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Introduccion

En los ultimos afos la prevalencia de las enfermedades metabdlicas, como la
obesidad, la diabetes mellitus o las enfermedades cardiovasculares causadas por
dislipidemias, ha aumentado de manera significativa. Tanto es asi que hoy en dia este
grupo de enfermedades constituyen la principal causa de mortalidad en el mundo. Salvo
excepciones la mayoria de ellas estan dentro de la categoria de enfermedades complejas
y todavia se desconoce mucho de su componente genético. Por todo esto, la investigacion
de los factores genéticos de estas enfermedades supone un gran reto para la ciencia

médica en la actualidad (1, 2).

Los microRNAs o miRNAs son reguladores postranscripcionales de gran importancia
bioldgica. Esto queda patente al comprobar el alto niumero de genes que regulan
directamente y la alta conservacién tanto en las secuencias de los miRNAs como en las de
sus dianas. Esta abundancia de genes diana hace de los miRNAs unos importantes
reguladores en la mayoria de los procesos biolégicos, como la diferenciacién y la
proliferacién celulares, el desarrollo y el metabolismo (3, 4). Por ello, la investigaciéon
cientifica ha puesto el foco de atencién en el estudio de estas moléculas reguladoras y su
importante papel en el desarrollo de multitud de patologias, entre las que se incluyen las
enfermedades metabdlicas como la obesidad y las enfermedades cardiovasculares

relacionadas con las dislipidemias.

1.1. DISLIPIDEMIAS

Se denominan dislipidemias a las alteraciones en las concentraciones normales de
lipidos y lipoproteinas en sangre. Si consisten en un aumento en los niveles sanguineos de
triglicéridos (TG) o de colesterol se denominan hipertrigliceridemias o
hipercolesterolemias respectivamente. También puede darse una dislipidemia mixta, en
la cual existen variaciones tanto en los niveles de TG como en los de colesterol en sangre.
Las consecuencias tipicas de la dislipidemia consisten en un aumento en la concentracién
de TG en el suero, un aumento de los acidos grasos libres (FFA), una disminucion de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) unidas a colesterol y un aumento de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) unidas a colesterol en el suero (5, 6). Las dislipidemias constituyen
el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, que a

su vez constituyen la principal causa de mortalidad en el mundo actual (7).
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Numerosos procesos intervienen en el consumo, transporte y almacenamiento de
lipidos, y cualquier anomalia en alguno de estos procesos que se detallaran a continuacién
puede acarrear como consecuencia una dislipidemia. Después de una ingesta de
alimentos que contienen grasas, los enterocitos captan de la sangre los FFA y los
2-monoacilgliceroles (MAG), resultado de la lipdlisis de los TG, por difusidn pasiva o
mediante transportadores especificos como CD36, y el colesterol mediante el
transportador NPC1L1. Dentro del enterocito, los FFA y MAG son convertidos de nuevo
en TG y el colesterol es transformado en ésteres de colesterol; ambos forman junto con
la apolipoproteina B48 (APOB48) los quilomicrones, que a continuacién pasan al torrente
sanguineo. Paralelamente y en respuesta al aumento de TG en el higado, éste sintetiza
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) compuestas por TG, ésteres de colesterol y
apolipoproteina B100 (APOB100) (8, 9). Tanto APOB100 como APOB48 son codificadas
por el mismo gen, pero la apolipoproteina APOB48 es el resultado de una modificacién

postranscripcional (10).

Tanto los quilomicrones como las VLDL transportan los acidos grasos (FA) en forma
de TG al musculo esquelético y tejido adiposo para el gasto energético y el
almacenamiento respectivamente. La liberacién de los FA de los quilomicrones y las VLDL
depende de la enzima Lipoprotein Lipasa (LPL), estimulada por la insulina y con una gran
expresion en musculo y tejido adiposo, siendo la encargada de la lipdlisis de los TG (11).
La insulina liberada tras la ingesta promueve la captacidn de los FA por los miocitos y los
adipocitos e inhibe la Lipasa sensible a hormonas (LIPE), enzima clave en la lipdlisis.
Ademas, la insulina también tiene un papel importante en la regulacidn del transporte de
los FA desde los adipocitos a otros tejidos como el musculo esquelético donde son
oxidados para la obtencion de energia; de ahi que la resistencia a insulina juegue un papel
fundamental en las dislipidemias provocando un gran impacto en el metabolismo de los
FA y las lipoproteinas. Los FA que se quedan en la circulacién y no son captados por los
miocitos y los adipocitos son transportados al higado por la albumina (12). En la Figura 11

se muestra un esquema del transporte de FA.
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Acetil-CoA
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Fig.11.Transporte de acidos grasos (FA). Los quilomicrones y particulas
VLDL transportan los FA en forma de TG al musculo esquelético y el
tejido adiposo, donde son liberados por accién de la enzima LPL. En el
musculo, los FA son oxidados para la obtencién de energia y en el tejido
adiposo se almacenan en forma de TG. Los FA que quedan en
circulacién son transportados por la albumina al higado, donde se
sintetizan TG que seran transportados por las particulas VLDL.

En cuanto al transporte de colesterol, durante el proceso de lipdlisis, los
quilomicrones y las particulas VLDL pueden disminuir de tamafio para formar remanentes
de quilomicrones y lipoproteinas de baja densidad (LDL) respectivamente. Este proceso
catabdlico de quilomicrones y VLDL esta mediado por las enzimas LPL y lipasa hepatica
(HTGL). Las particulas VLDL son convertidas en particulas de densidad intermedia (IDL) por
la accion de LPL, y éstas a su vez en particulas LDL por accidn de la HTGL. Las particulas
LDL son recogidas por el higado mayoritariamente mediante el LDLR, el cual esta sometido
a un continuo reciclaje por la proteina PCSK9, que se encarga de regular el proceso de
degradacion del receptor (13-15). La neutralizaciéon o disminucion de la expresion de
PCSK9 conlleva un aumento de LDLR en la membrana celular del hepatocito, lo que resulta

en una disminucion de los niveles en plasma de particulas LDL unidas a colesterol (cLDL)

(14, 16).

Ademas del metabolismo de TG y particulas LDL, el intestino y el higado juegan un
papel fundamental en el transporte reverso de colesterol mediante la sintesis de
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Estas particulas HDL tienen a la apolipoproteina Al

(APOA1) como proteina estructural y son las encargadas de transportar el colesterol desde
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los tejidos periféricos hasta el higado. La proteina LCAT es la encargada de esterificar el
colesterol a ésteres de colesterol para el transporte en las particulas HDL, y ademas estas
particulas se ven enriquecidas por mas ésteres de colesterol en la circulacién por la accién
de dos proteinas: CETP y PLTP. En este proceso, las particulas HDL adquieren TG de las
lipoproteinas ricas en estos lipidos por la accién de CETP. Ya en el higado, la enzima HTGL
hidroliza los fosfolipidos y los TG asociados a las particulas HDL induciendo la formacidn
de nuevas pequefias particulas HDL que seguirdn actuando en el transporte reverso de
colesterol (17, 18). La proteina NPC1L1 de los enterocitos regula la absorcién del
colesterol de la dieta y de las sales biliares sintetizadas en el higado, para que tenga lugar
el catabolismo del colesterol (17, 19). En la figura 12 se muestra un esquema del transporte

de colesterol en el organismo.

ENTEROCITO \J\ Acetil-CoA Acetil-CoA < TEJIDOS

N ~ ___,// 1

COLESTEROL DIETA e

QUILOMICRONES

BILIS REMANENTES

Acetil-Co

SALES BILIARES
COLESTEROL

Fig.12. Transporte de colesterol. Los quilomicrones y sus remanentes transportan el colesterol al
higado donde se sintetizan sales biliares. El resto del colesterol es transportado por las particulas
VLDL, sus remanentes y las particulas LDL al resto de tejidos. Las particulas VLDL son convertidas por
accién de la enzima LPL en remanentes, y estos a su vez en particulas LDL por accidn de la enzima
HTGL. Los remanentes de VLDL y particulas LDL son recogidas por el higado. En el transporte reverso
de colesterol las particulas HDL transportan colesterol esterificado por accién de la enzima LCAT al
higado. En este proceso, las particulas HDL se ven enriquecidas por mas ésteres de colesterol de las
particulas VLDL por accién de la enzima CETP.

Existen elementos reguladores como factores de transcripcién (TF) y microRNAs
(miRNAs), de los cuales se hablard en profundidad mas adelante, que juegan un papel
fundamental en la regulacién del metabolismo lipidico y por tanto son importantes en el
estudio de las dislipidemias. Dentro de los factores de transcripcidén hay que destacar los

Sterol Regulatory Element Binding Proteins (SREBPs): SREBP1a y SREBP1c, codificadas por
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el mismo gen y SREBP2. SREBP1a y SREBP2 activan la expresidon de importantes genes
relacionados con el colesterol como LDLR y HMGCR, que codifica la enzima limitante en la
sintesis de colesterol, HMG CoA Reductasa. Por su parte, SREBP1c activa la expresion de
genes relacionados con la sintesis de acidos grasos como la sintasa de acidos grasos (FASN)
(20, 21). En cuanto a miRNAs cabe destacar miR-33b y miR-33a, que se localizan en
intrones de los genes que codifican los SREBPs, en SREBF1 y SREBF2 respectivamente.
Ambos miRNAs regulan postranscripcionalmente varios genes que codifican proteinas
implicadas en el transporte del colesterol, y ademds la inhibicion de estos miRNAs

aumenta los niveles de particulas HDL en plasma (21).

Las dislipidemias son trastornos en los cuales existen componentes ambientales y
genéticos. Entre los factores ambientales mds importantes para padecer dislipidemias
estd el estilo de vida sedentario, la ingesta calérica y la dieta rica en carbohidratos.
También son mds sensibles a padecer dislipidemias los individuos obesos, con resistencia
ainsulina, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (22). En cuanto al factor
genético en el riesgo de padecer estos desérdenes lipidicos, se han descrito variantes
asociadas a dislipidemias en multitud de genes importantes del metabolismo de lipidos y
lipoproteinas (23-26). A la hora de hablar del componente genético merecen una mencién
aparte las hipercolesterolemias hereditarias, un grupo de trastornos genéticos de los

cuales se hablara mas adelante.

1.1.1. ATEROSCLEROSIS

Segun el ultimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el conjunto
de las enfermedades cardiovasculares es la principal causa de mortalidad en el mundo, de
hecho en 2012 el 31% de las muertes registradas se debieron a estas enfermedades. La
aterosclerosis es un proceso patoldgico que estd en la base del desarrollo de las
enfermedades cardiovasculares. Su desarrollo se ve influenciado por el aumento en los
niveles de glucosa, el desequilibrio en los niveles de lipidos o dislipidemia, la inflamacién
sistémica y el incremento de la presidn sanguinea, siendo la obesidad uno de los factores

principales responsables de estos efectos (27, 28).

La aterosclerosis esta caracterizada por la acumulacién de lipidos y elementos

fibrosos en las grandes arterias. El primer paso en el desarrollo de este proceso patoldgico
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consiste en la acumulacién de particulas LDL en la matriz subendotelial de las arterias,
debido a una alta concentracién en el plasma de estas particulas que transportan el
colesterol. Debido a la interaccién con ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) las particulas
LDL se oxidan, estimulando asi a las células endoteliales para producir moléculas de
adhesion, proteinas quimiotacticas como MCP-1 y factores de crecimiento como M-CSF,
lo que conduce al reclutamiento de leucocitos a la pared arterial. Los agregados de LDL
oxidadas son reconocidos por los receptores scavenger (SR-A, CD36 y CD68) de los
macroéfagos, los cuales internalizan estas particulas por endocitosis, transformandose asi
en las denominadas células espumosas. La muerte de estas células conlleva un aumento
en la masa de lipidos extracelulares y otros restos, creando asi un foco necrético donde
se desarrolla la placa de ateroma. El aumento en los niveles de homocisteina y
angiotensina Il provoca la migracién y proliferaciéon de células musculares lisas (CML) de
la capa intima de la arteria. Ademas, la interaccién del receptor CD40 de los macrdéfagos
con su ligando CD40L de la familia de TNF, expresado por los linfocitos T, estimula la
expresion de citoquinas como IFN-y en macréfagos y linfocitos T, lo que conlleva la
inflamacién y la proliferacion de CML. Estos ultimos acontecimientos provocan la
formaciéon de una placa fibrosa denominada ateroma, la cual puede desprenderse y
provocar una isquemia o un trombo, que podrian desembocar a su vez, bien en un infarto
agudo de miocardio o en un infarto cerebral (29, 30). En la figura I3 se muestra un

esquema de los acontecimientos que dan lugar a la placa de ateroma.

Varios estudios epidemiolégicos han sefialado diferentes factores ambientales y
genéticos que estan asociados a la aterosclerosis. Entre estos factores cabe destacar: el
tabaquismo, la hipertension, la dieta, la edad, la raza (31, 32), la obesidad, ya mencionada
anteriormente, y la DMT2 (33, 34). Sin embargo, el factor de riesgo mds determinante en
la aterosclerosis es la dislipidemia definida por niveles altos de particulas LDL unidas a
colesterol (cLDL) en el plasma (32, 35). En muchos casos, este aumento de la
concentracion plasmatica de cLDL ocurre como consecuencia de alteraciones genéticas,
por lo que a estas alteraciones se las conoce genéricamente como hipercolesterolemias

hereditarias (36).
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Fig.13. Fases en el desarrollo de la aterosclerosis. A) En la primera etapa se acumulan en
la matriz subendotelial particulas LDL que son oxidadas debido a la interacciéon con
especies reactivas de oxigeno (ROS). B) Las particulas LDL oxidadas estimulan a las células
endoteliales para sintetizar moléculas de adhesiéon como MCP-1 y M-CSF que inducen el
reclutamiento de leucocitos a la pared arterial. C) Las particulas LDL oxidadas son
reconocidas por los receptores scavenger de los macréfagos, los cuales las internalizan
convirtiéndose asi en células espumosas. D) La interaccién de CD40 y CD40L estimula la
expresion de citoquinas como IFN-y en linfocitos T y macréfagos, lo que conlleva la
inflamacion y la proliferacion de células musculares lisas (CML). Ademas, la muerte de las
células espumosas conlleva un aumento en la masa de lipidos extracelulares y otros
restos, creando asi un foco necrético donde se desarrolla la placa de ateroma. Figura
adaptada de (29).

1.1.2. HIPERCOLESTEROLEMIAS HEREDITARIAS

Las hipercolesterolemias hereditarias (HH) se pueden dividir en cuatro grupos
atendiendo al tipo de herencia genética que presentan: hipercolesterolemias autosémicas

dominantes, autosdmicas recesivas, poligénicas o complejas (36).

Las hipercolesterolemias autosémicas dominantes, también conocidas como
hipercolesterolemias familiares (HF), son relativamente frecuentes en la poblacidn, ya que
afectan a una de cada quinientas personas aproximadamente, siendo LDLR el gen mas
frecuentemente afectado. A los trastornos provocados por mutaciones en este gen se los
conoce como hipercolesterolemias familiares LDLR, habiéndose encontrado hasta la fecha
mas de 1700 mutaciones en este gen que provocan este tipo de enfermedad (36-39).
Existen ademas otros dos tipos de HF. Por un lado, las provocadas por las mutaciones en

el gen APOB, que codifica el ligando del LDLR y apolipoproteina mayoritaria en las
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particulas VLDL y LDL, y por otro lado, las provocadas por mutaciones en el gen PCSK9.
Cuando el trastorno es el resultado de mutaciones en el gen de APOB se le denomina
hipercolesterolemia APOB100 Defectuosa Familiar (ADF) (38, 40) y cuando el responsable
es alguna mutacién en PCSK9 su nombre es hipercolesterolemia Familiar 3 (HF3) (26, 38,
41). Estas dos ultimas enfermedades, ADF y HF3, son trastornos menos comunes que la

hipercolesterolemia familiar LDLR.

El siguiente tipo de hipercolesterolemias hereditarias, de herencia autosémica
recesiva, son muy raras ya que las padecen aproximadamente una entre cinco millones
de personas (38). Estas enfermedades son consecuencia de mutaciones en los genes
LDLRAP1, ABCG5 y ABCG8. Cuando las mutaciones se encuentran en el gen LDLRAP1, que
codifica una proteina del mismo nombre encargada de adaptar y estabilizar el LDLR en la
membrana  plasmatica  celular, provocan una enfermedad denominada
Hipercolesterolemia autosdmica recesiva (ARH) (42, 43). Cuando las mutaciones se dan
en los genes ABCG5 y ABCG8, que codifican dos proteinas que forman un heterodimero,
cuya funcidn es actuar como transportador de esteroles en el higado y el intestino, causan

una enfermedad denominada sitosterolemia (44).

El tercer tipo de hipercolesterolemia, la poligénica, es la mas frecuente. Se
caracteriza por provocar un incremento de los niveles plasmaticos de cLDL mas moderado
gue las hipercolesterolemias autosdmicas dominantes y recesivas. Esta enfermedad es
heterogénea en sus bases genéticas, ya que en su desarrollo actian muchos /loci
diferentes con un efecto muy pequefio de cada uno de ellos. Diferentes estudios de GWAS
han demostrado la asociacidn de variantes génicas en APOB, APOE, PCSK9, SORT1, HNF1A,
HMGCR, HTGL y LDLR con estos loci (45).

En el cuarto tipo, las hipercolesterolemias complejas, cabe destacar la
Hiperlipidemia Familiar Combinada (HFC), que se caracteriza por un aumento en los
niveles plasmaticos tanto de colesterol como de triglicéridos. En estas enfermedades hay
un efecto de loci desconocidos en la hipercolesterolemia poligénica, que hace posible la
confusioén clinica entre estos dos ultimos tipos de dislipidemias hereditarias. Este tipo de
enfermedades se caracterizan por ser heterogéneas genéticamente y por tener una gran

interaccion con otros factores como el sobrepeso y el modo de vida (46).
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1.2. LA VARIABILIDAD GENETICA COMO FACTOR DE SUSCEPTIBILIDAD

Atendiendo al componente genético las enfermedades pueden dividirse en simples
0 monogénicas y complejas. Las primeras se caracterizan por tener un solo locus
contribuyendo a la enfermedad y seguir un patron de herencia mendeliana. Ademas el
componente ambiental no es muy relevante a la hora de predecir la aparicién de la
enfermedad. En las segundas, las enfermedades complejas, el componente genético es
debido a varios loci, cada uno de los cuales tiene un efecto pequefio, a diferencia de las
enfermedades monogénicas, en las que un solo locus tiene un gran efecto. Ademads, en
las enfermedades complejas, el factor ambiental juega un papel muy importante en el
riesgo de desarrollar dichas enfermedades. Muchas veces el gran nimero de /oci que
determinan el desarrollo de las mismas hace muy dificil predecir el riesgo de
padecimiento, siendo en ocasiones desconocidos algunos de estos loci, lo que dificulta
aun mas el conocimiento de la predisposicién de un individuo a padecer una enfermedad

compleja (1, 2, 47) (Fig.14).

Fig.l4. Factores de riesgo asociados a enfermedades A) monogénicas y B) complejas. Se
aprecia cdmo en las enfermedades monogénicas el factor genético es mas importante y
asociado casi por completo a un Unico locus, mientras que en las enfermedades complejas
el factor genético estd asociado a un numero mas grande de locus y los factores ambientales
tienen mayor importancia. Figura extraida de (2).

La variabilidad genética de una especie o un individuo es el producto de variaciones
genéticas en su secuencia nucleotidica. Estas variaciones pueden ser de varios tipos:
variaciones en el nimero de copias de una secuencia concreta del genoma como los Copy

Number Variations (CNV) y los microsatélites, inserciones, deleciones, inversiones o
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polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), de los que se hablard mas adelante y que

constituyen el grupo mas importante (48, 49).

Las variaciones en la secuencia nucleotidica pueden producir un efecto grande o
pequefio en el fenotipo del individuo. Cuando el efecto sobre el fenotipo es grande, estas
variaciones tienden a eliminarse de la poblacién por efecto de la presion selectiva, ya que
tienen un impacto negativo sobre la viabilidad del individuo y por lo tanto también en su
capacidad de transmitir su acervo génico. Este tipo de cambios tan bruscos en el fenotipo
son caracteristicos de las enfermedades monogénicas. Por otro lado, cuando las
variaciones provocan un pequefio cambio en el fenotipo del individuo es mds probable
gue se fije en la poblacién ya que estos cambios no suponen un gran problema en la
viabilidad del individuo ni en su capacidad reproductiva. Una gran suma de estas
variaciones en varios loci diferentes provoca un cambio fenotipico mayor en el individuo.
Aungue no estén sometidos a la presion selectiva, estos individuos tendran una respuesta
diferente a los cambios ambientales o de modo de vida. El conjunto de estas variaciones
en multiples loci y los cambios ambientales pueden dar como resultado el riesgo de

padecer una enfermedad compleja (48-50).

En una enfermedad compleja o poligénica se habla del riesgo o susceptibilidad de
padecerla, ya que el que un individuo porte una variante alélica de riesgo no significa
necesariamente que vaya a desarrollarla (1, 2, 47). Este factor complica mucho la
caracterizacién de las enfermedades comunes, ya que dos individuos que desarrollen la
misma enfermedad pueden tener un componente genético diferente (1). Ademas, en el
riesgo de padecer enfermedades comunes hay que tener en cuenta otros factores que
pueden ser diferentes entre individuos predispuestos al padecimiento, como la relacién
gen-ambiente y el diferente modo de vida (1, 2, 47-49). Todo esto hace que la
caracterizacién de variantes asociadas a estas enfermedades se haya convertido en un

reto dificil pero importante de abordar cientificamente.

En el caso de ciertas enfermedades complejas, hay una gran cantidad de variantes
génicas que contribuyen a la predisposicion a padecer estas enfermedades. Se ha
propuesto que esta situacion no es casual, lo que sugiere la hipdtesis de que estas
variantes se fijaran en la poblacién por un proceso de presion selectiva, ya que en algin

momento de nuestra historia como especie habrian supuesto una ventaja evolutiva. Sin
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embargo, hoy en dia esas hipotéticas ventajas se habrian convertido en desventajas al
producirse un cambio ambiental y de tipo de vida en las sociedades occidentalizadas. Van
Neel en 1962 fue el primer cientifico en defender esta teoria denominada “del gen
ahorrador” (50). Segun esta teoria, aplicada al gran aumento en la prevalencia de
enfermedades como la obesidad y la DMT2 a lo largo de la ultima parte del siglo XX
(50-52), ciertas variantes se fijaron en la poblacidon cazadora-recolectora del paleolitico
como respuesta a la presion selectiva en condiciones de hambre e inanicién que
ciclicamente afectaba a estas poblaciones. Estos periodos de hambre unidos a la gran
actividad fisica de la poblacidén condujeron a la seleccién de los individuos con un genotipo
que favorecia el almacenamiento energético en periodos de falta de alimento. Pero ese
acervo génico heredado hasta nuestros dias, hoy supone una desventaja ya que en la
actualidad en las sociedades occidentales no hay periodos de hambruna, hay un exceso
de ingesta caldrica y una vida mas bien sedentaria, por lo que aquello que antiguamente
hizo a algunos individuos mds aventajados para sobrevivir al hambre, hoy hace a sus

descendientes mads susceptibles de padecer obesidad y DMT2 (50).

1.2.1. POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP)

Los polimorfismos de un solo nucleétido, conocidos por el acrénimo SNP (en inglés,
Single Nucleotide Polymorphism), son la fuente de variabilidad génica mas abundante en
el genoma (53). Se define como SNP una variacién en el genoma consistente en la
sustitucion de un nucleétido por otro dando como resultado dos variantes alélicas, siendo
la frecuencia del alelo menos comun superior al 1% en la poblacidon. Pese a que las
sustituciones con una frecuencia alélica inferior a este porcentaje son consideradas
mutaciones puntuales, se tiende a catalogarlas como SNPs, al igual que las sustituciones
nucleotidicas que tienen como resultado variantes de tres o cuatro alelos. En la actualidad
se cree gue existe un SNP cada 100-300 pb en el genoma humano (53, 54), habiéndose
registrado hasta la fecha mas de 160 millones de estas variantes en la pagina de dbSNP
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Cuando varios SNPs se
encuentran cercanos en la misma regién de un cromosoma forman un haplotipo, definido

como un conjunto de variables alélicas en desequilibrio de ligamiento (55).
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Los SNPs son mutaciones producidas por errores en la replicacion del DNA, y pese a
gue seria previsible asumir que deberia haber la misma densidad de estas mutaciones a
lo largo de todo el genoma, no es asi. Hay zonas en las que hay una mayor concentracion
de SNPs y otras zonas, llamadas “desiertos de SNP”, donde no se encuentran estas
variantes génicas (56). Una de las posibles razones para explicar la razén de la existencia
de regiones del genoma sin SNPs es que las diferencias en el empaquetamiento de la
cromatina a lo largo del genoma generan zonas con diferente susceptibilidad a tener
mutaciones, y a que éstas sean reparadas (56, 57). Otra posible explicacion seria que
existen zonas gendmicas con mayor seleccidn evolutiva en las cuales las mutaciones no
ventajosas desde un punto de visto evolutivo serian rapidamente eliminadas (56). En
cuanto a las zonas del genoma con mayor densidad de SNPs, se encuentran dentro de
regiones no codificantes, en secuencias reguladoras, de ahi que se denomine a estas
mutaciones SNP reguladores (rSNP). Dentro de estas zonas reguladoras, la abundancia de
los SNPs es mayor en las regiones promotoras de los genes y aumenta considerablemente

cuanto mayor es la cercania con del inicio de la transcripcion (58, 59).

Ademas de existir heterogeneidad en la frecuencia de SNPs a lo largo del genoma
también la hay en la frecuencia de los tipos de sustituciones nucleotidicas. Dentro de estas
sustituciones la mas frecuente, representando mads del 25% de los casos, es la que
sustituye un metil-CpG por un TpG, atribuyéndose a este cambio el aumento de

heterocigosidad en las islas CpG (55, 59, 60).
1.2.1.1. SNPs REGULADORES (rSNPs)

Cuando la existencia de un SNP produce un efecto sobre el gen en el que se localiza
se denomina SNP funcional (58). Los SNPs se pueden dividir en dos grupos en funcion de
la region del gen en que se encuentran. Un primer tipo son los SNP reguladores (rSNP),
los cuales se encuentran en regiones no codificantes; y un segundo tipo son los SNP
codificantes (cSNP) que se localizan en regiones codificantes (58, 61). Los rSNPs pueden
encontrarse en varios tipos de regiones reguladoras: promotores, intrones y regiones
5'UTR o 3°'UTR (24, 58, 62, 63). En cuanto a los cSNPs se encuentran en regiones
codificantes del gen, pudiendo producir o no cambios en la secuencia de aminoacidos de

la proteina.
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Los cSNPs, que se encuentran situados en regiones codificantes de los genes,
pueden dividirse en cSNPs sindnimos y no sindnimos. Los sindbnimos son aquellos que no
producen un cambio en la secuencia de aminodacidos de la proteina. En cambio, los cSNPs
no sinédnimos son aquellos que producen un cambio en la secuencia de aminodcidos, que
puede conllevar cambios en la actividad de la proteina, cambios en la estructura de la
misma, una modificacién en la pauta de lectura o la creacién de un nuevo codén de parada
gue trunque la proteina. Ademas, algunos cSNPs pueden provocar una alteracién en la
estabilidad del mRNA o su splicing (61, 64, 65). Existen también SNPs situados en partes
no codificantes del mMRNA cuyo efecto puede ser: modificar la estabilidad del mRNA, su
estructura, producir cambios en la traduccidén de exones o cambios en el splicing que a su

vez produzcan formas alteradas de la proteina (66).

Los rSNPs tienen un efecto sobre la regulacion de la expresidon del gen en el que se
encuentran mediante la modificacidn de su transcripcidn; ya estén situados en una region
promotora del gen, en uno de sus intrones o en la regién 5°0 3" (58, 59). Cuando este tipo
de SNPs se hallan en la region promotora del gen, concretamente en un sitio de unién
para un determinado factor de transcripcion (TF), llamado Transcription Factor Binding
Site (TFBS), pueden variar la afinidad con la que ese factor se une al TFBS, e incluso pueden
anular por completo la capacidad de unién de dicho factor al DNA. Cuando un rSNP afecta
a la afinidad de un TF por su sitio de unién en el DNA puede provocar un cambio en los

niveles de mRNA del gen en el que esta situado (53, 58, 67) (Fig.I5).
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Fig.I5. Efecto de los rSNPs en la unién de TFs. Un rSNP localizado en la secuencia de unién de un
TF (en rojo) puede afectar a su afinidad, lo que conlleva una variacion en los niveles de mRNA.

Existe otro tipo de rSNPs que también varian la afinidad con la que los TFs se unen
al DNA. Sin embargo, no tienen por qué encontrarse necesariamente en la secuencia del
TFBS, pudiendo estar situados en una secuencia mas alejada del promotor. Este tipo de

rSNPs afecta a la topologia del DNA, pudiendo producir diferentes efectos: una zona de
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curvatura en el DNA producida por un SNP puede aumentar la unién de varios TFs que por
impedimentos estéricos no podrian estar unidos a la vez, o bien puede aumentar la
interaccion de varios TFs cercanos (58). Este tipo de rSNPs que varian la topologia del DNA
son menos comunes, aungue quizas no se han detectado muchos por lo complejo de su

identificacidn y caracterizacion.

Cuando un rSNP esta situado en la regién 3"UTR de un gen afectando a la afinidad
con la que se une un miRNA a su secuencia diana se le conoce como miRSNP. Los miRNAs
se unen a su secuencia diana en la regiéon 3’'UTR de un gen con las primeras 6-8 bases de
su extremo 5°. De manera que cuando existe un SNP funcional en una secuencia diana de
una region 3'UTR, ese miRSNP puede crear o destruir un sitio de unién para un miRNA o
modificar, como en la mayoria de los casos, la afinidad en la unién. Cuando sucede esto,
el miRNA verd alterada su funcion como regulador del gen en el que se encuentra el
miRSNP, bien sobre la inhibicién de la traduccién de la proteina o bien sobre la

degradacion del mRNA (62, 68, 69) (Fig.I6).
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Fig.16. Localizacion de los miRSNPs en los sitios de unidon de miRNAs en regiones 3'UTR diana de
un mRNA. Un miRSNP (en rojo) localizado en una secuencia 3’UTR puede afectar a la creacién o
destruccion de un sitio de union para un miRNA, o al cambio de afinidad con la que éste se une
a la region. Esto puede conllevar la alteracion de la funcién reguladora del miRNA sobre la
inhibicion de la traduccidon o sobre la degradacion del mRNA diana.

El hecho de que haya una mayor abundancia de SNPs en zonas reguladoras que en
zonas codificantes del genoma se ha asociado con un efecto evolutivo sobre la regulacion
de la expresidon. Basandose en esto, algunos autores han formulado la hipétesis de que las
variaciones en el nivel de expresion de los genes son las responsables de la complejidad y
la variedad en los fenotipos humanos. En consecuencia, los rSNPs podrian ser la principal

fuente de variabilidad humana (49, 58, 70). Ademas, los cambios en los niveles de mRNA

28



Introduccion

debido a los rSNPs suelen ser de pequena magnitud, entre 1,5 y 2 veces entre los
diferentes alelos, lo que no supone una alteracion brusca e inmediata del fenotipo. Una
de las mayores pruebas de la importancia de los rSNPs es el hecho de que existen
numerosos cambios entre las secuencias reguladoras de especies muy proximas
evolutivamente (71), lo que apoya la hipdtesis de que los rSNPs podrian ser uno de los

principales mecanismos implicados en la divergencia evolutiva.

1.3. miRNAs

Los microRNAs o miRNAs, como suele nombrarseles abreviadamente, son pequefiios
RNAs no codificantes de entre 21 y 25 nt, similares estructuralmente a otros RNAs no
codificantes como los piRNAs y los siRNAs, cuya funciéon es la regulacion
postranscripcional de la expresién génica (72, 73). El primer miRNA en ser aislado fue
Lin-4 (74), descubierto en 1993 por Lee y cols en el organismo C.elegans, siendo la funcién
de este pequefio RNA no codificante la regulacidon negativa de los niveles de la proteina
Lin-14. No fue hasta siete afios mas tarde cuando Reinhart y cols descubrieron el segundo
de estos pequefios RNAs no codificantes, let-7 (75), también en C.elegans, cuyo estudio
demostrd por primera vez la existencia de varias dianas para un mismo miRNA. En el
periodo comprendido entre estos primeros hallazgos y la actualidad se han descubierto
mas de 10000 miRNAs en virus, hongos, plantas y metazoos, de los cuales mas de 1000

son humanos (3, 73, 76).

El origen de los miRNAs puede encontrarse bien en genes independientes que han
sido transcritos por la RNA polimerasa Il o lll, o bien en intrones de genes que codifican
proteinas. La transcripcion de dichos genes o intrones da lugar a un transcrito primario
denominado pri-miRNA, el cual, tras una serie de procesos, da lugar al miRNA maduro y

activo (3, 72).

Los miRNAs actian regulando negativamente la expresion génica mediante la unién
a regiones complementarias de sus dianas, principalmente en regiones 3’UTR, si bien
también pueden unirse en algunos casos a regiones 5’"UTR y ORFs (73). La region semilla
del miRNA, situada en su regidn 5" y que comprende del segundo al séptimo nucledtido,

se une a la secuencia 3’'UTR del gen diana en funcién de la complementariedad de las
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bases. Una vez que se ha unido el miRNA a la secuencia de la regién 3’UTR regula
negativamente la expresién génica de su diana de dos maneras diferentes: bien
inhibiendo la traduccién del mRNA a proteina, o bien degradando el mRNA (3, 77). Tanto
el proceso de biogénesis de los miRNAs como su mecanismo de accidn se describirdn en

profundidad posteriormente.

La nomenclatura de los miRNAs sigue una serie de pautas a la hora de asignar un
nombre sistematico a cada uno de ellos. Todos ellos comienzan con tres letras que hacen
referencia a la especie; por ejemplo: hsa en el caso de humanos y mmu en el caso de
ratén. A continuacion, se afiaden las letras miR seguido de un guién y un nimero, el cual
es asignado en cada especie secuencialmente por orden de descubrimiento. Hay
excepciones, ya que en el caso de encontrarse un miRNA idéntico en otra especie se
tiende a conservar el nombre del que se descubrié antes. Cuando distintas secuencias
precursoras y distintos loci dan lugar a miRNAs con idéntica secuencia se les nombra con
un 1 o un 2 tras el nimero; por ejemplo: miR-121-1 y miR-121-2. Si la secuencia de dos
miRNAs no es idéntica pero si muy parecida y ambos provienen de genes diferentes, se
les nombra con una letra a o b; por ejemplo: miR-148a y miR-148b. En ocasiones dos
miRNAs provienen de un mismo precursor por lo que en su nomenclatura se tienen en
cuenta dos cuestiones para nombrarlos. Si uno de ellos es mucho menos abundante que
el otro se le afiade un asterisco para diferenciarlo; por ejemplo: miR-56*. O bien, se les
puede identificar en funcidn de su origen en la parte 5” del precursor o en la parte 3; por
ejemplo: miR-148a-5p y miR-148a-3p. Hay que tener en cuenta ciertas excepciones en la
nomenclatura de los miRNAs, puesto que los anteriormente mencionados lin-4 y let-7 no
siguen estas pautas y los nombres en plantas suelen empezar con las letras en mayusculas;

por ejemplo: MIR168 (78).

La importancia bioldgica de los miRNAs como reguladores postranscripcionales
gueda de manifiesto al comprobar el alto niumero de genes diana y la elevada
conservacion, tanto en las secuencias de los propios miRNAs como en las secuencias diana
de las regiones 3'UTR de los genes, entre distintas especies de mamiferos incluidos los
humanos (4). Tal es asi, que aproximadamente uno de cada tres genes que codifican
proteinas en humanos tienen conservadas las secuencias dianas de miRNAs en regiones

3’UTR en varias especies animales (4, 79). La abundancia de genes diana de miRNAs hace
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gue estén involucrados en la mayoria de procesos bioldgicos: proliferacion,
diferenciacién, desarrollo, metabolismo... Dentro de la fisiologia humana, la regulacion
andmala y la expresion aberrante de los miRNAs juegan un importante papel en el
desarrollo de multitud de patologias. Esto ha puesto el foco investigador en estas
moléculas para abordar el estudio de dichas enfermedades, bien como posibles dianas
terapéuticas, bien como biomarcadores de las patologias mediante su deteccién en el
suero (3, 80). Entre las patologias en las que se han hallado anomalias en la expresion o
en la regulacion de miRNAs se encuentran el cancer, las enfermedades
neurodegenerativas, las enfermedades cardiovasculares y los trastornos metabdlicos

como la DMT1y DMT2 (3, 81).

1.3.1. BIOGENESIS DE LOS miRNAs

La biogénesis de los miRNAs es un proceso complejo que tiene lugar en el nlcleo y
el citoplasma para transformar el primer producto de la transcripcién en un miRNA
maduro y activo. En un primer paso los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasall o
[l si estan localizados en regiones intergénicas o exclusivamente por la RNA polimerasa Il
como parte de un pre-mRNA si se trata de un miRNA localizado en un intrén (3, 72, 77,
82). Este primer transcrito formado por bucles, denominado pri-miRNA, es recubierto y
poliadenilado, y posteriormente cortado en una reaccidn catalizada por una ribonucleasa
de la familia RNasa lll, Drosha (Dcl1 en el caso de plantas). Para catalizar la reaccién de
escision Drosha necesita un cofactor con dos dominios de unién dsRBD, DGCRS8, para
formar asi el complejo microprocesador que formara el precursor de miRNA ya cortado,
el cual se denomina pre-miRNA. Sin embargo, en los casos en los que el miRNA procede
del transcrito de un intrén, la formacién del pre-miRNA no sucede de esta manera sino
gue se usa el splicing del pri-miRNA para liberar la regidn intréonica que es idéntica a la

estructura del pre-miRNA (72, 77).

El segundo paso del procesamiento de los miRNAs consiste en la escision del bucle
terminal del pre-miRNA para formar un diplex de miRNAs maduros de entre 21 y 25 pb,
dependiendo del miRNA (3, 72, 77). Esta reaccion es catalizada en el nucleo por la enzima
Dcll en el caso de las plantas, mientras que en animales la reaccidn se lleva a cabo en el

citoplasma con la catalisis de la ribonucleasa Il DICER junto a la proteina TRBP, previa
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exportacion del pre-miRNA desde el nucleo por una proteina de la familia de las

exportinas, generalmente XPO5 (3, 72, 77, 82, 83).
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Fig.I7. Biogénesis de miRNAs en mamiferos. En un primer paso en el nucleo, el transcrito del miRNA
denominado pri-miRNA es procesado bien por Drosha, o bien por splicing o ayuste, para formar el
pre-miRNA. El pre-miRNA es exportado por una proteina exportina al citoplasma, donde la enzima
DICER escinde el miRNA para dar lugar a un duplex de miRNA. A este duplex unido al complejo
formado por DICER y TRBP se unen las proteinas AGO y GW182 para formar, con cada uno de los
dos miRNAs maduros, el complejo de silenciamiento miRISC. Pese a que los dos miRNAs maduros
del duplex pueden unirse a la proteina AGO de manera estable, una de ellas se unird con mayor
afinidad. Figura adaptada de (77).

Una vez formado el duplex de miRNA, la proteina AGO se une rapidamente al
complejo formado por esta doble hebra unida a las proteinas DICER y TRBP, con el fin de
escindir el duplex. En mamiferos este complejo proteico AGO2/DICER1 estd asociado a las
proteinas GEMIN3, GEMIN4, MOV10 e IPOS8. A este complejo proteico de unién al duplex
de miRNA se le une por ultimo la proteina GW182 para formar el complejo de
silenciamiento de la expresion, llamado miRISC (3, 72, 77). Pese a que las dos hebras del
duplex pueden unirse a la proteina AGO2 de manera estable para formar el complejo de
silenciamiento miRISC, en ocasiones una de ellas se unira con mayor afinidad para formar
el miRISC. Como se ha dicho anteriormente, a la hebra mas afin del duplex se la denomina
con el nombre del miRNA (sin asterisco), mientras que la menos afin lleva un asterisco
detrds del nombre, miRNA* (77). En la figura |7 se detalla el proceso de biogénesis de los

miRNAs.

1.3.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS miRNAs Y REGULACION DE REGIONES 3°'UTR

El miRNA maduro actia como un adaptador especifico del complejo miRISC al mMRNA
diana para realizar su funcién como regulador postranscripcional (3, 72, 77). Como se ha

comentado anteriormente, la uniéon del miRNA al mRNA ocurre generalmente en regiones
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3’UTR mediante apareamiento complementario de bases con la region semilla del miRNA,

del segundo al séptimo nucleétido de su regién 5.
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En funcién del grado de complementariedad de la regién semilla con su secuencia
diana, las uniones mMiRNA-mRNA son mds o menos estables y los sitios de unién localizados

en esas secuencias se clasifican en tres grupos (4, 73):

e Sitios canodnicos: Por orden de complementariedad: 8mer, del nucledtido 2 al 8 de
la regién semilla son complementarios con la secuencia diana seguida de un
adenina. 7mer-m8, del nucledtido 2 al 8 de la regién semilla son complementarios
con la secuencia diana. 7mer-Al, del nucledtido 2 al 7 de la region semilla son

complementarios con la secuencia diana seguida de una adenina (Fig.I8A).

e Sitios marginales: 6mer, del nucledtido 2 al 7 de la regién semilla son
complementarios con la secuencia diana. 6mer offset, del nucleétido 3 al 8 son
complementarios con la secuencia diana, estando el nucleétido 8 fuera de la

region semilla del miRNA en este caso (Fig.I8B).

e Sitios atipicos: 3’ suplementario, cuando a un sitio candnico o marginal se le suma

un sitio en la regién 3’UTR para la unién de varios nucleétidos del 13 al 16 en la
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region 3° del miRNA. 3° compensatorio, cuando a un sitio sin mucha

complementariedad se le suma un sitio de unién compensatorio para los

nucleétidos del 13 al 16 del miRNA (Fig.I8C).

Herramientas bioinformdticas como miRBase y TargetScan ayudan a predecir el
grado de complementariedad de los miRNAs con las regiones 3’'UTR de los genes,

definiendo el tipo de unidn predicho en las secuencias diana.

Ribosomes

A) E)
C ‘ o
@ C AAAA 119010101101 T
‘‘‘‘‘ AAAA S 111111010117
A <_/
Competicion por la unién a \ / Degradacion por
la caperuza del mRNA desadenilacion del mRNA
@ . AAAA
)
‘7\
» l iy el
| Competicién por eIF6/60S | et &/ NoT | Disgregacién de los ribosomas |

| Inhibicion de la circularizacién |

Fig.19. Mecanismos de inhibicion por miRNAs. A) Competicion del miRISC por la unidn a la
caperuza del mRNA. B) Competicién por la unidon a la subunidad 60S ribosomal.
C) Desadenilacién e inhibicion de la circularizacién del mRNA. D) Represidn de la traduccidn
por la disgregacién prematura de los ribosomas. E) Degradacion del mRNA por
desadenilacion y desenvoltura de la caperuza. Figura adaptada de (77).

El grado de complementariedad miRNA-mRNA es fundamental para llevar a cabo la
funcién de regulacién postranscripcional por parte del complejo miRISC. Una vez dicho
complejo se ha unido especificamente al mRNA, puede inhibir la expresion de su diana
por degradacion del mRNA o por represion de la traduccion (72, 73, 77). La degradacién
del mRNA se puede producir por desadenilacién, desenvoltura de la capa que rodea al
MRNA o por digestion exonucleolitica del mRNA. Cuando la regulacion del miRNA ocurre
por represidon en la traduccidén puede darse también de varias maneras. En uno de los
modelos de represion de la traduccién, AGO2 compite con el factor de iniciacién de la

traduccion elF4E por la unién a la caperuza del mRNA diana. En otro modelo de represién,
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ésta se produce por la desadenilacion del mRNA, lo que provoca que PABP1 no pueda
unirse a la caperuza del mRNA, inhibiéndose asi su circularizacion. Otro modelo inhibitorio
de la traduccidén consiste en la disgregacion de los ribosomas, y en el ultimo modelo de
represién de la traduccion, el complejo miRISC impide la unidn de la subunidad 60S del
ribosoma con la subunidad 40S, mediante la unién competitiva al complejo elF6/60S, lo
que impide la actividad traductora ribosomal. Algunos estudios plantean que los dos tipos
de accidn de los miRNAs, por degradacidon del mRNA y por represion de la traduccidn son
compatibles y acoplados, si bien existen casos en los que uno de los dos tipos prevalece
sobre el otro, lo que puede deberse a la situacidn espacial concreta de la secuencia diana
donde se une el miRNA (73, 77). En la figura |9 se muestran los distintos mecanismos de

inhibicion de los miRNAs.

1.4. OBESIDAD

La obesidad se define como una enfermedad de origen multifactorial caracterizada
por una acumulacién anormal o excesiva de grasa corporal. Para determinar si una
persona estd obesa o tiene sobrepeso se utiliza la medida del indice de Masa Corporal
(IMC), que se obtiene del célculo del peso del individuo (Kg) dividido entre su altura al
cuadrado (m?). La OMS clasifica a los individuos con un IMC entre 25-29,9 Kg/m? como
poblacidon con sobrepeso, y a los que superan los 30 Kg/m? como individuos obesos. Cabe
sefialar que también se tienen en cuenta otros parametros como la circunferencia
abdominal y la relacidén cintura-cadera para determinar si una persona padece obesidad,
debido a que el IMC no tiene en cuenta la proporcién de tejido adiposo respecto a tejidos

de otro origen (84).

Segun una nota de prensa de la OMS publicada en enero de 2015 la prevalencia de
la obesidad en el mundo se habia duplicado en los ultimos 35 anos. En el afio 2014 mas
de 1900 millones de adultos en el mundo tenian sobrepeso, de los cuales mas de 600
millones eran obesos. Ademas, actualmente la mayoria de la poblacién mundial vive en
paises donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas vidas de personas que la
insuficiencia ponderal (85). En la figura 110 se muestra un mapa mundial con la prevalencia

de la obesidad.
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Fig.110. Mapa mundial que muestra la prevalencia de la obesidad en la poblacidn por paises en el afio
2014. A la izquierda se muestran por colores los distintos porcentajes de prevalencia de la obesidad
(IMC = 30 Kg/m?). Imagen extraida de la pagina web de la OMS.

Los datos de un estudio sobre la evolucidon del sobrepeso y la obesidad en Estados
Unidos desde el afio 1999 al 2004, demostraron el aumento en la prevalencia de la
obesidad en el pais mas desarrollado del mundo. En 2004 un 32% de la poblacién de
Estados Unidos era obesa y un 5% era extremadamente obesa, siendo el IMC de esta
poblacidon superior a 40 Kg/m?2. Asimismo, en este estudio se sefialaba que un 17% de
nifios estadounidenses tenian sobrepeso, siendo sensibles a padecer obesidad en la edad

adulta (86).

Actualmente se considera que la obesidad es un factor de riesgo importante para
sufrir ciertas enfermedades, que se muestran esquematizadas en la figura 111. Ademas de
estas enfermedades, existen otras patologias inflamatorias y dislipidemias que tienen la
obesidad como factor de riesgo (84). En cuanto a los nifios obesos, no sufren sélo los
riesgos futuros de padecer las enfermedades mencionadas relacionadas con la obesidad,
sino que ademds sufren ya en la infancia graves problemas como dificultades
respiratorias, mayor riesgo de fracturas éseas e hipertensién, ademas de presentar
marcadores tempranos de enfermedad cardiovascular, resistencia a insulina y efectos

psicoldgicos (87).

36



Introduccion

Fig.111.  Principales enfermedades
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1.4.1. FACTORES ASOCIADOS A LA OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad multifactorial en la cual influyen tanto factores
genéticos como ambientales y socioeconédmicos. Es en los paises desarrollados donde la
prevalencia de la obesidad esta aumentando de manera dramdtica en las Ultimas décadas,
debido en gran parte a factores ambientales como el modo de vida sedentario, el aumento
en laingesta de comida y la composicién de la dieta (84, 88-90). Parece que la composicidon
de la dieta tiene un mayor efecto sobre la obesidad que la ingesta; existen estudios que
demuestran la importancia de una dieta equilibrada complementada con ejercicio fisico
en la disminucidn significativa del IMC en individuos obesos (91). Dentro de estos paises
desarrollados, el factor socioecondmico tiene una gran importancia, siendo los individuos
econdmicamente desfavorecidos mas sensibles al riesgo de padecer obesidad y sus

consecuencias (92).

Los factores genéticos asociados a la susceptibilidad de padecer obesidad han
ganado relevancia en las ultimas décadas. Esto se debe a los resultados obtenidos en
diversos estudios realizados con gemelos idénticos y nifios adoptados. Estos estudios
sefialan que las diferencias genéticas de una poblacién podrian determinar qué individuos
serian potencialmente obesos en unas condiciones ambientales determinadas (84, 93,
94). Hay casi unanimidad en la comunidad cientifica al sefialar que el balance energético
y el peso corporal son fendmenos regulados, si bien todavia se desconoce mucho sobre

los mecanismos que dirigen la ingesta, la actividad fisica y el metabolismo. Diversos
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estudios han destacado el caracter poligénico de la obesidad, asociando distintos grupos
de genes al riesgo de padecer esta enfermedad. El efecto de estos genes abarca desde la
composicion de la grasa corporal, su distribucién anatémica, la ingesta, el gasto
energético o el transito y reparto de nutrientes entre el tejido muscular y adiposo (84, 95).
La acumulacion de pequeiios cambios en la expresidn de estos grupos de genes asociados
a la obesidad, actua sobre la expresion y la actividad génica provocando cambios
fenotipicos en la poblacion. Los responsables principales de estos cambios son los

polimorfismos de una sola base o SNPs (96, 97).

Pese al caracter poligénico de la obesidad, se han descrito varios genes capaces de
inducir obesidad de origen monogénico (94). Cabe destacar las obesidades producidas por
mutaciones de genes pertenecientes a la ruta leptina-melanocortina, que integra las
sefiales hipotaldmicas responsables de regular el apetito y la saciedad (98). Los genes mas
estudiados son: leptina (LEP) y su receptor (LEPR) (98, 99) y el receptor 4 de melanocortina
(MC4R) (98, 100). De hecho, dos modelos de ratén ampliamente utilizados en el estudio
de la obesidad, ob/ob y db/db, que tienen noqueada la expresidon de la leptina y su
receptor respectivamente, tienen como caracteristica fundamental la obesidad y una alta
hiperinsulinemia en los animales (101). Ademas de las obesidades producidas por las
mutaciones en los genes de la ruta leptina-melanocortina, y de mayor importancia si cabe,
hay que destacar la obesidad monogénica producida por mutaciones en el gen Fat mass
and obesity associated protein (FTO) (102, 103). Como ejemplo para demostrar su
importancia, un SNP asociado a IMC situado en el primer intrén de este gen, rs9939609,
produce una media de aumento de peso de 3 Kg en los individuos homocigotos para el

alelo de riesgo respecto a los que tienen el otro alelo (104).

Los factores ambientales y genéticos que afectan al riesgo de padecer obesidad
tienen una diferencia importante entre si. Los primeros actian de forma directa sobre el
balance ingesta/gasto energético, de manera que produciran obesidad si el individuo
tiene un superavit energético en dicho balance. En cambio, los segundos pueden afectar
tanto a este balance como directamente al IMCYy a la distribucion de grasa en el individuo.
En la figura 112 estan resumidos los factores que aumentan el riesgo de sufrir obesidad,

asi como la manera en que producen este aumento.
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Fig.112. Esquema de los distintos factores asociados al desarrollo de la obesidad. En azul
se presentan los factores genéticos y en verde los factores ambientales. Se sefiala
también si la relacion de cada factor es directa o indirecta con el IMC y la distribucidn de
grasa corporal. Figura adaptada de (84, 95).

1.4.2. ELTEJIDO ADIPOSO Y EL PAPEL DE LA ADIPOGENESIS EN LA OBESIDAD

El tejido adiposo es un érgano complejo con una alta actividad metabdlica y
endocrina. Estd compuesto por adipocitos maduros predominantemente y otros tipos
celulares de la denominada Fraccion Estromo-Vascular (SVF) tales como células madre
mesenquimales (MSC), preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales vasculares vy
células del sistema inmune como los macréfagos. Todos estos componentes celulares del
tejido adiposo funcionan como un Unico drgano con varias funciones como la regulacién
de la temperatura corporal, el almacenamiento de lipidos y la homeostasis energética.
Ademas el tejido adiposo también sirve para proteger érganos sensibles en respuesta a

un estrés mecdnico (105, 106).

Existen dos tipos de tejido adiposo: tejido adiposo marrdn y tejido adiposo blanco,
los cuales presentan diferencias entre si en cuanto a la morfologia de los adipocitos que
los componen mayoritariamente, las funciones fisioldgicas de ambos tejidos, su

localizacion y el origen de sus adipocitos (105, 106).

El tejido adiposo marrén tiene como componente principal los adipocitos marrones.
Estos son tipicamente elipsoides, tienen multiples vesiculas lipidicas (multiloculares) y
poseen un gran numero de mitocondrias que expresan el transportador de protones
UCP1, especifico de este tipo de adipocitos. El tejido adiposo marrdn tiene como funcién
principal la termogénesis, proceso mediado por UCP1. Este transportador localizado en la
membrana interna mitocondrial, desacopla la cadena transportadora de electrones de la

produccién de ATP permitiendo la disipacion de la energia en forma de calor (105-107).
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Los neonatos poseen una gran cantidad de tejido adiposo marrdn, presumiblemente para
proporcionar calor en los momentos posteriores al nacimiento. Los nifios también poseen
una considerable cantidad de este tejido, que se pierde a medida que avanzan los afos,
de manera que sdlo se puede encontrar en pequefias cantidades en individuos adultos en
la regidn espinal y supraclavicular (106, 108). Por ultimo, estos adipocitos presentes en el
tejido marrdn presentan diferencias también en cuanto al origen respecto a los adipocitos
blancos; provienen de células precursoras mesenquimales que expresan el factor MYF5
(105, 109). El hecho de poseer una alta cantidad de tejido adiposo marrdén esta asociado
con la proteccién contra la obesidad, debido a que este tejido es capaz de consumir gran

cantidad de TG en el proceso de termogénesis (107, 110).

Se ha demostrado la existencia de un tipo celular similar a los adipocitos marrones,
denominado adipocitos beige, presentes en depdsitos de tejido adiposo blanco. Se ha
sugerido que estas células pueden estar programadas para ser bifuncionales, bien
almacenando energia en ausencia de estimulos termogénicos o bien liberando calor
cuando existe ese estimulo. El origen de los adipocitos beige dentro del tejido adiposo
blanco parece estar en la conversion de adipocitos blancos en este tipo celular en
respuesta a una estimulacidon B3-adrenérgica, una induccidn crénica del factor de
transcripcion PPARYy o la exposicidn al frio. En este proceso de conversion tiene un papel

determinante el factor de transcripcion PRDM16 (105, 106, 110).

El segundo tipo de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco, estd formado
mayoritariamente por los denominados adipocitos blancos. Estos tienen una morfologia
generalmente esférica y estan formados por una grande y Unica vesicula lipidica
(uniloculares) que ocupa casi la totalidad de la célula, con el nucleo comprimido entre la
membrana plasmatica y el resto de organulos dispersos por todo el citoplasma. Las
funciones del tejido adiposo blanco, ademas de la proteccién del organismo frente al
estrés mecanico, son el almacenamiento de lipidos y la homeostasis energética, actuando
como un érgano endocrino. En momentos posteriores a la ingesta capta la glucosa a través
del receptor GLUT4 por un estimulo dependiente de insulina y almacena la energia en
forma de TG en su vesicula lipidica. Posteriormente, en momentos de ayuno, libera en la
circulacién esa energia en forma de FA mediante la lipdlisis de los triglicéridos (105, 106).

Ademas el tejido adiposo blanco, en su funcién de érgano paracrino y endocrino, secreta
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proteinas como la leptina y la adiponectina que llevan a cabo sus efectos metabdlicos,
neuroendocrinos e inmunoldgicos en el propio tejido adiposo o en otros érganos.
También sintetiza enzimas implicadas en el metabolismo de hormonas esteroides (111).
En cuanto al origen de los adipocitos blancos, estos provienen de MSC pluripotentes, que
con los estimulos adecuados derivan en preadipocitos comprometidos. Posteriormente,
los preadipocitos se diferencian a adipocitos blancos maduros, proceso denominado
diferenciacion de adipocitos o diferenciacidn terminal, del cual se hablard mas adelante
con detenimiento (112). En la figura 113 se muestran las diferencias entre los adipocitos

blancos y marrones.

ADIPOCITO BLANCO ADIPOCITO MARRON
N
#

- FORMA ESFERICA - FORMA ELIPSOIDE
- GRAN VESICULA LIPIDICA UNILOCULAR - MULTIPLES VESICULAS LIPIDICAS
- LA VESICULA LIPIDICA OCUPA LA MULTILOCULARES
MAYOR PARTE DE LA CELULA - GRAN NUMERO DE MITOCONDRIAS
- FUNCIONES: ALMACENAMIENTO DE - FUNCIONES: TERMOGENESIS
LIPIDOS, HOMEOSTASIS ENERGETICA Y - PROVIENEN DE CELULAS PRECURSORAS
PROTECCION FRENTE AL ESTRES MESENQUIMALES QUE EXPRESAN MYF5
MECANICO
- PROVIENEN DE MSC PLURIPOTENCIALES

Fig.113. Diferencias entre adipocitos blancos y marrones.

En funcién de su localizacién en el organismo, el tejido adiposo blanco puede
clasificarse generalmente en subcutaneo o visceral. Los depdsitos de tejido subcutaneo
pueden encontrarse bajo la piel en las regiones abdominal, gluteal y femoral; mientras
gue los depdsitos mas importantes de tejido visceral estan en la regién omental,

mesentérica y retroperitoneal (106, 113).

Estos dos tipos de tejido adiposo blanco presentan diferencias en algunos aspectos
ademas de su localizacién. Algunas regiones de tejido adiposo subcutaneo parecen ser
protectoras a nivel metabdlico, inmunolégico y mecanico, siendo tejidos especializados
en almacenar reservas energéticas a largo plazo y actuando como secuestrador de
potenciales FFA lipotdxicos. La disfuncionalidad del tejido adiposo subcutdneo estd
asociada con un aumento en la masa de tejido adiposo visceral, la inflamacién y la
lipotoxicidad. Ambos tipos de tejido adiposo, subcutaneo y visceral, se ven ampliados con

la ingesta de nutrientes; sin embargo los depdsitos viscerales aumentan rapidamente
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mientras que los subcutaneos lo hacen de una manera mas escalonada. En individuos con
un IMC normal o con ligero sobrepeso, el exceso de tejido visceral estd asociado a la
resistencia a insulina, mientras que en individuos obesos con un exceso de este tipo de
tejido no existe una asociacién independiente fiable de la masa de grasa visceral con la
resistencia a insulina. Ademas, el aumento en los depdsitos de tejido adiposo visceral esta
asociado al riesgo de padecer diabetes, dislipidemias, hipertension, aterosclerosis y

algunos tipos de cancer (113, 114).

Cuando la ingesta de calorias en un individuo es superior al gasto energético se
promueve la hipertrofia y la hiperplasia del tejido adiposo blanco. La hipertrofia consiste
en el aumento de tamafio de los adipocitos a causa de un incremento en el
almacenamiento de TG, mientras que se denomina hiperplasia al aumento del nimero de
adipocitos en el tejido adiposo mediante el proceso bioldgico de la adipogénesis (112).
Este proceso comienza con el compromiso a preadipocitos de las MSC existentes en la SVF
del tejido adiposo. Tras esto, los preadipocitos se someten a multiples mitosis, en un paso
conocido como expansién clonal mitética y por ultimo se diferencian a adipocitos
maduros (105, 112). El nimero en la poblacién de adipocitos aumenta durante la infancia
y la adolescencia, permaneciendo constante cuando el individuo llega a la edad adulta.
Aproximadamente un 10% de los adipocitos son renovados anualmente en individuos
adultos (115, 116). La adipogénesis es un proceso complejo regulado en todos sus pasos
por diferentes proteinas y miRNAs, por lo que se hablara sobre él con detenimiento en el

siguiente apartado de esta introduccién.

Existe una relacién estrecha entre la obesidad y la diferenciacién de adipocitos.
Debido a que la hiperplasia es menos comun en individuos adultos que en nifios y
adolescentes, la obesidad en la edad adulta esta mas estrechamente relacionada con la
hipertrofia de los adipocitos. Cuando la obesidad es causada por la hipertrofia, ésta suele
estar mas asociada con la resistencia a insulina y otros trastornos metabdlicos. En cambio,
cuando la obesidad es debida a la hiperplasia, lo que es menos habitual en individuos
adultos, se puede hablar de obesos metabdlicamente normales (116, 117). Se ha
demostrado que la capacidad de diferenciacion de los preadipocitos se ve disminuida con
la obesidad causada por la hipertrofia, y ademas es inversamente proporcional al IMC y al

tamariio de los adipocitos. Esta correlacion negativa entre diferenciacién e IMC puede ser

42



Introduccion

debida a un descenso en el nUmero de preadipocitos o a una disminucién en su capacidad

de diferenciacion (116, 118-120).

En individuos adultos con una dieta prolongada altamente caldrica, los adipocitos
se hipertrofian aumentando su tamafio en respuesta a la necesidad de almacenar grandes
cantidades de energia en forma de TG, lo que conlleva padecer obesidad hipertrdfica.
Estos adipocitos hipertrofiados tienen graves disfunciones que afectan a su metabolismo
y a la diferenciacion de preadipocitos localizados en el tejido adiposo. Segregan gran
cantidad de citoquinas proinflamatorias como MCP-1 y TNFa que provocan la infiltraciéon
de macrofagos en el tejido adiposo y una respuesta inflamatoria (116, 118, 121). De
hecho, la poblaciéon de macréfagos en el tejido adiposo puede pasar de un 10% del total
de células en el tejido de individuos con IMC normal al 50% de la poblacién en individuos

obesos (122).

A nivel del metabolismo de los adipocitos, los altos niveles de TNFo provocan un
descenso en la esterificacion de FA y un aumento de la lipdlisis. Los niveles de GLUT4, LPL
y PPARY se ven reducidos, lo que conlleva un descenso en el transporte de glucosay en la
esterificacion de FA. Ademas, TNFa estimula la lipdlisis incrementando los niveles de
cAMP, activando la lipasa LIPE y disminuyendo los niveles de perilipina a través de la
activacion de la ruta MAPK. Los altos niveles de TNFa secretados en los adipocitos de
individuos obesos también afectan a la adipogénesis, inhibiéndola mediante la regulacién
negativa de dos TF imprescindibles en este proceso de diferenciacion, PPARy y

C/EBPa (118, 121, 123).

Por lo tanto, en un estado de obesidad los preadipocitos ven disminuida su
capacidad de diferenciarse y los adipocitos se hipertrofian, inhibiéndose asi su capacidad
de almacenar TG, aumentando la lipdlisis y la liberacidn de FA a la circulacién. Ademas
hay que tener en cuenta que una ingesta caldrica produce un aumento de la sintesis de
particulas VLDL por el higado y un aumento de la sintesis de acidos grasos. La suma de
todas estas situaciones puede provocar la acumulacién ectépica de lipidos en otros
organos como el higado y el musculo esquelético, aumentando considerablemente el
riesgo de padecer resistencia a insulina, DMT2, NAFLD (Higado graso no alcohdlico) y

aterosclerosis (116, 121).
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En conclusidn, existe una gran asociacion entre la obesidad y sus enfermedades
derivadas, con las disfunciones del tejido adiposo y la disminucién en la capacidad de
diferenciacién de adipocitos. Desde este punto de vista, es interesante el estudio de la
adipogénesis y las estrategias encaminadas a mejorar los niveles de diferenciacién de

adipocitos para tratar la obesidad hipertréfica y las enfermedades que provoca.

1.5. ADIPOGENESIS

Las MSC, presentes en la fraccidon estromo-vascular del tejido adiposo, tienen la
capacidad de comprometerse para posteriormente diferenciarse a adipocitos, miocitos,
osteocitos y condrocitos (112, 124). Cuando estas células mesenquimales reciben los
estimulos apropiados, se produce la primera fase de la adipogénesis que se denomina
compromiso, un proceso por el cual las células mesenquimales progenitoras se convierten
en preadipocitos restringidos ya al linaje adipocitico. La segunda y Uultima fase
denominada de diferenciacién terminal o diferenciacién de adipocitos es el proceso por
el cual los preadipocitos se convierten en adipocitos maduros. Esta fase empieza con una
expansion clonal, proceso en el cual los preadipocitos comprometidos y parados en fase
G1 vuelven a entrar en el ciclo celular y se someten a dos rondas de division celular
aproximadamente, tras lo cual los preadipocitos se diferencian finalmente a adipocitos
maduros (112). La adipogénesis esta regulada en todos sus pasos por TFs, otras proteinas
y miRNAs. Es por ello que se hablard con detenimiento de cada una de las fases de la

adipogénesis y su regulacion a lo largo de este capitulo de la introduccién.

Existen gran variedad de modelos celulares para abordar el estudio de las rutas
moleculares de la adipogénesis y las funciones biolégicas de los adipocitos in vitro. Estos
modelos pueden dividirse en dos clases atendiendo a si se utilizan para estudiar el proceso
de adipogénesis completo o sélo la fase de diferenciacidén terminal. La primera clase, para
estudiar el proceso completo de adipogénesis, estd formada por fibroblastos
pluripotenciales que son capaces de diferenciarse a condrocitos, osteocitos y miocitos
ademds de a adipocitos. Los mas utilizados son las lineas celulares de fibroblastos
C3H10T1/2, BALB/c-3T3, RCJ3.1, CHEF/18 y los cultivos celulares de MSC. La segunda clase
estd formada por preadipocitos tipo fibroblasto que estdn ya comprometidos y que se

diferencian a adipocitos con un cdctel de agentes inductores en cultivo. Cabe destacar en
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este grupo los preadipocitos 3T3-F422A, 1246, Ob1771, TA1, 30A5, MEFs y sobre todo la
linea murina 3T3-L1, que es sin duda el modelo mas utilizado para el estudio de la

adipogénesis (105, 112, 125).

1.5.1. COMPROMISO

El reclutamiento de las MSC al linaje de los adipocitos es promovido por una ingesta
energética y una captacion de glucosa elevada. Este estado metabdlico parece generar
sefiales que inducen a las MSC a entrar en la fase de compromiso que conlleva la
hiperplasia y la adquisicion del fenotipo preadipocitico (112, 126). Existen varios factores
que regulan, bien promoviendo o bien inhibiendo, la fase de compromiso de las MSC a
preadipocitos, entre los que cabe destacar algunas proteinas pertenecientes a las familias
Bone Morphogenetic protein (BMP), Hedgehog (Hh) y Wingless-Type MMTV Integration
site (Wnt); asi como algunos miRNAs. En las MSC tiene lugar una cascada de sefializacién
gue activa a ciertos factores que determinan el tipo celular al que son comprometidas
estas células. Es el balance de estas moléculas sefializadoras el que finalmente determina
el compromiso de las MSC a un linaje en concreto, inhibiendo en ocasiones la conversién

a otros linajes celulares (112).

Las proteinas BMP forman una familia de factores de crecimiento que pertenecen a
la superfamilia de TGF-f3. Dos miembros, BMP2 y BMP4, activan positivamente el proceso
de compromiso de las células pluripotenciales a preadipocitos. Se ha demostrado que la
exposicion del modelo celular C3H10T1/2 a BMP2 o BMP4 da lugar a que las células
alcancen el fenotipo preadipocitico y que sean capaces de diferenciarse a adipocitos al
tratarlas con inductores de la diferenciacién (127-129). Por otro lado, el papel de BMP4
en la fase de compromiso se ha validado también en células proliferativas C3H10T1/2 por
los altos niveles de expresidn de genes involucrados en la ruta de sefalizacion de BMP
(128, 129), entre los que cabe destacar el propio BMP4, los receptores BMPR1a 'y BMPR?2,
y SMAD1, SMAD5 y SMADS. La unién de las proteinas BMP, como BMP4, al complejo
formado por los receptores BMPR1 y BMPR2 produce la fosforilacién y la activacién de
BMPR1 kinasa. A su vez, el receptor BMPR1 fosforila SMAD1,-5,-8, las cuales forman un
complejo con SMAD4 que se trasloca al nlcleo y activa la expresidn génica, regulando

positivamente el compromiso de las células pluripotenciales a preadipocitos (127). Se han
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encontrado al menos tres genes diana de la ruta de sefializacién de BMPs: LOX, TPT1 y
aB-Crystallin, que aumentan su expresion cuando se sobreexpresa BMP2 o BMP4.
Codifican proteinas asociadas al citoesqueleto, y suimportancia en la fase del compromiso

radica en la regulacidn positiva de la forma celular del linaje adipocitico (130).

Se han identificado tres ligandos de la ruta de sefializacién de Hh en vertebrados:
Sonic (SHH), Indian (IHH) y Desert (DHH), que inician una cascada de sefializacion mediada
por los receptores PTCH1 y PTCH2. En presencia de uno de estos tres ligandos, la proteina
SMO es activada y la sefal es transmitida via fosforilacion y traslocacidon nuclear de las
proteinas GLI (131, 132). La ruta de sefializacion Hh tiene un efecto inhibitorio en la
adipogénesis y activador en la osteogénesis, como se ha podido demostrar en modelos
de fibroblastos pluripotenciales (133). Sin embargo no se han logrado definir con
exactitud los mecanismos que unen esta ruta de sefializacidon con la adipogénesis y la

eleccién del linaje celular.

La proteina retinoblastoma (RB) también juega un papel importante en el
compromiso de las MSC (134). RB inhibe el ciclo celular mediante la unién y represién de
los miembros de la familia de activadores transcripcionales E2F, que son reguladores de
la adipogénesis (135). Tras la hiperfosforilacion de RB por kinasas dependientes de
ciclinas, E2F es liberado y promueve la activacion de genes que codifican proteinas
activadoras del ciclo celular, lo cual es fundamental para que tenga lugar la expansion
clonal, etapa obligada para el programa de diferenciacién de adipocitos (136). Por un lado,
en ciertas condiciones la proteina RB puede unirse a RUNX2 y promover la osteogénesis,
mientras que por otro lado, en otras condiciones puede actuar suprimiendo la subunidad
c de PPARYy, inhibiendo asi la adipogénesis. Por tanto, el balance en los niveles de RB es

decisivo en la eleccidn del linaje osteocitico o adipocitico en las MSC (134, 137).

La familia Wnt esta formada por diecinueve glicoproteinas que juegan un papel de
gran importancia en la regulacion de la proliferacién y diferenciacién celular incluida la
adipogénesis, la migracidn celular y la organogénesis durante el desarrollo embrionario.
Existen tres rutas de sefalizacién de Wnt: una ruta candnica dependiente de -Catenina

y dos rutas no candnicas independientes de 3-Catenina, la ruta de polaridad celular planar

(PCP) y la de Wnt/Ca?* (138, 139) (Fig.114).
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Fig.I14. Representacidon esquematica de las distintas rutas de sefializacién de Wnt. A) Ruta candnica: La
unidn de las proteinas Wnt a los receptores FZD y los correceptores LRP5/6, tras una serie de eventos,
provoca la disgregacién del complejo de degradacién de B-Catenina (B-cat), y la traslocacién de esta
proteina al nucleo donde lleva a cabo su actividad transcripcional. B) Ruta no candnica PCP (Polaridad
Celular Planar): La union de las proteinas Wnt a los receptores FZD, independientemente de LRP5/6,
provoca una sefial conducida a través de Dsh, que activa varias rutas que conllevan la polimerizacién

. . 2 ,

de la actina. C) Ruta no candnica Wnt/Ca . Las proteinas Wnt se unen a los receptores FZD,
. 2+

independientemente de LRP5/6, lo que provoca una sefial que induce la liberacién de Ca "intracelular.

2
Esto a su vez activa una ruta, en la que estan implicadas proteinas sensibles a Ca +, que conduce a la
inhibicion de la actividad transcripcional de f—Catenina/TCF. Figura adaptada de (138).

La ruta de sefializaciéon candnica comienza con la unién de las proteinas Wnt al
complejo receptor formado por las proteinas Frizzled (FZD) y LRP5/6. Esto conlleva, tras
una serie de eventos, la disrupcion del complejo APC/AXIN/GSK3 de degradaciéon de
-Catenina, la cual tras estabilizarse y acumularse en el citoplasma, se trasloca al nucleo.
Una vez alli, B-Catenina realiza sus funciones como coactivador transcripcional junto a
varios TFs entre los que se encuentran TCF7L2 y LEF1, activando la transcripcion de genes

como MYC, ciclina D1 y AXIN2 (138, 140, 141).

En cuanto a la ruta no candnica PCP, comienza con la unién de las proteinas Wnt a
los receptores FZD independientemente del correceptor LRP5/6. La sefial es conducida a
la proteina DSH, que activa dos rutas paralelas que activan a las pequefas GTPsas RHO y
RAC. Por un lado RHO activa a ROCK y miosina lo que conlleva la recomposicion del
citoesqueleto, y por otro lado RAC activa a JNK. La otra ruta no candnica, Wnt/Ca?*,
comienza con la wunidon de algunas proteinas Wnt a los receptores FZD
independientemente del correceptor LPR5/6 y la estimulacién de la liberacion de Ca?* del
reticulo endoplasmatico. La acumulacidn intracelular de calcio activa algunas proteinas
sensibles a Ca?* como PKC y CAMKII. PKC regula la separacion de tejidos durante la

gastrulacién mediante la regulacién de CDC42, mientras que CAMKII activa dos kinasas,
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TAK1 y NLK, las cuales antagonizan con la ruta candnica de Wnt mediante la inhibicién de

la funcidn transcripcional de 3-Catenina/TCF (138, 140, 142).

Las proteinas Wnt tienen un papel importante en las dos fases de la adipogénesis:
compromiso y diferenciacién terminal, si bien de la implicaciéon en esta ultima fase se
hablara en el siguiente capitulo. Existe controversia sobre el papel de la ruta candnica de
Whnt en la fase de compromiso. Por un lado, se ha descrito que esta ruta se activa en la
conversiéon de MSC a preadipocitos. La expresion de genes de la ruta candnica aumenta
en la linea de preadipocitos A33 en fase proliferativa respecto a la linea de células
mesenquimales C3H10T1/2. Entre estos genes cabe destacar los que codifican las
proteinas R-Spondins 2 y 3, que son moléculas activadoras de la ruta canénica de Wnt, y
los que codifican dianas de esta ruta como WISP2 (143). Por el contrario, también se ha
descrito que la activacién de la ruta candnica de Wnt tiene un papel fundamental en la
eleccion del linaje de las MSC, inhibiendo el compromiso a preadipocitos (144). La
sobreexpresion de WNT10B, proteina activadora de la ruta candnica, en células
mesenquimales estimula la osteoblastogénesis en detrimento de la adipogénesis (145).
Ademas, la sobreexpresion de WNT10B en mioblastos inhibe la expresién de genes
adipogénicos, promoviendo también la diferenciacion miogénica (146). Asi pues, la ruta
candnica de Wnt juega un papel fundamental en la eleccidn del linaje celular de las MSC,

pero no esta claro de qué manera regula la conversién de MSC a preadipocitos.

1.5.2. DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS

Una vez que las MSC se han comprometido a preadipocitos, tiene lugar la fase final
de la adipogénesis conocida como diferenciacién terminal o diferenciacidén de adipocitos.
Como se ha dicho anteriormente, el modelo mas utilizado para estudiar la diferenciacién
es el de la linea de preadipocitos murinos 3T3-L1. Los preadipocitos proliferan hasta la
parada del ciclo celular en fase G1, momento en que se induce la diferenciacidon con un
coctel compuesto por altas cantidades de insulina, dexametasona y un agente que
aumenta los niveles de cAMP como el IBMX, todo ello en un medio de cultivo rico en suero
(147). Estos tres inductores activan las rutas de sefializacién de IGF-1, glucocorticoides y
cAMP respectivamente, lo que conlleva una serie de eventos que regulan el proceso de

diferenciacion. Pasado un periodo de 16 a 24 horas tras la induccion, los preadipocitos
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vuelven a entrar en el ciclo celular y se someten a varias rondas de mitosis, lo que se
conoce como expansion clonal. Tras esto, las células salen del ciclo celular y pierden su
morfologia fibroblastica, comenzando a almacenar TGs y alcanzando una morfologia y un
metabolismo tipicamente adipociticos (112, 147). Todo este proceso final de
diferenciacién estd regulado por una serie de miRNAs y proteinas, entre ellas algunos TFs

importantes, cuyo papel se explicara a lo largo de este capitulo de la introduccién.

El proceso de diferenciacién terminal sigue una serie de complejos pasos que
concluyen con la conversion de los preadipocitos a adipocitos maduros.
Aproximadamente cinco minutos después de la induccidon de la diferenciacién de los
preadipocitos, tiene lugar la parada de la proliferacién. La proteina CREB se fosforila en
respuesta a los niveles de cAMP y activa a C/EBPf3, TF que no tiene capacidad de unién a
DNA en este punto. De 14 a 16 horas después de la induccidn tiene lugar la transicion de
fase G1 del ciclo celular a fase S. En este punto C/EBPJ adquiere capacidad de unién a
DNA vy los preadipocitos vuelven a entrar en el ciclo celular (148-150). Entre las 16 y las 24
horas después de la induccidn tiene lugar la expansion clonal en la que las células se
someten a dos rondas de divisidn celular. Estos eventos estdn también relacionados con
la expresién de histonas, la expresién coordinada de proteinas del ciclo celular (Ciclinas y
kinasas CDK) y la replicaciéon del DNA (112, 150). C/EBP es fosforilada dos veces en los
primeros pasos de la diferenciacién terminal, siendo un TF fundamental para la fase de
expansion clonal de los adipocitos. Una primera fosforilacion es producida por MAPK a las
4 horas de la induccién y una segunda por GSK3[3 a las 12-16 horas de la induccién, siendo

ésta la que produce la activacion del TF y su capacidad de union al DNA (151).

Una vez terminada la expansién clonal y transcurridas de 18 a 24 horas tras la
induccién de la diferenciacién, C/EBPp activa la expresién de los TFs C/EBPoy PPARy
mediante la unidn directa a los elementos reguladores C/EBP de los promotores de estos
genes (150, 152). Estos dos TFs son los mds importantes para la diferenciacidon terminal
de los adipocitos, siendo PPARy necesario y suficiente en tal proceso. Una vez expresado
C/EBPq, éste es capaz de regular su expresion y la de PPARY, y juntos a su vez, son capaces
de activar la transcripcion de un gran grupo de genes que producen el fenotipo
adipocitico, lo que conlleva la diferenciacién terminal (152, 153). La redundancia de los

TFs C/EBPB y C/EBPa en ciertos momentos de la diferenciacidn se puede interpretar por
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la capacidad antimitética de éste ultimo. Una expresion temprana de C/EBPa podria
producir la interrupcion de la expansion clonal, y por tanto la inhibicion de Ia

diferenciacién terminal (154).

El TF PPARy existe como tres isoformas: PPARy1, PPARy2 y PPARY3, siendo PPARy2
la isoforma mas abundante en los adipocitos. Estas tres isoformas son transcritas a partir
del mismo gen por splicing alternativo y diferentes promotores (155). Para unirse a sus
regiones especificas de union al DNA, se requiere la unién de un ligando a PPARyy la
formacién de un heterodimero con el receptor nuclear RXR. Si bien no se conoce un
ligando natural, si que existen ligandos sintéticos como las tiazolidindionas (TZD), capaces
de unirse y activar a PPARY, lo que produce a su vez una activacion de la diferenciacién de
adipocitos (156). PPARy es el regulador maestro del proceso de diferenciacién de
adipocitos y regula la expresiéon de varios genes importantes en la diferenciacién y el
metabolismo de los adipocitos. Entre estos genes se encuentran PCK1, que codifica la
proteina del mismo nombre implicada en la gliceroneogénesis en los adipocitos, y FABP4,
gue codifica una proteina especifica de adipocitos implicada en el transporte y

metabolismo de los FA (156, 157).

Transcurridas aproximadamente 30 horas desde la induccion de la diferenciacion y
tras la expresion de C/EBPa. y PPARY, se expresa SREBP1c, TF perteneciente a la familia de
las proteinas SREBPs de las cuales se habldé con anterioridad en esta introduccidn
(20, 158). SREBP1c se encuentra en el reticulo endoplasmatico, de donde es liberado por
la estimulacidn por insulina. A continuacién, en el aparato de Golgi es sometido a un corte
proteolitico que libera su regidon basica hélice-lazo-hélice para poder traslocarse al nicleo
(159). Una vez en el nucleo activa la transcripciéon de genes que codifican proteinas
importantes en la sintesis de FA como FASN y sintesis de TG como GPAT. Asi pues, SREBP1c
es importante en los pasos finales de la diferenciacién, regulando genes implicados en la
adquisicion del fenotipo de los adipocitos y su metabolismo (158, 159). Después de la
induccion de la diferenciacién, pasan varios dias hasta que las células alcanzan un fenotipo
visible tipicamente adipocitico. En la figura 115 se muestra un esquema con un

cronograma de las fases iniciales de la diferenciacién de adipocitos.
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Fig.115. Esquema con cronograma de las fases de la diferenciacion de adipocitos. Con
la induccidn de la diferenciacidn se activa la kinasa PKA, la cual fosforila a CREB, que
induce la expresién de C/EBP. Esta se activa mediante dos fosforilaciones (llevadas
a cabo por MAPK y GSK-3) e induce la transiciéon G1-S del ciclo celular a las 14-16
horas tras la induccidn, para la posterior entrada en la expansion clonal. A las 18-24
horas tras la induccién, C/EBP} activa a C/EBPa (el cual se autorregula) y PPARy, que
reprimen la expansion clonal, ademds de activar la expresion de genes importantes
en el metabolismo y la diferenciacion de adipocitos. A las 30 horas de la induccion se
activa la expresion de SREBP1c, que a su vez regula la expresidon de genes adipociticos.
Figura adaptada de (112).

Durante la diferenciacion de adipocitos tiene lugar una fina regulacién por parte de
varias familias de proteinas: AP-1, KLF, STAT, GATA y Wnt entre otras. La familia de
proteinas AP-1 esta formada por un amplio grupo de TFs entre los que cabe destacar
c-FOS, FRA1, FOS-B y varias proteinas JUN. Estas proteinas forman homodimeros o
heterodimeros para unirse al DNA y activar la expresidn de genes implicados en procesos
de proliferacidon y diferenciacion, ademas de tener un papel en la apoptosis (105). Dentro
del papel de AP-1 en la diferenciacién de adipocitos, se ha descrito que c-FOS regula la
expresion de FABP4, proteina especifica de adipocitos, mediante la interaccidon con
secuencias reguladoras de su promotor (160), y que la disfuncion de JUN conlleva una

disminucion en el desarrollo del tejido adiposo blanco en ratones (161).

Otra familia de TFs implicados en la regulacion de la diferenciacidon de adipocitos

son las proteinas Kruppel-Like Factor (KLF), algunas de ellas activando el proceso de

51



Introduccion

diferenciacion y otras inhibiéndolo. Entre los miembros que regulan positivamente el
proceso esta KLF5, que actua junto a C/EBPJ en la activacion del promotor de PPARY,
siendo un TF clave para que se lleve a cabo la diferenciacion de adipocitos (162). Otro
miembro pro-adipogénico de la familia es KLF15, cuya expresion aumenta a medida que
avanza la diferenciacion, y regula positivamente la expresion del receptor de glucosa
especifico de adipocitos y musculo GLUT4 (163). En cuanto a los miembros de la familia
gue regulan negativamente la diferenciacién de adipocitos se puede destacar KLF2, del
gue se ha descrito que su sobreexpresion en preadipocitos 3T3-L1 provoca una inhibicion
en los niveles de expresion de PPARy y una disminucidn en la acumulacién de lipidos en

estas células (164).

La familia de proteinas Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) estd
formada por siete miembros de los cuales al menos tres (STAT3, STAT5A y STATSB) tienen
un papel importante en la diferenciacion de adipocitos regulando positivamente el
proceso. STAT3 aumenta su actividad durante la fase proliferativa de la diferenciacion en
células 3T3-L1 (165), y la expresidn ectépica de una forma dominante negativa de la
proteina y el silenciamiento del gen que la codifica inhibe el proceso de diferenciacién
(166). En cuanto a STAT5A y STAT5SB, se ha descrito que pueden inducir la expresion de
PPARY y su actividad transcripcional, promoviendo asi la diferenciacion de adipocitos en

células 3T3-L1 (167).

Las proteinas GATA forman parte de una familia de seis miembros de TFs con
dominio de dedos de zinc que se unen al DNA en sus secuencias consenso
(A/T)GATA(A/G), vy regulan procesos de proliferacién y diferenciacion celular (167). Dos
miembros de esta familia, GATA2 y GATAS3, son reguladores negativos de la diferenciacién
de adipocitos. Se ha descrito que la expresion constitutiva de GATA2 y GATA3 provoca
una inhibicion de la diferenciacion debida en parte a la represidn directa sobre PPARyY
(168). Asimismo, tanto GATA2 como GATA3 son capaces de asociarse con C/EBPa vy
C/EBPJ inhibiendo su actividad transcripcional y con ello regulando negativamente la

diferenciacion (169).

Ademads de su papel en la regulacidon de la fase de compromiso, la familia de

proteinas Wnt también juega un papel fundamental en la diferenciacion terminal de
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adipocitos a través de sus tres rutas de sefializacion, la candnica y las dos no candnicas o
independientes de P-Catenina (144). La ruta candnica de Wnt actua inhibiendo la
diferenciacién de adipocitos. La sobreexpresiéon de WNT1, proteina que activa la ruta
candnica, conlleva la estabilizacién de 3-Catenina y su traslocacién al nucleo donde activa
la transcripcidn de sus genes diana, lo que inhibe la expresion de PPARy y la diferenciacion
(170). Por otro lado, la activacidon de PPARy en preadipocitos provoca un descenso en los
niveles proteicos de [-Catenina, lo que indica que son proteinas mutuamente
antagonistas en el proceso de diferenciacion (144, 170, 171). La sobreexpresién de
WNT10B, cuyos niveles disminuyen a medida que avanza la diferenciacion de adipocitos,
también activa la ruta candnica estabilizando B-Catenina e inhibiendo la diferenciacion
mediante la supresion de la expresion de los TFs C/EBPay PPARy (172, 173). Ademds, se
ha descrito que ratones transgénicos que sobreexpresan WNT10B poseen menos
acumulacién de grasa corporal y mas resistencia a la acumulacién de tejido adiposo blanco
tras una dieta rica en grasa (174). La sobreexpresiéon de WNT6 y WNT10A también inhibe

la diferenciacién a través de un mecanismo dependiente de B-Catenina (173).

En cuanto a las rutas no candnicas de Wnt independientes de -Catenina pueden
regular el proceso de diferenciacién de adipocitos tanto activandolo como inhibiéndolo.
Ademas, no estd del todo demostrado en qué ruta no candnica actian exactamente en
este proceso algunas proteinas Wnt. Por un lado, se ha descrito que la sobreexpresién de
WNT5B en preadipocitos 3T3-L1 disminuye la traslocacion nuclear de B-Catenina al nucleo
y promueve la diferenciaciéon de adipocitos (175, 176). También se ha descrito que el
silenciamiento de WNT5A y WNT4, que actldan a través de una ruta no candnica de
-Catenina, inhibe el proceso de diferenciacién en preadipocitos 3T3-L1, lo que los situa
como reguladores positivos del proceso (177). Por otro lado, también se demostré en un
estudio la accién inhibitoria sobre la diferenciacién de adipocitos de la seial inducida por
Wnt mediante el receptor FZD2, asociado a la ruta no candnica independiente de
-catenina. Sin embargo, este efecto se revierte parcialmente por la inhibicidon de la
calcineurina, proteina implicada en la ruta no canénica Wnt-Ca?* (178). Este resultado
parece indicar que las dos rutas no candnicas podrian tener efectos opuestos en la
diferenciacién de adipocitos (144), si bien no estd clara la implicacion de las dos rutas en

el proceso.
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La ruta de Wnt candnica dependiente de [B-Catenina puede ser inhibida por
antagonistas como DKK1, que se une a los correceptores LRP5/6 inhibiendo asi la ruta. Se
ha demostrado que la expresidon ectépica de DKK1 en células 3T3-L1 inhibe la seializacién
de la ruta candnica de Wnt y promueve la diferenciacién de adipocitos (179). La delecién
del antagonista de la ruta candnica SFRP1, conlleva un 20% de reduccién en la grasa
corporal en ratones, acompafiado de un aumento en la masa 6sea (180). También CBY,
proteina que se une a 3-Catenina inhibiendo su actividad transcripcional y los efectos de
la ruta candnica, promueve la diferenciacién de adipocitos en células 3T3-L1 (181). En la
figura 116 se muestra un esquema con el efecto proadipogénico de la inhibicidn de la ruta

canonica de Wnt.

@ Fig.l16. Efecto proadipogénico de la inhibicion de
@ la ruta candnica de Wnt en preadipocitos. Por un
lado, SFRP y DKK1 pueden inhibir la sefializacién
LRP E Frizzled de la ruta canodnica, por represion de proteinas
como WNT10B o por unién al complejo LRP5/6
respectivamente. Por otro lado, la activacién de la
ruta no candnica por WNT5B conlleva Ila
degradacion de 3-Cateninay por tanto una menor
translocacién de esta proteina al ndcleo. En
ambos casos se promueve la adipogénesis. Figura
adaptada de (144).

Proadipogénico

1.5.3. PAPEL DE LOS miRNAs EN LA ADIPOGENESIS

Los miRNAs juegan un papel importante en la regulacidon postranscripcional de
multitud de genes involucrados en procesos bioldgicos de proliferacion y la diferenciacién
celular, entre los que cabe destacar la adipogénesis. Los miRNAs actian como reguladores
postranscripcionales de un gran niumero de genes diana implicados en la regulacion de la

adipogénesis, lo que convierte a estos pequefios RNAs no codificantes en reguladores de
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este proceso per se. Dependiendo de su diana, los miRNAs pueden actuar como
reguladores en las diferentes fases de la adipogénesis: en el compromiso de las MSC a
preadipocitos y en el proceso terminal de diferenciacién, incluyendo la expansion clonal.
Asimismo, pueden actuar bien promoviendo o bien inhibiendo el proceso de la

adipogénesis (182, 183).

Existen miRNAs que participan en la fase de compromiso de las MSC, favoreciendo
la conversidn a preadipocitos, al regular genes diana importantes de la osteogénesis. Tal
es el caso de miR-124, que se une a la region 3’'UTR de DLX5, un TF pro-osteogénico,
regulando negativamente sus niveles de expresidon y promoviendo la adipogénesis (184).
También miR-204 y su homdlogo miR-211 regulan el compromiso de MSC al linaje
adipocitico u osteoblastico uniéndose a la regidon 3’'UTR de RUNX2, un TF importante y
determinante en la diferenciacion de osteoblastos, inhibiendo su expresion e induciendo

asi la adipogénesis (185).

La expansion clonal, primera etapa dentro de la diferenciacion terminal de
adipocitos, esta también sometida a regulacién por miRNAs. El cluster miR-17-92 aumenta
sus niveles de expresiéon durante la expansién clonal e inhibe por unién directa la
expresion del supresor tumoral RB2/p130, regulando asi positivamente la diferenciacion
de adipocitos (186). Otro miRNA importante en esta fase es miR-363, cuya sobreexpresion
inhibe la expansidn clonal y la diferenciacion terminal, mediante la represidn directa de
E2F3, un TF de la familia E2F, clave en la regulacién del crecimiento y la proliferacién
durante esta fase de la diferenciacidén (187). Let-7 también tiene un papel regulador en
este paso de la adipogénesis. Este miRNA inhibe la expresion de HMGA2, cuyos niveles
aumentan durante la expansidn clonal, actuando de esta manera como un inhibidor de la

diferenciacién de adipocitos (188).

Algunos miRNAs pueden tener una funcién reguladora en el paso final de la
diferenciacién terminal, que convierte a los preadipocitos en adipocitos maduros, bien
como reguladores negativos del proceso o bien como reguladores positivos. Buenos
ejemplos de reguladores negativos son miR-27a (189), miR-27b (190) y miR-130 (191), que
inhiben de manera directa la expresion del TF PPARYy, inhibiendo asi la diferenciacién de

adipocitos. Otro miRNA que regula negativamente la diferenciacion terminal de
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adipocitos es miR-448, cuya sobreexpresion inhibe los niveles de KLF5 por unién directa,
provocando la inhibicidn de la expresidon de marcadores de diferenciacion como PPARy y
un descenso en la acumulacién de TG (192). miR-155 también es un inhibidor de la
diferenciacion de adipocitos y su sobreexpresidon esta asociada a una disminucién en los
niveles de las proteinas CREB y C/EBPf3, de gran importancia en los pasos tempranos de la
diferenciacién terminal (193). Otro miRNA que actia como regulador negativo inhibiendo
la diferenciacidon es miR-224-5p, que se une directamente a la regiéon 3'UTR de EGR2, un
TF que activa positivamente el proceso en los pasos tempranos de la diferenciacion de
adipocitos, inhibiendo su expresion (194). miR-138 también es considerado un inhibidor
de la diferenciacién al unirse directamente a EID-1 y provocando asi un descenso en los
niveles de la expresién de esta proteina que actua promoviendo la diferenciacién de

adipocitos (195).

Entre los miRNAs que regulan positivamente el proceso de diferenciacion terminal
se encuentra miR-143. Este regula directamente la expresion de ERKS5, un gen que codifica
una proteina MAPK, inhibiendo su expresién e induciendo la diferenciacion (196). Entre
los miembros de este grupo de reguladores que inducen la diferenciacién también se
encuentra miR-146b, que inhibe directamente la expresidn de SIRT1. Esta proteina inhibe
la diferenciacion de adipocitos mediante la induccidn de la deacetilacién de FOXO1 (197).
miR-210 es otro conocido mMiRNA proadipogénico, que inhibe por unidén directa la
expresion de TCF7L2, TF de gran importancia en la sefializacién de la ruta candnica de
Wnt/B-Catenina, lo que induce un aumento en la diferenciacién de adipocitos (198). Por
otra parte, se ha demostrado que la sobreexpresién de los miembros de la familia de
miR-8 en la linea celular ST2 inhibe la ruta candnica de Wnt, promoviendo la
diferenciacion de adipocitos, aumentando la expresion de FABP4 y la acumulacién de
lipidos (199). Existen miRNAs que pese a tener un efecto regulador en la diferenciacion,
no tienen aun una diana conocida aunque tengan dianas predichas bioinformaticamente;
tal es el caso de miR-103, cuya sobreexpresidon en preadipocitos induce un aumento de la

diferenciacion (200).

Por ultimo, numerosos estudios han relacionado los niveles de ciertos miRNAs con
pardmetros médicos de la obesidad. Por ejemplo, los niveles de expresién de miR-17-5p

y miR-132 son mas bajos en la sangre y el omentum de individuos obesos que en los
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individuos control, por lo que la expresién de estos miRNAs puede servir como un

marcador de la obesidad (201).
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"Los obstaculos son esas cosas
espantosas que ves cuando apartas los
ojos de tu meta".

Henry Ford






Objetivos

2.1. OBIJETIVO GENERAL

Dada la importancia de los miRNAs en multitud de procesos bioldgicos y en el
desarrollo de un gran nimero de patologias, nos propusimos analizar como primer paso
de esta tesis doctoral las regiones 3'UTR de varios genes relacionados con
hipercolesterolemias hereditarias. Este analisis nos condujo a determinar la implicacién
de un miRNA en concreto, miR-148a, en la regulacion del gen APOB. Asimismo, el estudio
de la bibliografia sobre este miRNA nos llevé a continuacion a analizar el papel del miRNA
maduro mayoritario del duplex, miR-148a-3p, en la diferenciacion de adipocitos, para

intentar determinar asi su potencial relacion en el desarrollo de la obesidad.

2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar las regiones 3'UTR de genes relacionados con las hipercolesterolemias

hereditarias.
2) Estudiar el efecto regulador de miR-148a-3p y miR-148a-5p sobre la expresiéon de APOB.
3) Estudiar el papel de miR-148a-3p en la diferenciacién de adipocitos.

4) Estudiar el efecto regulador de Nr5a2 sobre la expresion de miR-148a-3p, asi como su

papel en la diferenciacién de adipocitos.

5) Determinar la posible funcionalidad del SNP rs4722551, localizado en el promotor de

miR-148a y asociado con IMC.
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"En el fondo, los cientificos somos gente
con suerte: podemos jugar a lo que
queramos durante toda la vida".

Lee Smolin






Materiales y métodos

3.1. CULTIVOS CELULARES

3.1.1. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES

Para la realizacidn de esta tesis doctoral se utilizaron tres lineas celulares: HepG2,

3T3-L1y HEK293T.

Las células HepG2 (numero ATCC: HB-8065), obtenidas originariamente a partir de
un carcinoma hepatocelular, se utilizaron como modelo de higado en los experimentos
para estudiar el efecto de la inhibicién de miR-148a sobre la expresion de APOB, PCSK9 y
LDLR. También se utilizaron estas células para la obtencidn de extractos nucleares para
ensayos de EMSA, en la extraccién de proteinas para ensayos luciferasa y en el aislamiento
y extraccion de DNA para el clonado de regiones 3’"UTR humanas. Estas células HepG2 se
cultivaron en medio DMEM-Glutamax (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, 100 Ul de penicilina y 100 mg/ml de

estreptomicina.

Para todos los estudios del efecto de miR-148a y Nr5a2 sobre la diferenciacion de
adipocitos se utilizé la linea celular murina 3T3-L1 (numero ATCC: CL-173). Esta linea
celular se emplea comunmente para los estudios de diferenciaciéon de adipocitos ya que
son fibroblastos de ratén tipo preadipocitos, y en las debidas condiciones de cultivo se
diferencian hasta convertirse en adipocitos maduros. También se utilizaron estas células
para la extraccidn de RNA para cuantificar la expresion génica, de DNA para clonado y de
proteinas para ensayos de actividad luciferasa, EMSA, western blot, ELISA y ChIP Las
células 3T3-L1 se cultivaron en medio DMEM-Glutamax suplementado con suero bovino

DBS al 10%, 100 Ul de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina.

Para la sintesis de lentivirus con el shRNA de Nr5a2 se utilizé la linea celular humana
HEK293T (numero ATCC: CRL 1573), la cual se emplea habitualmente para realizar
transfecciones. Se cultivaron en medio DMEM-Glutamax suplementado con suero fetal

bovino (FBS) al 10%, 100 Ul de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina.

Todas estas lineas celulares son adherentes y se subcultivaron antes de que

alcanzasen la confluencia. Para ello, se lavaron las placas de células con PBS (4,3 mM
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NaxHPO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,4 mM KH2POa) y se afiadié una solucién de tripsina-
EDTA precalentada a 37°C. Se incubaron las células a 37°C durante 5 o 10 minutos,
dependiendo de la linea, y se le afadié 5 ml de medio de cultivo completo. Se
resuspendieron bien las células y se resembraron en placas con medio de cultivo fresco.
Todas las lineas celulares se crecieron a 37°C en una atmoésfera humidificada al 5 % de
CO,, y se cambio el medio de cultivo por medio fresco cada 48 horas. Todos los reactivos

de cultivo celular fueron adquiridos en la casa comercial LONZA (Basilea, Suiza).

Fig.M1. Fotografias de células 3T3-L1 sin diferenciar y diferenciadas. A la izquierda, preadipocitos
justo antes de la induccién de la diferenciacion (dia 0), y a la derecha, adipocitos maduros ya
diferenciados (dia 9). Estas fotografias fueron tomadas con un microscopio dptico a un aumento de
20x.

3.1.2. DIFERENCIACION DE LAS CELULAS 3T3-L1

Las células 3T3-L1 se sembraron y cultivaron en pocillos de placas adherentes T24
con medio de cultivo DMEM-Glutamax suplementado con suero bovino DBS al 10%, 100
Ul de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. Tras alcanzar la confluencia se
mantuvieron las células con este medio de cultivo de mantenimiento durante 24 horas, y
trascurrido este tiempo se cambié el medio por el medio de diferenciacién que estaba
compuesto por el medio de cultivo de mantenimiento suplementado con insulina 1 uM,
IBMX 0,5 mM y dexametasona 1 uM (dia 0). Tras permanecer las células 72 horas con este
medio de diferenciacién, se sustituyo este medio por medio de cultivo de mantenimiento
con insulina 1 uM, que se reemplazd por este mismo medio fresco cada 48 horas hasta
que las células 3T3-L1 se diferenciaron completamente a adipocitos maduros (dia 9), 9
dias después de comenzar el proceso de diferenciacién. En la figura M1 se muestran unas
fotografias realizadas con el microscopio de preadipocitos 3T3-L1 y adipocitos maduros

ya diferenciados, 9 dias después de la induccidn.
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3.1.3. TRANSFECCION CON INHIBIDORES Y MIMICS DE miRNAs

Para conocer el efecto de miR-148a en las distintas lineas celulares empleadas se
utilizaron miRCURY LNA microRNA Inhibitors de Exigon (Copenhage, Dinamarca) como
inhibidores de los miRNAs miR-148a-3p y miR-148a-5p, y MISSION miRNA MIMICS de
Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA) como mimic del miRNA miR-148a-3p. Los inhibidores
utilizados eran oligonucledtidos complementarios a la secuencia del miRNA que se
deseaba inhibir, y los mimics oligonucleétidos con la misma secuencia del miRNA de
estudio, con lo que se consiguid la sobreexpresion del mismo aumentando su nimero de
copias. Tanto inhibidores como mimics se adquirieron tratados, para que tuvieran
resistencia a la accién de RNasas celulares y fueran estables con el tiempo (se probd su
eficacia en nuestro laboratorio durante al menos 14 dias). Como control, en todos los
experimentos se transfectaron células con un oligonucledtido non-target con el mismo
tratamiento que los inhibidores y que no hibridaba con ninguna secuencia conocida. En la

tabla suplementaria S1 se muestran las secuencias de los inhibidores y mimic utilizados.

Para transfectar tanto inhibidores como mimics se utilizé el agente jetPEl de
Polyplus (New York, USA), agente basado en polimeros catiénicos derivados de la
polietilenimina. Se anadieron 1 pul de inhibidores o mimic con una concentracién de 20 uM
y 50 pl de NaCl 150 mM en un tubo eppendorf. Paralelamente, en otro tubo se afiadieron
2 ul del agente jetPEl y 50 ul de NaCl 150 mM por cada una de las muestras a transfectar.
A continuacidn, se mezclaron los dos tubos con el vdrtex y se centrifugaron suavemente,
tras lo cual se anadié la solucion de jetPEl gota a gota a los tubos con las diferentes
soluciones de inhibidores o mimic. Se volvid a agitar la muestra de jetPEl y
oligonucleétidos en el vértex y se centrifugd, incubandola después a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadié gota a gota la mezcla
de transfeccidn a las células, sembradas en placas adherentes T24 y con 500 ul de medio
de cultivo fresco por pocillo. La concentracién final de los inhibidores o mimic en el medio
fue de 40 nM en todos los experimentos y con todas las lineas celulares. 24 horas después
de la transfeccidn, las células se utilizaron para varios experimentos en los que se investigd
el efecto de los distintos miRNAs de estudio: extraccion de RNA, extraccidn de proteinas
o como punto de inicio de la diferenciacion a adipocitos (dia 0) para estudiar el efecto de

miR-148a-3p en dicho proceso.
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3.1.4. CONSTRUCCION DE LAS LINEAS DE CELULAS 3T3-L1 CON SOBREEXPRESION Y
SILENCIAMIENTO DE Nr5a2

Se construyeron dos lineas de células 3T3-L1 con sobreexpresién (PCEFL-Nr5a2) y
silenciamiento (shNr5a2) de Nr5a2 para estudiar el efecto de este receptor nuclear sobre

la expresidon de miR-148a y sobre la diferenciacién de adipocitos.

3.1.4.1. CONSTRUCCION DE LA LINEA CON SOBREEXPRESION DE Nr5a2 (PCEFL-Nr5a2)

Como primer paso para establecer una linea de células 3T3-L1 que sobreexpresase
Nr5a2, se clond la secuencia del DNA complementario del receptor nuclear Nr5a2 en el
vector de expresidon en eucariotas PCEFL. Una vez secuenciado el fragmento y clonado en
el vector PCEFL, se transfectd en células 3T3-L1 sembradas en una placa de cultivo P-100,
tras dejarlas crecer hasta una confluencia del 50%. Para la transfeccidn se utilizo el agente
jetPEl de Polyplus. Se afiadieron 10 pg del plasmido PCEFL-Nr5a2 y 250 pl de NaCl 150 mM
en un tubo eppendorf. Paralelamente, en otro tubo se afladieron 20 pl del agente jetPEl
y 250 ul de NaCl 150 mM. A continuacién, se agitaron los dos tubos con el vortex y se
centrifugaron suavemente, tras lo cual se afiadioé la solucién de jetPEl gota a gota al tubo
gue tenia el plasmido. Se volvié a agitar la muestra de jetPEl y plasmido en el vortex y se
centrifugd, incubdndola después a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo, se afadié gota a gota la mezcla de transfeccidn a las células

3T3-L1 sembradas en la placa P-100 con medio de cultivo fresco.

A las 48 horas se cambid el medio de las placas y se suplementé el medio de las
células transfectadas con geneticina de la casa comercial Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
USA) a una concentraciéon de 750ug/ml. A continuacidn se seleccionaron los clones
resistentes a la geneticina y estas células seleccionadas se crecieron independientemente
en otras placas de cultivo, comprobando a posteriori si efectivamente tenian
sobreexpresada la expresion del receptor nuclear Nr5a2 mediante experimentos de PCR

cuantitativa (gPCR).
3.1.4.2. CONSTRUCCION DE LA LINEA CON SILENCIAMIENTO DE Nr5a2 (shNr5a2)

Para el silenciamiento de la expresién de shNr5a2 en las células 3T3-L1 se usaron
lentivirus que contenian plasmidos que expresaran shRNAs especificos contra el mRNA de

Nr5a2 de la casa Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Para la sintesis de los lentivirus se
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utilizaron tres plasmidos diferentes: el plasmido con uno de los shRNA especificos contra
Nr5a2, un vector con el gen que codificaba para la envuelta proteica, pCl-VSVG, y un

vector de empaquetado, psPAX2 (Fig.M2). Los plasmidos adquiridos con los shRNA,

especificos de raton,
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Fig.M2. Mapas de los vect