obese donors did not modify
their expression of IL10 mRNA with respect to lean individuals in SAT, but in contrast
we detected an augment of IL10 transcripts in VAT that positively correlates with

BMI. Finally, we observed that the expression of the M2 markers CD163 and
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CD163L1 were enhanced in the obese SAT. Regarding to the role of leptin in the
repolarization of macrophages, we found trends to increase the expression of pro-
inflammatory cytokines including the chemokine CCL2 and an evident reduction of
protein and mRNA levels of IL-10 in both macrophages phenotypes. Leptin only
promoted activation of Erk MAPK but did not change JNK nor p38 phosphorylation.

In summary, there were more significant differences in SAT than in VAT with respect
to the numbers and phenotype of ATMs in relation to the degree of adiposity. In
overweight subjects we detected the highest levels of pro-inflammatory markers,
which could be related with the initiation of an anomalistic expansion of the AT. Our
data suggest that obesity is associated with abundance of ATMs only in SAT. These
cells seemed to be derived, at least in part, from blood monocytes, presented an
anti-inflammatory phenotype and they could be associated with tissue remodeling.
In the other hand we suggested that leptin could promotes the repolarization of
homeostatic adipose tissue macrophages by the suppression of IL-10 and the

promotion of proinflammatory cytokines expression.
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INTRODUCCION

1. El tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido conectivo laxo especializado que estd compuesto en
su mayor parte por adipocitos. Las funciones que se le han atribuido a este tejido
son: almacenamiento y generacion de energia, aislante térmico y amortiguador
mecanico en mamiferos. Se distribuye en todo el cuerpo humano, y su patron de
distribucion es influenciado por la edad, el sexo, el genotipo, la dieta, el nivel de
actividad fisica, hormonas y drogas. Este tejido esta conformado por
aproximadamente el 80% de grasa y el 20% restante por agua, proteinas y
minerales. El tejido adiposo se ha divido en dos tipos, el tejido adiposo blanco (WAT)
y el tejido adiposo marrén (BAT). El WAT es responsable del soporte mecéanico y el
almacenamiento energético de cuerpo, mientras que el BAT esta especializado en
la termogénesis y la oxidacién de lipidos (1, 2). Existen dos tipos de WAT, el visceral
(ocupando el 10% del cuerpo) y el subcutaneo (que ocupa el 80%). El tejido adiposo
visceral (VAT) tiene mayor actividad metabdlica en comparacion con el tejido
subcutaneo y sus alteraciones estdn mas asociadas con la disfuncion endotelial, la
esteatosis hepatica, niveles incrementados de adiponectina, aterosclerosis y
sindrome metabdlico (3). El tejido adiposo es un 6rgano endécrino e inmunitario que
puede secretar una variedad de adipocinas, asi como factores pro-y anti-
inflamatorios capaces de modificar la sensibilidad a la insulina en el propio tejido y
de manera sistémica. Ademas, tiene funciones importantes en la defensa

antimicrobiana, reparacion tisular e inflamacion (4).

Se ha demostrado que los adipocitos tienen propiedades inflamatorias; responden
a estimulos derivados de agentes patdgenos y a citocinas, y expresan un gran
namero de receptores. Los adipocitos son sensibles a los efectos del factor de
necrosis tumoral (TNF) el cual, a través de sus receptores p55y p75, activa el factor
nuclear (NF)-xB y cinasas como ERK, JNK y PI3K. El receptor de lipopolisacarido
tipo Toll (TLR4) se expresa en tejido adiposo y en adipocitos cultivados in vitro. Los

adipocitos responden también a interleucina (IL)-1p, IL-4, IL-6, IL-11, interferén
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(IFN)-y y componentes de la pared celular de hongos (5). Ademas de los adipocitos,
el tejido adiposo esta compuesto de varios tipos celulares en su fraccion vascular
estromal, como fibroblastos, pre-adipocitos, células inmunes y constituyentes
vasculares. Este tejido es un érgano dinamico capaz de responder ante el exceso o
escasez de nutrientes modificando sus caracteristicas estructurales, morfolégicas o
de composicion celular. La presentacion de todos estos sucesos que cambian la
morfologia del tejido se conoce como “remodelacion” del tejido adiposo y este
término se refiere a cambios tanto en la composicion celular de la fraccion vascular
estromal del tejido, a cambios en la matriz extracelular, a la modificacion en el
tamafio del adipocito, y a la generacion de novo de adipocitos (hiperplasia y
adipogénesis, respectivamente) (6). Uno de los principales eventos que modifican
al tejido adiposo es el estado de inflamacion inducido por el sobrepeso u obesidad,
ya que durante este estado este tejido puede ser infiltrado por diferentes tipos de
células inmunes como macrofagos, linfocitos B y T y neutréfilos. Ademas de la
infiltracion de células inmunes, el tejido adiposo obeso se caracteriza por la
hipertrofia de los adipocitos debido al almacenamiento del exceso de energia en
forma de grasa, incremento en la angiogénesis y sobreproducciéon de matriz
extracelular, lo cual conduce a un aumento en la secrecion de adipocinas pro-
inflamatorias y al desarrollo de un estado cronico inflamatorio de bajo grado (7).
Este estado de inflamacion crénica de bajo grado deriva en la alteracion de
diferentes parametros fisiolégicos como la presion sanguinea, la sensibilidad a la
insulina, y la concentracion de triglicéridos y de adipocinas. El tejido adiposo
inflamado en la obesidad esta caracterizado por la produccién incrementada de
mediadores pro-inflamatorios como TNF, IL-6, IL-8, sintasa inducible del éxido
nitrico (iNOS), factor de crecimiento transformante (TGF)-B1, proteina C reactiva,
molécula de adhesion intercelular (ICAM)-1 soluble, la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1, CCL2) y proteinas pro-coagulantes como el inhibidor del
activador del plasminégeno (PAIl)-1, factor tisular y factor VII (7, 8). La condicion de
obesidad esta fuertemente relacionada al desarrollo de resistencia a la insulina y
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A pesar de que aun no se conocen los mecanismos

por los cuales se desarrolla la resistencia a la insulina en la obesidad, se ha

14



determinado que la distribucion del exceso de la grasa corporal es importante,
siendo la inflamacion del tejido adiposo blanco la que se ha relacionado a esta
alteracién. Ademas, algunos estudios muestran que la expansién del tejido adiposo
visceral es la que se asocia de manera directa con la circunferencia de la cintura y

con el desarrollo de la resistencia a la insulina y no la del tejido subcutaneo (8, 9).

1.1. Macrofagos del tejido adiposo e inflamacion

La poblacién celular de leucocitos en el tejido adiposo esté representada en mayor
proporcion por macrofagos, tanto en estado de obesidad como de no obesidad. Los
macrofagos son una poblacion celular heterogénea que ejerce diferentes funciones
en la inflamacién durante la respuesta inmune innata y adaptativa. Durante un
proceso infeccioso las células mononucleares de sangre periférica derivadas de
médula 6sea se activan y migran al sitio de inflamacion en un proceso llamado
guimiotaxis y se diferencian a macréfagos en el tejido (10). Weisberg et. al.
demostraron que aproximadamente del 10 al 15% de las células nucleadas en el
tejido adiposo de ratones delgados corresponden a macréfagos (ATMs), y del 45 a
60% en ratones obesos (7). Actualmente se conoce que los ATMs se acumulan en
el tejido adiposo obeso en ratones y humanos, y que es el principal tipo celular que
contribuye a la inflamacion y a la resistencia a la insulina en este tejido (11-13). Se
ha encontrado una correlacién positiva de la expresibn Cd68 (macrosialina,
marcador pan-macrofagico), Csfrl (receptor del factor estimulante de colonias de
macrofagos -M-CSF-) y Emrl (F4/80) con la masa corporal y el tamafio del adipocito
en el tejido adiposo de distintos modelos de ratones (7). En sujetos obesos se ha
observado que el incremento de ATMs en el tejido visceral es mas notable que en
el tejido subcutaneo y que este incremento se correlaciona positivamente con el
consumo de glucosa y con los niveles de insulina (14,15) Por otro lado, se ha
demostrado que el nUmero de macroéfagos infiltrados al tejido adiposo subcutaneo
disminuye ante la pérdida de peso, asi como también los marcadores de

macroéfagos asociados a inflamacion (16).
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Diversos estudios han demostrado que el reclutamiento de macrofagos al tejido
adiposo es dependiente de la via CCL2/CCR2. CCL2 o MCP-1 es una proteina
quimioatrayente de monocitos secretada principalmente por los macréfagos vy
células endoteliales. En la obesidad el mRNA de CCL2 se incrementa en el tejido
adiposo asi como también los niveles plasmaticos de la proteina. Kanda et. al
demostraron en un modelo de raton transgénico que sobre-expresa MCP-1 en el
tejido adiposo y en un modelo de raton deficiente de esta quimiocina que esta
molécula contribuye al incremento en el nimero de ATMs, al desarrollo de
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, asi como también al desarrollo
de esteatosis hepéatica ante el consumo de una dieta alta el grasas (HFD) (17). Por
otro lado, se ha estudiado la implicacion de CCR2 en la obesidad, observando que
la deficiencia de este receptor disminuye la infiltracibn de macréfagos en el tejido
adiposo, incrementa los niveles de adiponectina, mejora la esteatosis hepatica y la
sensibilidad a la insulina (18). Recientemente, se demostr6 mediante el uso de
ratones transgénicos que sobre-expresan el receptor gpl30 soluble que la
sefalizacion trans de la IL-6 esta implicada en la acumulacion de ATMs en

condiciones de obesidad (19).

1.2. Fenotipo y funciones de los macrofagos del tejido adiposo: Activacion
clasicay alternativa

Los macréfagos son una poblacién celular muy heterogénea cuyo fenotipo y
funciones dependen de distintos factores microambientales, es decir, son células
con gran plasticidad que se activan por los diferentes estimulos a los cuales estan
expuestos. Se han descrito in vitro dos tipos de macrofagos de acuerdo con su
estado de activacion. Los macréfagos clasicamente activados o de tipo M1 que son
generados en presencia de estimulos como lipopolisacéarido bacteriano (LPS) e IFN-
v, producen grandes cantidades de citocinas pro-inflamatorias como el TNF, IL-6 e
IL-12 y especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS). Los macréfagos
alternativamente activados o de tipo M2 se generan en presencia de citocinas como

IL-4 e IL-13, poseen caracteristicas anti-inflamatorias y producen grandes
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cantidades de IL-10, del receptor sefiuelo de IL-1 (IL-1R2) y del antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1RA) (20).

Actualmente se ha postulado que existe un cambio de fenotipo de los ATMs de un
estado de activacion alternativa o M2 (que expresan en raton Yml, Argl e il10)
hacia un fenotipo pro-inflamatorio (incremento en la expresion de Tnfa y Nos2)
durante el desarrollo de la obesidad inducida por una dieta alta en grasas. Se han
descrito dos poblaciones de macrofagos del tejido adiposo con caracteristicas
fenotipicas y funcionales diferentes. Una poblacion de estos macréfagos reside en
el tejido y poseen caracteristicas de una activacion alternativa o de tipo M2 y se
relacionan con la supresion de la respuesta inmune y con la remodelacion de la
matriz extracelular. Estas células son una poblacion dominante en estados de
delgadez. Los ATMs de ratones delgados expresan genes de tipo M2 como Ym1l
(YmZl/quitinasa 3 tipo 3), Argl (arginasa 1), il10 (IL-10), Mrc2 (receptor de manosa
C tipo 2) y Mgl1/2 (lectina galactosa-N-acetil galactosamina 1 y 2 especificas de
macrofagos) y co-expresan los marcadores de membrana F4/80 y CD11b. Por otro
lado, en un estado de obesidad inducido por la dieta, hay otra poblacion de
macrofagos que incrementa su numero en el tejido adiposo y que provienen del
reclutamiento. Estos macréfagos expresan F4/80, CD11b y CD11c y co-expresan
genes pro-inflamatorios como il6 (IL-6), Nos2 (iNOS) y tnf (TNF) (21). Por otro lado,
se ha descrito que la distribucién de los ATMs es distinta segun su perfil inflamatorio.
Los macréfagos de tipo M2 en el tejido de un sujeto delgado es dispersa, mientras
que los macrofagos de tipo M1 en los obesos se encuentran rodeando a los
adipocitos necréticos formando estructuras de tipo corona (Ver Fig.1) (22). Shaul
et. al. han descrito una transicién de distintos fenotipos de ATMs con el desarrollo
de la obesidad basado en la expresibn de MGL1. Los autores observaron un
incremento en la poblacién de macréfagos CD11c+ en ratones alimentados con una
dieta alta en grasas con respecto a los ratones con una dieta normal y encontraron
una expresion diferencial de MGL1 en estos macrofagos: MGL1-/CD11c+,
MGL1med/CD11lc+ y MGL1+CD11C-. Los ATMs MGL1+/CD11lc- fueron
predominantes en el tejido adiposo de los ratones delgados, tenian caracteristicas
de una polarizacion M2, expresan IL-13, IL-10, STAT-6, CD206 y CD163 y niveles
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reducidos de transcritos M1 como IL-12p40 e IL-1b, sin embargo, luego de 8
semanas de una dieta alta en grasas, esta poblacion celular incrementa la expresion
de los niveles de marcadores de tipo inflamatorio como CCR2, iNOS e IL-12p40 con
una concomitante disminucién de algunos genes M2 y la induccién de genes de
funcién inmunosupresora como IL-10, IL-1Ra y STAT-6. Las subpoblaciones
CD11c+ no presentaron un perfil inflamatorio estricto, es decir, conservaron la
expresion incrementada de genes inflamatorios como IL-1b e [L-12p40,
disminuyeron algunos genes antinflamatorios como IL-10, IL-13, STAT-6, CD206 y
CD163, pero aumentaron la expresion de Argl y genes relacionados con la
remodelacion tisular como MMP-12, ADAM-8 y VEGF. La poblacién
MGL1med/CD11c+ presentd una expresion intermedia de los genes de tipo M1y
M2. A las 12 semanas de una HFD estas tres poblaciones aumentaron en nimero,
pero en proporcion los macrofagos MGL1+/CD11c- disminuyeron, mientras que la
poblacion MGL1med/CD11c+ fue la mas predominante y demostraron una mayor
induccion de genes como MMP-2, CD163 y LYVE-1 que las otras subpoblaciones
de ATMs. Esto sugiere que, con la progresion en la obesidad, las poblaciones de
ATMs se vuelve heterogéneas y van adquiriendo un fenotipo mixto, favoreciéndose

las poblaciones con capacidades de remodelacion (23).
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Figura 1. Distribucion de los macréfagos en el tejido adiposo delgado y obeso.
Tomado de (22).

En humanos también se ha reportado el fendmeno de este cambio fenotipico M2/M1
utilizando los marcadores CD40(M1), CD163 y CD206(M2) para la identificacién de
ambas subpoblaciones de macréfagos, encontrando un mayor numero de
macrofagos CD40+ en el tejido adiposo de sujetos obesos con respecto a los
delgados, sin variacion de la poblacion CD163+ y CD206+ (24). Aunado a estos
datos se encontr6 que tras la pérdida de peso se incrementaron los macréfagos que
expresaban estas moléculas asociadas al fenotipo M2. Por el contrario, también
existen reportes que postulan un cambio de fenotipo desde un perfil inflamatorio
hacia un perfil antiinflamatorio con la obesidad que se podria estar relacionado con
la remodelacion del tejido (25). Se ha encontrado una subpoblacion de macréfagos
que co-expresa CD14 y CD206 cuya acumulacion se asocia con el indice de masa
corporal; esta poblacion presenta un fenotipo de macrofagos residentes de tejido,

tienen bajos niveles de expresion de IL-8 y COX-2 (ciclooxigenasa-1) y una
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expresion incrementada de LYVE-1 (receptor endotelial de hialuronato de vasos
linfaticos-1) que podria asociarse con su capacidad de remodelacion y angiogénesis
del tejido adiposo. (26). Otros autores han identificado la expresion de Coladgeno VI
en areas de fibrosis (en el SAT) que correlaciona positivamente con el indice de
masa corporal y de manera negativa con la sensibilidad a la insulina; estas zonas
fibréticas son abundantes en macrofagos los cuales tienen una alta expresion de
CD206 y escasa para CD86 y también expresan CD150, un marcador que identifica
a macrofagos M2c, subtipo involucrado en la reparacién tisular, producciéon de
matriz extracelular y secretan altos niveles de TGF-B. Estos autores también
describieron que los ATMs del tejido adiposo de los individuos delgados presentan
un fenotipo “mezclado” M1/M2 ya que encontraron que expresaban CD86 y CD206
(27).

Datos adicionales en la literatura apuntan a que los fenotipos de los macréfagos con
la obesidad no cambian hacia un perfil “puro”. (28) Zeyda et. al. demostraron que
los ATMs presentan un fenotipo “mezclado” M1/M2: expresan marcadores de
superficie de tipo M2 como el receptor de manosa CD206, CD163, integrina avp5,
entre otros, y son capaces también de secretar citocinas pro- y anti-inflamatorias
(29). También se ha reportado el incremento en poblaciones de macréfagos que
expresan el marcador inflamatorio CD11c junto con CD206 en la obesidad, las
cuales se encontraron agrupadas en estructuras de tipo corona rodeando a los
adipocitos y cuya abundancia estaba asociada a la resistencia a la insulina, ademas
su incremento se observé tanto en el tejido subcutdneo como en el visceral, siendo
mayor en el subcutaneo. Estos macréfagos expresan altos niveles de integrinas,
moléculas de presentacién antigénica y secretan mayores niveles de citocinas
inflamatorias como IL-1b, IL-6 y TNF en respuesta a LPS con respecto a la poblacién

residente (definida como CD11c-) ademas de producir IL-10 (28).

Otros estudios muestran el papel de los ATMs como células presentadoras de
antigeno. Se ha observado un incremento en el numero de células T CD4* en el
tejido adiposo visceral de ratones sometidos a una dieta alta en grasas comparado

con los controles, y que los ATMs son capaces de captar antigenos y presentarlos
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en el contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase

Il e inducir la proliferacion de células T CD4* tanto in vivo como in vitro (30).

2. Otras células inmunes que contribuyen a la inflamacion en el tejido

adiposo

Ademas de los macrofagos, otras células del sistema inmune también pueden
ejercer un papel pro-inflamatorio o anti-inflamatorio en el tejido adiposo. Dentro de
las células que se han descrito que juegan un papel pro-inflamatorio en este tejido
se encuentran los neutrofilos, las células T CD4* Thl, células T CD8*, células B y
células dendriticas (DCs). Ademas, existen células con funcion anti-inflamatoria o
asociadas con la inflamacién de tipo Il como son las células T reguladoras (Tregs),
células T CD4* Th2 y los eosindfilos (31).

Los neutroéfilos son células del sistema inmune innato capaces de secretar una gran
variedad de enzimas anti-microbianas (lisozima, elastasa, mieloperoxidasa y
defensinas) y de migrar a tejidos inflamados. También pueden madurar en sitios de
inflamacion local y producir grandes cantidades de citocinas y quimiocinas como
TNF, IL-1pB, IL-8 y MIP-1q, lo cual repercute en el reclutamiento de otras células
inmunes, principalmente macrofagos. En la obesidad inducida por una dieta alta en
grasas (HFD) el numero de neutrofilos se incrementa en el tejido adiposo, aunque
en menor proporcion que el nimero de macrofagos (32). Talukdar et al. (33)
demostraron que la inhibicién farmacoldgica o la delecién genética de la elastasa
de neutréfilos mejora la resistencia a la insulina y suprime la inflamacion en el
higado y el tejido adiposo; ademas, esta inhibicion estuvo asociada con la

disminucion del nUmero de ATMs CD11c".

Los eosindfilos estan especializados en la respuesta antiparasitaria y tienen una
funcién central en las respuestas de tipo Th2, que participan en la respuesta
antiinflamatoria, en la polarizacion M2 de los macréfagos y en la diferenciacién de
linfocitos Th2. En el tejido adiposo el niumero de eosinéfilos se reduce en la

obesidad. Los ratones deficientes de este tipo celular muestran una actividad
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incrementada de macréfagos de tipo M1, ganancia de peso y resistencia sistémica

a la insulina (34).

Las DCs son células que juegan un papel importante en la transicion de la respuesta
inmune innata y adaptativa al presentar antigenos en el contexto de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad a las células T. El papel de las DCs en la
obesidad aun no esta bien estudiado (33, 34). Bartola et. al. encontraron un
incremento de la subpoblacion convencional de DCs CD11c"9"F4/80"9 y otra
subpoblacién atipica CD11c"9"F4/80'°"CX3CR1* en el tejido adiposo de ratones
con diabetes tipo 2 y resistencia a la insulina, ésta ultima subpoblacion presenté la
capacidad de inducir un perfil de tipo Th1l7 en el tejido adiposo de los ratones
obesos. Por otro lado, en el tejido adiposo de ratones delgados presentaba una
preponderancia de DCs CD11c* CD103* sugiriendo un papel en la induccion de
células Tregs CD4* Foxp3*. La delecion de DCs en ratones deficientes de fit3l
mejora la resistencia a la insulina inducida por la obesidad, presentando una

disminucién en el nimero de ATMs y macrofagos en el higado (35, 36).

Otra de las poblaciones celulares importantes que intervienen durante el desarrollo
de la inflamacion en la obesidad y la resistencia a la insulina son los linfocitos. Los
ratones deficientes de la enzima RAG-1 alimentados con una HFD presentan
ganancia de peso y adiposidad y desarrollan resistencia a la insulina, lo cual sugiere
la importancia de las células T y B en esta alteracion inducida por la obesidad (37).
El tejido visceral de ratones obesos presenta una proporcién incrementada de
células T CD4* Thl productoras de INF-y respecto a células T Foxp3*. Ademas, las
células de estos ratones obesos producen mayores niveles de INF-y que las células
de ratones delgados cuando son estimulados in vitro. Se ha demostrado que esta
citocina regula la expresion de genes como el TNFa, CD68, MCP-1, RANTES, IL-
10 y STAT-1 en el tejido adiposo y su deficiencia limita la acumulacion de células
inmunes y mejora la sensibilidad a la insulina. Winer et al. demostraron que la
reconstitucion de células T CD4* en ratones deficientes de Ragl mejoran la
resistencia a la insulina, por otro lado, la reconstituciéon con células T CD4+ de

ratones deficientes de Stat6 (tienen un desarrollo normal de células Thl, pero no
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desarrollan células Th2) no mejoran la resistencia a la insulina. De acuerdo con
estas observaciones las células Thl podrian exacerbar la inflamacion inducida por
la obesidad y el desarrollo de la resistencia a la insulina (37-39). Las células T
reguladoras (Tregs) estan involucradas en el mantenimiento de la tolerancia
inmunologica y la homeostasis. Estas células se encuentran enriquecidas en el
tejido adiposo de ratones delgados y su numero disminuye en los modelos murinos
de obesidad y en los pacientes obesos. Las células Tregs funcionan en el tejido
adiposo delgado para mantener el estado anti-inflamatorio, esto lo hacen
produciendo grandes cantidades de IL-10 y de esta manera promueven un estado
de activacion alternativo de los macréfagos (40). Lumeng et al., demostré que la IL-
10 también puede actuar sobre la funcién de los adipocitos. Cuando los adipocitos
son estimulados con IL-10, entonces Akt es fosforilado y la expresion de la
guimiocina CCL2 disminuye, ademas el consumo de glucosa ante el estimulo con
insulina se ve facilitado (21). La deplecion de las células Tregs en un ratén
transgénico que expresa Foxp3 acoplado a la toxina diftérica (Foxp3-DTR), la
resistencia a la insulina se desarrolla de manera espontanea en los tejidos que
responden a la insulina, incluyendo el tejido adiposo, esto aunado a una
incrementada expresion de genes pro-inflamatorios. Por el contrario, la induccién
de la expansion de estas células en ratones obesos mejora la resistencia a la

insulina (40).

3. Adipocinas y su influencia sobre las células del sistema inmunitario

El tejido adiposo blanco es un érgano que secreta varios factores derivados de los
adipocitos que se denominan adipocinas. Las adipocinas son moléculas
pleiotrépicas que incluyen la leptina, adiponectina, visfatina, apelina, vaspina,
hepcidina, RBP4 y citocinas inflamatorias como TNF e IL-1f. Estas proteinas actuan
de manera autécrina o enddcrina regulando diferentes procesos fisiolégicos, entre
ellos la sensibilidad a la insulina, la respuesta inmune, la funcion cardiovascular, el
apetito y la saciedad, la distribucion del tejido adiposo y el gasto de energia, entre
otros. En la obesidad algunos de estos factores son modificados y conducen al
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desarrollo de la resistencia a la insulina y a la DM2. Las principales hormonas
derivadas de los adipocitos son la adiponectina, la leptina, la resistina y la visfatina
(41).

3.1. Laleptina

La leptina es una hormona secretada por los adipocitos que tiene como funcion el
control del apetito y del metabolismo. Fue descubierta en el ratébn en 1994 por
Jeffrey M. Friedman. La palabra leptina se deriva del griego leptos, que significa
“‘delgado”. La estructura primaria de la proteina estd compuesta de 167
aminoacidos. Se han identificado seis isoformas de la leptina que tienen diversas
funciones biolégicas, desde el control de la presién sanguinea hasta la regulacién
del sistema inmune. Los niveles de leptina que circulan en la sangre son
directamente proporcionales a la masa del tejido adiposo blanco y al indice de masa
corporal, que van desde 5 a 10 ng/ml en sujetos sanos hasta 40 a 100 ng/ml en
individuos obesos. Ademas, los niveles de leptina se encuentran incrementados en
la obesidad, en desérdenes metabdlicos como la resistencia a la insulina o la DM2.
Esta hormona sefializa a través del receptor de leptina (ObR), el cual tiene varias
isoformas que son producto de splicing alternativo: ObRa, ObRb, ObRc, ObRd,
ObRe y ObRf. Son miembros de la superfamilia del receptor de citocinas de la clase
| y todas las isoformas comparten un dominio extracelular idéntico de union a
ligando, pero s6lo ObRb tiene un dominio citoplasmico largo y la capacidad de
sefalizar a través de las cinasas Janus (Jak), STAT3 (Transductor de Sefal y
Activador de la Transcripcion-3) y a través de la via AktmTOR (Proteina Cinasa
B/Blanco de Rapamicina en mamiferos). El receptor funcional de la leptina ObRb se
expresa en el hipotalamo regulando la homeostasis energética y la funcién
neuroenddcrina, y en todos los tipos celulares del sistema inmune. (41, 42). En
células mononucleares de sangre periférica el receptor se encuentra

predominantemente expresado en monocitos (43).

Ademas de sus funciones en el metabolismo, la leptina esta involucrada en la

regulacion de la respuesta inmune, es considerada como una adipocina pro-
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inflamatoria ya que promueve las respuestas de linfocitos Thl y también puede
ejercer sus acciones en otros tipos de células del sistema inmune como monaocitos,
macréfagos, DCs, neutrdéfilos, eosindfilos, basofilos y células asesinas naturales
(NK) (3142). Participa en la activacion de monocitos y macrofagos promoviendo la
fagocitosis por la activacion de la via de la fosfolipasa A2 y la produccion de
ciclooxigenasas, leucotrienos, 6xido nitrico, IL-18 (mediante la activacion del
inflamasoma/caspasa-1) y citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-1p (44-47).
También estimula la proliferacion de monocitos humanos circulantes in vitro y regula
positivamente la expresion de marcadores de activacion como CD25 (cadena o del
receptor de IL-2), CD71 (receptor de transferrina), CD69 y CD38. Ademas,
incrementa la expresion de otros marcadores de activacion ya presentes en altos
niveles sobre la superficie de monocitos no activados como HLA-DR, CD11b y
CD11c (48). Algunos ensayos in vitro han mostrado que la leptina tiene funciones
quimioatrayentes sobre los monocitos y macréfagos que es dependiente de la via
de JAK2/STATS3, las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y PI3K

(fosfatidil-inositol 3-cinasa) (49).

Los macrofagos humanos generados in vitro en presencia de leptina, expresan altos
niveles de marcadores caracteristicos del fenotipo M2, como el receptor de manosa
(MR) y CD209 y bajos de CD40, CD80 y CD86. Sin embargo, estos macrofagos
tienen un perfil de secrecion de TNF-a, IL-6, IL-1b, MCP-1 y MIP-1a muy similar al
de los macrofagos M1 en respuesta al LPS. Los autores sugieren que la leptina
podria promover el fenotipo de activacion de los macréfagos que infiltran el tejido
adiposo (50). El tejido adiposo de ratones reconstituidos con médula 6sea deficiente
del receptor de leptina (WT/db) que son sometidos a una dieta alta en grasas
presentan una menor expresion de genes proinflamatorios como Tnfa, 116 y Ccl2,
comparado con los ratones control; ademas, tienen menor abundancia de
estructuras de tipo corona y la mayoria de los ATMs son MGL1+ CCR2- sugiriendo
un fenotipo anti-inflamatorio. Estos hallazgos indican que la leptina podria tener un
papel importante en el cambio de los ATMs hacia un fenotipo proinflamatorio en la
obesidad (51).
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En células polimorfonucleares de sujetos sanos la leptina estimula la produccion de
especies reactivas de oxigeno y la quimiotaxis. En las células NK interviene en todos
los procesos del desarrollo celular, diferenciacion, proliferacién, activacion y
citotoxicidad. La leptina también puede inducir la linfopoyesis en ratdén y proveer una
sefal de supervivencia para los timocitos dobles positivos CD4*CD8* y simples
positivos CD4*CD8" (52). Ademas promueve la proliferacion de células T humanas
y la polarizacion hacia un fenotipo de tipo Thl (53). EI modelo de raton db/db
(deficientes del receptor de leptina) resulta en un fenotipo de obesidad y diabetes.
Los ratones ob/ob (deficientes de leptina), db/db y aquellos que son tratados con un
antagonista del receptor de leptina tienen una respuesta incrementada a los efectos

letales del lipopolisacarido (LPS) bacteriano (54).

3.2. Laresistina

La resistina es una hormona que se descubrié en el 2001 en el ratén y fue llamada
asi por su caracteristica de “resistir” a la accion de la insulina. Fue descrita
inicialmente como una hormona especifica de adipocitos y se conoce que tiene una
importante relacién con la resistencia a la insulina, la obesidad y la diabetes. Sin
embargo en humanos se ha demostrado que esta hormona también puede ser
producida por el epitelio intestinal, células de musculo esquelético, linfocitos y
macréfagos. La resistina humana es un péptido rico en cisteinas con una secuencia
madura constituida de 108 aminoacidos. Pertenece a la familia RELM/FIZZ que
incluye tres proteinas secretoras adicionales ricas en cisteinas que comparten
homologia con la resistina. EI gen humano esté localizado en el cromosoma 19 y
los segmentos maduros tienen un 55% de identidad con los del ratdn. Sin embargo,
poseen regiones del promotor divergentes, lo que sugiere diferentes mecanismos
de regulacién, distribucion de tejido y funciones. La proteina madura puede formar
oligbmeros y circular en el suero humano en diferentes isoformas de bajo y alto peso

molecular en el rango de 7 a 22 ng/ml (55).

Los niveles en suero de esta proteina tienen una correlacion positiva con el indice

de masa corporal y la masa grasa corporal, ademas de que sus valores incrementan
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con la edad. La resistina antagoniza el efecto de la insulina y se encuentra
incrementada en condiciones de obesidad inducida por la dieta asi como también
en modelos genéticos de obesidad y de resistencia a la insulina (56). En macrofagos
se ha demostrado que la resistina promueve la captacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) oxidadas (oxLDL) y la formacion de células espumosas, lo cual es
mediado aparentemente por la induccion de la expresion de SR-Ay CD36, asi como
por la reduccién de una proteina transportadora que regula el flujo de salida del
colesterol (57). En células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y
macrofagos se ha demostrado que la resistina induce la produccion de citocinas
pro-inflamatorias como IL-6, TNF, IL-12 e IL-1p mediante la activacion de la via de
NF«kB y la via de las MAPK (58). Por otro lado, en humanos se ha demostrado que
ademas de las citocinas pro-inflamatorias también se incrementa la expresion del
MRNA de la resistina tras el estimulo con LPS (59). El modelo de raton transgénico
que expresa la resistina humanizada en macréfagos y que carece de la resistina
murina presenta mayor resistencia a la insulina comparado con los controles. Estos
ratones muestran un estado inflamatorio exacerbado en el WAT caracterizado por
una expresion aumentada de genes pro-inflamatorios y mayor infiltracion de

macréfagos al tejido (60).

3.3. La adiponectina

La adiponectina (Acrp30) es una proteina de 244 aminoacidos con homologia al
colageno tipo VIl y X y al factor C1lq del complemento. Es secretada por los
adipocitos y actia como una hormona que sensibiliza a la accion de la insulina y
posee funciones anti-inflamatorias. Se encuentra en la circulacidon sanguinea en
altas concentraciones y en diferentes isoformas moleculares. Los niveles séricos de
adiponectina disminuyen en sujetos obesos, en la resistencia a la insulina y en la
DM2, mientras que sus niveles se incrementan ante la pérdida de peso o con el uso
de medicamentos que mejoran la resistencia a la insulina como las tiazolidinedionas
(61).

27



La forma monomérica de la adiponectina esta presente en la circulacion como
adiponectina de larga longitud (flAcrp), la cual forma un numero de formas
oligoméricas llamadas de bajo peso molecular (LMW), de peso molecular medio
(MMW) y de alto peso molecular (HMW). Esta proteina puede ser escindida
proteoliticamente a la forma globular de la adiponectina (gAcrp) que contiene la
cabeza globular sin el dominio tipo colageno. Esta caracteristica facilita la formacion
de trimeros pero no de oligbmeros HMW. Los niveles de oligébmeros totales y la
forma HMW de la adiponectina se correlacionan de manera inversa con el indice de
masa corporal, la glucosa, la insulina, los triglicéridos, el grado de resistencia a la
insulina 'y con la acumulacién de masa visceral. La adiponectina total y en particular
la forma HMW se encuentra en mayores niveles en el suero de las mujeres que en
los hombres. Ademas, es la isoforma biolégicamente mas activa con respecto a la
sensibilidad a la insulina. Por otro lado, la forma globular puede producirse en
organos blanco por ruptura proteolitica, pero no esta claro si existe en la circulacion
(62). La forma monomeérica de la adiponectina esta compuesta de cuatro regiones:
el péptido N-terminal, una region hipervariable corta, un dominio tipo colageno y un
dominio globular C-terminal tipo C1g. Tres monémeros (30 kDa) se asocian en el
dominio globular para formar el trimero de adiponectina, a su vez, de cuatro a seis
trimeros se asocian a través de sus dominios de colageno para dar lugar a la
estructura mas grande. La adipocina humana esta codificada por el gen ADIPOQ
en el locus cromosomal 3927, y contiene tres exones y dos intrones. Es la adipocina
mas abundante y sus concentraciones seéricas se encuentran en el rango de 5 a 30
ug/ml. La adiponectina puede regular la funcién de los cardiomiocitos, células
endoteliales, células endoteliales progenitoras, macrofagos, leucocitos y la

vasculatura del masculo liso de manera endécrina y paracrina (63,65).

Se conocen dos receptores de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, los cuales se
expresan principalmente en musculo esquelético e higado, respectivamente. Estos
receptores tienen siete dominios transmembranales pero son diferentes a los
receptores acoplados a proteinas G en estructura y funcién. El receptor AdipoR1
tiene gran afinidad por la forma globular de la adiponectina mientras que AdipoR2

reconoce mejor la forma larga. La adiponectina tiene funciones esenciales en
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musculo esquelético e higado. En el musculo esquelético las funciones de
sensibilizacion a la insulina estan mediadas por la via de AMPK y por PPARa. En
el higado activa el transporte de glucosa e inhibe la gluconeogénesis via AMPK,
activa la oxidacion de los &cidos grasos y disminuye la inflamacion mediante la via
de PPARa. Ademas disminuye el contenido de triglicéridos en los tejidos al
incrementar la expresién del transportador de acidos grasos CD36 (64). Los
receptores de adiponectina incrementan la actividad de la cinasa dependiente de
AMP (AMPK) y del receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR)-a,
lo que puede acelerar la oxidacién de acidos grasos y el consumo de glucosa (62,
63).

Diversos estudios in vitro muestran el papel de la adiponectina sobre diferentes tipos
celulares y tejidos. En macréfagos cultivados suprime la expresion del receptor
scavenger de clase A (SR-A), disminuye la activacion de NF-kB y regula de manera
positiva la produccion de IL-10 (64,66). Los macréfagos peritoneales y las células
de la fraccion estromal vascular (SVF) del tejido adiposo de ratones deficientes de
adiponectina muestran un incremento de marcadores de macrofagos asociados al
fenotipo clasicamente activado (M1), con niveles incrementados de TNF, IL-6, CCL2
y una disminucién en marcadores de tipo M2 como arginasa-1, MGL-1 (Lectina 1
tipo C tipo galactosa de macrofagos) e IL-10 (67). También la adiponectina inhibe la
actividad fagocitica y la produccion de IL-6, TNF, IL-1 e IL-8 en macréfagos e induce
la produccion de mediadores anti-inflamatorios como la IL-10 e IL-1RA en
monocitos, DCs y macréfagos (68-72). Mandal et. al. demostraron que la forma
globular y la forma de larga longitud de la adiponectina actian por vias de
sefalizacion diferentes para disminuir la respuesta inflamatoria en los macréfagos.
La flAcrp promueve la polarizacion de las células de Kupffer hacia un fenotipo M2
en un mecanismo que es dependiente de la IL-4 y de la activacion de STAT6. Sin
embargo la gAcrp tiene un impacto mas discreto sobre la expresion de los
marcadores de tipo M2 actuando por un mecanismo dependiente de la IL-10, la
enzima hemo-oxigenasa (HO)-1y de STAT3 (73).
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4. Vias de sefalizacion implicadas en la obesidad/resistencia a la insulina

Como se ha mencionado anteriormente, la obesidad es un estado de inflamacion
cronica ocasionado por la presencia de niveles incrementados de acidos grasos
libres, la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo y la subsecuente produccion
de mediadores inflamatorios. En consecuencia también se activan diferentes vias

de sefalizacion implicadas en la inflamacién y en la resistencia a la insulina.

4.1. Activacion de la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK)

El grupo de proteinas de sefalizacion JNK perteneciente a la familia de las MAPK
estan codificadas por tres genes. JNK1 y JNK2 se expresan de manera ubicua
mientras que JNK3 se expresa en un numero limitado de tejidos como el cerebro y
el corazén. JNK1 es la isoforma a la que se la ha atribuido el papel central en la
obesidad y la resistencia a la insulina. JNK1 se activa por las cinasas de MAPK
MKK4 y MKK7. En respuesta a nutrientes o sefiales inflamatorias, JNK e IKK, son
activadas y pueden fosforilar a IRS-1 en la Ser307 (equivalente a la Ser312 en
humanos); este sitio de fosforilacién evita la interaccion del domino de unién a fosfo-
tirosina (PTB) del IRS-1 con el receptor de insulina fosforilado en tirosina, lo cual
inhibe la cascada de sefalizacion del receptor e induce la resistencia a la insulina
(74-76). Algunas otras cinasas que pueden fosforilar a IRS-1 son S6K (proteina
ribosomal S6), proteina cinasa C (PKC), ERK, mTOR. Estas cinasas a su vez
pueden activar diferentes factores de transcripcion como la proteina activante (AP)-
1, NK-xB y factores regulados por IFN (IRF), todos ellos involucrados en la

expresion de factores relacionados con la inflamacion (47).

El estudio hecho en ratones deficientes de JNK demuestra que esta cinasa tiene un
papel crucial en la obesidad y en el establecimiento de la resistencia a la insulina.
Los ratones deficientes de JNK1 pero no de JNK2 muestran una menor tendencia
a aumentar de peso y no desarrollan resistencia a la insulina ante el consumo de
una HFD (77). Por otro lado, la deficiencia de JNK en macr6fagos no impide el
desarrollo de la obesidad pero ejerce proteccion contra la hiperglicemia,

hiperinsulinemia y la intolerancia a la glucosa e insulina ante el consumo de una
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HFD. Ademas, esta cinasa promueve la polarizacion M1 de los macrofagos y la
acumulacion de los mismos en el tejido adiposo (78). La alimentacion con una HFD
en ratones causa la activaciéon de JNK1 en tejidos sensibles a la insulina como el
tejido adiposo, el musculo y el higado. Sin embargo adn no se conoce bien el
mecanismo por el cual se activa esta via. Se han reportado cuatro mecanismos por
los cuales JNK1 se activa en la obesidad. El primero postula que la exposicién de
las células a acidos grasos saturados in vitro causa estrés del reticulo endoplasmico
y la induccion de la via de la respuesta a proteinas no plegadas (UPR), lo que lleva
a la activacion de JNK1. El segundo mecanismo es que los acidos grasos saturados
pueden actuar como ligandos de TLRs que activan la via de JNK. El tercero
involucra la activacion de la proteina cinasa de linaje mezclado (MLK) mediada por
la PKC y la subsecuente activacién de JNK mediada por la proteina “scaffold” JIP1.
En el cuarto mecanismo se propone que en la resistencia a la insulina inducida por

HFD la expresién de citocinas pro-inflamatorias promueve la activacion de JNK (79).

4.2. Activacion del receptor tipo Toll-4

Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones que tienen como funcién
el reconocimiento de patdgenos y la activacién de la respuesta inmune innata.
Existen mas de diez miembros en la familia de los TLRs. Los TLRs, en especial el
2 y el 4, pueden reconocer diversos ligandos enddégenos como los acidos grasos
saturados, las LDL modificadas, proteinas de choque térmico, el HMGB-1 (caja del
grupo de alta movilidad-1) y productos de degradacion de matriz extracelular. El
TLR4 media la activacion del factor de transcripcibn NF-xB tras la union con su
ligando (el mejor conocido es el LPS), lo que promueve la expresion de citocinas y
quimiocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF, CCL2, IL-1B, entre otras (80).
Adicionalmente, la activacion del TLR4 por los acidos grasos saturados conlleva a
la regulacion positiva de la via de biosintesis de ceramidas. Las ceramidas
disminuyen la sensibilidad a la insulina y el transporte de glucosa mediante la

defosforilacion de la PKB/Akt por la proteina fosfatasa 2A (81,82).
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En condiciones basales, NF-«xB se encuentra secuestrado en el citoplasma
mediante la union con IxBa. La cinasa p de kB (IKKp) fosforila IkBa y promueve su
degradacion por la via del proteasoma. Esto permite la exposicion de la secuencia
de localizacion nuclear de NF-kB y su translocacion al nucleo donde induce la
transcripcion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria. Ademas del LPS,
se ha reportado que estimulos como los acidos grasos libres, (ej: acido palmitico)
causan la activacion de IKK y la fosforilacion de IkBa a través de la activacion del
TLR4 en diferentes tipos celulares, incluidos los adipocitos y los macréfagos (83).Se
ha demostrado que una HFD induce la expresién de genes pro-inflamatorios que
dependen de la actividad de IKKp. La delecion especifica en higado de IKKp mejora
la tolerancia a la glucosay la sensibilidad a la insulina en el propio tejido, y disminuye
la respuesta inflamatoria ante una HFD. De forma similar, la delecion de esta cinasa
en el linaje mieloide mejora la sensibilidad a la insulina a nivel sistémico (84). Por
otro lado, la delecién de TLR4 a nivel sistémico genera proteccion contra la
resistencia a la insulina inducida por la dieta (83). Adicionalmente, una mutacién en
el dominio citoplasmatico del receptor TLR4 disminuye los niveles de expresion de
algunos marcadores de inflamacién, como la infiltracion de los monocitos en el tejido
adiposo y la produccion de citocinas como TNF y CCL2 en respuesta a una HFD
(85) En humanos también existen reportes acerca de la activacién de los TLRs en
la obesidad. Creely et al. encontraron un incremento en la expresién y actividad de
TLR2 en el tejido adiposo subcutdneo de sujetos obesos comparado con los
controles delgados (86). Sin embargo, el papel de los TLRs en el contexto de la

obesidad en humanos aln no esta bien entendido.
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5. Antecedentes directos

En nuestro laboratorio se ha evaluado la expresiéon de diversas moléculas y
citocinas asociadas a la polarizacion de tipo M1y M2 de macréfagos generados in
vitro y recientemente de los macréfagos del tejido adiposo. La caracterizacion del
estado de activacion de los macréfagos del tejido adiposo se comenzé con la
utilizacion de tinciones inmunohistoquimicas evaluadas mediante microscopia
confocal multicolor. En estos experimentos se ha determinado la expresion de
citocinas y marcadores de membrana asociados al fenotipo proinflammatorio y
antiinflamatorio de los macréfagos. La evaluacion de la expresion de citocinas
proinflamatorias como TNF e IFN-y en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de
individuos delgados, con sobrepeso y obesos, nos sugieren un cambio hacia un
fenotipo antiinflamatorio en la obesidad como ha sido reportado por algunos autores,
ya que encontramos una disminucion de la expresion de ambas citocinas en el VAT

de los sujetos obesos y una disminucion solo de IFN-y en el SAT (Figura 2).
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Figura 2. Expresion de citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo de sujetos delgados y obesos.
Se evalud la expresion de TNF e IFN-y en el tejido adiposo visceral (VAT) y subcutaneo (SAT) por
microscopia confocal en 5 donantes por grupo de adiposidad.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el siglo XXI, la obesidad es sin duda un grave problema de salud publica, ya que
no solo se asocia alteraciones como la resistencia a la insulina y la diabetes, sino
que también conlleva al desarrollo de enfermedades de mortalidad como las
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer. Actualmente este
problema de salud influenciada por los habitos alimenticios y la falta de actividad
fisica, no sélo afecta a la poblacién adulta, sino también a la poblacién infantil. La
inflamacion crénica dada en la obesidad esta mediada por diversos factores
moleculares y celulares que puede conducir a alteraciones de tipo metabdlico. En
la obesidad el microambiente del AT es muy complejo, presentando zonas de
hipoxia, hipertrofia y muerte celular. Ademas, se producen alteraciones en la
sintesis de adipocinas, citocinas, quimiocinas, y metabolitos como los &cidos grasos
o la glucosa. La obesidad esta asociada a un estado de inflamacion cronica de bajo
grado. Los ATM de tipo M1 se han postulado como células clave de estos procesos
inflamatorios y de la generacién de la resistencia a la insulina. Sin embargo, algunos
estudios indican que los ATM de tipo M2 predominan durante la obesidad y
favorecen los procesos de expansion del AT. Por lo tanto, los fenotipos patolégicos
de los ATM aun no estan completamente definidos. En este estudio pretendemos
esclarecer los perfiles fenotipicos y funcionales de los ATM en diferentes depdsitos
grasos de individuos con distinto IMC, asi como algunos de los factores del

microambiente del AT que pueden modular sus distintos estados de activacion.
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HIPOTESIS

1. El microambiente del tejido adiposo de individuos obesos favorece el desarrollo

de ATMs con fenotipo M2 asociados a la remodelacion del tejido.

2. La leptina, una adipocina cuya expresion se incrementa con la obesidad,

promueve una re-polarizacion inflamatoria en los macréfagos de tipo homeostatico.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la contribucion de factores asociados a la funcién del tejido adiposo de

individuos con distinto IMC al perfil inflamatorio de los macréfagos in vivo e in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la expresion de genes relacionados a la funcion de los macrofagos en el
tejido adiposo visceral y subcutaneo de individuos con diferente grado de

adiposidad.

2. Determinar la capacidad de la leptina como factor de repolarizacion en

macrofagos de tipo M2 generados in vitro a partir de monocitos:

a) Analizar la expresion de citocinas y marcadores asociados al fenotipo pro- y anti-

inflamatorio de los macréfagos.

b) Evaluar la activacion de vias de sefializacion relacionadas con la inflamacion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Aislamiento de monocitos

Los concentrados leucocitarios fueron obtenidos 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
células mononucleares (PBMC) de la interfase entre el Ficoll y el plasma. La
poblacién de monocitos CD14* fue purificada a partir de 400 x 10® de PBMC por
seleccién positiva mediante MACS (Magnetic Cell Sorting) utilizando un anticuerpo

(Ab) anti-CD14 conjugado con microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec).

2. Generacion de macrofagos M1y M2

Los monocitos CD14* se cultivaron a una densidad de 0.7 x 10° células/ml en medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-
glutamina 2 mM y antibioticos 1%. El medio fue suplementado con GM-CSF (1000
U/ml, ProBiomed) o con M-CSF (10 ng/ml, Calbiochem) para inducir la
diferenciacion de los monocitos hacia macréfagos de tipo M1y M2 respectivamente.
Las citocinas se adicionaron al tiempo 0, dia 2 y dia 4. Una vez alcanzado el sexto
dia, los macréfagos fueron estimulados o no con 50ng/ml de leptina durante 1, 2, 4
y 8 horas para obtener el RNA y medir la expresion de citocinas. Para evaluar la
activacion de proteinas de sefalizacion, los macréfagos se estimularon con la
misma concentracion de leptina durante 15, 30 minutos y 1 hora y fueron lisados
con SDS al 5%.

3. Ensayos de Western blot

Los lisados totales de los macréfagos fueron sonicados 5 veces con pulsos de 10
segundos a 40 Amp. Las muestras se centrifugaron durante 20 min a 14,000 rpm

para recuperar los lisados de proteinas totales. Los lisados fueron resuspendidos
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en buffer de carga y resueltos en geles de SDS-PAGE al 12% bajo condiciones
reductoras. A continuacion, las proteinas fueron transferidas a membranas de
PVDF. Las membranas se bloquearon con TBS-T (Tris 0.2 M, NaCl 1.37 M, 0.1%
Tween 20) y BSA 5%, lavadas con TBS-T y se incubaron con los Ab primarios anti-
fosfo-AMPK, -fosfo-JNK, -fosfo-p38 y -fosfo-Erk1/2 (Cell Signaling) diluidos en TBS-
T con BSA 5% durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas se
lavaron con TBS-T y fueron incubadas con los correspondientes Ab secundarios
conjugados a peroxidasa (Dako). En seguida, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos primarios anti-AMPK, -JNK, -p38, -Erk1/2 (Cell Signaling), o -
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, Santa Cruz Biotech.) y con sus
correspondientes Ab secundarios conjugados a peroxidasa. Las reacciones fueron
reveladas mediante el sistema de quimioluminiscencia Immun-StarTM (BioRad

Laboratories).

4. Obtencion y seleccién de muestras de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron de pacientes delgados, con sobrepeso
y obesos que fueron sometidos a apendicectomia o colecistectomia por
laparoscopia en el Hospital General de Ticoman (Protocolo no. 208/010/15/18) y el
Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos (No. 111.2018). Se obtuvieron muestras
de tejido adiposo subcutaneo y visceral (particularmente el omentum). Los
pacientes analizados en este estudio fueron seleccionados usando los siguientes
criterios: individuos mayores de 18 afios de ambos sexos, metabdlicamente sanos
(ausencia de factores asociados al sindrome metabdlico o solo circunferencia de
cintura mayor al punto de corte), que firmen un consentimiento informado. Los
individuos mayores de 18 afios de ambos sexos, metabdlicamente inestables
(circunferencia de cintura mayor al punto de corte y presencia de uno o varios
factores asociados al sindrome metabdlico) y que cursaran con tratamiento para
hipertension, hiperglicemia o dislipidemia o tuvieran diagndéstico de enfermedades

cronico-degenerativas o enfermedades enddcrinas fueron descartados del estudio.
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En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de los sujetos evaluados en este

estudio a partir de los cuales se obtuvieron las muestras de tejido adiposo.

Tabla 1. Caracteristicas de los donadores de tejido adiposo subcutaneo y
visceral analizados en este estudio.

) Edad? IMCP) o
Mujer: Glucosa  Colesterol Triglicéridos

Grupo n Homb (media + (media + (ma/d) (ma/d) (ma/d)

ombre mg mg mg
SD) SD)®)

Delgado 18 11 40.72+13.9 22.9+1.1 99+10.29 169.73+37.3 132.4+65.5
Sobrepeso 19 0.9:1 35104 27.8+1.07 100.94+17.7 192.89+3 154+72
Obeso (I-ll) 19 111 39.26+9 36.27+4 105.57£25.5 175.57+33.3 130.41+58.8

AAf0S.

b)IMC: indice de masa corporal (kg/m?). Delgado: 18.5-24.9. Sobrepeso: 25-29.9.
Obeso (tipos I-Ill): 30-49.9.

El tejido fue procesado de diferentes formas. Una parte fue incluida en la resina
O.C.T. para realizar cortes de congelacion en criostato y otra parte fue congelada

directamente en nitrégeno liquido para la obtencion de RNA.

5. Obtencién de RNA

Las muestras de tejido adiposo previamente congeladas fueron pesadas entre 100-
200 mg para ser trituradas en mortero de porcelana; el tejido triturado fue colocado
en un tubo conteniendo 1 ml de trizol (Invitrogen). En el caso de los macréfagos
generados in vitro, las células se lavaron una vez sobre la placa y se afiadi6 el
reactivo. El tejido adiposo triturado se agité en vortex varias veces y se centrifugé a

4°C a 14 000 rpm durante 20 min para eliminar los restos de tejido no

38



homogeneizados y se retird el trizol cuidadosamente dejando la capa grasa.

Posteriormente se procedio con la técnica de separacion descrita por el fabricante.

6. Expresion de citocinas y de marcadores de ATMs mediante RT-PCR

cuantitativa en tiempo real

El RNA total del tejido adiposo (de los ATMs cuando sea posible) o de los
macréfagos cultivados in vitro fue aislado mediante el método de Trizol® (Ambion).
Una vez obtenido el RNA, el cDNA se obtuvo mediante el Kit RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific). A continuacion se procedio a
evaluar la expresion de CD68, CD163, ITGAM (CD11b), ITGAX (CD11c), CD163L1,
CLEC5A, CCR2, CCL2, TNF, IL4, IL10, IFNG y como controles TBP (Tata Binding
Protein) y ACTB (-actina), mediante PCR cuantitativa (QPCR) utilizando las sondas
y oligonucleétidos predisefiados de Applied Biosystems (TagMan® Gene

Expression Assays), en el sistema 7500 de Applied Biosystems, bajo las siguientes

condiciones:
pL para Rx. Vol total de 20
Componentes de reaccion 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
Incubacion Activacion AmpliTaq 40 ciclos
UNG Gold Desnaturalizacion | Alineamiento/Extension
Temperatura 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min
Volumen 20 pL
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Los valores de ACt (cycle threshold) se obtuvieron relativizando cada valor de Ct del
gen problema al valor promedio de Ct de TBP y ACTB. Para comparar los niveles
de transcritos entre dos condiciones problema se empled la formula Qr = 2(AACH,
donde la AACt entre dos condiciones se calcul6 con la siguiente férmula: AACt

(condicién 1 — condicién 2) = (ACtgen-TBP)condicién 1- (ACtgen-TBP)condicién 2.

7. Analisis estadistico

El analisis estadistico para los ensayos in vitro se realizo utilizando los paquetes
Excel y GraphPad Prism version 5. Se utilizé el test paramétrico t de Student y los
grupos de valores se expresaron como la media £ SD. Un valor de p<0.05 se

considerara estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

1. El tejido adiposo visceral tiene una mayor densidad de macr6fagos que el
tejido subcutaneo en condiciones de homeostasis.

En la literatura se ha reportado que la acumulacion de los macréfagos en el tejido
adiposo es un fendmeno determinante en la inflamacion y en el desarrollo de la
resistencia a la insulina. Diversos estudios en humanos y modelos murinos de
obesidad han reportado que el incremento en el nimero de macréfagos se observa
tanto en tejido adiposo subcutaneo como en el visceral. En este ultimo se ha
observado que hay un mayor porcentaje de macréfagos en condiciones
homeostéticas y que durante la obesidad el incremento en el nimero de macrofagos
es mas evidente que en el SAT. Por otro lado, se conoce que ambos depdsitos
grasos tienen perfiles de secrecidn diferentes, distintas tasas de lipdlisis y
adipogénesis por lo que resulta interesante evaluar como estas condiciones y el
perfil de expresion de algunas citocinas podrian repercutir en el perfil de activacion
de los macrofagos en cada tejido graso en condiciones de homeostasis energética,
ademas de que son pocos los estudios comparativos entre los dos tipos de tejido.
En primer lugar, se analiz6 la expresion relativa de diversos genes relacionados con
la funcion de los macrofagos mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo
real. Todos los datos a nivel de RNA fueron comparados con los resultados
previamente obtenidos de tinciones inmunohistoquimicas evaluadas mediante
microscopia confocal multicolor de 5 donantes por condicion para corroborar los
hallazgos. En primer lugar, se evaluaron las diferencias en cuanto a la densidad de
los macrofagos presentes en el SAT y en el VAT en condiciones homeostaticas
(delgados). Datos previos en la literatura indican que existe una mayor abundancia
de células inmunes en el tejido adiposo visceral. Para evaluar esta cuestion, se
midio la expresion de marcadores pan-macrofagicos, CD68 e ITGAM (que codifica
para la integrina CD11b). Los resultados obtenidos sugieren una mayor numero de
macrofagos en el VAT tal como se habia reportado, ya que ambos marcadores se

encontraron incrementados en este tejido con respecto al SAT (Fig. 3A). Este
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hallazgo fue apoyado por los datos obtenidos de la microscopia confocal en donde

se observé una mayor densidad de células CD68+ en el VAT (Fig. 3B).
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Figura 3. El tejido adiposo visceral tiene mayor densidad de macrofagos en condiciones de
homeostasis. A) Se muestra los niveles de la expresion relativa del RNAm de CD68 e ITGAM en el
tejido adiposo de individuos delgados (n=18) en SAT y VAT. B) Datos obtenidos de microscopia
confocal de 5 donantes por grupo de adiposidad: se muestra el nimero de células CD68+ por area
determinada. C) Imagen representativa de la microscopia de la expresién de CD68. Prueba
estadistica: t de student no pareada. p=0.04(*), p<0.0001(***).

2. Enindividuos delgados predomina un microambiente inflamatorio en el VAT

con respecto al SAT.

Para continuar con la evaluacion del fenotipo de los macréfagos y las caracteristicas
del microambiente en condiciones de homeostasis, se compar6 la expresion de
genes asociados a la activacion clasica y alternativa de los macrofagos. Los
marcadores asociados al perfil de macrofagos proinflamatorios evaluados fueron la

citocina tipicamente expresada por esta poblacion, TNF y la citocina de polarizacion
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M1, IFN-y. Ambas citocinas tuvieron una mayor expresion a nivel de proteina en el
VAT (Fig. 4A y B panel superior), aunque no hubo diferencias significativas con

respecto a los niveles de expresion del RNA mensajero (Fig. 4A y B panel inferior).

Con respecto a los marcadores asociados al fenotipo M2, la citocina prototipo IL-10,
tuvo una expresion similar en ambos tipos de tejido a nivel de proteina y los niveles
de RNAmM mostraron ser mayores en el tejido adiposo subcutaneo (Fig. 5A). La
citocina de tipo Th2, IL-4, tuvo una mayor expresion de la proteina en el tejido
adiposo visceral, mientras que los niveles del RNA fueron préacticamente
indetectables (Fig. 5B). Por otro lado, se evalué la expresion de algunos marcadores
de membrana relacionados al fenotipo antiinflamatorio, CD163 y CD163L1
(miembros de la familia de receptores “scavenger”); éste Ultimo descrito en otro
trabajo de nuestro grupo en células productoras de IL-10 presentes en tejidos sanos
de higado y colon. Estos dos marcadores se encontraron aumentados en el tejido
adiposo visceral con respecto al subcutaneo a nivel de RNAm (Fig. 6A). En relacion
con esto, el tejido adiposo visceral también presentdé mayor densidad de células
positivas para estas proteinas (Fig. 6B), sin embargo, no hubo diferencias al analizar
el porcentaje de células positivas para ambos marcadores del total de macrofagos
(células CD68+) presentes en cada tejido (Fig. 6C).
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Figura 4. En el VAT de individuos delgados existe una mayor expresién de citocinas
proinflamatorias que en el SAT. En el panel superior se muestran los datos obtenidos mediante
microscopia confocal de la expresién en células nucleadas de las citocinas TNF (A) e IFN-g (B). Los
resultados muestran la media + SD de 5 donantes por condicién. Las graficas del panel inferior
muestran la expresién relativa del RNAm de las mismas citocinas del tejido adiposo de 18 donantes
con IMC=22.9+1.1. (C) Imagen representativa de la microscopia de la expresion de TNF e IFN-y.
Prueba estadistica: t de student no pareada. Prueba estadistica: t de student no pareada NSp>0.05,
*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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Figura 5. Expresién de citocinas anti-inflamatorias en el VAT y SAT de individuos delgados.
En el panel superior se muestran los datos obtenidos mediante microscopia confocal de la expresion
en células nucleadas de las citocinas IL-10(A) e IL-4 (B). Los resultados muestran la media + SD de
5 donantes por condicién. La grafica del panel inferior muestra la expresién relativa del RNAm de
IL10 del tejido adiposo de 18 donantes con IMC=22.9+1.1. Los niveles del RNAm de IL4 fueron
indetectables. (C) Imagen representativa de la expresion de IL-4 visto por microscopia. Prueba
estadistica: t de student no pareada. Np>0.05, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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Figura 6. El porcentaje de células que expresan marcadores de superficie de tipo M2 es
similar entre los dos tipos de tejido graso. Las gréficas del panel superior (A) representan la
expresion relativa de CD163 y CD163L1 en el VAT y SAT de individuos delgados. (B) Densidad de
células CD68+ que coexpresan CD163 y CD163L1. (C) Porcentaje de células CD163+y CD163L1+
del total de macréfagos CD68+. (D) Expresion de CD163 y CD163L1 en imagenes representativas
de microscopia confocal.
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En resumen, en el VAT predomina la expresion de citocinas proinflamatorias, sin
embargo, también se expresan marcadores asociados al fenotipo M2 en

proporciones similares a los del SAT en condiciones homeostéticas.

3. La expresion de marcadores pan-macrofagicos incrementa con relacion al
indice de masa corporal de los individuos Unicamente en el tejido adiposo

subcutaneo.

Con el fin de evaluar cémo se modificaba la expresion de los marcadores asociados
a la funcién de los macrofagos con el incremento en el grado de adiposidad, se
midieron sus niveles en el tejido adiposo de individuos delgados, con sobrepeso y
obesos. En primer lugar, se analizé la expresion de los marcadores pan-
macrofagicos para analizar el incremento de macréfagos con la obesidad descrito
ampliamente en la literatura. Los resultados muestran un incremento significativo de
ambos marcadores en los sujetos obesos con respecto a los delgados y con
sobrepeso; sin embargo, esto solo se observo en el tejido adiposo subcutaneo ya
que diferencia de lo descrito en el VAT donde se ha observado un incremento més
evidente de CD68 con la obesidad, su expresion no se vio modificada (Fig. 7A). De
acuerdo con esto, el analisis de correlacion muestra una correlacion positiva entre
la expresion de los dos marcadores con el IMC en el SAT, pero no en el VAT (Fig.
7B). Para corroborar que el incremento a nivel de RNAm correspondia realmente al
aumento en el numero de macrofagos, analizamos la densidad de macréfagos por
adipocito mediante microscopia confocal y observamos que esta densidad se
favorece con el sobrepeso y la obesidad. De igual manera esto solamente fue
observado en el SAT mientras que la densidad de macréfagos se mantuvo sin
cambios en el VAT (Figura 7C).

Sorpresivamente, al analizar la densidad de macréfagos en los cortes de tejido
encontramos otra caracteristica diferencial entre los dos tipos de depdésitos grasos;
en el SAT la densidad de adipocitos increment6 a mayor adiposidad, mientras que,
en el VAT la densidad fue menor (Fig. 8A y 8B), dicho de otra manera, esto significa

gue en el SAT los adipocitos se vuelven mas pequefios y en el VAT aumentan su
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tamafo, lo que podrian sugerir que el primero es un tejido que se expande
principalmente por hiperplasia, en cambio el segundo tendria una expansioén dada

preferentemente por un proceso de hipertrofia.
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Figura 7. La expresiéon de los marcadores pan-macrofagicos correlaciona con el indice de
masa corporal de los individuos en el SAT. (A) Expresion relativa del RNAm de CD68 e ITGAM
en el SAT y VAT de individuos delgados, con sobrepeso y obesos. (B) Analisis de correlacién de
Spearman entre la expresiéon de CD68 y el indice de masa corporal de todos los individuos. (C)
Relacion del numero de macréfagos por cada adipocito contado en individuos delgados, con
sobrepeso y obesos. Las barras muestran la media + SD de 5 donantes evaluados. Prueba
estadistica: t de student no pareada. Np>0.05, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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Figura 8. Densidad de adipocitos en SAT y VAT con respecto al grado de adiposidad. Numero
de adipocitos contados en un area de 1 mm? obtenidos mediante microscopia confocal en el tejido
adiposo subcutaneo (A) y visceral (B) de individuos delgados, con sobrepeso y obesos. Las barras
muestran la media + SD de 5 donantes por condicion. Prueba estadistica: t de student no pareada.
NSp>0.05, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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4. En la obesidad se favorece la expresion de marcadores asociados al
fenotipo alternativo de los macrofagos, mientras que, con el sobrepeso se

incrementan los mediadores inflamatorios.

Estas caracteristicas diferenciales de los procesos de expansion e infiltracion celular
entre los dos tipos de tejidos nos sugerian el hallazgo de diferentes perfiles
fenotipicos de los ATMs en la obesidad, para analizar esta cuestion se analizé la
expresion de los marcadores caracteristicos para las poblaciones pro- y
antiinflamatoria de macréfagos en el SAT y el VAT, en general, las diferencias mas
sustanciales fueron encontradas en el SAT, con pocas variaciones de expresion en
el VAT. En primer lugar, se evaluo la expresion de dos marcadores de membrana
asociados al fenotipo de macrofagos inflamatorios en tejido; uno de ellos, CLEC5A,
fue recientemente descrito por nuestro grupo de trabajo en células productoras de
TNF encontradas en lamina propia de pacientes con colitis y por primera vez
evaluamos su expresion en el tejido adiposo para la busqueda de perfiles
especificos, el otro marcador fue el gen de la integrina CD11C, ITGAX. Con relacién
a CLEC5A, su expresion fue muy baja y no cambié con el aumento del grado de
adiposidad (datos no mostrados), mientras que, ITGAX incrementé en el tejido
adiposo de individuos con sobrepeso y obesos comparado con los delgados, sin
diferencias entre estos primeros dos grupos (Fig. 9A). Ademas, visto por
microscopia confocal, la densidad de células CD11C+ fue mayor en los sujetos
obesos con respecto a los delgados (Fig. 9C). Al realizar el analisis de correlacion
entre la expresion de este marcador con el IMC de los tres grupos de estudio, no se
encontrd ninguna significancia, sin embargo, al analizar el grupo de los delgados y
con sobrepeso juntos, la correlacion resulté ser positiva (Fig. 9B), es decir, el
incremento de este marcador parecia favorecerse solo hasta el sobrepeso. De igual
manera, se encontré una correlacion positiva de este marcador con la expresion de

CD68 solo hasta el sobrepeso (Figura 9D).

Con respecto a las citocinas proinflamatorias a nivel de RNAm, TNF e IFNG
mostraron una tendencia a incrementarse con el sobrepeso comparado con los
delgados, para el caso de TNF en los obesos, los niveles de expresion parecian ser

similares a los de los delgados e IFNG conservaba la misma tendencia en obesidad
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qgue en el sobrepeso (Fig. 10A izquierda). En conjunto con esto, encontramos una
correlacion positiva de ambas citocinas con el IMC que se mantenia entre delgados
y con sobrepeso, pero se perdia al incluir el grupo de los obesos (Fig. 10A y 10B
derecha). A nivel de proteina, TNF no cambi6 entre delgados y obesos (Fig. 2)
aungque de manera interesante, hubo una correlacion negativa entre la expresion
del RNAmM de TNF y el IMC del grupo de los obesos analizados por separado (Fig.
10C) sugiriendo que con el progreso de la obesidad existe una disminucién en la
inflamacion, adicionalmente también la expresion de IFNG a nivel de proteina fue
menor en la obesidad. (Fig. 2). Debido a que observamos que la inflamacion en el
tejido adiposo parecia disminuir por la regulacion negativa de ambas citocinas con
la obesidad, continuamos con el andlisis de la expresion de los marcadores
asociados al fenotipo anti-inflamatorio y se encontré6 que los marcadores de
membrana CD163 y CD163L1 presentaron mayor expresion en la obesidad (Fig.
11A), asi mismo, por microscopia se encontr0 una mayor densidad de células

positivas para estas proteinas (Fig. 11B).

Como se mencioné anteriormente, en el VAT no se observaron diferencias
significativas entre los grupos de estudio en la expresion de los transcritos, sin
embargo, se encontraron algunas correlaciones. TNF e IFNG (Fig. 12A y B)
correlacionaron de manera positiva con el IMC de los individuos delgados y con
sobrepeso, tal como se observo en el SAT e IL-10 fue el Unico marcador que tuvo

correlacion positiva con el IMC hasta la obesidad (Fig. 12C).

En general, estos datos muestran que en el sobrepeso se presentan los mayores
niveles de marcadores asociados al perfil de macréfagos pro-inflamatorios, mientras
que en la obesidad se favorece la presencia de genes de macrdfagos anti-

inflamatorios.
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Figura 9. El marcador de macro6fagos inflamatorios, ITGAX, tiene su mayor expresion en el
sobrepeso. (A) Expresion relativa del RNAm de ITGAX en el tejido adiposo subcutaneo de individuos
delgados, con sobrepeso y obesos evaluada por gRT- PCR. (B) Analisis de correlacién de Spearman
entre la expresion de ITGAX y el IMC de individuos delgados y con sobrepeso. (C) Densidad de
células CD11c+ en el tejido subcutaneo de individuos delgados y obesos. (D) Analisis de correlacion
de Spearman entre la expresion de ITGAX y CD68. NSp>0.05, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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Figura 10. La expresion de las citocinas pro-inflamatorias, TNF e IFNG aumentan hasta el
sobrepeso. A la izquiera: Niveles de expresion relativa del transcrito de TNF (A) e IFNG (B) en el
SAT de sujetos delgados, con sobrepeso y obesos. A la derecha: Correlacién entre la expresion de
ambas citocinas con el IMC de los sujetos con sobrepeso. (C) Correlacion entre la expresién de TNF
y el IMC de los individuos obesos.
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Figura 11. En la obesidad se favorece la expresion de marcadores de tipo M2. (A) Expresion
relativa del RNAm de CD163 y CD163L1 en el SAT de sujetos delgados, con sobrepeso y obesos
determinada por qRT-PCR. (B) Densidad de células CD163+ y CD163L1+ en el SAT de individuos
delgados y obesos evaluado por microscopia confocal. NSp>0.05, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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Figura 12. En el VAT, la expresion de IL10 correlaciona con el IMC hasta la obesidad. Analisis
de correlacion de Pearson entre la expresion de TNF (A), IFNG (B) o IL10 (C) y el IMC de los
individuos en el tejido adiposo visceral. En A y B se grafica el IMC del grupo de delgados y con
sobrepeso y en C se representa el IMC de todos los individuos del estudio.
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5. Expresion del eje CCL2/CCR2 en el tejido adiposo de individuos con distinto
grado de adiposidad.

Estad descrito en la literatura que gran parte del incremento de macréfagos
inflamatorios al tejido adiposo obeso se debe al reclutamiento de monocitos
sanguineos y se ha demostrado que la quimiocina CCL2 es crucial para este evento.
Para averiguar si el incremento de macréfagos con caracteristicas antiinflamatorias
encontrado en la obesidad en este estudio pudiera tener origen en el reclutamiento
de monocitos, analizamos la expresion de esta quimiocina y su receptor, CCR2, el
cual se expresa exclusivamente en monocitos. En el tejido adiposo subcutaneo su
expresion resulté ser significativamente mayor en la obesidad y en conjunto con
esto se observo por datos de microscopia que hubo una mayor densidad de células
CD14+, sin embargo, de manera inesperada, la expresion del ligando de CCR2 no

se modificd en ninguno de los grupos.
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Figura 13. Expresion del eje CCR2/ CCL2 en el tejido adiposo subcutaneo. (A) Niveles de
expresion relativa del RNAm de CCR2 y CCL2 (B) en el SAT de individuos delgados, con sobrepeso
y obesos. (C) Densidad de células CD14+ en el SAT de delgados y obesos, evaluado por
microscopia confocal en 5 donantes por condicién.
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6. Laleptinainhibe la secrecion de IL-10 en macrofagos anti-inflamatorios con

un efecto dosis-dependiente.

Durante el aumento en el grado de adiposidad hay diversos factores en el
microambiente del tejido adiposo que podrian estar contribuyendo a la generacion
de los distintos fenotipos de macrofagos, algunos de ellos son los acidos grasos
libres liberados como producto de la lipdlisis durante la hipertrofia de los adipocitos,
la muerte celular de los mismos, el estado de hipoxia, las citocinas secretadas por
las células inmunes reclutadas y adipocinas producidas por los adipocitos. Una de
las principales adipocinas que se desregulan con la obesidad es la leptina, ésta se
encuentra elevada en individuos obesos con respecto a los delgados y se le han
atribuido funciones pro-inflamatorias debido a que induce la expresion de citocinas
como IL-12, TNF, IL-6 e IL-8 sobre células de sistema monocitico-macrofagico.

En este trabajo decidimos evaluar el papel de la leptina sobre macréfagos que se
han diferenciado previamente hacia un fenotipo anti-inflamatorio y de acuerdo a
datos de la literatura, son los que se encuentran en el tejido adiposo de individuos
delgados representando a los macrofagos residentes del tejido, por lo que podrian
ser los principales afectados por esta adipocina durante el aumento de la
adiposidad. En primer lugar, realizamos un ensayo de dosis-respuesta para evaluar
la concentracién 6ptima de leptina a utilizar en todos los experimentos. Para ello,
diferenciamos durante 6 dias macrofagos de tipo M2 y M1 como condicién control,
en presencia de M-CSF y GM-CSF respectivamente. Estos macréfagos fueron
estimulados al sexto dia con 10, 20, 30, 50 y 100 ng/ml de leptina o el vehiculo
durante 24 horas, posteriormente se recogieron los sobrenadantes y se evaluo6 la
secrecion de TNF e IL-10 por la técnica de ELISA, sin embargo, mediante este tipo
de ensayo solo pudimos detectar la secrecién de IL-10 en los macr6fagos M2. Lo
gue observamos fue que la leptina consiguié abatir considerablemente la
produccion de IL-10 desde una concentraciébn de 10ng/ml, este efecto se vio
incrementado a mayores concentraciones de leptina, logrando disminuir casi
completamente a la IL-10 al utilizar una concentracion de 100ng/ml (Fig. 14). Con

estos datos decidimos emplear la leptina a 50ng/ml en posteriores ensayos.
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Figura 14. La leptina suprime la secrecion de IL-10 en macrd6fagos antiinflamatorios. Los
monocitos CD14+ purificados a partir de sangre periférica fueron cultivados en presencia de M-CSF
durante 6 dias para diferenciar macréfagos de tipo M2. Estas células se estimularon al dia 6 con
distintas concentraciones de leptina (ng/ml) durante 24h, se recuperaron sobrenadantes y se
midieron las concentraciones de IL-10 por la técnica de ELISA. La grafica muestra los resultados de
un donante.

59



7. La leptina promueve la repolarizacion de los macrofagos M2 mediante la
supresion de la expresion de la IL10 y la induccion de citocinas pro-

inflamatorias.

Debido a que con la sensibilidad de deteccion del ELISA no era posible evaluar
todas las condiciones, empleamos la técnica de RT-PCR cuantitativa para medir la
expresion de los genes de las citocinas debido a que es un método mas sensible y
podriamos evaluar todos los cambios. Para estos ensayos, se diferenciaron
macrofagos M2 y M1 durante 6 dias, en el ultimo dia las células fueron estimuladas
0 no, con 50ng/ml de leptina durante 2, 4 y 8 horas y se realizd la extraccion del
RNA para medir los niveles de expresion de los transcritos de las citocinas TNF, IL6
e IL10 y la quimiocina CCL2 por RT-PCR cuantitativa. Para el caso de las citocinas
pro-inflamatorias, observamos una tendencia en el incremento de la expresion de
TNF en los M2 a tiempos tardios, mientras que en los M1 esta induccién parece ser
mas temprana (Fig. 15). El efecto de la leptina sobre la IL6 fue muy similar en ambas
poblaciones, observdndose también una tendencia a incrementar su expresion
desde las 2h, luego una disminucién hacia los niveles basales y un segundo
momento de induccién a las 8h. Aunque el estimulo de la leptina promueve la
expresion de estas citocinas en ambas poblaciones de macroéfagos, el efecto de
induccion parece darse a mayores niveles en los macrofagos M2. Con respecto a la
quimiocina CCL2, la cual esta implicada en el reclutamiento de monocitos al tejido
adiposo, se observo que la leptina no caus6 efecto sobre su expresion en los
macrofagos generados con M-CSF, mientras que en los M1 se incrementd desde
las 2 horas (Fig. 15). Por otro lado, los niveles del transcrito de la IL10 disminuyeron
en los macrofagos de tipo M2 a las 4h y se mantuvo suprimida hasta tiempos mas
tardios; en los M1, la leptina parece inducir un ligero incremento de los niveles de
esta citocina a las 2 horas y es abatida a mas de la mitad de su expresion basal a
las 4 horas, para después recuperar sus niveles a las 8 horas (Figura 16). En
resumen, los datos sugieren que la leptina podria ejercer un efecto de repolarizacion
de los macroéfagos residentes en el tejido adiposo al inducir la expresion de citocinas

pro-inflamatorias y suprimir la produccion de la IL10.
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Figura 15. Efecto de la leptina sobre la expresidon de citocinas pro-inflamatorias y la
quimiocina CCL2 en macréfagos. Los monocitos CD14+ purificados a partir de sangre periférica
fueron cultivados en presencia de M-CSF y GM-CSF durante 6 dias para diferenciar macréfagos de
tipo M2 y M1 respectivamente. Estas células se estimularon al dia 6 con 50 ng/ml de leptina durante
2, 4 y 8h, posteriormente las células fueron lisadas con trizol para obtener el RNA y realizar ensayos
de qRT-PCR. La grafica muestra la expresion relativa de TNF e IL6 con respecto al control sin
estimulo al que se le dio el valor de 1. Se representan la media + SEM de tres diferentes
experimentos realizados con 3 donantes sanos.
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Figura 16. La leptina suprime la expresién de IL10 en los macréfagos M2. Los monocitos CD14+
purificados a partir de sangre periférica fueron cultivados en presencia de M-CSF y GM-CSF durante
6 dias para diferenciar macrofagos de tipo M2 y M1 respectivamente. Estas células se estimularon
al dia 6 con 50 ng/ml de leptina durante 2, 4 y 8h, posteriormente las células fueron lisadas con trizol
para obtener el RNA y realizar ensayos de qRT-PCR. La grafica muestra la expresion relativa de
TNF e IL6 con respecto al control sin estimulo al que se le dio el valor de 1. Se representan la media
+ SEM de tres diferentes experimentos realizados con 3 donantes sanos.

8. La leptina promueve la activacién de ERK1/2 en los macréfagos anti-
inflamatorios sin modificar la fosforilacién de los otros miembros de las
MAPK.

El proceso inflamatorio durante la obesidad es mediado por la activacion de distintas
vias de sefalizacién, entre las cuales se han descrito cinasas como IKK, PKR y
JNK. La leptina en particular ejerce sus funciones a través de su receptor funcional
ODbRb activando las vias de JAK-STAT, IRS-1-PI3K y MAPK. Debido a que JNK
tiene un papel central en la obesidad y su activacion esta relacionada con la
resistencia a la insulina, decidimos evaluar si la leptina podria estar involucrada en
su fosforilacién y en la de los otros miembros de las MAPK en los macréfagos
durante el aumento de peso y si su efecto podria ser diferencial entre los
macrofagos que residen el tejido y aquellos que poseen caracteristicas
proinflamatorias. Para realizar estos experimentos, diferenciamos macrofagos
antiinflamatorios y proinflamatorios en presencia de M-CSF y GM-CSF,
respectivamente durante 6 dias. En el dltimo dia de la diferenciacion estos

macrofagos fueron estimulados con 50 ng/ml de leptina durante 15, 30 minutos y 1
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hora. Las células fueron recuperadas y lisadas en SDS 5% para obtener extractos
proteicos totales y realizar un ensayo de Western Blot para evaluar la fosforilacion
de p38, ERK1/2 y JNK (Fig. 18).

En general, los resultados muestran un incremento Unicamente en la fosforilacion
de ERK1/2 tras el estimulo con leptina. En condiciones basales, todos los miembros
evaluados de la familia de las MAPK se encuentran constitutivamente activados en
ambas poblaciones de macrofagos. En el caso de ERK, mostr6 mayores niveles de
fosforilacién en los M1 que en los M2 y una mayor fosforilacion de p38 y JNK en los
M2.

La leptina promovié el aumento en la fosforilacién de ERK a tiempos mas tempranos
en los M2, lograndose a los 15 minutos luego del estimulo y se mantuvo a los 30
minutos, en cambio, en los M1 se observé este incremento hasta los 30 minutos y
a una hora del estimulo, la activacion de esta cinasa decay6 a los niveles basales
en ambas poblaciones de macrofagos. En cuanto a p38, observamos una ligera
disminucién en su fosforilacién a los 15 minutos, pero fue recuperada rapidamente
en tiempos posteriores y para el caso de la cinasa JNK, no observamos ningun

cambio.
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Figura 18. Fosforilacién de los miembros de las MAPK en macréfagos estimulados con
leptina. Macrdéfagos diferenciados en presencia de M-CSF y GM-CSF para obtener poblaciones de
tipo M2 y M1, respectivamente, fueron estimulados al dia 6 de la diferenciacion con 50 ng/ml de
leptina durante 15, 30 minutos y 1 hora, se obtuvieron lisados de proteinas totales y se realiz6 un
WB para evaluar la fosforilacién de Erk, p38 y Jnk. Como controles de carga se muestran las
proteinas totales. El resultado de las graficas muestra la densitometria hecha para 3 donantes.
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DISCUSION

Desde que se describié que la obesidad constituye un proceso inflamatorio cronico
que va acompafiado de la infiltracion de diferentes tipos de células inmunes, se ha
destacado el papel de los macréfagos como elementos cruciales en el desarrollo de
la inflamacion y las comorbilidades que acompafian al proceso, ya que se ha
demostrado en diversos estudios en raton que la deplecién o la disminucién en el
reclutamiento de estas células al el tejido adiposo mejora la captacion de glucosa y
la resistencia a la insulina (13, 36). Sin embargo, el papel de los macréfagos en los
tejidos no soélo estriba en desencadenar la inflamacién sino también en la resolucion
de ésta e incluso en la reparacion tisular. Es por esto que es de vital importancia
conocer como se modifica el perfil fenotipico de los macréfagos del tejido adiposo
desde un estado homeostatico y durante el aumento en el peso corporal para
entender su repercusion sobre el estado inflamatorio y conocer también cémo
algunos factores solubles que se desregulan durante este aumento de peso influyen
en su perfil. El fenotipo de los macréfagos del tejido adiposo en ratones delgados y
obesos esta practicamente definido, mientras que, en humanos, la caracterizacion
de los perfiles de activacion de los macréfagos en este tejido ha sido mas
complicada ya que el uso de marcadores en cada caso ha sido distinto y no existe
a la fecha un consenso general acerca del uso de éstos para identificar poblaciones
de macrofagos de grasa. Por otro lado, también se ha estudiado el perfil fenotipico
de los macréfagos en los dos tipos de tejido adiposo blanco con el conocimiento
gue ambos depositos grasos presentan distintos perfiles de secrecion de adipocinas
y hormonas (88) que podrian tener una repercusion diferencial sobre la funcion de
los macrofagos, de hecho, hay varios estudios comparativos que indican que el
aumento en el tejido adiposo visceral tiene mayor relacion con una incrementada
infiltracion de macréfagos, con el desarrollo de comorbilidades y el sindrome
metabdlico que el tejido subcutaneo pero esta poco estudiado si el perfil fenotipico
de estas células se modifica con el tipo de tejido estudiado. En este trabajo
realizamos la busqueda de genes asociados al perfil M1 y M2 de los macréfagos

del tejido adiposo utilizados en estudios hechos in vivo como in vitro y analizamos
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las diferencias que existen en la expresion de estos genes en dos tipos de depdsitos
grasos en individuos metabolicamente sanos. Debido a que los niveles de expresion
del RNA no siempre reflejan los niveles de la proteina, comparamos los datos de
expresion génica con la expresion de las proteinas obtenidos mediante microscopia
confocal y se observo que en la mayoria de las condiciones ambos concuerdan,
ademas, los hallazgos son apoyados por los datos obtenidos mediante
inmunohistoquimica y citometria de flujo por otros autores, esto podria indicar que
la medicion del nivel del RNA resulta un parametro fiable para la determinacion del
fenotipo de los ATMs en el tejido adiposo. En primer lugar, se compararon los
perfiles de expresion del tejido adiposo visceral y subcutaneo en el estado delgado;
en términos generales se observo que en el tejido adiposo visceral en condiciones
de homeostasis parece existir un microambiente méas inflamatorio, por el mayor
namero de macréfagos encontrados y la mayor produccion de TNF e IFNG. La
mayor abundancia de macréfagos en el VAT ya habia sido reportada por otros
autores (89, 90). y se ha sugerido que este fenbmeno se observa debido a que este
tejido es mas vascularizado y recibe un mayor influjo sanguineo que el tejido
subcutaneo y por lo tanto existe un mayor reclutamiento de macrofagos en
condiciones de homeostasis, ademas, como los macréfagos son los leucocitos mas
abundantes en el tejido adiposo, es probable que la expresién incrementada de TNF
que se observd en el tejido visceral se deba a la predominancia de estas células,
puesto que se ha demostrado en raton que son las principales células que expresan
esta citocina (7). Por otro lado, es probable que no solo los macréfagos sino también
otros tipos celulares se encuentren en mayor proporcion en el tejido visceral que en
el tejido subcutaneo, principalmente células T CD4+, T CD8+, entre otras;
responsables de la mayor producciéon de IL-4 e IFN, respectivamente. Al medir
marcadores de membrana que distinguen poblaciones inflamatorias y
antiinflamatorias de macrofagos in vivo (87), solo encontramos diferencias para la
expresion de los marcadores de tipo M2, CD163 y CD163L1, pero demostramos
que la proporcion de células positivas para estos marcadores es similar en ambos
tejidos y su expresion incrementada en el tejido visceral es el reflejo del mayor

namero de macrofagos presentes en este tejido. Es probable que por esta razon
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tampoco observaramos diferencias en la produccion de IL-10, sin embargo, podria
ser que eventualmente el tejido adiposo subcutaneo tuviera una capacidad facilitada
de producir esta citocina antiinflamatoria ya que encontramos que los niveles de
expresion del transcrito fueron superiores en este tejido. Las observaciones hechas
por Zeyda y cols. en el 2007 (29), definieron a los ATMs como células
CD14+CD206+ las cuales expresan a su vez marcadores de tipo M2 como CD163,
adicionalmente Nakajima y cols. en 2016 (91) encontraron un mayor porcentaje de
células CD163+ en el tejido adiposo de individuos delgados en ambos depdsitos
grasos. Estos datos en conjunto con nuestros hallazgos podrian plantear la
identificacion de macrofagos residentes del tejido adiposo mediante la expresion de
marcadores como CD163 y CD163L1 en estos dos tipos de tejido. En el VAT, la
poblacion de macréfagos residentes podria poseer a la vez caracteristicas
proinflamatorias como la capacidad de producir TNF que esté favorecida por la
expresion de IFN-y, sin embargo, para demostrar esta idea, seria necesario realizar
experimentos en los que se aislen los ATMs del tejido y se realice la caracterizacion
de cada poblacion celular en estos pacientes. En subsecuentes analisis,
observamos que el incremento de la densidad de macrofagos con relaciéon al grado
de adiposidad solo se presenta en el tejido subcutaneo sin variaciones en el VAT.
Esto difiere de los estudios reportados en los cuales describen un incremento de
macrofagos en ambos tipos de depdsitos grasos tanto en humanos como en ratones
obesos, algunos de ellos muestran que esta infiltracion es incluso mayor en el tejido
adiposo visceral (15, 24) en comparacién con el SAT pero en otros estudios también
se han encontrado un mayor porcentaje macrofagos en el tejido adiposo subcutaneo
gue se encuentran formando estructuras de tipo corona (CLS), lo cual concordaria
con nuestros datos (28, 92). Se postula que el evento que desencadena la
infiltracion de macréfagos al tejido adiposo es la hipertrofia de los adipocitos debido
a que conlleva a la muerte de éstos mismos y la liberacién de acidos grasos libres,
de esta manera promueve la respuesta inflamatoria (22) Se ha reportado que el
porcentaje de macréfagos encontrados en tejido graso correlaciona de manera
positiva con el tamafio de los adipocitos tanto en humanos como en ratones (7, 28,

91). Sin embargo, de acuerdo con nuestros hallazgos, no existe relacion entre el
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proceso de hipertrofia con la infiltracion de macréfagos en los individuos obesos.
Sugerimos que el hecho de no haber encontrado diferencias en el VAT con respecto
al porcentaje de macréfagos a pesar de ser un tejido en donde observamos mayor
hipertrofia de los adipocitos con la obesidad podria deberse a la heterogeneidad de
las muestras colectadas por la zona de la que se obtuvo dependiendo del tipo de
cirugia realizada. Por otro lado, se ha propuesto que el tejido adiposo subcutaneo
funciona como el principal érgano de reserva de energia por encontrarse en mayor
proporcién en el organismo y sus caracteristicas adipogénicas y se hipotetiza que
cuando su capacidad de almacenamiento es superada, los lipidos se acumulan en
areas adicionales a este tejido como lo es el tejido adiposo visceral, por lo tanto, no
haber encontrado diferencias en el VAT podria ser explicado por este fenémeno, es
decir, el tejido adiposo subcutaneo en este grupo de individuos adn podria tener la
capacidad de compensar el exceso de energia mediante la generacion de nuevos
adipocitos, evitando que el tejido adiposo visceral se expanda sobrepasando su
capacidad de almacenamiento y por lo tanto que la tasa de lipdlisis y los estimulos
inflamatorios generados en este compartimento aln sean bajos como para
promover un reclutamiento de macréfagos que sea evidente (93). En cuanto a las
diferencias en la forma de expansion entre el VAT y el SAT encontradas en este
estudio, coinciden con lo que se ha reportado en la literatura, es decir, se favorece
la hiperplasia en el SAT mientras que en el VAT la hipertrofia (88). Con respecto al
dato encontrado particularmente en el SAT, existen reportes que indican que la
hiperplasia no es un mecanismo extrafio a la obesidad; esto se ha observado en
ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasas durante 20 semanas los
cuales muestran un incremento del nimero de adipocitos de menor tamafio con una
concomitante disminucién en el porcentaje de células necréticas que procede a un
evento de hipertrofia dado en semanas previas que va acompafado de una mayor
muerte de adipocitos y un incremento en la expresion de genes proinflamatorios. Es
decir, la hiperplasia funciona como un mecanismo de adaptacion a la cronicidad del
balance energético positivo (94). De acuerdo a nuestros resultados y por lo
observado en estos estudios hechos en raton cabe la posibilidad que el tejido

adiposo subcutaneo de los individuos obesos haya experimentado un evento de
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hipertrofia en etapas tempranas de la obesidad o en una etapa previa que hubiera
inducido una respuesta inflamatoria asi como un incremento en la infiltracion de
macréfagos para posteriormente remodelarse por hiperplasia, de hecho, en el tejido
adiposo de individuos con sobrepeso, fue donde encontramos la mayor expresion
de citocinas y marcadores asociados al fenotipo M1. Si este es el caso, en este
trabajo solo se estaria observando el efecto final ya que no es posible demostrar
esto en humanos. En resumen, nuestros resultados indican que el tejido adiposo
subcutaneo se remodela en el estado de obesidad mediante una expansion “sana”
dada por hiperplasia y consideramos la posibilidad que en los individuos analizados,
esto esté relacionado con un mejor control de las alteraciones metabdlicas, sin
embargo, para asegurar que esta caracteristica observada en este depdsito graso
es propia de un grupo de obesos sin alteraciones metabdlicas, serd necesario
evaluar adicionalmente un grupo de obesos que presenten alguna comorbilidad
asociada a la obesidad. En estudios hechos en individuos obesos se ha observado
tanto en SAT como en VAT que la presencia de adipocitos de menor tamafio esta
asociado a pacientes no diabéticos y, al contrario, han encontrado adipocitos de
mayor tamafo en los pacientes diabéticos, lo cual apoyaria esta hipoétesis. Lo que
se postula con relacién a esto, es que el crecimiento de los adipocitos esta limitado
por la fibrosis, lo cual mejora a su vez el estado metabdlico, ya que se ha encontrado
una correlacion negativa entre la cantidad de fibrosis con el diametro de los
adipocitos y con los niveles de triglicéridos y hemoglobina glicosilada, sin embargo;
estas relaciones se han encontrado significativas solo en el VAT (95, 96). En cuanto
a la predominancia del fenotipo de macréfagos con la obesidad, nuestros resultados
indican que, en el SAT, se favorecen los marcadores asociados al fenotipo anti-
inflamatorio de los macréfagos, como CD163 y CD163L1. Los macrofagos del tejido
adiposo de fenotipo antiinflamatorio estan especializadas en funciones como la
fagocitosis de los adipocitos necréticos, la promocion de la angiogénesis y la
adipogénesis asi como para contrarrestar la inflamacion presentada durante el
aumento de peso (94, 97-99), por lo tanto, la presencia de estas poblaciones de
macrofagos en el tejido adiposo durante la obesidad podria funcionar no solo como

un mecanismo en respuesta a la inflamacion, sino que estas células podrian estar
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involucradas en lograr la expansion sana del tejido a través de estas funciones.
Estas observaciones se contraponen con del modelo de inflamacion en la obesidad
planteado inicialmente en el modelo murino, pero varios reportes en humanos
coinciden con nuestros datos. Fjeldborg y cols. (25) reportaron un incremento de la
expresion del RNAm de genes antiinflamatorios como CD163 e IL10 en el tejido
adiposo subcutaneo de individuos obesos con respecto a los delgados y una
disminucién de los transcritos de TNF e IL6; Spencer y cols. (27) demostraron que
hay mayor abundancia de macrofagos de tipo M2 que se asocian con la fibrosis y
expresan altos niveles de TGF- e IL10 en el SAT de los sujetos obesos con
respecto al de delgados. Para nuestra sorpresa, la expresion de TNF no se vio
disminuida en los individuos obesos con respecto a los delgados, sin embargo, se
encontré una correlacién negativa de la expresion de TNF con el indice de masa
corporal de los individuos obesos, lo cual podria sugerirnos que la regulacién
negativa de la inflamacion se presenta en etapas crénicas de la obesidad y en
individuos extremadamente obesos. Otro dato inesperado en nuestro estudio, fue
gue los niveles del transcrito de 1110 no variaron con relacién al grado de adiposidad,
por lo que su expresion podria no estar relacionada con la adquisicion del fenotipo
M2 de los macréfagos encontrados en el tejido adiposo de los obesos y es posible
gue esta citocina no tenga un papel relevante en la inflamacion como ha sido
propuesto por Kowalski en 2011, donde encontraron que la deficiencia de IL10 en
células hematopoyéticas o su ausencia total en ratones alimentados con HFD no
incrementa el estado inflamatorio en el tejido adiposo ni empeora el estado
metabdlico, lo cual fue medido por activacion de cinasas proinflamatorias, expresion
génica de citocinas proinflamatorias y sensibilidad a la insulina. (100, 101). La
fuente de esta citocina en el tejido adiposo se encuentra en varios tipos celulares
como macréfagos, linfocitos y los mismos adipocitos, lo que podria también haber
complicado observar diferencias a nivel del RNA mensajero por la posible regulacién
transcripcional diferencial de esta citocina en estas células tomando en cuenta que

realizamos las mediciones en tejido total (102).

Como antes mencionamos, en el tejido adiposo de individuos con sobrepeso, fue

donde encontramos la mayor expresion de citocinas y marcadores asociados al
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fenotipo M1. Los marcadores de membrana asociados al perfil proinflamatorio que
evaluamos fueron CLEC5A que fue recientemente descrito por nuestro grupo de
trabajo cuya expresion est4d representada principalmente por macréfagos
productores de TNF en tejidos como intestino y 6rganos linfoides secundarios; la
expresion de esta molécula fue evaluada por primera vez en el tejido adiposo, no
obstante, se expreso poco a nivel de RNAmM y no mostro diferencias entre los grupos
estudiados. Para el caso de ITGAX que codifica para la integrina CD11C obtuvimos
resultados que concuerdan con lo reportado en la literatura, ya que su expresion
incrementa con el aumento en el IMC y correlaciona con la expresion de CD68. Se
ha reportado que los macrofagos que expresan este marcador se relacionan con
poblaciones que se reclutan de novo al tejido adiposo en el proceso inflamatorio. Lo
interesante en cuanto a la expresiéon de este marcador fue que tuvo correlacion con
el IMC solo entre los individuos delgados y con sobrepeso, esto sugiere que a partir
del sobrepeso es cuando comienzan a presentarse los estimulos que promueven el
reclutamiento de monocitos y su diferenciacion hacia poblaciones inflamatorias.
Ademas, observamos un comportamiento similar al de CD11c para citocinas como
TNF e IFNG, lo cual apoya nuestra hipotesis que es en el sobrepeso donde se dan
los cambios adversos mas significativos y posiblemente estas citocinas estén
involucradas en la adquisicién del fenotipo proinflamatorio durante esta etapa.
Creemos que estas poblaciones inflamatorias de macréfagos que se reclutan en las
primeras etapas del aumento de la adiposidad podrian mantenerse hasta la
obesidad y coexistir con poblaciones residentes de macrofagos o bien, podrian
potencialmente ser reprogramadas para ejercer funciones de reparacion, ya que
también obtuvimos un andlisis de correlacion positiva entre la expresion de ITGAX
con el IMC de individuos delgados y obesos en conjunto, lo cual nos sugiere la
presencia de macréfagos CD11+ también en la obesidad. Otra cuestién importante
a evaluar fue la expresién del eje CCL2/CCR2 el cual se ha estudiado es
determinante en el reclutamiento de monocitos al tejido adiposo durante la obesidad
ya que se ha reportado que los ratones deficientes de esta quimiocina o su receptor
gue son sometidos a una dieta alta en grasas muestran una disminucion en la

acumulacion de macréfagos en el tejido adiposo, ademas se ha reportado que la
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expresion de CCL2 se incrementa en proporcion a la adiposidad, tanto en el tejido
graso como a niveles séricos (17, 18, 103). En este estudio encontramos que los
niveles del RNAm del receptor de la quimiocina, CCR2 estan incrementados en la
obesidad con respecto al sobrepeso y el estado delgado. Este dato sugiere la
llegada de monocitos sanguineos al tejido durante el aumento de peso, lo cual fue
consistente con la mayor densidad de estas células encontradas mediante
microscopia. En conjunto con estos datos, proponemos que los macrofagos de tipo
M2 encontrados en el tejido adiposo de los sujetos obesos podrian provenir del
reclutamiento de monocitos, en este caso no con el fin de promover la respuesta
inflamatoria sino como parte de un mecanismo regulatorio. De manera inesperada
no observamos cambios en la expresion del ligando con el aumento de la
adiposidad; a pesar de ser uno de los genes mayormente expresados en este tejido
con respecto a los demas transcritos evaluados. Es probable que el reclutamiento
de monocitos en estos individuos esté mediado por otras quimiocinas u otros
factores ademéas de CCL2, de hecho, diversos autores proponen esto ya que se ha
observado que la ausencia del gen de esta quimiocina, asi como el uso de
bloqueadores quimicos de su funcibn no logra abatir completamente el
reclutamiento de los macrofagos, por otro lado, no descartamos la posibilidad que
al evaluar los niveles de la proteina hubiésemos encontrado diferencias. Una de las
quimiocinas que comparte receptor con CCL2 es CCL7 la cual se ha encontrado
también aumentada en el tejido adiposo de los sujetos obesos con respecto a los
delgados, por lo tanto, cabe la posibilidad que el incremento de monocitos que
observamos también pueda deberse a la accién de esta quimiocina, aunque no
evaluamos su expresion en este grupo de individuos y se ha correlacionado con la
expresion de TNF (104).

En este trabajo también evaluamos la posible participacién de la leptina en la
adquisicién del fenotipo inflamatorio de los macrofagos del tejido adiposo. En
diversos estudios se ha planteado la funcion proinflamatoria de la leptina sobre
células del sistema monocitico-macrofagico y debido a que es una adipocina que
se incrementa en con la obesidad, sugerimos que podria tener un papel importante

en la repolarizacién de los macréfagos residentes del tejido adiposo, para ello,
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realizamos ensayos in vitro en los cuales generamos macrofagos con
caracteristicas antiinflamatorias o de tipo M2 y se estimularon con leptina. A nivel
de secrecion de citocinas, obtuvimos efectos poco notables en el TNF, sin embargo,
logramos observar un claro efecto inhibitorio en la secrecién de la IL-10 en los
macrofagos de tipo M2, que se hizo mas evidente a mayor concentracion de la
adipocina; en conjunto con una disminucién en la expresion de su transcrito, lo cual
concuerda con su papel proinflamatorio. En la literatura se ha reportado que los
ratones deficientes de leptina o del receptor de leptina en un modelo de artritis
muestran una produccion incrementada de IL-10, lo cual sugiere que la leptina
regula la expresion de esta citocina. Sin embargo, no hay estudios que muestren la
funcion directa de la leptina sobre la secrecion de esta citocina en macréfagos
generados in vitro, al menos en nuestro conocimiento; por lo tanto, seria la primera
vez que se describe su funcion inhibitoria sobre la IL-10 en este tipo celular en
particular. El Unico estudio que evalla la funcidén de la leptina sobre macréfagos
utiliza un sistema experimental distinto al nuestro, en el cual se diferencian
macréfagos en presencia de suero y leptina. Los macrofagos en contacto con la
leptina, a diferencia de nuestros hallazgos, adquieren la capacidad de secretar IL-
10 en niveles similares a los macrofagos M2 que fueron polarizados con el estimulo
de IL-4 (105). Con respecto a la secrecion de TNF en donde no encontramos
cambios, existen estudios en los cuales muestran que la leptina por si sola no induce
la secrecion de TNF en monocitos primarios, células THP-1 ni macréfagos
peritoneales, aunque logra potenciar la respuesta de los monocitos cuando son
estimulados con LPS (106-108), en otros casos, solo altas concentraciones de
leptina inducen la secrecion de TNF y otras citocinas proinflamatorias pero a muy
bajos niveles (109). Por otro lado, aunque no encontramos diferencias en la
expresion de la proteina, observamos tendencias a incrementarse en los transcritos
de TNF e IL6, lo cual nos indicaria que la leptina actta principalmente a nivel de la
transcripcion de estas citocinas. Algunos autores sugieren la posibilidad que la
leptina pudiera promover la expresion de la proteina de TNF, aunque no su
secrecion, pues se ha encontrado un incremento a nivel intracelular medido por

citometria de flujo (106-108, 43). En este trabajo también encontramos que la leptina
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induce la expresion del transcrito de CCL2 pero solo en los macrofagos de tipo M1.
La funcién de esta quimiocina es la de promover la migracion de los monocitos al
tejido adiposo durante la obesidad. Pese a que no encontramos diferencias en la
expresion de esta quimiocina en los cortes de tejido, no descartamos la posibilidad
que la leptina tenga cierta relevancia en el contexto de la obesidad en la
amplificacion de la respuesta inflamatoria al promover la expresiéon de CCL2 por
parte de los macréfagos proinflamatorios que comienzan a arribar al tejido adiposo,
debido a que se ha observado que los ratones Ob/Ob (deficientes de leptina) y db/db
(deficientes del receptor de leptina) presentan un menor nimero de macrofagos que
el que se hubiera esperado encontrar de acuerdo con su peso corporal, por lo que
se ha sugerido que la leptina tiene participacion en el reclutamiento de los monocitos
al tejido (110). Incluso, se ha evidenciado que la leptina por si misma tiene un papel

guimioatrayente de monocitos y macrofagos en ensayos in vitro (49).

La leptina ejerce su funcién al unirse al receptor LepRb activando varias vias de
sefalizacion como la de la cinasa Janus 2 (JAK2)/ transductor de sefial y activador
de la transcripcion 3 (STAT3), el sustrato del receptor de la insulina (IRS)/
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), la proteina tirosina fosfatasa que contiene un
dominio SH2 (SHP2)/ proteinas activadas por mitégenos (MAPK) y la proteina
cinasa activada por AMP (AMPK)/carboxilasa acetil-CoA (ACC) tanto en el sistema
nervioso central como en tejidos periféricos. La activacion de las MAPK en
macrofagos tiene una funcidbn en la promocion de la sintesis de citocinas
proinflamatorias y tienen un papel esencial en la inflamacién y resistencia a la
insulina en la obesidad. Particularmente, en este estudio, esperdbamos que la
cinasa JNK tuviera una mayor activacion en macréfagos tras el estimulo con leptina,
ya que se ha demostrado que esta adipocina induce la expresion de TNF mediante
la activacion de JNK en la linea celular RAW?264.7 (111) y se ha observado una
mayor activacion de JNK1/2 en el tejido adiposo, hepatico y muscular en ratones
obesos con respecto a los tejidos de los ratones delgados. Los ratones deficientes
de JNK1 sometidos a una HFD, tienen una disminucion en el grado de adiposidad
y una mejora en la sensibilidad a la insulina (77), lo cual indica su papel central en

la obesidad. La expresion de JNK1/2 especificamente en macrofagos, es relevante
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en el desarrollo de la resistencia a la insulina y la inflamacioén en la obesidad, debido
a que los ratones deficientes de estas cinasas muestran una disminucion en la
infiltracion de macrofagos y en el perfil inflamatorio de estas células (78), sin
embargo, nuestras observaciones indican cambios no significativos en la

fosforilacion de esta proteina tras el estimulo con leptina.

En cuanto a la activacion de los otros miembros de las MAPK, la leptina no
incremento la fosforilacion de p38 aunque parece haber una ligera disminucion a
tiempos cortos y solo ERK se activo tras el estimulo con la leptina. El papel que se
conoce de ERK en la obesidad y la diabetes ha sido obtenido al evaluar su
activacion y funcion principalmente en adipocitos. Esta cinasa tiene una actividad
incrementada en el tejido adiposo de roedores y humanos que son obesos y
diabéticos (112-114). La inhibicién quimica de la via de esta cinasa en preadipocitos
3T3-L1 disminuye la expresion de adipocitocinas como TNFa, IL-6, MCP-1 y PAI-1
y la actividad lipolitica (112). Un estudio reciente describe que la ausencia de ERK1
en ratones sometidos a una dieta alta en grasas genera un mayor aumento de peso
y mayor resistencia a la insulina que en los ratones WT sugiriendo un papel crucial

en la regulacién de la obesidad (113).

La activacién de la via de ERK inducido por la leptina ha sido ampliamente estudiado
en el sistema nervioso y diversas lineas celulares. En macréfagos, solo conocemos
un estudio realizado en la linea celular RAW?264.7 en los cuales el estimulo de
leptina incrementa la fosforilacion de esta cinasa (109); sin embargo, no se aborda
su funcion. En general, la importancia de ERK en el contexto del tejido adiposo
particularmente en los macréfagos que residen en este tejido, se ha estudiado
mucho menos en comparacion con JNK. Por datos no publicados de nuestro
laboratorio conocemos que ERK tiene una funcién importante en la secrecién del
TNF en macrofagos de tipo inflamatorio y antiinflamatorio ya que la inhibicién
guimica de su sefalizacion abate la produccion de esta citocina. A pesar de que
solo observamos tendencias en la inducciéon de TNF en los macrofagos tras el
estimulo con leptina, sugerimos la posibilidad de que la leptina posea una funcion

reguladora sobre la expresion de esta citocina a través de la via de ERK.
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CONCLUSIONES

e Las diferencias mas significativas en cuanto al numero y fenotipo de los
ATMs con respecto al grado de adiposidad fueron presentadas en el SAT sin
diferencias en el VAT.

e En sujetos con sobrepeso detectamos los niveles méas altos de marcadores
proinflamatorios, lo cual podria estar relacionado con el inicio de una
expansion anomala del tejido adiposo.

e Estos datos sugieren que la obesidad esta asociada con la abundancia de
ATMs solo en el SAT, aunque no tenemos clara la razon de este hallazgo,
sugerimos que podria deberse a un mejor control en los parametros
metabdlicos en estos individuos por lo que no se reflejan cambios en el VAT.

e Los macroéfagos de tipo anti-inflamatorio encontrados en el tejido adiposo de
los individuos obesos podrian derivar de los monocitos sanguineos y la
presencia de estos perfiles podrian cumplir funciones de remodelacion del
tejido, coadyuvando en la remocion de los adipocitos necroticos,
angiogénesis, adipogénesis y contrarrestando la inflamacion.

e La leptina promueve la repolarizacion de los macréfagos homeostéticos del
tejido adiposo mediante la supresion de la IL-10 y la promocién de la
expresion de citocinas proinflamatorias. La funcion de esta adipocina sobre

los ATMs podria estar mediada principalmente a través de la via de ERK.
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PERSPECTIVAS

e Analizar la expresion de marcadores de macrofagos en un grupo de
individuos que presentan comorbilidades asociadas a la obesidad para
dilucidar si las variaciones en el VAT dependen del estado metabdlico del
individuo/ resistencia a la insulina.

e Obtener muestras de tejido adiposo a partir de liposucciones para realizar la
separacion de la fraccién vascular estromal con el fin de caracterizar las
poblaciones individuales de macréfagos en la obesidad en pacientes sanos
y con comorbilidades asociadas.

e Determinar la expresion de genes asociados a la remodelacion de tejidos en
el tejido adiposo de los grupos de estudio.

e Realizar ensayos de inhibicién quimica sobre la via de ERK tras el estimulo
con leptina para evaluar los cambios en la expresion de citocinas y dilucidar

su implicacién en la regulacion de éstas.
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