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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad con marcada prevalencia en la actualidad y que se
asocia con un mayor riesgo de desarrollar patologias de origen endocrino o
cardiovascular por lo que supone un importante problema de salud publica. En su
etiopatogenia se incluye el hecho de que el tejido adiposo en personas obesas se
caracteriza por una masiva infiltracion de macréfagos lo cual genera un estado
inflamatorio con una secrecién aberrante de citoquinas que influyen en el desarrollo de
complicaciones.

Recientemente se ha demostrado también que este tejido adiposo disfuncional es capaz
de modificar la expresion de genes en diferentes tejidos mediante la liberacion de
vesiculas exosomales que incluyen microARNs con un papel regulador sobre el
metabolismo o la adipogénesis. Este hecho ha abierto una linea de investigacién
fundamentada en la posibilidad de utilizarlos como lineas terapéuticas en pacientes con
obesidad mediante la terapia con exosomas. En el caso de |la obesidad, aunque se sabe
gue existen varios microARN con implicacién terapéutica, hoy en dia solo dos han
llegado a fase | de ensayos clinicos en pacientes con diabetes mellitus tipo 2: los anti-
miR-103 y anti-miR-107.

Palabras clave: obesidad, sindrome metabdlico, miARN, exosomas, tejido adiposo.

ABSTRACT

Obesity is a disease with a high prevalence worldwide and it has been considered a
public health problem because of its relation with other endocrine or cardiovascular
pathologies. In obese patients the adipose tissue is characterized by macrophage
infiltration thus increasing cytokine secretion and turning on to an inflammatory state
related with the etiology of endocrine pathologies.

Recently it has been demonstrated the ability of this adipose tissue to modify gene
expression on different tissues trough liberation of exosomes vesicles containing several
microRNAs implicated in adipogenesis or metabolic pathways regulation thus opening
the possibility of using them as therapeutic lines. Although there are several data in the
literature regarding miRNAs implicated in etiology of obesity and endocrine disorders,
only two (antimiR-103 and antimiR-107) have reached phase I clinical trial as therapeutic
targets for obese patients diagnosed with diabetes mellitus.

Keywords: obesity, metabolic syndrome, miRNA, exosomes, adipose tissue.
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INTRODUCCION

La obesidad es una de las patologias con mayor incidencia en las ultimas décadas, que
afecta a gran parte de la poblacion mundial y que se asocia con un mayor riesgo de
desarrollar enfermedades de origen cardiovascular, reduciendo por tanto la calidad y la
esperanza de vida de las personas obesas. Es por ello que la investigacion sobre los
mecanismos que desencadenan la obesidad y sus patologias asociadas ha suscitado un
gran interés en los Ultimos afios. Una de las principales lineas de investigacién se ha
centrado en el acimulo de tejido adiposo que ocurre en pacientes obesos y la disfuncién
gue se genera como consecuencia del aumento de tamafio de dicho tejido. En este
sentido, ha sido clave la demostracion de la funcién endocrina del tejido adiposo que
actua no solo como érgano de reserva, sino que también libera numerosas hormonas y
factores moduladores que intervienen en la regulacion del balance energético y del
metabolismo. Asi, en personas obesas se ha demostrado que la funcién del tejido
adiposo se encuentra alterada presentando un estado de inflamacién crénica que
predispone al desarrollo de patologias como sindrome metabdlico o diabetes mellitus
tipo 2.

Por otro lado, recientemente se ha demostrado la capacidad de los adipocitos de liberar
al torrente circulatorio vesiculas conocidas como exosomas, en los que estan incluidas
pequenas moléculas con capacidad de regular procesos implicados en el metabolismo,
la proliferacion o la adipogénesis entre otros. Dentro del contenido de estas vesiculas se
incluye a los microARN (miARN) exosomales, que son pequefios ARN no codificantes,
pero con capacidad de inducir la expresion o el silenciamiento de genes implicados en
la adipogénesis, en la lipolisis o en la sensibilidad de los tejidos a la insulina entre otros.

Por todo ello, este trabajo se ha estructurado en cinco grandes apartados. En primer
lugar, introduciremos aspectos clave de la obesidad tales como su incidencia, los
factores etiopatogénicos y sus posibles complicaciones asociadas. En segundo lugar,
haremos una breve descripcion del tejido adiposo como principal érgano de reserva de
triglicéridos, asi como su funcién como érgano endocrino. El tercer apartado se centrara
en describir los principales mecanismos de inflamacion del tejido adiposo que ocurren
en los pacientes obesos, siendo esta una de las principales causas del mayor riesgo de
desarrollar patologias como sindrome metabdlico o diabetes en pacientes obesos.
Posteriormente abordaremos la biogénesis de los microARNs, su mecanismo de
actuacién y nos centraremos en aquellos que tienen relacién con la adipogénesis y que
potencialmente pueden intervenir en el desarrollo de patologias como la obesidad y el
sindrome metabdlico. Finalmente, trataremos de relacionar el papel de los microARNs
contenidos en los exosomas procedentes del tejido adiposo que estdn presentes en la
sangre y su papel en la disfuncién de los principales érganos implicados en la regulacién
de la glucemia y la secrecién de insulina que presentan los pacientes con sobrepeso y/o
obesidad.

Con el estudio y el descubrimiento de las multiples funciones de los miARNs y su papel
regulador sobre los procesos de adipogénesis se ha abierto una linea de investigacion
fundamentada en la posibilidad de utilizarlos como lineas terapéuticas en pacientes con
obesidad mediante la terapia con exosomas.



Trabajo Fin de Grado Odanexi Rodriguez Candebat
Nuevos enfoques en patologias metabdlicas y obesidad: papel de los microARN exosomales

En el caso de la obesidad, aunque se sabe que existen varios microARN con implicacidn
terapéutica, hoy en dia solo dos han llegado a fase | de ensayos clinicos en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2: los anti-miR-103 y anti-miR-107.

Con la realizacion de este trabajo se persigue realizar una revisién bibliografica
exhaustiva sobre la obesidad y las principales complicaciones que derivan de esta, la
gran parte de ellas relacionadas con la inflamacién crénica del tejido adiposo presente
en personas obesas. Ademas, el tejido adiposo estd considerado actualmente como un
importante é6rgano endocrino con capacidad de secretar vesiculas exosomales que
contienen moléculas como los microARN y pequefios péptidos con capacidad de
interferir en la regulacion del metabolismo y la funcién hormonal. Por ello se pretende
revisar también el papel de estos miARNs exosomales sobre la etiopatogenia de
patologias metabdlicas asociadas a la obesidad, centrandonos en la posibilidad de
emplearlos como dianas terapéuticas y biomarcadores.
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1. LA OBESIDAD

Desde el principio de la humanidad, el hombre se ha enfrentado a multiples dificultades
para conseguir alimentarse. Con aportes nutricionales irregulares e infrecuentes, los
cuerpos de nuestros ancestros estaban disefados para almacenar el exceso de energia
en forma de triglicéridos y liberarlo en forma de acidos grasos y glicerol cuando fuera
necesario, siendo el sistema fisiolégico que utilizaban para enfrentarse a los largos
periodos de escasez y hambruna. La evolucién toma tiempo, y actualmente
conservamos ese mecanismo ancestral pese a haber cambiado el entorno (1). Con el
paso de los siglos y el cambio de recolectores-cazadores a agricultores-ganaderos, en un
corto periodo de tiempo hemos conseguido unos aportes de alimentos permanentes,
en ocasiones excesivos, sumado a un cambio reciente en el estilo de vida de la sociedad,
donde prima el sedentarismo, dando como resultado el rdpido ascenso en la prevalencia
de obesidad y sus complicaciones (2).

1.1. DEFINICION Y VALORACION CLIiNICA

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial que se define como el aumento
excesivo de peso debido a un incremento de tejido adiposo bien por un aumento de la
ingesta y/o una disminucion del gasto energético. El método mas ampliamente utilizado
para valorar la obesidad es el indice de masa corporal (IMC), que es el resultado de
calcular el peso (en Kg) dividido por la talla (m?). A pesar de que este método no realiza
una valoracién directa de la adiposidad visceral o subcutanea se considera el método de
eleccidn porque es sencillo y rapido de realizar (1) y ademas no varia en funcién del sexo
ni la edad entre los adultos (3). Como se aprecia en la tabla 1 se denomina peso
saludable al equivalente entre los margenes de IMC comprendidos entre 18,5 y 24,9
kg/m2, entre 25y 29,9 se suele usar el término de sobrepeso, donde segiin numerosos
estudios epidemioldgicos han visto que se produce un aumento de la morbilidad de
cualquier causa, ya sea oncoldgica, metabdlica, cardiovascular, etc. A partir de un valor
de 30 se considera obesidad que a su vez se puede clasificar como clase | (IMC 230 y
<35), clase Il (IMC 235 y <40) y clase Il (IMC = 40) (4).

TABLA 1: CLASIFICACION SOBREPESO Y OBESIDAD
IMC (Kg/mA2) CATEGORIA
18,5-24,9 NORMOPESO
25-29,9 SOBREPESO
30-34,9 OBESIDAD (grado 1)
35-39,9 OBESIDAD (grado 1)
240 OBESIDAD MORBIDA (grado I11)

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad en funcion del indice de masa corporal (IMC).
Version modificada tomada de la OMS, donde se relaciona el IMC con los grados de
obesidad.
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Pese alagran utilizad que ha demostrado el valor del IMC en el control del peso corporal,
no es un método perfecto y no logra reflejar una serie de factores importantes que
influyen en el peso corporal, como por ejemplo la diferencia entre razas, la masa
muscular (alta en atletas y baja en ancianos), o la distribucién de la grasa (4). Es por ello
gue existen otros métodos mdas complejos, pero mas exactos para valorar la obesidad
como las técnicas de bioimpedancia, la densitometria, la TC computarizada o incluso
analisis de imagen por resonancia magnética para valorar el porcentaje de grasa visceral,
que estd considerada como la mas aterogénica y la que mayor riesgo implica para los
pacientes obesos. En relacion con la grasa abdominal existe una medida muy sencilla
pero util para predecir un riesgo cardiovascular y es la medida de la circunferencia
abdominal, considerandose como factor de riesgo un valor superior a 94 cm en hombres
y 80 cm en mujeres(3).

1.2. INCIDENCIA DE LA OBESIDAD

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el nimero de personas con sobrepeso
y/o obesidad en el mundo casi se ha triplicado desde 1975 y actualmente se calcula que
el 13% de la poblacién mundial adulta es obesa (el 11% de los hombres y el 15% de las
mujeres) (figura 1). En cifras, en el afio 2016 se publicé que unos 1900 millones de
adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de los cuales mas de 650 millones eran
obesos. Ademas, resulta interesante considerar también lo que ocurre en la poblacidn
infantil, donde se estimd que 38,2 millones de niflos menores de 5 afios presentaban
sobrepeso u obesidad (5). También en nifios y adolescentes entre 5 y 19 afios se ha
observado un marcado aumento desde un 4% en la década de los 80 a mas del 18%. No
parecen existir diferencias relacionadas con el sexo (5) (figura 2). Por otro lado, si bien
la obesidad se ha considerado un problema principalmente de los paises desarrollados,
actualmente se ha visto también una tendencia al alza en los paises de ingresos bajos y
medios, especialmente en entornos urbanos. Asi por ejemplo en Africa se ha observado
un aumento muy significativo (24%) en el numero de nifios menores de 5 afios que
sufren sobrepeso en cualquier grado (5).

En relacidn a Espaia, en un estudio de la OMS publicado en 2019 y basado en incidencia
de sobrepeso y obesidad entre paises, se ha visto que nuestro pais ocupa el puesto 18
de 52 analizados, con una prevalencia del 61,6% en mayores de 15 afos. Si se considera
Unicamente los paises de la Unidn Europea, Espaifa pasa a ocupar la posicion 9.
Asimismo, en la poblacion infantil ocupa la posicidn 12, con una prevalencia del 34,1%,
alcanzando el puesto 4 si de nuevo se comparan solo los paises miembros de la unién
europea (6).
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Figura 1. Prevalencia de obesidad a nivel mundial. Se muestran los porcentajes de
obesidad a nivel mundial en personas mayores de 20 afios, predominando en paises
desarrollados, pero siendo también muy elevado en paises en vias de desarrollo como es
el caso de paises africanos (7).
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Figura 2. Porcentaje de obesidad y sobrepeso en Estados Unidos en el periodo 1960-
2012. Se advierte una clara tendencia ascendente tanto de obesidad como de sobrepeso
en mujeres (rojo) y en hombres (azul) (8).
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1.3. FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad multifactorial cronica que se produce principalmente
por una alteracion en el balance energético que lleva implicito un mayor acumulo de
tejido adiposo. Obviamente dicha alteracién puede ser debida a una disminucién del
gasto energético, a una mayor ingesta o a una combinacién de ambas. De ahi que la
regulacién de la ingesta y el gasto caldrico sean las mejores herramientas para lograr un
equilibrio energético (9). Lo primero que tenemos que analizar es la hipdtesis
recientemente planteada de la existencia de un sistema de homeostasis energética,
donde se ha visto que un individuo sano que a lo largo de su vida realice pequeiias
variaciones en el gasto diario, disminuyendo cada dia el consumo, tenga como resultado
un balance positivo de peso. Ese aumento de la masa corporal produce un aumento en
el gasto de energia, haciendo que se ajusten los valores de ingesta y de gasto,
reduciendo los errores de equilibrio, impidiendo que se produzcan aumentos de peso
excesivos. Asimismo, individuos con normopeso sometidos a una mayor ingesta calérica
presentan una disminucidn del apetito y un aumento del gasto energéticoy en pacientes
obesos sometidos a dietas restrictivas, se produce una disminucién del gasto calérico,
consiguiendo con esto mantener constante el peso corporal. Con esta hipdtesis se
plantea la posibilidad de que los pacientes obesos sean el resultado de acumular
pequenos desequilibrios en la ingesta y el gasto de energia, y un fallo en este sistema
fisiolégico de homeostasis que lo que intenta es mantener estable el peso (10).

No obstante, hay muchos otros factores que participan en la etiopatogenia de la
obesidad incluyendo factores moleculares, genéticos, de desarrollo, ambientales y
conductuales (10).

1.3.1. Factores genéticos

La genética esta claramente relacionada con la obesidad, observandose por ejemplo
determinados sindromes genéticos como el Prader-Willi o el sindrome de Bardet-Bied|
gue son individuos que presentan hiperfagiay aumento de peso desde la edad temprana
(4). Asimismo, en gemelos monocigotos existe una clara relacion con la obesidad, incluso
aunque no se hayan desarrollado en el mismo ambiente (4).

Se han identificado algunas alteraciones genéticas relacionadas con la obesidad como
mutaciones en el gen que codifica para la hormona leptina y su receptor, en el receptor
de melanocortina tipo 4, en su proteina precursora (propiomelanocortina), en el
receptor beta 3 adrenérgico o en el receptor activador de la proliferacién de
peroxisomas gamma-2. No obstante, en la practica diaria la identificacién de mutaciones
concretas que predispongan a la obesidad no estd claramente establecida ya que
muchas variantes genéticas interaccionan con los factores ambientales y modifican la
distribucién de la grasa corporal (11,12).

1.3.2. Factores fisiologicos

Existe un sistema de retroalimentacidn con capacidad para regular la ingesta en el que
interviene tanto el sistema gastrointestinal como los propios adipocitos, que liberan
hormonas y/o péptidos al torrente circulatorio actuando sobre los centros
hipotaldmicos reguladores del apetito. Asi por ejemplo dentro de estos se incluyen
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inhibidores del apetito como el péptido glucagonoide-1, el segmento inicial de la
molécula de proglucagén, la colecistoquinina, la enterostatina, el polipéptido Y 3-36 0 la
ghrelina. Ademas de esto la distensidn y las contracciones gdstricas producen senales
de saciedad enviadas a través del sistema nervioso entérico que llegan al hipotalamo y
regulan a los centros reguladores del apetito y la saciedad. Por ultimo, otro de los
factores con capacidad de regular la ingesta serian los niveles de glucosa en sangre o en
la luz intestinal, influyendo sobre la liberacién de hormonas como la insulina que
modifica la secrecion de péptidos orexigénicos como el neuropéptido Y (NPY)(12).

En relacién al papel del tejido adiposo, una de las principales hormonas reguladoras es
la leptina que es secretada por los adipocitos en respuesta al aumento del depdsito de
grasa corporal. Entre sus muchas funciones, actua sobre receptores ubicados en el
hipotalamo induciendo sefiales de saciedad como la liberacion del péptido
Proopiomelanocortina (POMC) e inhibiendo al NPY. Es por ello que los niveles de leptina
en sangre estan altamente relacionados con la masa corporal, ya que disminuye en
individuos delgados y aumenta en obesos. También actua estimulando la funcién
tiroidea y la del sistema nervioso simpatico aumentando la termogénesis y limitando la
ganancia de peso al aumentar el gasto energético (12).

Otro factor de suma importancia que debemos tener en cuenta es el envejecimiento. En
este proceso se produce una disminucion de la actividad fisica y una pérdida de la masa
muscular aumentando el depdsito de grasa. Ademas, la respuesta metabdlica a
modificaciones dietéticas o ambientales es menor que en personas jovenes y los
cambios hormonales como la disminucién de estréogenos y progesterona, condicionan
un aumento del peso corporal y alteraciones en la biologia del adipocito(12).

1.3.3. Factores ambientales

El aumento de la prevalencia de la obesidad en los Ultimos 40 afios esta claramente
relacionado con el estilo de vida, especialmente en los paises mas desarrollados donde
el tipo de alimentaciéon sumado a la mayor inactividad fisica influyen en nuestra fisiologia
y en nuestra regulacion hormonal incluso desde el desarrollo embrionario. Asi, por
ejemplo, la exposiciéon prenatal a factores considerados como obesdgenos (tabaco,
mayor ingesta caldrica por parte de la madre) o la ausencia de lactancia, se han
relacionado con la aparicidon de obesidad(12).

Se incluiria también en este apartado a los factores psicosociales. Asi, por ejemplo, se
ha visto que muchas personas aumentan de peso durante, o después de un periodo
estresante(12).

10
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1.4. COMPLICACIONES ASOCIADAS A LA OBESIDAD

Uno de los principales problemas de la obesidad es que va asociada a muchas otras
patologias que aumentan enormemente la tasa de mortalidad de la poblacién obesa,
fundamentalmente por causas cardiovasculares. En casi todos los casos es caracteristico
la disfuncién del tejido adiposo, que se ve sometido a la infiltracidén y activacién de
células inmunes, principalmente el macréfago, que producen cambios en
microambiente del adipocito y genera un perfil inflamatorio intenso, que es la base de
la mayoria de las complicaciones que vemos asociadas a esta epidemia del siglo XXI (13).
En este trabajo nos centraremos en explorar su influencia sobre la diabetes mellitus y el
sindrome metabdlico.

1.4.1. Diabetes mellitus

La obesidad es el factor de riesgo principal para desarrollar diabetes mellitus tipo 2
(DM2) fundamentalmente cuando se asocia a un aumento de grasa intraabdominal,
siendo éste el mayor factor prondstico. Asimismo, la diabetes se considera un factor de
riesgo inexorable frente a los accidentes cerebrovasculares (ECV) siendo estos la causa
de muerte mas frecuente en pacientes diabéticos(1).

En los pacientes que desarrollan diabetes como consecuencia de |la obesidad el tejido
adiposo adquiere un fenotipo inflamatorio y libera moléculas propias como acidos
grasos procedentes de la movilizacién de triglicéridos o adipocitoquinas
proinflamatorias como el TNF-alfa. Se genera ademads un estado de resistencia a la
insulina en los principales tejidos, que lleva a una menor captacion de glucosa y a un
estado de hiperglucemia cada vez mds severa que resulta a su vez en una mayor
secrecion de insulina para contrarrestar la falta de respuesta a la hormona por parte de
los tejidos. Cuando la hiperinsulinemia no es capaz de contrarrestar la falta de respuesta
de los tejidos, es cuando hablamos de diabetes mellitus siendo por tanto la resistencia
a lainsulina el punto de encuentro entre obesidad y diabetes mellitus (1).

1.4.2. Sindrome metabolico

El sindrome metabdlico es en realidad el término empleado para agrupar a un conjunto
de anomalias metabdlicas que incluyen obesidad sumada a un aumento de la
circunferencia abdominal, hiperglucemia en ayunas, resistencia a la insulina y dislipemia
(aumento de triglicéridos con disminucién del colesterol HDL). Por ello, el sindrome
metabdlico aumenta de forma lineal la predisposicion a desarrollar patologias como la
diabetes mellitus o enfermedades cardiovasculares como ECV o muerte prematura(12).

En la figura 3 se resume de manera esquematica como los factores ambientales y/o
genéticos llevan a un balance energético positivo y a un estado proinflamatorio del
tejido adiposo caracterizado por hipertrofia e hiperplasia que implica a su vez la
alteracion del metabolismo de los acidos grasos y la liberacidn de adipocinas por parte
de dicho tejido. Las consecuencias de todo ello es un mayor estrés oxidativo y una
disfuncién endotelial que activa vias como el sistema renina-angiotensina-aldosterona
promoviendo una mayor reabsorcién de sodio y una vasoconstriccidon que predisponen
a la hipertensién. Asimismo, el aumento de acidos grasos plasmaticos liberados por el
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tejido adiposo activo provoca alteraciones metabdlicas como el aumento de la
gluconeogénesis, la dislipemia o la resistencia a la insulina (14).

Agentes ambientales:

Agentes genéticos:
Inactividad fisica ‘-— - Genotipo ahorrativo
-  Tabaco - Fenotipo ahorrativo
- Alimentos hipercaldricos
- Estrés

\ J

BALANCE DE ENERGIA POSITIVA

Hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo

T

Alteracion de metabolismo de los < 5 Alteracion de la liberacion de

acidos grasos adipocinas
T LEPTINA
T ractorvi
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grasos portales
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Resistencia a insulina
e hiperinsulinemia.
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SINDROME METABOLICO

Figura 3. Esquema sobre la relacidn entre la obesidad y sus principales complicaciones
asociadas como el sindrome metabdlico o la diabetes. Un balance energético positivo
conlleva una mayor hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo que a su vez influye sobre
la secrecion de adipoquinas y sobre el metabolismo de los dcidos grasos y la glucosa.
Como consecuencia los pacientes desarrollan dislipemia e hiperglucemia, hipertension y
un estado de disfuncion endotelial que caracterizan al sindrome metabdlico (14).
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2. EL TEJIDO ADIPOSO

2.1. CARACTERISTICAS DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un tipo de tejido conectivo laxo que deriva del mesénquima
embrionario, caracterizado por la heterogeneidad celular, donde el adipocito
representa entre uno y dos tercios de todo el tejido y el resto se denomina fraccién
estromal vascular. En ésta encontramos células sanguineas, células endoteliales,
pericitos y precursores de los adipocitos con distintos grados de diferenciacion. El tejido
adiposo se localiza en distintas zonas del organismo, predominando en la zona dérmica,
subcutdnea, mediastinica, mesentérica, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal (15).

En el ser humano coexisten tres tipos de tejido adiposo el blanco, el marrén y el beige
cuyas caracteristicas principales desarrollaremos a continuacion y se representan en la
figura 4.

2.1.1. Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco (TAB) es el de mayor representacion en el ser humano, su gran
facilidad para expandirse y acumular grasa le permite desarrollar su funcién principal
como organo de almacenamiento de energia en forma de triacilglicéridos mediante un
proceso denominado lipogénesis, para ser liberado en periodos de escasez como acidos
grasos y glicerol con el objetivo de suplir las necesidades del organismo mediante un
proceso conocido como lipdlisis(3,16). Ademas, el tejido adiposo blanco actia como
tejido de sostén y de aislamiento térmico. Desde un punto de vista histoldgico, este
tejido estda formado por células redondeadas que se han especializado en el
almacenamiento y destinan el 95% de su citoplasma a contener una gran gota de
triacilglicéridos, a la vez que, como veremos en el apartado 2.3, produce y reserva
hormonas y otras sustancias como la leptina, adipsina, adiponectina, interleucinas o
retinoides entre otros, que actuan sobre distintos 6rganos a distancia, interviniendo de
esta forma en la regulacién de la homeostasis y el metabolismo (17).

2.1.2. Tejido adiposo marron

El tejido adiposo marrén debe su nombre al color que le confiere su elevada
vascularizacion y el numero de mitocondrias que presenta. Esta implicado
fundamentalmente en convertir la energia y liberarla en forma de calor a través de la
termogénesis no asociada a temblor. También presenta elevada inervacién simpatica y
alta densidad de receptores a y B-adrenérgicos situados cerca de las terminaciones
simpaticas. Hasta hace unos pocos afios su presencia en humanos se habia considerado
una quimera. En la actualidad se sabe que existe tanto en fetos como en nifos recién
nacidos en gran cantidad, pero también se ha visto en personas expuestas a climas frios
y en algunas patologias como pacientes con feocromocitoma(17,18).

La localizacion de este tejido es muy especifica, ubicandose en zonas estratégicas que le
permiten transferir calor a los vasos sanguineos principales por contacto o conveccion.
Mas concretamente, la regidn interescapular, cervical, axilar, alrededor del timo y
asociado a las costillas alrededor del corazén vy los rifiones es donde se suele encontrar
este tejido (18).
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Desde el punto de vista morfoldgico, el tejido adiposo marrdn tiene la particularidad de
presentar multiples gotas lipidicas en su citoplasma, con un nucleo central y esa
abundante cantidad de mitocondrias que condiciona su color (3).

La capacidad de producir calor del tejido adiposo marrdn se debe a un desacoplamiento
regulado de la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa presente en la membrana
interna de las mitocondrias. En el tejido adiposo marrén existe una proteina
denominada UCP-1 o proteina desacopladora que utiliza el gradiente electroquimico de
protones generado durante la respiracién celular y lo convierte en calor (18). Este
proceso se pone en marcha en la exposicidon prolongada al frio, que mediante Ia
estimulacion de las terminaciones betaadrenérgicas estimulan la produccidn de factores
de transcripcién de la UCP-1 (3).

2.1.3. Tejido adiposo beige

El tejido adiposo beige es el resultado de una exposicidon prolongada al frio o una
estimulacion betaadrenérgica, donde el tejido adiposo blanco adquiere la capacidad de
transformarse, mediante la adquisicion de funciones y propiedades morfoldgicas de
adipocitos marrones a través de un mecanismo denominado “beiging”. En el proceso
aumenta el nimero de mitocondrias y empieza a expresar UCP-1, aumenta el gasto de
energia y disminuye el contenido lipidico de los adipocitos blancos. En presencia de
obesidad se pierde la capacidad de transformacion del tejido adiposo blanco a beige (3).

Brown adipose tissue

Cervical \

White adipose tissue
Visceral adipose tissue
Epicardial and pericardial

Supraclavicular — sl Mesenteric
Omental

Scapular —

Paravertebral Perirenal

Gonadal (epididymal
and parametrial)

Subcutaneous adipose tissue

Beige adipose tissue Abdominal
Imbibed in the same Gluteal
structures than white
adipose tissue

Femoral

Figura 4. Tipos de tejido adiposo y su localizaciéon anatémica. E/ adipocito blanco
(“white”), el adipocito pardo (“brown”) y el tejido adiposo beige (19).

14



C Trabajo Fin de Grado Odanexi Rodriguez Candebat
= Nuevos enfoques en patologias metabdlicas y obesidad: papel de los microARN exosomales

2.2. ADIPOGENESIS DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Aunque el tejido adiposo blanco comienza a formarse antes del nacimiento y sufre su
mayor expansion rapidamente después del mismo, la adquisicion de células grasas es
un proceso continuo e irreversible a lo largo de la vida. La adipogénesis engloba todo el
mecanismo de renovacién del TAB y en este apartado analizaremos cdmo lo hace y sus
principales métodos de regulaciéon. La adipogénesis es un proceso complejo mediante
el cual los adipocitos mas envejecidos son eliminados por los macréfagos residentes del
tejido adiposo, y los nuevos adipocitos provenientes de la diferenciacién de los
precursores presentes en el estroma vascular, sustituyen a los viejos adipocitos (15). La
adipogénesis normalmente se describe como una cascada de eventos genéticos que se
desarrolla en dos fases, la primera, denominada fase de determinacién, tiene como
objetivo convertir la célula mesenquimal multipotente en preadipocito, siendo esta
ultima una célula indistinguible morfolégicamente de la progenitora, con la salvedad de
gue no podrd diferenciarse en otros tipos celulares (3). La segunda fase se denomina
diferenciacién terminal, mediante la cual los preadipocitos se convierten en células
esféricas, que comienzan a acumular lipidos y progresivamente adquieren las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas propias de los adipocitos maduros. Es la fase
de mayor complejidad y es donde intervienen un mayor nimero de factores inductores
(3,15).

Desde un punto de vista molecular la primera fase de la cascada incluye la accién de una
proteina de union CCAAT/enhencer B (C/EBPB) y C/EBPS. Estos factores ademas de
actuar como inductores adipogénicos y sacar los preadipocitos del ciclo celular, son los
responsables del inicio de la segunda fase, activando los factores de transcripcidn
receptor activado por proliferadores peroxisomales y (PPARy) y C/EBPa, responsables
finales todo el proceso de diferenciacion tal y como se muestra en la figura 5 (15). Mas
concretamente estos factores inducen la expresion de la mayoria de los genes que
caracterizan al fenotipo adipocitario y es durante este proceso que van apareciendo
gotas lipidicas en el citoplasma hasta que una o dos gotas ocupan practicamente la
totalidad del mismo. Se sabe que PPARYy es suficiente para la transcripcién de la mayoria
de los genes, pero C/EBPa resulta imprescindible para la adquisicidn de sensibilidad a la
insulina (15).

Multipotent Pre-adipocytes Mature adipocyte
Mesenchymal

Stem Cells :
Lineage

Commitment
—_>

Figura 5. Esquema del proceso de diferenciacion de adipocitos. A partir de las células
madre mesenquimales multipotentes, se desarrollan los preadipocitos durante el
proceso de determinacion. Sobre éstos actuan los factores de transcripcion PPARy y
C/EBPua que son los que intervienen en la diferenciacion terminal para dar lugar a los
adipocitos maduros (20).
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Por otro lado, existen factores que actian como reguladores negativos y que inhiben la
adipogénesis, tal es el caso de la via de sefializacion Wnt/ B-catenina, que actua
reprimiendo la expresion de PPARy y C/EBPa. Ademas, la Wnt cuando actua junto al
factor de necrosis tumoral, pueden bloquear la adipogénesis (3).

En una obesidad avanzada, se produce una disminucidn de la adipogénesis, razén que
justifica que el exceso de lipidos que se incorporan a los tejidos se almacene a expensas
de hipertrofiar los adipocitos, trayendo esto a una disfuncién metabdlica del tejido
adiposo, con presencia de inflamacién y la instauracién de resistencia a insulina en los
adipocitos.

2.3. FUNCION ENDOCRINA DEL TEJIDO ADIPOSO

Décadas atrds el tejido adiposo era considerado como un drgano dedicado Unicamente
al almacenamiento, y no fue hasta 1987 cuando el descubrimiento del érgano adiposo
como el lugar de mayor metabolizacion de hormonas esteroideas y de produccién de
adipsina despert6 la sospecha del tejido adiposo como drgano endocrino, idea que se
hizo definitiva con el descubrimiento de la leptina en 1994. En la actualidad es de
conocimiento general que el tejido adiposo es productor y secretor de una gran variedad
de péptidos bioactivos conocidos como adipocinas o adipocitoquinas, que desempeifian
tanto funciones locales (paracrina/autocrinas) como sistémicas (endocrinas) en la
regulacién de la homeostasis (18). Ademas de emitir sefiales, el tejido adiposo presenta
numerosos receptores que le permiten responder a estimulos procedentes de distintos
ejes hormonales y del sistema nervioso central (21). En la figura 6 se recogen las
adipocitoquinas mas importantes producidas por el tejido adiposo y su implicacién
sobre los diferentes procesos fisiolégicos.

INFLAMACION EFECTO A NIVEL SNC ANGIOGENESIS
-Factores del complemento -Leptina -Factor de crecimiento endotelial
-PCR -TNF alfa vascular VEGF
-Haptoglobina -IL-6? -Angiopoietinas
-Interleukinas -TGF beta

-TGF beta -TNF alfa
-Factor estimulador de colonias 1 -Adiponectina
-Proteinas quimoatrayentes -Resistina

-TNF alfa

-Amiloide sérico A3

-Factor inhibidor de la migracién METABOLISMO

macrofdgica 1 0 2 -Adipsina
-Adiponectina

-Apelina
MODELAMIENTO MATRIZ -Apolipoproteina E

EXTRACELULAR -Cortisol

-Colageno ADIPOGENESIS -Lipoprotein Lipasa

Catepsinas -Angiotensinégeno
-Metaloproteinasas -
Fibronectina e Visfatina

-Lamininas -Inhibidor del Activador del

Plasmindgeno 1

-Leptina
-Resistina

Figura 6. Principales adipoquinas secretadas por el tejido adiposo y sus efectos
fisiologicos y/o patoldgicos en el organismo (22).
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2.3.1. Leptina

Es una proteina codificada por el gen ob, cuya secrecidn proviene mayoritaria pero no
exclusivamente del tejido adiposo en respuesta a la ingesta y juega un papel importante
en la regulacién del peso a través de sus efectos centrales sobre el apetito y a nivel
periférico sobre el balance energético (17). Su concentracién estd directamente
relacionada con la adiposidad, aunque existen otros factores que la regulan, como es el
caso del ayuno o la restriccidon calérica, que actian como reguladores negativos. Se ha
postulado que es la glucosa el principal determinante de la secrecidn de leptina (15).

Entre sus acciones destaca la homeostasis energética, evitando un incremento excesivo
del porcentaje graso. Disminuye la lipogénesis en el higado y tejido graso, produce un
aumento de la beta-oxidacién, dirigiendo los acidos grasos libres a su catabolismo por
el ciclo de Krebs y disminuyendo asi su concentracién intracelular. Ademads, estimula la
utilizacidon de glucosa por el musculo, inhibe la secrecidon pancreatica de insulina y
estimula la lipdlisis, puede mejorar el flujo sanguineo (16).

2.3.2. Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

El TNFa es producido por varias lineas celulares, entre ellas se encuentran los adipocitos.
Esta relacionado principalmente con la inflamacién ya sea sistémica o local. Estimula la
produccion de prostaglandinas y regula la sintesis de algunas proteinas de fase aguda,
tales como el fibrindgeno. En el higado aumenta la expresion de genes relacionados con
la sintesis de novo de colesterol y acidos grasos. También regula la captacion de glucosa
y de acidos grasos y produce resistencia a la insulina (16).

2.3.3. Interleuquina 6 (IL-6)

Esta citoquina proinflamatoria multifuncional interviene en la respuesta humoral vy
celular durante el proceso inflamatorio y el dafio tisular. Se produce por multiples tipos
celulares, pero en condiciones de reposo se produce entre un 15y un 35% de IL-6 por el
tejido adiposo visceral. El principal regulador de su expresion es el TNF-a, que tiene la
capacidad de aumentar hasta 60 veces su produccion. Esta citoquina actia sobre el
higado disminuyendo la secrecién de triglicéridos, ademds es un mediador inflamatorio
y disminuye la produccién de LPL-1 (16).

2.3.4. Resistina

Este péptido esta producido fundamentalmente por las células mononucleares de la
matriz estromal del tejido adiposo, y se cree que su concentraciéon estd en relacion
directa con la obesidad y la resistencia a la insulina, pero esto solo se ha comprobado
en modelos murinos, siendo controvertido en humanos. Lo que si se ha demostrado es
gue existe un vinculo entre ésta, la inflamacion presente en la obesidad y la alteracién
en la sefializacion insulinica (16).

2.3.5. Adiponectina

Esta proteina descubierta en 1995 es la mas abundante de las hormonas procedentes
del tejido adiposo. Se produce exclusivamente por los adipocitos diferenciados y circula
a altas concentraciones en plasma (16) siendo su concentraciéon inversamente
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proporcional a la cantidad de grasa corporal. Actia como importante modulador de
numerosos procesos metabdlicos dentro de los cuales se incluyen la regulacién de la
glucosa y el catabolismo de acidos grasos. La adiponectina produce un aumento de la
beta-oxidacién que trae como consecuencia la reduccién de acidos grasos circulantes y
la disminucién de triglicéridos intracelulares contenidos en el musculo y en el higado
(23). Esto le confiere especial importancia en una de las complicaciones asociadas a la
obesidad como es la resistencia periférica a la accidn de la insulina (16). El aumento de
adiponectina se relaciona con disminucién de peso, ademds mejora la sensibilidad a la
insulina, reduce la circulacidon de acidos grasos libres y aumenta su oxidacion. A nivel
hepatico inhibe enzimas fundamentales de la gluconeogénesis y de la glucdlisis,
disminuyendo asi la glucosa circulante, también aumenta la utilizacién de glucosa y
oxidacion de acidos grasos. La adiponectina presenta propiedades antiinflamatoria y
antiaterogénica, porque interviene negativamente en la incorporacion de monocitos al
tejido adiposo para su posterior transformacion en macrdfagos inflamatorios. También
inhibe la transformacion de los macroéfagos en células espumosas y la expresion de TNF-
a, reduce la proteina C reactiva y aumenta los niveles de éxido nitrico (16).

2.3.6. Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI)

Es una proteasa de serina, cuya principal funcion es la inhibicion de la fibrinolisis. Se
sintetiza por células endoteliales en respuesta a endotoxina, interleuquina 1, factor de
necrosis tumoral, trombina y diversos factores de crecimiento que incrementan dicha
sintesis, mientras que, en los hepatocitos, donde también se produce el PAI-1, su
principal regulador es la insulina (16).

2.3.7. Adipsina

Proteasa sérica que no es mas que el complemento D, enzima iniciadora de la via
alternativa del complemento, la cual es producida por el tejido adiposo. Se encuentra
elevada en la obesidad con un sistema regulatorio dependiente del incremento de la
insulina y de los glucocorticoides (16).

2.4. DISFUNCION DEL TEJIDO ADIPOSO EN LA OBESIDAD

En los individuos obesos, el tejido adiposo se caracteriza por presentar una mayor
infiltracidon y activacion de macréfagos, leucocitos y una mayor sintesis de quimioquinas
y citoquinas proinflamatorias. Este microambiente inflamatorio caracteristico de la
obesidad tiene como resultado la disfuncién del tejido adiposo y del resto de tejidos
periféricos como higado o pdancreas, favoreciéndose un estado de resistencia a la
insulina con hiperinsulinismo secundario, hiperglucemia, hiperlipemia y dafio
cardiovascular. Esta es la razén que sirve de nexo entre la obesidad y la inflamacién en
la etiopatogenia de complicaciones como el sindrome metabdlico o la diabetes mellitus
tipo 2 (3).

2.4.1. Influencia del microambiente: macréfagos del tejido adiposo

Los macréfagos son un grupo celular que desempefia numerosas funciones
practicamente en todos los aspectos de la biologia del organismo, desde el desarrollo,
la homeostasis, hasta la reparacién y la respuesta inmune a los patdégenos. Para
desempeiiar estas funciones, los macréfagos sufren cambios y se adaptan a las
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diferentes condiciones. No obstante, cuando estos cambios se prolongan en el tiempo,
se puede asociar con estados de enfermedad, como es el caso de la obesidad (24).

En el tejido adiposo blanco los macréfagos pueden existir en diferentes estados de
activacion en funcién del estimulo medioambiental. Se diferencian dos estados celulares
extremos: los proinflamatorios, activadas cldsicamente por interferén-y o
lipopolisacaridos, conocidos como M1; y los antiinflamatorios, activados
alternativamente por IL-13 o IL-4, conocidos como M2 (25).

En individuos sanos, los macrofagos representan aproximadamente el 10-15% del
estroma y son principalmente de tipo M2 lo que se traduce en salud metabdlica
adipocitaria. Su principal funcién radica en fagocitar a los adipocitos apoptdticos y sus
restos celulares, proceso denominado esferocitosis, imprescindible en tejidos con tan
elevado indice de renovacién, como es el caso del tejido adiposo (3,24). Ademads, son
capaces de eliminar el exceso lipidico, evitando la lipotoxicidad a otros tejidos (24).
Estudios han demostrado que las dietas hipocaldricas, los ayunos prolongados, vy
tratamientos como bypass aumentan la expresion de genes antiinflamatorios en los
macrofagos M2 (25,26).

Durante la obesidad, los macréfagos aumentan hasta un 40-60% aproximadamente, y
lo hace a expensas de reclutar monocitos (a través de la secrecién de proteinas
guimioatrayentes) que posteriormente se diferenciaran en macréfagos de tipo M1,
responsables del microambiente inflamatorio caracteristico de la obesidad, que rodean
a los adipocitos muertos, formando una estructura similar a una corona (figura 7). Estas
células M1 secretan grandes cantidades de citocinas proinflamatorias como TNFa, I1L-12,
IL-23, IL-6, IL-1B y MCP-1, intermediarios toxicos como el éxido nitrico o especies
reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, se ha visto que estas células intervienen en
procesos de agrandamiento celular del tejido adiposo blanco para almacenar el exceso
de grasa en los adipocitos(3,24,27).

Otra via recientemente estudiada en pacientes obesos es el aumento de macréfagos
como resultado de proliferaciéon local en el tejido adiposo, fundamentalmente el tejido
adiposo visceral, aumentando de igual modo el porcentaje de macréfagos tipo M1 (24—
26).

A medida que los macréfagos inflamatorios se van llenando de lipidos y empiezan a
secretar citocinas inflamatorias se genera un estado de resistencia a la insulina en los
adipocitos que surge como un sistema adaptativo con el fin de reducir la incorporacion
de nutrientes. Pero ante un aumento crénico de la ingesta, esta respuesta adaptativa se
vuelve desadaptativa, interviniendo en la patogénesis de la resistencia sistémica a la
insulina secundaria a la obesidad (24).
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Figura 7. Principales cambios en la funcién metabdlica y el tipo de macréfagos del
tejido adiposo en la obesidad. En el tejido adiposo con funcion metabdlica normal,
predominan los macrofagos tipo 2 (verdes) y la secrecion de adipocinas antinflamatorias.
En la obesidad, el tejido adiposo se va infiltrando de macrdéfagos M1 (rojos) que liberan
sustancias quimiotdcticas que reclutan mds macrofagos M1. Estos macrofagos M1
secretan citocinas proinflamatorias que generan una disfuncion metabdlica completa.
Microscopicamente es caracteristico que los M1 se dispongan rodeando los adipocitos
muertos en forma de corona (28).

2.4.2. Mecanismos desencadenantes de la inflamacion en la obesidad

Como hemos venido comentando a lo largo de esta memoria, la obesidad se caracteriza
por un estado de inflamacién crénica leve. Sin embargo, los agentes responsables del
inicio y el mantenimiento de este estado, no se han demostrado firmemente. Existen
varias teorias que podrian explicar el mecanismo que desencadena este estado. Una
gran parte estd relacionada con factores externos, como endotoxinas de la flora
intestinal. A nivel intrinseco del tejido adiposo se cree que la inflamacién podria estar
iniciada por una disfunciéon adipocitaria, provocada por una cascada de toxinas
intracelulares producidas durante el aumento de peso debido a la hipertrofia de
adipocito, la hipoxia, el estrés celular y el estado necrético del adipocito(3,29,30). La
influencia de cada uno de estos factores se desarrollard a continuacién y se muestran
en detalle en la figura 8.

Endotoxemia

La endotoxemia es un término relativamente novedoso, donde un aumento de peso
producido por una dieta rica en grasa es capaz de aumentar la permeabilidad intestinal,
y aumentar ligeramente los valores de lipopolisacarido (LPS) en suero. El LPS es una
endotoxina que presentan las bacterias gram negativas en su membrana externa,
frecuentes en la flora intestinal tanto de humanos como de modelos animales. Se ha
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demostrado que el LPS es el responsable de poner en marcha toda una cascada
inflamatoria que se evidencia con la expresién de marcadores en leucocitos, aumento
de neutréfilos o en una mayor activacién de células endoteliales como la molécula de
adhesién vascular y el factor de necrosis tumoral alfa, conduciendo a un estado de
resistencia y aterosclerosis en varios tejidos(3,29).

Estudios recientes han ido un paso mas alld y han determinado que las dietas ricas en
acidos grasos saturados influyen en el estado de endotoxemia postprandial, y que este
estado depende de la composicion de los acidos grasos, siendo minima la endotoxemia
generada por dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados (30).

Lipidos enddgenos o procedentes de la dieta

El tejido adiposo blanco en pacientes obesos presenta un alto grado de lipolisis lo que
lleva a liberar acidos grasos que actuan sobre los macréfagos residentes en el TAB
activandose vias de inflamacién mediadas por proteinas quinasas como c-Jun o IKKB. Por
otra parte, los acidos grasos procedentes de la dieta, especificamente los acidos grasos
saturados, producen un aumento en sangre de una amplia gama de factores
proinflamatorios (29,31).

Por ultimo, los acidos grasos libres, son capaces de actuar sobre receptores tipo Toll
(TLR) que se encuentran en alta proporcion en células del sistema inmune. La activacion
de estos receptores se traduce en activacion de vias de sefalizacion responsables de
iniciar la respuesta inmune innata y estimular las vias de inflamacion en las células
mieloides (31).

Hipertrofia de adipocitos

En la obesidad existe una capacidad intrinsecamente baja de adipogénesis de novo, por
lo que los adipocitos almacenan el exceso lipidico a expensas de aumentar su tamafio
celular produciéndose hipertrofia e hiperplasia de los mismos. A su vez, el tejido adiposo
expandido predispone a la necrosis adipocitaria, de la cual se liberan numerosas
guimioquinas que estimulan tanto la inflamacién como la infiltracién de macrdéfagos
reclutando monocitos del torrente sanguineo y medulares. De esta forma, la hipertrofia
de adipocitos produce una estado inflamatorio tanto local como sistémico, ademas de
relacionarse con el almacenamiento de lipidos téxicos y productos finales de la glicacién
avanzada por activacién del inflamasoma (27).

Hipoxia tisular

La hipoxia es un mecanismo independiente que ocurre cuando los tejidos no reciben
suficiente oxigeno para satisfacer sus necesidades. El mecanismo mediante el cual se
produce una disminucién del aporte del oxigeno se podria explicar porque la velocidad
con la que se expande el tejido no se relaciona con una formacion proporcional de
capilares, lo que genera que algunas zonas queden pobremente irrigadas (3,27).

La presencia de hipoxia en el tejido adiposo puede desencadenar inflamaciéon mediante
procesos directos o indirectos. Los mecanismos directos consisten en activar vias de
sefalizacidn tanto en adipocitos como en macréfagos por sustancias generadas como
consecuencia de la disminucién de oxigeno como el factor inducible por hipoxia (HIF-1a)
o del factor nuclear-kB (NF-kB) (32). El aumento del HIF-1a es capaz de actuar como un
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factor de transcripcion uniéndose a regiones especificas del ADN y promiviendo la
transactivacion de genes que codifican para proteinas relacionadas con vias de
inflamacion(27).

Por otro lado, la hipoxia indirectamente induce la inflamacién porque mediante la
expresion de quimiocinas genera infiltracion del tejido adiposo por macrdéfagos
proinflamatorios. Ademas, la hipoxia aumenta la lipolisis y con ello la fraccién de acidos
grasos libres, produciendo asi lipotoxicidad. Existen estudios que sugieren que la hipoxia
disminuye la funcién mitocondrial del tejido adiposo blanco, que como hemos visto se
caracterizaba por tener menor proporcion de mitocondrias en relacion con el tejido
adiposo marrén y esto puede contribuir al mal funcionamiento del tejido adiposo blanco
(32).

Estrés celular

El estrés celular es el resultado de la disfuncién adipocitaria producida por la hipertrofia
y la rdpida expansién del tejido adiposo. Segun varias fuentes bibliograficas, el estrés
celular estd relacionado positivamente con el aumento del IMC. Se ha visto que en
pacientes obesos el exceso de nutrientes condiciona el aumento de produccidn
mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (ROS) (33).

La hiperglucemia y el aumento de acidos grasos libres durante la obesidad produce en
el adipocito disfuncion mitocondrial, esta alteracion mitocondrial aumenta la
produccion de ROS que a su vez interviene en varios mecanismo que desencadenan
transcripcién de moléculas de adhesion (E-selectina, molécula de adhesién intercelular-
1 y endotelina-1), citoquinas proinflamatorias [factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e
interleucina (IL)-6], iNOS y microARN involucrados en la adipogénesis, la inflamacion y
el estrés oxidativo (33).

En resumen, la inflamacién de tejido puede ser un mecanismo patoldgico importante
gue contribuye a la inflamacidn sistémica y las alteraciones metabdlicas asociadas con
el aumento de la ingesta de alimentos y el aumento de peso corporal (27). Los
mecanismos que incluyen hipertrofia de adipocitos, estrés de AT y apoptosis que causan
secrecion de adipoquina proinflamatoria pueden conducir a la atracciéon de células
inmunes proinflamatorias en el tejido adiposo causando inflamacién crénica de bajo
grado (27,29,32).
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Figura 8. Principales mecanismos responsables de la inflamacion del tejido adiposo en
la obesidad. Se aprecia como la combinacion de varios factores resulta en la inflamacion
del tejido adiposo caracteristica de la obesidad. Los mecanismos para explicar esto
incluyen la hipertrofia de adipocitos y su apotposis, el estrés oxidativo, la hipoxia y el
aumento de la lipolisis que causan a su vez la secrecion de adipoquinas proinflamatorias
que pueden conducir a la atraccion de células inmunes proinflamatorias en el tejido
adiposo causando inflamacion cronica de bajo grado (34).
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3. PAPEL REGULADOR DE LOS MICROARN EN LA FUNCION
DEL TEJIDO ADIPOSO

Los microARNs (miARN) son pequefios ARN no codificantes de unos 19-23 nucledtidos
gue tienen la capacidad de reconocer por complementariedad de bases a ciertos ARNm
e interfieren a nivel postranscripcional sobre numerosos transcritos (silenciando su
actividad). Por lo tanto, ejercen una regulacién adicional de varios procesos biolégicos
como la lipolisis, la sensibilidad a la insulina, la absorcidn de glucosa o la liberacion de
citoquinas (35).

Cada vez los microARNs estan cobrando un mayor interés puesto que se podrian utilizar
como biomarcadores ya que se expresan de manera estable en plasma, suero y fluidos
corporales.

3.1. SINTESIS DE LOS MICROARNs Y MECANISMO DE ACCION

Los miARNs inician su sintesis en el nucleo a partir de unos precursores en forma de
horquillas, denominados miARNs primarios (pri-miARN), resultado de la transcripcion
de genes de miARNs por la ARN polimerasa Il (Pol 11)(36). Por accién de la proteina
Drosha sobre los pri-miARNSs se libera una estructura de horquilla de aproximadamente
60-70 nucledtidos (nt), que se conoce como precursor miARN (pre-miARN). A su vez el
pre-miARN se une a una proteina exportina-5 (EXP-5) que se encarga de exportarlo al
citoplasma. El transporte de pre-miARN fuera del nucleo se realiza por unas proteinas
incrustadas en la membrana nuclear denominadas complejos de poros nucleares y
forman grandes canales por los que pasa el complejo formado por EXP-5 unida al pre-
mMiARN (36). Una vez que los pre-miARNs se liberan de EXP-5 son procesados por la
enzima endonucleasa citoplasmatica RNasa Il Dicer, cuyo fin es la formacién de miARNs
maduros. El duplex de ARN se une a la proteina Ago, quien separa la doble cadena y
forma el miARN maduro de cadena sencilla. Posteriormente se forma el complejo
silenciador de ribonucledtidos (RISC) que consiste en multiples proteinas que son
guiadas por los miARNs para reconocer especificamente al ARN mensajero (ARNm) y
suprimir su expresion a través de distintos mecanismos disminuyendo por tanto la
traduccion de los ARNm en proteinas (37) (figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica del proceso de sintesis y del mecanismo de
accion de los miARNs. Los miARN inician su sintesis en el ndcleo mediante la formacion
del precursor (Pre-miRNA) gracias a la proteina Drosha. Posteriormente este precursor
es transportado fuera del nucleo gracias a la proteina Exportina 5. Una vez en el
citoplasma interviene la proteina Dicer y la proteina Ago para formar un miARN maduro
de cadena sencilla. Por ultimo, se produce la formacién del complejos silenciador miRISC
que favorece la adenilacién y degradacion de los ARNm dianas (37).
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3.2. PAPEL DE LOS miARN COMO REGULADORES DE LA
ADIPOGENESIS

Desde el 2016 se han descrito mas de 2500 miARN maduros en humanos cuya funcion
en muchos casos esta siendo aun estudiada. En el caso concreto de la obesidad, se han
realizado estudios tanto en modelos animales como en humanos y se ha visto que
factores como el estilo de vida, el ambiente o factores genéticos determinan cambios
en la expresién de un gran nimero de miARN que modulan directa o indirectamente la
adipogénesis, por lo que se les ha clasificado como pro-adipogénicos o como anti-
adipogénicos dependiendo de la funcién que ejerzan sobre sus dianas tal y como
muestra la figura 10 (38). A continuacién, nos centraremos en aquellos miARN que
tienen un especial interés en la adipogénesis y los mas ampliamente estudiados.
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Figura 10: Principales miARNs implicados en el proceso de adipogénesis. La influencia
de factores medioambientales, estilos de vida o enfermedades y factores genéticas
influyen sobre la expresion de diferentes familias de miARNs. En algunos casos se
inducirdn vias de sefializacion relacionadas con adipogénesis y en otros casos actuan
como factores inhibidores (38).
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3.3. PRINCIPALES miARN PRO-ADIPOGENICOS
3.3.1. miR-21

Este miARN fue uno de los primeros que se describié en relacidn con la adipogénesis y
la obesidad. Se ha demostrado que existe una sobrexpresién de miR-21en el tejido
adiposos blanco de sujetos obesos, en comparacion con los sujetos delgados o con
normopeso (38).

Asimismo, segun un estudio realizado en 2009 se determiné que miR-21 promueve la
diferenciacion de las células madre mesenquimales multipotenciales derivadas del
tejido adiposo humano al inhibir la sefializacion de TGF-B y de una proteina efectora de
esta via denominada SMAD3 (39). Se sabe que el TGF-B inhibe la diferenciacion de lineas
celulares de preadipocitos y cultivos primarios y bloquea la adipogénesis in vivo, de ahi
gue la sobreexpresién de TGF-B reduzca severamente la masa de tejido adiposo blanco
y marrén, porque los adipocitos no consiguen diferenciarse (39).

3.3.2. miR-30

La familia miR30 estd compuesta por cinco miARNs que son miR-30a, miR-30b, miR-30c,
miR-30d y miR-30e y se cree que esta involucrada en la regulacién de la insulina y el
metabolismo de los lipidos (38,40).

Recientemente un estudio reveld que la expresién de todos ellos estd aumentada
durante la adipogénesis y que su inhibicion produce un blogueo en la diferenciacién
adipogénica (40). Asimismo, un estudio realizado en preadipocitos murinos determiné
gue la expresién de miR-30e promueve la diferenciacion a adipocito maduro (38).

Por otra parte, se vio que miR30c promueve la adipogénesis ejerciendo una regulaciéon
sobre la proteina PAI-1 que esta elevada en la obesidad y el sindrome metabdlico. Se ha
relacionado con la mayor tendencia hacia la trombosis de los pacientes con estas
patologias (38).

3.3.3. miR-143

El miR-143 desempefia un importante papel en la expresiéon de la diferenciacién
adipocitaria. Estudios en humanos y modelos murinos han demostrado que por si mismo
induce la adipogénesis y a su vez, la expresiéon de miR-143 aumenta durante la
adipogénesis y favorece la acumulacion de triglicéridos. Por otro lado, cuando se inhibe
su expresion en preadipocitos subcutaneos primarios, se suprimen los marcadores
adipogénicos como el transportador de glucosa sensible a la insulina (GLUT4), el factor
de diferenciacion PPAR-y2 o la acumulacién de triglicéridos (38).

3.4. PRINCIPALES miARN ANTI-ADIPOGENICOS
3.4.1. Familia Let-7

Fue la primera familia de miARN descubierta en humanos y estd formada por 11
miembros. Esta implicada en el control de muchos genes y por tanto influye en multitud
de procesos fisioldgicos como la pluripotencia, la diferenciacién, la tumorogénesis o la
transicidn epitelio-mesénquima. Recientemente se le ha atribuido también un papel en
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la adipogénesis, demostrando que su expresidn ectépica en los preadipocitos inhibe la
acumulacién de lipidos y la expresion de marcadores genéticos de adiposidad.
Asimismo, en un estudio realizado en ratones se determind que esta familia puede
actuar como protector frente a la obesidad inducida por la dieta en ratones con déficit
de leptina. Todos estos descubrimientos elevan la importancia de esta familia de miARN
Let-7 en la obesidad y otras enfermedades derivadas (38).

3.4.2. Familia miR-27a/b

Es una de las familias de miARN mejor relacionadas con la diferenciacion adipogénica.
Segun un estudio de microarrays de miARN hecho en adipocitos de raton se determind
gue la sobreexpresiéon de miR-27 inhibe fuerte y especificamente la diferenciaciéon
adipogénica bloqueando la expresion de PPAR y y C/EBP a. Asimismo en ratones obesos
se evidencié una elevacion de estos factores y una disminucién de la expresion de
miR27a/b (38,41).

Por otra parte, miR-27 se ha relacionado con otras enfermedades metabdlicas. En
sujetos con obesidad modrbida se encuentra elevado en comparacion con los sujetos
delgados, previene la aterosclerosis suprimiendo la acumulacién de lipidos y la
respuesta inflamatoria (38).

3.4.3. miR-33

La familia miR-33 estd formada por miR-33a y miR-33b y se cree que tiene un papel
importante en la adipogénesis y en el metabolismo lipidico. miR-33b disminuye la
proliferacién de preadipocitos, su diferenciaciéon y reduce la formacion de gotas lipidicas
(38).

3.5. MICROARN EN OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO

En la literatura hay numerosos estudios que relacionan los cambios en el patrén de
expresion de miARNs con la obesidad, tanto en modelos animales como en pacientes
humanos con sobrepeso. Los miARNs sobreexpresados en el tejido adiposo obeso
actian sobre los drganos metabdlicamente mas importantes del organismo
modificando la fisiologia celular y alterando procesos como la sefializacion de la insulina,
la metainflamacion, la adipogénesis o la lipogénesis (35).

Asi por ejemplo se ha demostrado que el miR-143 se encuentra elevado en ratones
obesos y su sobreexpresién se relaciona con aumento de los factores PPARy y aP24,
ambos marcadores de la diferenciacion adipogénica (37).

En la misma linea se encuentra el miR-519d, relacionandose su sobreexpresién en el
tejido adiposo subcutdneo con obesidad severa. Se cree que puede favorecer la
hipertrofia de los adipocitos y el aumento de la masa de tejido adiposo en humanos
obesos. Sin embargo, actualmente ningun estudio ha confirmado su relacién con la
adipogénesis (37).

El miR-150 esta regulado al alza en el tejido adiposo subcutdneo y se sabe que su diana
de actuacién es PPARa. En contraparte esta miR-659 que se encuentra regulado a la baja
en el tejido adiposo subcutaneo (37).
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En el sindrome metabdlico los miARNs estan relacionados fundamentalmente con la
modulacidn de la respuesta inmune, actuando sobre la polarizacidon de los macréfagos
del tejido adiposo, asi como con la funcion de las células B del pancreas y con la via de
sefializacion de la insulina (35). Asi por ejemplo se ha demostrado que el miR-14 suprime
el metabolismo lipidico actuando sobre la via MAPK (35). El miR-221/222 es otro de los
microARN que se encuentra regulado al alza en las personas con obesidad y sindrome
metabdlico (38). En ratones diabéticos se ha visto que la sobreexpresion de miR-200 en
los islotes pancredticos actua favoreciendo la muerte celular y con ello disfuncién en la
secrecién de insulina. Asi mismo, la sobreexpresién de miR-7 deteriora la exocitosis de
insulina por las células B-pancreaticas en ratones obesos (35). Por ultimo, en ratones
sometidos a dietas altas en grasa, el descenso de miR-223 se ha relacionado con la
alteracion fenotipica de macrdfagos proinflamatorios y la produccion de citocinas
inflamatorias como IL-6, IL-1 y TNF-a (35).

Una cuestion que también ha generado mucho interés en la investigacion son los miR
circulantes o extracelulares. Se ha visto que podemos encontrar distintas entidades de
miARN en suero y plasma tanto en cancer como en otras enfermedades crdnicas, con lo
cual podria ser interesante su utilidad como marcadores diagnésticos de enfermedades.
Los miARN extracelulares los podemos encontrar en plasma en pequefias vesiculas
denominadas exosomas, en microvesiculas o unidos a proteinas, con lo que evita ser
degradado (37). Los miARNSs circulantes pueden proceder de practicamente cualquier
tejido. Sin embargo, en ratones se ha visto que la mayor parte de ellos se producen en
el tejido adiposo (3) y modifican la actividad metabdlica de los érganos receptores
(figura 11).
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Figura 11. Relacion entre los microARNs exosomales procedentes del tejido adiposo y
los 6rganos receptores. Tanto las microvesiculas como los exosomas procedentes del
tejido adiposo contienen microARNs que son captados por diferentes érganos y que
regulan y/o alteran su funcionamiento (42).
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4. EXOSOMAS Y TEJIDO ADIPOSO

4.1. EXOSOMAS: DEFINICION Y TIPOS

Las células eucariotas en su inmensa mayoria liberan una serie de vesiculas
extracelulares (EV) que componen un sistema altamente avanzado y conservado de
comunicacion intercelular, que permite intercambiar en forma de lipidos, acidos
nucleicos y proteinas informacion con otras células. Segun el tamafio, la funcién y la
biogénesis de estas EV, se ha logrado establecer una clasificacién que permite entender
un poco mejor su utilidad (43,44). Hasta hace muy poco la clasificacion mas aceptada de
las vesiculas extracelulares era, exosomas (30-200 nm), microvesiculas (100-1000 nm) y
cuerpos apoptéticos (> 1000 nm), pero en 2018 la Sociedad Internacional de Vesiculas
Extracelulares publicé una declaracidon que amplia lo que conociamos hasta ahoray que
plantea que los subtipos deben definirse por caracteristicas fisicas y bioquimicasy / o
condiciones / origen (13).

En este trabajo resulta de nuestro interés centrarnos en la definicién de exosomas y sus
funciones en el organismo humano.

Los exosomas son uno de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares secretadas por
las células. Son el resultado de un largo proceso intracitoplasmatico, que se inicia con la
invaginacion de la membrana extracelular, formandose asi una estructura que presenta
una membrana bicapa que es producida por casi todas las células del organismo
encontrandose asi en la mayoria de los fluidos biolégicos (sangre, orina, saliva y leche
materna) y se someten a un servicio de empaquetamiento, de modo que como muestra
la figura 12 los exosomas pueden tener en su interior proteinas, ADN, ARNm, microARN,
ARNnNc largo y ARN circular especificos de la célula de origen, caracteristica que le
permite cumplir un papel vital en procesos fisiolégicos como la angiogénesis o el
crecimiento o patoldgicos como la metastasis (13,43).

Como podemos ver en la figura 12, los exosomas una vez expulsados son captados por
las células receptoras, a través de diferentes mecanismos, que van desde fagocitosis o
endocitosis, hasta una fusion de su membrana directamente con la membrana
plasmatica receptora para hacer entrega de su contenido en el citosol y de esta forma
reprogramar a la célula receptora (45).

Todas estas caracteristicas que poseen los exosomas, han llevado a que varios
investigadores, impulsados por la necesidad de encontrar biomarcadores accesibles y
minimamente invasivos, planteen la posibilidad de que sean los exosomas la solucién y
no solo como biomarcadores sino como posibles fuentes terapéuticas en enfermedades
con una elevada prevalencia y mortalidad como el cédncer (43). En el cancer
concretamente, los exosomas actlan en practicamente todas las fases de la
tumorogénesis. A través de la modulacién y la reestructuracion del microambiente
celular, son capaces de generar un nicho metastasico, mientras que por otro lado atenua
las respuestas inmunes tumorales (46). Ademas, la produccion celular de exosomas,
aumenta considerablemente en comparacion con las células sanas (43).
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Figura 12. Biogénesis de los exosomas y en una ampliacion de su contenido podemos
ver que en su interior hay dcidos nucleicos, proteinas, ADN ARN, De este mismo modo
podemos ver como es empleado por las células para establecer una comunicacion entre
ellas (47).

4.2. EXOSOMAS DERIVADOS DEL TEJIDO ADIPOSO: UNA NUEVA
ADIPOCINA EN LA DIABETES ASOCIADA A LA OBESIDAD

En el tejido adiposo los exosomas han supuesto una nueva forma de funciéon endocrina
y paracrina regulando procesos celulares tanto locales como distantes, razén por la cual,
actualmente se consideran reguladores importantes del metabolismo. Las células del
tejido adiposo liberan exosomas de forma constitutiva, sin embargo, los cambios
fisiopatoldgicos son capaces de modular la biogénesis y la liberacién de estas vesiculas
e intervenir en el empaquetamiento de proteinas y miARNs seleccionados en funcién
del objetivo que se persiga (48).

Se sabe que los tres tipos celulares de tejido adiposo tienen la capacidad de producir
vesiculas extracelulares con carga variable que dirigen a los diferentes grupos celulares
con el objetivo de regular su actividad (48).

En el tejido adiposo blanco un estudio que marcdé un antes y un después en la
comunicacion a través de vesiculas extracelulares en los adipocitos, fue el realizado en
2018 en ratones por Crewe y colaboradores, que demostraron que las células adiposas
blancas se comunicaban con las células endoteliales residentes a través del mecanismo
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de EV. También se demostrd que tal secrecidn esta relacionada con el estado metabdlico
del animal y que el estado nutricional influye en la carga de estas vesiculas. Las células
del tejido adiposo blanco también son capaces de interactuar con otras células
residentes en el estroma vascular, como es el caso de los macréfagos y que analizaremos
detenidamente mas adelante por su estrecha relacién con el desarrollo de la resistencia
a insulina. Otra cuestion que influye en la composicidon de los exosomas del tejido
adiposo blanco es la region o el depdsito de tejido del que se originen. Los exosomas
derivados del tejido adiposo visceral se ha relacionado con resistencia a insulina en
higados humanos y en tejido muscular. Estas EV provenientes del tejido adiposo visceral
son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y actuar sobre el hipotalamo,
produciendo un aumento de apetito y por consiguiente del peso corporal mientras que
las EV derivadas del tejido adiposo subcutaneo se ha relacionado con bajo riesgo (48).

El tejido adiposo marrén, como sabemos se caracteriza por una alta actividad
metabdlica, que involucra una alta proporcion de mitocondrias y que tiene un papel
primordial en la termogénesis y en la salud metabdlica. Pese a que el conocimiento
sobre la funcion endocrina del tejido adiposo es mas limitado respecto al tejido adiposo
blanco, se ha visto que su activacion produce cambios destacables en el nimero de EV
liberados. Un ejemplo de ello es lo que sucede en las células humanas, las cuales
después de la termogénesis inducida por el frio, aumentan nueve veces el nimero de
EV. Hecho que pudiera sugerir la participacion imprescindible de estas vesiculas en una
de las principales funciones del tejido adiposo marrdn y abre un paréntesis interesante
en la posibilidad de inducir la activaciéon de las células del tejido adiposo como posible
tratamiento de la obesidad (48). A modo de ejemplo, en un estudio en ratones se vio
que las EV del tejido adiposo marrdn provenientes de secciones ex vivo produjeron un
efecto beneficioso en ratones alimentados con dieta alta en lipidos, disminuyendo el
peso corporal, la glucosa en sangre y la esteatosis hepatica (49).

Por su parte las células del tejido adiposo beige al igual que los dos tipos anteriores
también producen EV, y al igual que el tejido adiposo marrén, aumenta su secrecidn
cuando se activa. Estas vesiculas del tejido beige contienen factores que protegen de la
diabetes y cuando se administran a los adipocitos blancos potencian su sensibilidad
insulinica y la absorcién de glucosa (48).

Como hemos venido analizando, la obesidad es uno de los principales factores de riesgo
en el desarrollo de la DM2. La produccion de adipocinas genera el ambiente propicio
para el desarrollo de resistencia a insulina, antesala sin ecudnime de la diabetes mellitus
tipo 2. El tejido adiposo obeso, se caracteriza ademas por la produccién exagerada de
exosomas de baja calidad, respecto al tejido adiposo en personas con normopeso. Un
estudio realizado en ratones demostré que los exosomas derivados del tejido adiposo
blanco de ratones obesos eran capaces de producir intolerancia a la glucosa y resistencia
a la insulina al inducir el reclutamiento de macréfagos y su transformacién
proinflamatoria en el tejido adiposo. Por otra parte, en los seres humanos se demostré
gue los exosomas eran capaces de desencadenar la transformacidon de monocitos
primarios a macréfagos del tejido adiposo. Mientras que los exosomas producidos por
los macrofagos del tejido adiposo también actuan sobre los adipocitos alterando el
estado metabdlico y generando un ambiente proinflamatorio (45).
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Con todo esto queda expuesto que existe una amplia red de comunicacién interorgdnica
gue relaciona al tejido adiposo con drganos primordiales en la regulacién de la insulina,
como lo son el higado y el musculo. Especificamente en la DM2 los exosomas originados
en el tejido adiposo en combinacion con otros factores de origen adiposo circulan por el
organismo para ejercer su accion en drganos distales y promover la progresion de la
diabetes mellitus tipo 2 (45) (figura 13).

Se cree que el mecanismo a través del cual los exosomas adiposos desempefnan su
funcion de regulacion es a través de la transferencia de cargas mediante los miARNs que
lleva en su interior. No han sido pocos los que han investigado sobre este tema y han
visto cientos de miARNs como posibles candidatos a ser responsables de la mayoria de
los cambios que se producen(45).

Por otro lado, en un estudio realizado en ratones obesos destaco la sobreexpresién en
exosomas derivados de macréfagos del tejido adiposo de miR-155. Otro miARN
descubierto recientemente como miembro importante en la etiopatogenia de la
obesidad y la diabetes es el miR27a porque los exosomas que sobreexpresan miR27a
producen una regulacion a la baja de la sensibilidad a la insulina en el musculo
esquelético mediante la supresién de PPARy (45).
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Figura 13. Papel de los exosomas del tejido adiposo en la patogenia de la obesidad y
la diabetes mellitus tipo 2. (a) Hipertrofia y aumento de los macrdfagos M1 en el tejido
adiposo de un paciente obeso; (b) Liberacion de exosomas procedentes de macrdfagos
proinflamatorios del tejido adiposo que alteran el funcionamiento de los drganos
primordiales en la regulacion de la insulina, como el higado y el musculo (c). ATM:
adipose tissue macrophages; T2DM: type 2 diabetes mellitus; WAT: white adipose tissue
(50).

34



Trabajo Fin de Grado Odanexi Rodriguez Candebat
Nuevos enfoques en patologias metabdlicas y obesidad: papel de los microARN exosomales

4.3. MICROARNs EXTRACELULARES COMO BIOMARCADORES
DE ENFERMEDAD

Se denomina miRs extracelulares o circulantes a los miARNs que encontramos en los
fluidos bioldgicos. Descritos por primera vez en 2008, los miRs circulantes han abierto
un debate sobre su funcionalidad y origen. En el punto 3.5 introduciamos su concepto,
y hablamos sobre el mecanismo que suelen utilizar para circular por el organismo. Como
se muestra en la figura 14, circulan fundamentalmente contenidos en el interior de
exosomas, aungue se pueden ver también en microvesiculas, unidos su argonauta o a
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (3,51).

miRNAs infracelulares miRNAs extracelulares
en tejido circulantes
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Figura 14. Mecanismos de circulacion de los miARNs extracelulares en los fluidos
bioldgicos. Una vez liberados por las células que los producen pueden estar contenidos
en el interior de vesiculas extracelulares o unidos a proteinas (51).

Por su parte se considera biomarcador o marcador biolégico a toda sustancia cuya
deteccion en sangre, u otros liquidos o tejidos del organismo, se relacione con la
presencia de un proceso normal o anormal, de una enfermedad o afeccién. Resulta
imprescindible encontrar biomarcadores informativos para entender la fisiopatologia de
las diferentes enfermedades y sobre todo para el desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas (51).

La ubicuidad de los miRs circulantes y la resistencia a la degradacidn que le confieren
fundamentalmente las vesiculas extracelulares que los contienen, unido la estrecha
relacidn que existe entre su alteracidn frente a determinadas patologias, los convierte
en biomarcadores ideales tanto para el diagndstico como para el prondstico de
enfermedades, asi como predictores de respuesta a farmacos. Es tal la conservacion que
presentan, que pueden permanecer viables varios dias en el ambiente. Otra de las
caracteristicas a destacar en los miARN circulantes como biomarcadores, radica en la
facilidad para ser detectados por métodos como la PCR. Esto puede considerarse una
ventaja en comparacién con los biomarcadores sanguineos basados en proteinas, cuya
medicion se puede ver obstaculiza por la cantidad de proteinas en sangre (51).
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En referencia al tema que nos ocupa, en la obesidad se ha visto que existen diferencias
entre el perfil de miARNSs circulantes en comparacion con los pacientes de peso normal.
En la busqueda para identificar miARNs como biomarcadores de pérdida de peso, se ha
identificado sobreexpresiéon de miARNs especificos en células mononucleares de sangre
periférica en pacientes sometidos a una dieta restringida en energia de 8 semanas. Este
estudio mostré un aumento de 7 miARNs (miR-130a-3p, miR-142-5p, miR-144-5p, miR-
15a-5p, miR-22-3p, miR-221-3p y miR-29¢-3p) en los pacientes que respondieron a la
dieta baja en grasas, en comparacién con los pacientes no respondedores. Estos 7
miARNs, en general se relacionan con procesos metabdlicos tan importantes como es la
regulacién de la glucosa y los lipidos, en el desarrollo adipogénico y la fisiologia del
adipocito (52).

Segun un estudio realizado por Ortega y colaboradores, los pacientes con obesidad
morbida presentaban un notorio aumento en los valores plasmaticos de miR-140-5p,
miR-142-3p y miR-222, frente a la disminucién de miR-532-5p, miR-125b, miR-130b,
miR-221, miR-15a, miR-423-5p y miR-520c-3p. Mientras que la pérdida de peso
secundaria a cirugia bariatrica en estos pacientes producia una descenso en los valores
plasmaticos de miR-140-5p, miR-122, miR-193a-5p y miR-16-1y un aumento de miR-221
y miR-199a-3p 224. Un estudio sobre obesidad infantil y pacientes adultos con DM2, se
vio que miR-486, miR-146b y miR-15b se encontraban marcadamente elevados, lo que
sugiere que estos miARNs podrian predecir el riesgo de desarrollar en DM2 en el futuro
en los nifios con obesidad (3).

Recientemente se ha visto que la presencia de niveles elevados de miR-122 en sujetos
jovenes se asocia significativamente con presencia de obesidad y resistencia a la
insulina. Ademas, miR-122 y miR-199a en la obesidad infantil, se han identificado como
biomarcadores de esteatosis hepatica no alcohdlica, correlacionandose directamente
proporcional con el IMC Yy los niveles de transaminasas (3).

En cuanto al sindrome metabdlico, en un estudio realizado en 256 personas con diabetes
mellitus y sindrome metabdlico, la busqueda en sangre periférica de miARNs
exosomales, determind aumentados los niveles de miR-150, miR-192, miR-27a, miR-
320a, miR-375 (3).
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5. PERSPECTIVA TERAPEUTICA

5.1. TERAPIA CON EXOSOMAS

En los ultimos afos se han llevado a cabo numerosos estudios que pretenden esclarecer
el papel de las vesiculas extracelulares, fundamentalmente de los exosomas en la
citoterapia regenerativa, pese a que todavia queda mucho estudio por delante, se ha
abierto una atractiva solucién a tantas enfermedades que azotan al ser humano (53).

Las terapias con exosomas se recogen dentro del grupo de terapias bioldgicas y se
emplean para inducir la regeneracién morfoldgica vascular, celular o tisular. Es un
tratamiento autdlogo que utiliza los factores de transcripcion genética no codificantes
contenidos en las vesiculas extracelulares, obtenidas a partir de células madre
mesenquimales o hematopoyéticas del propio paciente (54).

Los exosomas empleados en la citoterapia se pueden obtener por puncion venosa
(sangre), puncién para toma de biopsia (médula ésea) y muestras de tejido adiposo
mediante puncidn aspiracion en zona lumbar (54).

La terapia con exosomas derivados de las Células Madre Mesenquimales (MSC), son
superiores a las terapias convencionales con las MSC debido a la menos probabilidad de
inducir el desarrollo de tumores, su caracter no inmunogénico disminuye el riesgo de
rechazo y toxicidad (54,55). Ademas, se puede administrar en combinacién con otros
tratamientos como implantes, cirugias o farmacos. Todo esto le confiere la caracteristica
de seguridad y eficacia que se necesita en la medicina del siglo XXI, con efectos
secundarios minimos en funcién de la via de administracion y patologia que se trate (54).

Con la terapia exosdmica se persigue conseguir estabilizar el cuadro clinico, disminuir la
sintomatologia y/o cuadro clinico del paciente con la menor dosis de farmacos posible
(54). Existen una serie de enfermedades que pueden ser tratadas con terapias
exosdmicas como la enfermedad cerebrovascular, infarto del miocardio, insuficiencia
renal, diabetes mellitus, obesidad, insuficiencia hepatica, enfermedades degenerativas
como la artrosis, procesos neurodegenerativos o Ulceras cutaneas. También se pueden
emplear en lesiones traumdticas y deportivas, tanto ligamentosa, tendinosas y
musculares, como dseas (54) (figura 15).

Otra de las particularidades de la terapia con exosomas, es que son personalizados,
yendo mucho mas alld que el simple hecho de administrar células madre, sino que puede
incluir factores de crecimiento plasmaticos, factores de transcripcion genética no
codificantes o ingenieria tisular. Ademas, se pueden administrar en cualquier etapa de
la enfermedad, aunque se sabe que se obtiene mejores resultados en las enfermedades
con poco tiempo de evolucién y menor severidad del cuadro clinico (54).
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Figura 15. Papel de los exosomas en la regeneracidn celular y tisular en diferentes
tejidos. Version modificada (56).

Debido al riesgo que supone la obesidad en la resistencia a la insulina y el desarrollo de
DM2, se realizd recientemente un estudio en ratones sometidos a dieta alta en grasas.
Dicho estudio mostrd que los exosomas derivados del tejido adiposo marrdn, producian
disminucion de la glucemia y del peso corporal. Ademds, aumentaron el consumo de
oxigeno en las células y mejoraron la funcion cardiaca (57).

Otro estudio realizado en ratones mostré que los macréfagos inducidos por elevacién
de glucosa liberaban exosomas enriquecidos en miR-210. Estos exosomas eran capaces
de deteriorar la absorcién de glucosa, porque miR-210 interfiere en el funcionamiento
del complejo IV (CIV) mitocondrial y suprime la expresién de la subunidad 4 (NDUFA4)
de la NADH deshidrogenasa ubiquinona 1 alfa en los adipocitos. Bloquear la expresion
de miR-210 podria favorecer la absorcidon de glucosa y la actividad del complejo CIV
mitocondrial en los adipocitos, acciéon que podria prevenir el desarrollo de obesidad
diabética (58).

Los exosomas derivados de MSC actuan sobre la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) que estimula la autofagia y con ello la absorcion de glucosa y el metabolismo de
los lipidos, con lo cual podria ser util en tratamiento de la diabetes mellitus al disminuir
la glucemia. Otro experimento realizado en modelos animales mostré que los exosomas
derivados de MSC podrian ser utiles en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo |
porque inducen la regeneracidn de las células beta del pancreas y mejoran la liberacion
de insulina (57).

En otras patologias también se han realizado estudios prometedores en relaciéon con la
terapia con exosomas. Tal es el caso de las lesiones miocardicas. En un modelo de
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ratones con lesiones isquémicas, se demostré que los exosomas derivados de MSC
reducian el tamafio de la zona infartada. Se cree que estas vesiculas podrian mejorar la
funcidn cardiaca actuando sobre la via de la quinasa AKT, quien parece desempefar un
papel cardioprotector, con lo que consigue mejorar parcialmente la lesién por isquemia-
reperfusion (56).

En la médula espinal los exosomas derivados de MSC de la médula ésea aumentan la
supervivencia de las neuronas, mejoran los procesos regenerativos y la funcién motora.
En un modelo animal con lesion de la medula espinal, la administracién de exosomas
con miR-133b ha potenciado la recuperaciéon de la funcion de las extremidades
posteriores, ademds de disminuir el tamano de la lesién, estimular los procesos
regenerativos y proteger las neuronas (56).

En la enfermedad Inflamatoria Intestinal se ha demostrado que los exosomas alivian su
curso porque aumentan el nivel de IL-10, a la vez que disminuye los niveles de TNF-q, IL-
1B, IL-6, iNOS e IL-7. Ademas, el tratamiento con exosomas, disminuye la necesidad de
infiltracién de macrofagos en el colon (56).

En enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, también se ha valorado los
efectos beneficiosos de los exosomas derivados de las MSC de Médula Osea (BM-MSC)
y se ha demostrado en modelos animales la mejoria de ciertas anomalias neurolégicas
secundarias a esta patologia. Los exosomas provenientes de MSC normoxicas se han
asociado con disminucién de TNF-a e IL-1B y mejora cuantitativamente a IL-4 e IL-10,
trayendo como consecuencia la mejora el déficit cognitivo y de memoria, ademas de
disminuir las placas y la cantidad de beta amiloide en el cerebro (56).

En la fibrosis hepatica existe una disminucion de los niveles de miR-122 en las células
hepaticas estrelladas transactivadas. Los exosomas derivados de MSC del tejido adiposo,
se han empleado en la regulacion al alza de miR-122. El aumento de este miARN
disminuye la sintesis de coldgeno y la sintesis de matriz extracelular, disminuyendo asi
el grado de fibrosis. Ademas, se ha visto en un estudio realizado en ratas, que puede ser
util en el tratamiento de la insuficiencia hepdtico fulminante, disminuyendo Ia
mortalidad y los dafios hepaticos (56).

5.2. MICROARN COMO MARCADORES DE OBESIDAD

Como hemos explicado los miARNs desempefan un papel clave en la diferenciacién
adiposa, el metabolismo de lipidos, la integracién metabdlica, la resistencia a la insulina
y la regulacién del apetito. Razén que justifica, que la desregulacion de los mismo
favorezca el desarrollo obesidad. Las investigaciones recientes se han centrado en
descifrar el perfil de miARNs derivados del tejido adiposo en pacientes obesos. La tabla
2 resume los principales miARNs modulados en la obesidad, su gen diana y su
funcionalidad (59).

KI6ting y colaboradores realizaron un estudio en sujetos obesos que expresaban los
mismos 106 miARNs tanto en tejido omental, como tejido subcutaneo, justificando la
posibilidad de un origen comun en el desarrollo de ambos tejidos. En 16 miARN se
detectaron diferencias en los niveles de expresidn, destacando miR-17-5p, miR-132,
miR-99a, miR-134, miR-181a, miR-145y miR-197, que desempefian un papel interesante
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en elementos metabdlicos claves de la obesidad y el metabolismo de la glucosa, como
la hemoglobina glicosilada, los niveles de glucosa plasmatica, de leptina, adiponectina e
interleucina 6, asi como el drea de grasa visceral, que como ya se ha comentado es la
mas aterogénica del organismo (59).

Por su parte Ortega y colaboradores en un estudio realizado en mujeres, detectaron que
existia una expresién diferencial en el tejido adiposo subcutdneo de 50 miARN en
funcion de si existia o no sobrepeso. Asi las pacientes obesas presentaban una
disminucion en la expresiéon de miR-185, miR-139-5p, miR-484 y miR-130b en
comparacion con las mujeres con normopeso. Por el contrario, los niveles de miR-99a,
miR-1229, miR-125b, miR-221 y miR-199a-5 estaban aumentados en las pacientes
obesas. En este mismo estudio incluian pacientes obesas y diagnosticadas de diabetes,
en las que vieron valores elevados de miR-1229, miR-199a-5p, miR-221 y miR-125b y
disminucidn en la expresion de miR-K12-7, miR-484 y miR-130b en comparacion con las
pacientes de peso normal. Al comparar las pacientes obesas con diabetes y sin diabetes,
el unico miARN con expresién diferente fue miR-30a. Ademas, en la adipogénesis in
vitro, se vio que se correlacionaban con la expresion de factores lipogénicos claves,
corroborando el papel de los miARNs en la obesidad y las complicaciones secundarias a
esta (59).

La elevacién de miR-221 en el tejido adiposo subcutaneo se ha relacionado con el
desencadenamiento de resistencia a la insulina y por tanto con la obesidad, porque
disminuye la expresion del receptor 1 de adiponectina y al factor de transcripcion ETS1,
gue favorecen la sensibilidad a la insulina y la angiogénesis respectivamente (59).

Por otra parte, los miARN circulantes también varian en las enfermedades asociadas a
la obesidad como es el caso del sindrome metabdlico. Asi niveles elevados de miR-197,
miR-23 y miR-509-5p se han asociado con un mayor indice de masa corporal, mientras
gue miR-130a y miR-195 se asocian al aumento de la presién sanguinea. Ademas, los
pacientes con sindrome metabdlico presentan sobreexpresién de let-7g y miR-221,
ambos relacionados con el metabolismo de la glucosa. Resulta interesante la relacién de
estos con el sexo, la elevacién de let-7g Unicamente en mujeres se asocia con descenso
de colesterol HDL y la presidn sanguinea (59).

En la obesidad severa, una publicacién reciente de Ortega y colaboradores demostré la
sobreexpresion de miR-140-5p, miR-142-3p y miR-222, y la disminucién de miR-532-5p,
miR-125b, miR-130b, miR-221, miR-15a, miR-423-5p y miR-520c-3p. Ademas, tres de
estos miARN (miR-15a, miR-520c-3p y miR-423-5p), se encontraron Unicamente en
individuos del sexo masculinos con obesidad maérbida (59).
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Otro estudio realizado para comparar el perfil de miARN en suero de pacientes obesos,
pacientes diabéticos sin obesidad y pacientes diabéticos obesos, determind que existen
tres miARNs especificos de la obesidad, el aumento de miR-138 y miR-376a, y la
diminucién de miR-15b, actuando como una poderosa herramienta predictiva de
obesidad (60).

miRNA incrementados en obesidad

miRNA Gen blanco Funcion asociada
miR-99a IGF1R, MTOR Regula la actividad mitogénica y supervivencia celular
miR-1229 HIST1H3A, TIA1 Apoptosis
miR-125b EIFAEBP1 Promueve la traduccion
miR-221 Familia BCL Homeostasis de la glucosa
miR-24 CDK4, CCNA2 Ciclo celular
miR-199a-5 IKBKB Respuesta inmune
miR-222 STAT5A, CDKN1B Secrecion de insulina
miR-138 IGF1R Adipogénesis y funcién pancreatica
miR-376a
miR-140-5p HDAC4, ADCY9 Ciclo celular, transcripcién
miR-142-3p
miR-146a/b CXCR4, TLR2 Movilizacion hematopoyética
miR-411 ASS1 Sintesis de aminoacidos
miR-223 MEF2C Desarrollo vascular, eritropoyesis
Let-7 TGFBR1, BDNF Homeostasis de la glucosa
miRNA disminuidos en obesidad
miRNA Gen blanco Funcion asociada
miR-185 RHOA, CD42 Morfologia, migracién, endocitosis y ciclo celular
miR-139-5p IGF1R Adipogénesis, gluconeogénesis
miR-484 FIS1 Actividad mitocondrial
miR-130b PPARG Metabolismo de la glucosa y acidos grasos
miR-15b BCL2 Adipogénesis, apoptosis
miR-532-5p RUNX3, EIFAEBP1 Adipogénesis, diferenciacion mesenquimal
miR-125b
miR-423-5p RABAC1 Transporte de lipidos y ciclo celular
i MTOR, SIRT1 Metabolismo de la insulina
miR-155

Los genes blancos indicados corresponden a blancos validados en humanos de acuerdo con la base de datos mirTarBase (http:/mirtar-
base.mbc.nctu.edu.tw/). Los miRNA mostrados en azul indican aquellos que disminuyeron en pacientes tratados con cirugia bariatrica.

Tabla 2. Principales miARNs modulados en la obesidad, la diana sobre la que actiany
la funcion que desempeiia (59).

5.3. APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LOS MICROARN

Con el estudio y el descubrimiento de las multiples funciones de los miARNs se ha
abierto una linea de investigacion fundamentada en la posibilidad de utilizarlos como
lineas terapéuticas, accién que se hizo posible en 2018 cuando la FDA aprobd el primer
medicamento basado en ARN para enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer
o Parkinson (42). Las terapias basadas en miARN se clasifican en miRs imitadores
(mimics) e inhibidores miARNS (anti-miRs), que pueden ser empleados en problemas
neurodegenerativos, enfermedades autoinmunes, sindrome metabdlico y cancer (3,42).

En el caso de la obesidad, aunque se sabe que existen varios miRs con implicaciéon
terapéutica, hoy en dia solo dos han llegado a fase | de ensayos clinicos en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2: los anti-miR-103 y anti-miR-107. En un estudio realizado en
ratones se determind que la transferencia de exosomas con imitaciones artificiales de
miR-192, miR122, miR-27a-3p y miR-27b-3 y sobreexpresados en ratones obesos, a un
ratédn con peso y dieta normal inducia resistencia a la insulina. Ademas, el bloqueo de
miR-143-3p mediante la inyeccidn de anti-miR-143-3p en ratones actua sobre el factor
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de crecimiento similar a la insulina 2 y evita que se produzca resistencia a la insulina
secundaria a la obesidad. Por otra parte, miR-27 y miR-34 se encuentran elevados en las
personas con obesidad. Se sabe que ambos intervienen en la adipogénesis del tejido
adiposo blanco inhibiéndola. Con todo ello nos podemos plantear la posibilidad de que
miR-27a-3p, miR-122, miR-192, miR-143-3p, miR-155 y miR-34a también puedan actuar
como objetivos terapéuticos para el sindrome metabdlico y la obesidad (42).

En otra linea de investigacion se vio que el miR-122 interfiere en la replicacion del virus
de hepatitis C (VHC) y también actua sobre la sintesis de colesterol, esto ha hecho que
el miR-122 se haya convertido en un objetivo primordial para los programas de
desarrollo terapéutico basados en miARN de primera generacién (36).
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6. CONCLUSIONES

e La obesidad es una enfermedad con una elevada prevalencia a nivel mundial y
se asocia con un mayor riesgo de desarrollar patologias de origen endocrino o
cardiovascular por lo que supone un importante problema de salud publica.

e Eltejido adiposo es un érgano con funcién energética pero también actia como
importante érgano endocrino. Secreta una gran variedad de péptidos conocidos
como adipoquinas que intervienen en la regulacion de procesos metabdlicos o
de la ingesta.

e En personas obesas es caracteristico la inflamacidn crénica del tejido adiposo,
que se ve sometido a la infiltracion y activaciéon de células inmunes,
produciéndose cambios en el microambiente del adipocito y en la liberacién de
adipoquinas, siendo esta la base de la mayoria de las complicaciones asociadas.

e En el tejido adiposo los exosomas han supuesto una nueva forma de
comunicacidon endocrina y paracrina a través de la transferencia de los
microARNs que lleva en su interior, por lo que actualmente se consideran
reguladores importantes del metabolismo.

e Lainfluencia de factores medioambientales, estilos de vida o factores genéticos
influyen sobre los cambios en el perfil de expresion de familias de microARN que
modulan directa o indirectamente la adipogénesis, y por tanto influyen en el
desarrollo de la obesidad y patologias asociadas.

e La ubicuidad de los microARN circulantes y la resistencia a la degradacion que le
confieren fundamentalmente las vesiculas extracelulares que los contienen los
convierte en biomarcadores ideales tanto para el diagndstico como para el
pronéstico de enfermedades como la obesidad o el sindrome metabdlico.

e En el caso de la obesidad, aunque se sabe que existen varios microARN con
implicacion terapéutica, hoy en dia solo dos han llegado a fase | de ensayos
clinicos en pacientes con diabetes mellitus tipo 2: los anti-miR-103 y anti-miR-
107.
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