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Resumen

El constante incremento de la prevalencia de la obesidad a nivel mundial, que
estd alcanzando dimensiones epidémicas, constituye un grave problema de salud
publica, debido al desarrollo de comorbilidades graves asociadas a esta patologia, como
la resistencia a insulina (IR), diabetes tipo 2 (T2D), enfermedad de higado graso no
alcohdlico (NAFLD), dislipemias, enfermedades cardiovasculares, asma, hipertension
arterial, hipercolesterolemia, accidentes cerebrovasculares, artritis, enfermedades
neurodegenerativas e incluso ciertos tipos de cdncer. Durante el desarrollo de la
obesidad, ocurre un desequilibrio entre el gasto energético y la ingesta caldrica
producido por multiples factores complejos y variables entre los que encuentran el sexo,

la edad, el ambiente socio-cultural, una alimentacion descontrolada —asociada, o no, a

procesos emocionales—, y la actividad fisica. Independientemente del/los factor/es que
provocan el desarrollo de obesidad, la disfuncidn del tejido adiposo subyace como causa

bioldgica principal asociada a esta enfermedad.

El tejido adiposo es un drgano de gran complejidad, siendo esencial para el
mantenimiento de la homeostasis energética del organismo por su papel como
responsable del almacenamiento del exceso de energia y su posterior movilizacién
segln demandas energéticas. Ademas, tras el descubrimiento de la leptina en 1994, el
tejido adiposo pasd a ser reconocido como un drgano endocrino productor de
hormonas, citoquinas, factores de crecimiento y factores vasoactivos, denominados en
su conjunto como adipoquinas, que regulan desde la homeostasis energética, hasta la

ingesta, la inflamacidn, la reproduccion o el crecimiento celular.

Si nos centramos en el tejido adiposo blanco (de aqui en adelante, denominado
tejido adiposo), se distribuye fundamentalmente en dos localizaciones principales:
depdsito subcutaneo (SC) y depdsito omental (OM), con diferencias celulares,
fisioldgicas, metabdlicas y funcionales. Por ello, hay que destacar la importancia del
estudio de las caracteristicas de cada depdsito del tejido adiposo ya que su distribucién
-independientemente de la cantidad de grasa corporal total- es un factor de riesgo para
el desarrollo de las comorbilidades de la obesidad. Asi, el incremento del depdsito OM
se asocia con un mayor riesgo cardiovascular, mientras que la acumulacién de grasa en

el depdsito SC se relaciona con un perfil protector desde el punto de vista metabdlico.



Resumen

No obstante, la remodelacion y disfuncion de cada depdsito también puede contribuir a
la fisiopatologia de la enfermedad metabdlica relacionada con la obesidad. En concreto,
las alteraciones en la adipogénesis del depésito SC se han relacionado con la falta de
expansibilidad de dicho tejido y, con ello, al desarrollo de las complicaciones

metabdlicas asociadas a la obesidad.

En este contexto, el exceso de energia existente en condiciones de obesidad
conlleva a una expansion patoldgica del tejido adiposo que conduce a otros procesos
patogénicos en este tejido, entre los que se encuentran una desregulacion del
metabolismo glucidico y lipidico, aparicién de estrés oxidativo y del reticulo
endoplasmatico y un estado inflamatorio. Ademds, cuando se alcanza el limite de
expansion del tejido adiposo, no es posible acumular mas lipidos en este dérgano,
induciendo el depdsito ectdpico de grasa en otros tejidos involucrados en el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, un evento cominmente definido como
lipotoxicidad. La acumulaciéon excesiva de lipidos en tejidos ectépicos conduce, en gran
medida, al desarrollo de resistencia a insulina, siendo probablemente el contribuyente
principal —junto a la inflamacién- de la aparicién de complicaciones metabdlicas en los

sujetos con obesidad.

A pesar de las multiples evidencias que se han encontrado sobre la relacién entre
la disfuncion del tejido adiposo y la apariciéon de enfermedades metabdlicas —como la
obesidad, la resistencia a insulina y la diabetes tipo 2—, aun se desconocen muchos de
los mecanismos subyacentes y rutas biolégicas que se alteran en el tejido adiposo y
promueven el desarrollo de estas condiciones patoldgicas. Los ultimos avances en la
identificacion de marcadores de disfuncion del tejido adiposo en obesidad y su
asociacién con enfermedades metabdlicas han sido posibles gracias, en parte, a las
técnicas omicas, incluyendo estudios gendmicos, transcriptdmicos y protedmicos en
modelos animales y humanos en condiciones de obesidad. En el grupo donde se ha
desarrollado esta Tesis Doctoral, se han llevado a cabo varios estudios protedmicos de
tejido adiposo y de sus principales componentes: fraccién del estroma vascular,

precursores y adipocitos que se alteran en obesidad con o sin resistencia a insulina (IR)
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o diabetes tipo 2 (T2D) o también, en repuesta a la pérdida de peso tras cirugia

bariatrica.

Sin embargo, a pesar de los avances realizados en la identificacién de nuevos
marcadores de la disfuncion del tejido adiposo en obesidad, son necesarios nuevos
estudios que estén centrados no solo en los posibles cambios cuantitativos que puedan
sufrir las proteinas, sino también en su localizacién y, especialmente, en el estado
funcional/disfuncional de dichas proteinas. En este sentido, el estudio de las
modificaciones postraduccionales de las proteinas puede proporcionar vias adicionales
de identificacién de biomarcadores potenciales que puedan ser utiles para el
establecimiento de nuevas alternativas biomédicas. Actualmente, se acepta que la
diferencia en complejidad que existe entre el genoma y el proteoma se debe, en gran
parte, a las modificaciones postraduccionales (MPTs) que sufren las proteinas, ya que
de los 25.000 genes aproximadamente que tiene el ser humano, se codifica un nimero
final estimado de 1 millén de proteinas. La gran mayoria de proteinas estan reguladas
por MPTs (fosforilacidn, acetilacion, carbonilacién...) de las que poco se sabe en el tejido

adiposo en obesidad.

Por ello, esta Tesis Doctoral ha tenido como objetivo explorar, identificar y
caracterizar nuevos posibles marcadores del tejido adiposo regulados funcionalmente
por modificaciones postraduccionales, una reversible —acetilaciéon-y otra, irreversible —
carbonilacién-, e implicados en el desarrollo y progresiéon de enfermedad metabdlica

(IRy T2D) en condiciones de obesidad.

En concreto, la acetilacidn es una de las MPTs que mas se ha relacionado con la
obesidad, diabetes y cancer, asi como con enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas. En esta Tesis Doctoral se describe, por primera vez, el perfil de
proteinas acetiladas (acetiloma) del tejido adiposo humano de los dos principales
depdsitos (subcutdneo y omental) bajo condiciones fisiolégicas (individuos delgados) y
en condiciones patoldgicas (obesidad y resistencia a insulina). Estos estudios muestran
que el 25% del proteoma total del tejido adiposo humano esta regulado por acetilacion,
demostrando la gran importancia que tiene esta MPT en el funcionamiento de este

drgano. Al analizar el perfil de acetilacién de proteinas especificas en los distintos grupos
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de sujetos estudiados, se observo que la obesidad vy la resistencia a insulina afectan de
manera depdsito-dependiente a la acetilaciéon de proteinas en el tejido adiposo. La
reduccion total del estado de acetilacidén, asi como la alteracidon de los niveles de
acetilacién en enzimas clave del metabolismo energético observadas entre individuos
delgados y obesos con normoglucemia (Ob-NG) o resistencia a insulina (Ob-IR), podrian
contribuir a la disfuncién de los adipocitos y al desarrollo de enfermedades metabdlicas

asociadas a la obesidad.

Como se ha mencionado, el analisis del acetiloma mostré la existencia de
diferentes patrones de acetilacion entre los dos depdsitos principales de tejido adiposo,
SCy OM, destacando la complejidad molecular de este tejido. En concreto, este andlisis
mostré cambios en la acetilaciéon de la chaperona lipidica y adipoquina, FABP4, en el
depdsito SC en relaciéon con la resistencia a la insulina, revelando asi un posible
biomarcador de expansion disfuncional especifica de depdsito. Estudios previos han
demostrado que FABP4 podria ser un marcador de resistencia a insulina debido a sus

altos niveles circulantes en individuos obesos con resistencia a insulina.

FABP4 interviene en la captacion, almacenamiento y movilizacion de acidos
grasos, ademas de participar en la regulaciéon transcripcional mediada por lipidos en el
nucleo y ejercer una accién senalizadora como adipoquina. La alteracion de FABP4 en
obesidad podria relacionarse con la acumulacién alterada de lipidos que ocurre en el
tejido adiposo en estas condiciones, debido a su papel en la modulacidon del
metabolismo lipidico en los adipocitos. Sin embargo, se desconoce si esta funcién podria
estar modulada por acetilacién, lo que podria ayudar a definir realmente a FABP4 como
biomarcador de estas patologias. Nuestros resultados indicaron que los cambios en el
perfil de acetilacién de FABP4 regulan su ubicacién celular y alteran las funciones
intracelulares de FABP4 (control de adipogénesis y de las rutas lipolitica/lipogénica),
indicando la existencia de una regulacién cualitativa, mas alla de la cantidad de proteina
disponible, que impacta en su funcidn. Por tanto, no solo la proteina en si, sino también
su estado de acetilacién, podrian constituir dianas terapéuticas en obesidad y

resistencia a insulina.



Resumen

Por otra parte, en la patogénesis de la obesidad, resistencia a insulina y diabetes
tipo 2, juega un papel fundamental el estrés oxidativo, el cual se produce como
consecuencia de un acumulo citotdxico de especies reactivas de oxigeno (ROS). El exceso
de ROS provoca dafio celular como consecuencia de la induccién de procesos como la
peroxidacién de lipidos o la carbonilacidn de proteinas. Asi, en esta Tesis Doctoral hemos
explorado este ultimo proceso, describiendo, por primera vez, el perfil diferencial de
proteinas carboniladas (carboniloma) del tejido adiposo humano de los dos depdsitos
de grasa, subcutdneo y omental, en sujetos con obesidad y diferente grado de

sensibilidad a insulina —sujetos con obesidad y normoglucemia (Ob-NG), con obesidad y

resistencia a insulina (Ob-IR) o con obesidad y diabetes tipo 2 (Ob-T2D)-. Nuestros
resultados protedmicos evidenciaron diferencias especificas de depdsito en el
carboniloma del tejido adiposo, proporcionando nuevos conocimientos sobre la
participacién del tejido adiposo omental en el desarrollo de resistencia a insulina

asociada a la obesidad.

En concreto, nuestros resultados protedmicos mostraron un patron de
carbonilacidn diferencial de la transferrina entre los sujetos Ob-NG vs. Ob-IR y Ob-T2D
en el depdsito SC y OM, encontrando un aumento significativo de la transferrina
carbonilada en pacientes Ob-IR vs. Ob-NG en el depésito OM. Adicionalmente, debido a
la relacion entre el metabolismo glucidico y del hierro analizamos la homeostasis del
hierro en el tejido adiposo de nuestros sujetos de estudio, no encontrando diferencias
significativas en el contenido de hierro total entre los grupos. Sin embargo, se
encontraron cambios en la distribucion del receptor de transferrina en adipocitos
condiciones de exposicidn al ambiente existente en diabetes (i.e., exposicion a medios
condicionados procedentes de pacientes que desarrollan T2D) que podrian asociarse a
una alteracidon en su unién con la transferrina. También identificamos los sitios
potenciales de interaccion entre transferrina y su receptor susceptibles de modificar
dicha interaccidn. Asi, nuestros estudios mostraron que la internalizacion del receptor
de transferrina se altera en respuesta a un ambiente inductor de T2D, lo que sugiere que
en el desarrollo de T2D podria contribuir, al menos en parte, la carbonilaciéon de un
residuo especifico de la transferrina, P74, modificando sus propiedades electrostaticas

y, por tanto, comprometiendo su unién con su receptor. En conjunto, estos resultados
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muestran la posible relacion entre la carbonilacién de proteinas y la desregulacion de la
homeostasis del hierro que tiene lugar en condiciones de obesidad y enfermedad

metabdlica.

Por ultimo, los estudios protedémicos en general, y de MPTs en particular, tienen
limitaciones en cuanto a la falta de herramientas (por ejemplo, anticuerpos especificos
de residuos, o induccién de MPTs en residuos especificos de proteinas concretas) que
permitan profundizar para el diseio de estrategias de prevencién o terapéuticas. En este
contexto, la nanomedicina aparece como una linea de trabajo futuro para el disefio de
estas estrategias, una linea que aun no ha sido muy explorada en relacién al tejido
adiposo en particular. Existe, por tanto, la necesidad de buscar nuevas estrategias
metodoldgicas en este dmbito, tales como el uso de los quantum dots. En concreto, ya
hay quantum dots conjugadas con proteinas comerciales (Qdot™ Streptavidin Sampler
Kit, por ejemplo) para aplicaciones como Western blot, citometria de flujo, adquisicidn
de imagenes por microscopia confocal e incluso en flujos de trabajo de purificacion para
lograr el fraccionamiento deseado. En esta Tesis Doctoral se llevé a cabo, por primera
vez, un estudio comparativo in vitro totalmente paralelo del comportamiento de dos
tipos de quantum dots, CQDs (carbon-based quantum dots) y SQDs (semiconductor
quantum dots) en preadipocitos, como precursor del tipo celular maduro del tejido

adiposo y por tanto, elemento fundamental en la expansion de dicho tejido.

Nuestros resultados mostraron que las CQDs podrian ser una buena herramienta
para la caracterizacidon y posible aplicacion biomédica de proteinas de interés en
condiciones de obesidad y resistencia a insulina, como FABP4 o transferrina, las cuales
son reguladas funcionalmente por modificaciones postraduccionales. Mas aun,
independientemente del tipo de nanoparticula, hay que tener en cuenta la influencia de
los distintos componentes del microentorno celular (i.e, medio de cultivo), ya que
pueden alterar las caracteristicas sintéticas de las mismas, otorgandoles nuevas
propiedades bioldgicas que repercuten en su comportamiento a nivel celular. Estos
resultados, por tanto, abren una nueva linea de futuro para el desarrollo no solo de
estudios de caracterizacion basicos, sino para la puesta a punto de nuevas herramientas

con aplicacion potencial en el campo de la obesidad.
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OBESIDAD
Y ENFERMEDAD METABOLICA

1. Antecedentes

La obesidad y el sobrepeso se definen, segin la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), como la acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo que puede tener
efectos perjudiciales para la salud. A partir de 2008, la Sociedad Americana de Obesidad
comenzdé a considerar la obesidad como una enfermedad crénica que conduce a
anomalias estructurales, trastornos fisiolégicos y deficiencias funcionales (Jastreboff et
al., 2019). El aumento de la prevalencia a nivel mundial de esta enfermedad ha llevado
a considerarla como una epidemia y un verdadero problema de salud. Si las tendencias
contindan asi, para 2030 se estima que el 38% de la poblacién adulta mundial tendra
sobrepeso y otro 20% presentard obesidad (Hruby y Hu, 2015). Esta situacion se ha
convertido en un problema de salud mundial porque la obesidad afecta a casi todas las
funciones fisioldgicas del cuerpo (Chooi et al., 2019; Lépez-Otin y Kroemer, 2021). Hoy
en dia, la obesidad se asocia con una disminucidon de la esperanza de vida y es

responsable del 10-13% de las muertes prematuras (Leung et al., 2017).

La obesidad aumenta considerablemente el riesgo de sufrir enfermedades como
la resistencia a insulina, lo que constituye un factor de riesgo principal en el desarrollo
de diabetes tipo 2, hipertension, dislipemia y enfermedad cardiovascular, incluidas en
el sindrome metabdlico, asi como a ciertos tipos de cancer (mama, ovario, prostata,
higado, entre otros), problemas de salud mental e infertilidad (Qureshi et al., 2007;
Bruce y Hanson, 2010; Pischon et al.,, 2011; Singh et al., 2013; Stone et al., 2018;
Mintziori et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1. Obesidad y comorbilidades. Adaptado de Scherer, 2012.

Curiosamente, y a pesar de la acumulaciéon de datos que apoyan una relacién

causal entre la obesidad y el desarrollo de enfermedad metabdlica, existe un subgrupo

de individuos con obesidad, conocidos como sujetos con obesidad metabdlicamente

sanos, que parecen mostrar resistencia al desarrollo de las complicaciones asociadas a

la obesidad, al menos temporalmente (Denis y Obin, 2013; Xu et al., 2013). Estos

individuos, que corresponden al 20-30% de la poblacién con obesidad y se caracterizan

por un exceso de tejido adiposo, son sensibles a insulina, no son hipertensos y presentan

perfiles inmunoldgicos, hormonales, de inflamacion, lipidos y de enzimas del higado

favorables en comparacion con las personas con obesidad que desarrollan enfermedad

metabdlica (Denis y Obin, 2013; Xu et al., 2013; Bliher y Schwarz, 2014).
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2. Causas

Durante la obesidad, se produce una descompensacién del balance entre la
ingesta caldrica y el gasto energético (Oussaada et al., 2019). En el desarrollo de la
obesidad intervienen factores ambientales, conductuales y bioldgicos, los cuales
resultan extremadamente complejos y variables (Bray et al., 2018). Algunos de estos
factores son la edad, el sexo, la actividad fisica diaria, el ambiente socio-cultural, una
alimentacion descontrolada asociada, o no, a procesos emocionales, asi como la

disfuncién del tejido adiposo como causa bioldgica principal (Bliher, 2019) (Figura 2).

Todos los individuos poseen una capacidad maxima de expansion del tejido
adiposo, que estd determinada por factores genéticos y ambientales. Cuando se alcanza
este limite (estado de obesidad), el tejido adiposo sufre una remodelacién en respuesta
a procesos patogénicos como la inflamacién, fibrosis e hipoxia, que contribuyen a la
disfuncién del tejido adiposo inducida por la obesidad (Datta et al., 2018; Tanaka et al.,

2018).

INGESTA CALORICA

GASTO ENERGETICO

DESEQUILIBRIO CAUSADO POR FACTORES AMBIENTALES, CONDUCTUALES Y BIOLOGICOS

m Actividad fisica diaria
Ambiente socio-cultural

. - , Disfuncion del tejido adiposo
Alimentacién descontrolada asociada, o
no, a problemas emocionales

Figura 2. Factores que influyen en la disfuncién del tejido adiposo.
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TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un drgano de gran complejidad que juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis energética del organismo, ademas
de en numerosos procesos metabdlicos e inmunes (Booth et al., 2016). Clasicamente
considerado como un tejido estatico cuya funcién principal era el almacenamiento del
exceso de energia en forma de triacilglicéridos (TAGs), y de su posterior movilizacién
segln las demandas energéticas del organismo, el tejido adiposo también se encarga
del aislamiento térmico del organismo y otras funciones mecanicas como amortiguador,

protegiendo a los diferentes érganos (Mariman y Wang, 2010).

Fue a partir de la identificacion de la leptina en el afio 1994 (Zhang et al., 1994)
cuando el tejido adiposo pasé a ser reconocido como un activo érgano endocrino, no
solo con funciones autocrinas o paracrinas, sino también endocrinas mediante la
produccién de moléculas sefializadoras conocidas como adipoquinas (Peinado et al.,
2012). El tejido adiposo secreta mas de 60 adipoquinas (Lee et al., 2019) que, ademas
de actuar sobre el tejido adiposo, tiene otras dianas como el cerebro, las células B
pancreaticas, el higado, musculo esquelético y el sistema cardiovascular (Zhu y Scherer,
2018). En el secretoma del tejido adiposo se encuentran adipoquinas de origen proteico
como la leptina, adiponectina, resistina, factor de necrosis tumoral o (TNFa),
interleucina 6 (IL-6), entre otras (Hui y Feng, 2018), asi como lipidos bioactivos
(lipoquinas) y moléculas de ARN (Scheja y Heeren, 2019). Las adipoquinas regulan
numerosos procesos bioldgicos, como, por ejemplo, la homeostasis energética, la

ingesta, la inflamacidn, el crecimiento celular o la reproduccién (Parrettini et al., 2020).

Por ultimo, cabe destacar, que el tejido adiposo se encuentra inervado por el
sistema nervioso central que, junto con la secrecién de numerosos factores
sefializadores, pone de manifiesto su caracter dindmico y la constante comunicacién que

mantiene con el resto de drganos (Booth et al., 2016).
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1. Componentes celulares del tejido adiposo

El tejido adiposo se organiza formando un gran dérgano con una anatomia

discreta, una compleja citologia y alta plasticidad fisioldgica (Cinti, 2012). El tejido

adiposo contiene numerosos tipos celulares que interaccionan entre si, embebidas en

una matriz extracelular (Lenz et al., 2020) (Figura 3). Entre ellos, se encuentran los

adipocitos maduros, que representan el tipo celular principal del tejido adiposo, ademas

de la denominada fraccion de estroma vascular (SVF), que incluye fibroblastos,

macrofagos, linfocitos y células vasculares, asi como las células responsables de la

renovacion del tejido, las células madre mesenquimales y los preadipocitos (Cinti, 2012;

Lago et al., 2018). Este ultimo tipo celular, los preadipocitos, son los responsables de

que el tejido mantenga su plasticidad funcional (Ghaben y Scherer, 2019). El conjunto

de la actividad de sus distintos componentes celulares, que actian de manera integrada,

define las funciones basicas del tejido adiposo.
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Figura 3. Componentes del tejido adiposo. Modificado de Bourgeois et al., 2019.

11



Introduccion

1.1. Preadipocitos

Las células madre multipotentes derivadas del tejido adiposo, o células madre
derivadas del tejido adiposo (ADSCs) tienen potencial de diferenciacién osteogénica,
adipogénica y condrogénica (Moreno-Navarrete et al., 2017). Por su parte, el término
“preadipocito” define a la célula progenitora, aislada de la SVF, con capacidad de
proliferar constantemente y diferenciarse solo a adipocitos maduros a través del

proceso de adipogénesis (Zuk, 2013).

Los preadipocitos se han caracterizado por su morfologia, capacidad de
diferenciacién, secrecion de proteinas, huella de metilacién del ADN asi como por su
perfil epigénetico, entre otras caracteristicas (Ejarque et al., 2019). No obstante,
estudios recientes han mostrado la existencia de diferentes subtipos de preadipocitos
en el tejido adiposo, cuya distribucién difiere entre los distintos depdsitos grasos
(Ferrero et al., 2020). En particular, estudios de ARNseq de este tipo celular ha permitido
caracterizar las poblaciones de preadipocitos del tejido adiposo, proporcionando nuevos

conocimientos sobre las subpoblaciones de estas células (Vijay et al., 2020).

1.2. Adipocitos

Los adipocitos, células diferenciadas a partir de preadipocitos, estan especializados en
la acumulacién de lipidos cuyo tamafo puede ser desde <20 a 300 um de diametro,
variacién que depende principalmente de su contenido de TAGs (Stenkula y Erlanson-
Albertsson, 2018). Los adipocitos proporcionan un compartimento seguro y especifico
para la acumulacién de lipidos, las gotas lipidicas(Gupta, 2014). Cuando hay exceso de
energia, los acidos grasos libres (FFA) presentes en el plasma se internalizan en los
adipocitos, se esterifican con glicerol para dar lugar a TAGs y se almacenan en las gotas
lipidicas del adipocito, proceso conocido como lipogénesis (Ducharme y Bickel, 2008).
Ademads, los adipocitos también pueden sintetizar dcidos grasos a partir de la glucosa
mediante el proceso de lipogénesis de novo (Song et al., 2018). Sin embargo, durante
los periodos de demanda energética, como el ayuno, la actividad fisica o cualquier otra

necesidad de energia, los adipocitos movilizan los lipidos almacenados en las gotas
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lipidicas mediante lipdlisis, proceso mediante el cual cada molécula de TAG libera tres

acidos grasos y una molécula de glicerol (Saponaro et al., 2015; Song et al., 2018).

2. Diferenciacion adipocitaria

La diferenciacién adipocitaria, adipogénesis, es el proceso mediante el cual los
preadipocitos se diferencian a adipocitos maduros con capacidad para almacenar TAGs
y responder a la insulina (Ahmad et al., 2020). Este proceso consta de 4 etapas, que
estan controladas por una red de interaccién de factores de transcripcién que trabajan
para coordinar la expresion de gran cantidad de proteinas responsables del

establecimiento del fenotipo de adipocito maduro (Ghaben y Scherer, 2019) (Figura 4).

El primer paso consiste en la parada de la proliferacidon inducida mediante la
inhibicidn por contacto una vez alcanzada la confluencia celular asumiendo, los
preadipocitos, el compromiso para diferenciarse a adipocitos seguido de la expansién
clonal provocada por seiales hormonales, consiguiendo una sincronizacién del ciclo
celular. A este compromiso le sigue un paso de diferenciacién (diferenciacion temprana)
donde se detiene la divisidon celular y comienza la expresidn de genes caracteristicos de
los adipocitos, iniciando la acumulacién de lipidos que finaliza en una diferenciacidon

terminal que da lugar a adipocitos maduros funcionales (Esteve Rafols, 2014).
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Figura 4. Estadios de la adipogénesis: de preadipocitos a adipocitos maduros. Adaptado de
Esteve Rafols, 2014.
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Entre las proteinas consideradas como marcadores tempranos de diferenciacién
se encuentran factores de transcripcién clave, incluyendo a las proteinas C/EBPs
(CCAAT/enhancer-binding protein) y PPARy (Peroxisome Proliferator- Activated Receptor
y) (Lefterova y Lazar, 2009). Ademas, PPARy y C/EBPa inducen la expresion de genes
implicados en la diferenciacion terminal de los adipocitos maduros, es decir, genes
relacionados con la sensibilidad a la insulina, la lipogénesis y la lipdlisis, incluidos el
transportador de glucosa, GLUT4, la proteina de unién a acidos grasos 4 (FABP4), la

perilipina 1 (PLIN1) y adipoquinas como la adiponectina y leptina (Moseti et al., 2016).

3. Distribucion del tejido adiposo

Los adipocitos son las células mayoritarias del tejido adiposo, ricas en lipidos y
contenidas en un érgano con una gran plasticidad cuya composicion puede sufrir
cambios fisioldgicos llamativos (Cinti, 2018). En condiciones estandar, el tejido adiposo
comprende adipocitos blancos y adipocitos marrones, que definen a los depdsitos de
grasa blancay grasa parda, respectivamente, con diferencias morfoldgicas y funcionales
claras. Ambos tipos de adipocitos almacenan la energia en forma de triacilglicéridos
(TAGSs); sin embargo, mientras que los adipocitos blancos acumulan los lipidos en una
Unica gota lipidica, en los adipocitos marrones se distribuyen en varias gotas lipidicas
(Vazquez-Vela et al., 2008). Los dos tipos de adipocitos cumplen funciones casi opuestas
gue son esenciales para la supervivencia, almacenar y disipar energia respectivamente
(Giordano et al., 2014). Asi, mientras que el tejido adiposo blanco tiene una mayor
funcién de almacén de energia y movilizacién de los lipidos dependiendo de los
requisitos metabdlicos (Cinti, 2018), el tejido adiposo marrdn se encarga de metabolizar
los acidos grasos con el fin de producir calor en respuesta al frio y las bajas temperaturas,
proceso conocido como termogénesis (Cannon y Nedergaard, 2004). Ademas, el
citoplasma de los adipocitos marrones contiene una gran cantidad de mitocondrias que
estan enriquecidas en la proteina desacoplante 1 (UCP1), encargada de interrumpir el
acoplamiento de la cadena respiratoria a la ATP sintetasa, lo cual permite a su vez la

liberacion de calor (Lynes y Tseng, 2018).
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Se ha descrito un tercer tipo de adipocito, beige, con caracteristicas intermedias,
que difiere de los adipocitos marrones tanto en los genes que expresa como en su
origen, pero presenta capacidad termogénica (Mueller, 2014). De hecho, a diferencia de
los adipocitos marrones, que derivan de precursores comunes a las células musculares,
los adipocitos beige se propone que se generan mediante transdiferenciacién de los
adipocitos blancos (por ejemplo, en respuesta a frio, a catecolaminas, etc). Los
adipocitos beige se situan entremezclados con los adipocitos de la grasa blanca y su

cantidad disminuye con la obesidad (Cinti, 2018).

Los distintos depdsitos de tejido adiposo se han considerado como mini-érganos
especificos (Tchkonia et al., 2001). El tejido adiposo marrdn es significativamente mas
pequefio que el tejido adiposo blanco y, en humanos, esta localizado particularmente
en la zona cervical-supraclavicular; ya en adultos, solo es reconocible bajo determinadas
condiciones como una exposicién a frio (Saito et al., 2016). Si nos centramos en el tejido
adiposo blanco, el mas abundante —que, a partir de ahora denominaremos de forma
genérica como “tejido adiposo”-, se encuentra en dos localizaciones principales,
depdsito subcutaneo (SC) y depdsito omental (OM) con diferencias entre ambos tipos

de tejido adiposo (Khan et al., 2020) (Figura 5).

Tejido adiposo
subcutaneo (SC)

Riesgo metabdlico Papel protector
N Mayor secrecion Mayor tasa metabdlicay
de factores sensibilidad a insulina

proinflamatorios

SCvs OM

- Proliferacion y diferenciacion preadipocitaria: SC > OM
- Sensibilidad a insulina: SC > OM
- Secrecion de adipoquinas: Adiponectina (SC > OM)

Figura 5. Caracteristicas del tejido adiposo subcutaneo, SC, vs. tejido adiposo omental, OM.
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De hecho, SCy OM incluyen distintos tipos de células precursoras de adipocitos
(Sebo y Rodeheffer, 2019) que presentan diferencias intrinsecas en su genoma y
proteoma (Schleinitz et al., 2020), en su composicion lipidica (Hou et al., 2020) y en su
perfil metaboldmico (Ose et al., 2020), lo que proporciona diferencias fisiolégicas entre
ambos depdsitos (Kwok et al., 2016). Ademds, SC y OM difieren en cuanto a la
proliferacién y capacidad de diferenciacidon de sus células precursoras, siendo superior
en SC (Lafontan, 2014), mientras que la tasa de apoptosis estd mas aumentada en OM

(Pellegrinelli et al., 2016).

Asi, en cuanto a las caracteristicas metabdlicas, el depdsito SC forma
aproximadamente el 80% del tejido adiposo (Reddy et al., 2019). Este depdsito tiene una
mayor funcién de almacenamiento de lipidos, actuando como un tampodn fisiolégico en
situaciones de exceso de ingesta de energia (Karastergiou y Fried, 2013). Por el
contrario, el depdsito OM es metabdlicamente muy activo y libera constantemente
acidos grasos libres (FFA) al plasma (Tchkonia et al., 2013). Si comparamos los adipocitos
maduros de ambos depdsitos, el OM contiene adipocitos de mayor tamafio que los del
SC (Belligoli et al., 2019). En el caso de la captacidn de glucosa, los niveles basales y el
transporte de glucosa estimulado por insulina son mayores en el depdsito OM que en el
SC (Matodobra-Mazur et al., 2020). Asi, los niveles de expresién de ARNm del
transportador de glucosa, GLUT4, son mayores en adipocitos maduros del depdsito OM
que en el SC (Kojta et al., 2020). Finalmente, también existen diferencias entre el OM y
el SC en cuanto a su capacidad de sintetizar y liberar adipoquinas (Dodson et al., 2014).
El depdsito OM estd mds infiltrado por células inflamatorias —como los macréfagos- (Liu
y Nikolajczyk, 2019) vy, por lo tanto, tiene mayor capacidad de generar citoquinas
proinflamatorias como TNFa, proteina C- reactiva (PCR) e IL-6, entre otras (Mittal, 2019).
Por el contrario, el depdsito SC es la principal fuente de leptina y adiponectina

(Konigorski et al., 2019).

Es importante el estudio de las caracteristicas de cada depdsito de tejido
adiposo, ya que la distribucion de este tejido adiposo es un factor de riesgo para las
enfermedades asociadas a la obesidad, independientemente de la cantidad de grasa

corporal total (Giordano et al., 2014). Asi, la acumulacién de tejido adiposo en el
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depdsito OM se asocia con el desarrollo de comorbilidades relacionadas con la obesidad
y un mayor riesgo cardiovascular (Koster et al., 2015), mientras que la acumulacién de
grasa en el depdsito SC se asocia con una perfil protector desde el punto de vista
metabdlico (McLaughlin et al., 2016). Sin embargo, la remodelacién y disfuncion del
tejido adiposo de cada depdsito también puede ser un factor clave en la fisiopatologia
de la enfermedad metabdlica relacionada con la obesidad (Longo et al., 2019). En
concreto, las alteraciones en la adipogénesis del depdsito SC se han asociado con

complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad (Lessard et al., 2014).
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ALTERACIONES
DEL TEJIDO ADIPOSO EN OBESIDAD

La obesidad se origina a partir del desequilibrio existente entre la energia
ingerida y la consumida. Este exceso de energia acumulada conlleva a una expansién
alterada del tejido adiposo, hecho que conduce al desarrollo de otros procesos
patogénicos en este tejido, entre los que se encuentran una desregulacién del
metabolismo glucidico y lipidico, aparicion de estrés oxidativo y del reticulo
endoplasmatico y un estado inflamatorio (Sun et al., 2011; Tanaka et al., 2018; Kahn et

al., 2019).

1. Expansion patolagica del tejido adiposo

La plasticidad del tejido adiposo permite la adaptacién del organismo a diversas
situaciones metabdlicas como, por ejemplo, el ayuno, el estrés o periodos de exceso
energético (Booth et al., 2016). Asi, la capacidad de expansién del tejido adiposo
constituye un mecanismo de adaptacién cuya funcidn es hacer frente a una ingesta
excesiva de calorias de manera crdénica. La expansiéon "saludable" del tejido adiposo se
consigue, principalmente, reclutando y diferenciando preadipocitos a adipocitos
maduros, proceso conocido como hiperplasia y, en menor medida, con el aumento del
tamanfio de los adipocitos ya maduros existentes —hipertrofia— (Pellegrinelli et al., 2016)
(Figura 6). Este tipo de expansidon previene o retrasa la aparicidén de la resistencia a

insulina y la acumulacién ectépica de lipidos (Hepler y Gupta, 2017).

Concretamente, en obesidad se produce una expansidn patoldgica del tejido
adiposo (Figura 6). Durante esta expansidn, es mayoritario el proceso de hipertrofia vs.
hiperplasia del tejido adiposo. Asi, la hipertrofia de los adipocitos se asocia con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad (Longo et al., 2019). En
condiciones de obesidad, el tamafio de los adipocitos maduros debe alcanzar un umbral
critico antes de reclutar a células precursoras para aumentar el nUmero de adipocitos
maduros (Cotillard et al., 2014). La hipertrofia de estos adipocitos induce situaciones de

estrés en el tejido adiposo —estrés oxidativo y estrés del reticulo endoplasmatico, entre
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otros— (Bliher, 2013) que, junto con el estrés mecanico, fruto de la acumulacién de
matriz extracelular —fibrosis— (Spencer et al., 2011), desencadenan una respuesta

inflamatoria (Reilly Saltiel, 2017).

Estos procesos conducen a una limitacion en la capacidad de almacenamiento
del tejido adiposo, provocando que haya un exceso de lipidos en circulacion y se
almacenen en lugares ectopicos —higado, musculo esquelético y corazén- (Kahn et al.,
2019). La acumulacion excesiva de lipidos en tejidos ectdpicos conduce, en gran medida,
al desarrollo de resistencia a insulina (Reilly y Saltiel, 2017) debido a procesos de
lipotoxicidad, siendo probablemente el principal contribuyente a posteriores
complicaciones metabdlicas asociadas en un alto porcentaje de pacientes con obesidad

(Czech, 2020).

Expansion patoldgica del tejido adiposo
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Figura 6. Expansidn saludable y patoldgica del tejido adiposo. Modificado de Kahn et al., 2019.

La mayoria de estudios proponen que los preadipocitos se vuelven
disfuncionales en respuesta a la obesidad, mostrando patrones de expresién de
marcadores de superficie alterados asi como una disminucién de la diferenciacién,
proliferacién, migracién y viabilidad celular (Pachén-Pefia et al., 2016). En concreto, la
expresion de genes adipogénicos como PPARy, FABP4, ADIPOQ y FASN se observa
disminuida en obesidad, indicando que el potencial adipogénico en estas condiciones se
reduce y esto se exacerba mds aun en resistencia a insulina y diabetes tipo 2 (Belligoli et
al., 2019). Sin embargo, los mecanismos moleculares especificos y los factores de

sefializacion implicados en la pérdida de funcién de estas células en relaciéon con la
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obesidad v las alteraciones metabdlicas asociadas quedan por dilucidar por completo,
lo que podria ser clave para desarrollar estrategias novedosas para promover la

adipogénesis y, a su vez, la salud metabdlica.
2. Regulacion del metabolismo glucidico. Alteraciones en obesidad

Gracias, en parte, a la insulina que promueve la captacién de glucosa por los
adipocitos, los niveles de glucosa plasmatica se mantienen dentro de un rango estrecho
a pesar de nuestro consumo diario (Czech, 2017). La captaciéon de glucosa tiene un papel
clave en el control de la homeostasis energética de todo el cuerpo ya que regula el

almacenamiento/utilizacion de glucosa (Krycer et al., 2017).

Tras una ingesta de alimentos, se produce la liberacién de insulina por parte del
pancreas. Esta hormona se une a su receptor provocando la autofosforilacidon del
mismo. Dos vias principales de transduccion son activadas por accidn de la insulina: la
via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la via de las quinasas activadas por
mitégenos (MAPK). La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina
ejerce sus funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos (Olivares-Reyes y
Arellano-Plancarte, 2008). Tras la activacidon del receptor de insulina se produce la
fosforilacién rdpida de los sustratos del receptor de insulina (IRS), IRS1 e IRS2 que
conducen a la activacion de la subunidad catalitica de la enzima fosfatidilinositol 3-
quinasa -PI3K- (Klip et al., 2014). A consecuencia de ello, PI3K se localiza préxima a la
membrana plasmatica fosforilando al fosfatilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) y produciendo
fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que recluta a quinasas citosélicas -PDK1, PDK2
y AKT- a la membrana plasmatica (Swiderska et al., 2020). AKT se encarga de controlar
funciones bioldgicas como la apoptosis, el metabolismo de la glucosa asi como la sintesis
de proteinas (Petersen and Shulman, 2018). Por otro lado, AKT también estd implicada

en el control de la diferenciacidn adipocitaria (Ozaki et al., 2016) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de accion de la insulina. Modificada de (Olivares-Reyes y Arellano-
Plancarte, 2008.

Una reduccién en la sefalizacién de insulina, principalmente en el eje
IRS/PI3K/AKT, conduce a una situacion de resistencia a insulina que afecta a las acciones
metabdlicas mediadas por esta hormona (Wondmkun, 2020). Esta alteracién en el inicio
de la ruta de sefializacion de insulina en condiciones de obesidad y resistencia a insulina,
conlleva, entre otros procesos, a que el transportador de glucosa GLUT4 se encuentre

disminuido en el tejido adiposo en estas condiciones (Carvalho et al., 2005).

2.1. Tréfico de GLUT4 y su relacién con el metabolismo del hierro

GLUT4 es un transportador de glucosa de alta afinidad, siendo el mas abundante
en los adipocitos (Klip et al., 2019). En el interior celular, GLUT4 se encuentra en
vesiculas citosdlicas y solo entre un 5-10% de estos transportadores se encuentra
expuesto en la superficie celular (Brewer et al., 2016). En respuesta a insulina, se
produce la translocaciéon de GLUT4 desde los compartimentos intracelulares hasta la
membrana plasmatica, proceso promovido por la insulina a través de la via PI3K/AKT

(Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte, 2008).
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Si nos centramos en la internalizacion de GLUT4 desde la membrana plasmatica,
hay varios mecanismos que lo explican: endocitosis mediada por clatrina, caveolas y
otras rutas alternativas (Antonescu et al., 2009) (Figura 8). En concreto, en la endocitosis
mediada por clatrina, el receptor de transferrina, TfR, y GLUT4 se encuentran dentro de
las mismas vesiculas de reciclaje. GLUT4 se separa de los receptores de transferrina en
un compartimento especializado perinuclear de almacenamiento reticular de GLUT4

(GSVs).

Internalizacion GLUT4 en adipocitos

clatrina caveolas CcCl-din GEEC

macropinocitos

<
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coat
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Figura 8. Representacion de las diferentes rutas de internalizacién de GLUT4 en adipocitos.
Adaptada de Antonescu et al., 2009.
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Asi, el ciclo de endocitosis/exocitosis de GLUT4 consiste en que en ausencia de
insulina (condiciones basales), se dirige hacia las vesiculas de almacenamiento de GLUT4
(GSVs), derivadas de la red trans del Golgi (TGN) y de vesiculas de endosomas
tempranos, donde se encuentra junto con TfR. En presencia de insulina, estas GSVs se
fusionan directamente con la membrana plasmatica. Seguidamente, y en condiciones
continuas de exposicidén a insulina, GLUT4 se recicla mediante endosomas tempranos vy,
junto con las proteinas GLUT4 almacenadas en el TGN, vuelven de nuevo a la membrana
plasmdtica en unos compartimentos de reciclaje continuos. Cuando desaparece la seiial

de insulina, GLUT4 vuelve a ser acumulada en sus GSVs (Stockli et al., 2011) (Figura 9).
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Figura 9. Modelo del trafico de GLUT4 junto con el receptor de transferrina, TfR. Modificada de
Stockli et al., 2011.

La alteracién del ciclo de endocitosis/exocitosis de GLUT4 estd asociada con la
resistencia a insulina (Antonescu et al., 2009) y, debido a su relacién con el TfR —proteina
encargada de internalizar el hierro al interior celular gracias a su interaccion con la
transferrina—, también podria ser relevante en la alteracion de la homeostasis del hierro

en condiciones de obesidad y enfermedades metabdlicas asociadas.

3. Regulacion del metabolismo lipidico. Alteraciones en obesidad

El almacenamiento y movilizacién de los TAGs de las gotas lipidicas presentes en
los adipocitos estan regulados mediante un complejo sistema de control multifactorial.
De forma general, el almacenamiento de los lipidos en forma de TAGs (lipogénesis) esta
principalmente regulado por la insulina; mientras que la movilizacién de los TAGs
(lipdlisis) estd regulado especialmente por catecolaminas y péptidos natriuréticos (Moro

et al., 2004; Czech et al., 2013).
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3.1. Lipogénesis

La lipogénesis es un proceso anabdlico y ocurre, principalmente, en el tejido
adiposo, pero también en higado, pdncreas, musculo y corazén. El incremento
postprandial de insulina ejerce un control de la respuesta anabdlica en el tejido adiposo
favoreciendo la captura de glucosa y acidos grasos libres (FFA) y posterior sintesis de

TAGs en los adipocitos (Cisa-Wieczorek y Hernandez-Alvarez, 2020).

La sintesis de TAGs, lipogénesis, se lleva a cabo mediante la esterificacién de tres
acidos grasos, que necesitan ser activados con acetil-CoA, para interaccionar
posteriormente con glicerol-3-fosfato (G3P) y ser almacenados en la gota lipidica(Cisa-
Wieczorek and Hernandez-Alvarez, 2020). G3P y acetil-CoA se obtienen a partir del
glicerol y acidos grasos libres procedentes del plasma, pudiendo también ser
sintetizados de novo. En el tejido adiposo, el G3P se obtiene a partir de la glucosa via
glicolisis mediante la metabolizacién de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a G3P gracias
a la glicerofosfato deshidrogenasa. Ademas, el G3P puede sintetizarse a partir de
piruvato, lactato o aminoacidos mediante gliceroneogénesis, proceso importante en el
tejido adiposo e higado. Asimismo, los acidos grasos pueden provenir de la dieta, de

lipdlisis periférica o lipogénesis de novo (Saponaro et al., 2015) (Figura 10).

La lipogénesis de novo se lleva a cabo en hepatocitos y adipocitos. El citrato
producido en el ciclo de Krebs se metaboliza a acetil-CoA por la ATP-citratoliasa (ACLY)
y, posteriormente, se metaboliza a malonil-CoA, el cual se transforma en acido palmitico
o palmitato por la acido graso sintasa (FASN) (Song et al., 2018). Por ultimo, el palmitato
sufre procesos de elongacidn y reacciones de saturacidén/desaturacion para generar los

distintos tipos de acidos grasos (Solinas et al., 2015) (Figura 10).

En condiciones normales, la lipogénesis de novo es poco comun en el tejido
adiposo en comparacioén con el higado(Letexier et al., 2003 . No obstante, actualmente
se acepta que este proceso, es importante para el mantenimiento de la homeostasis del
tejido adiposo (Ameer et al., 2014), asi como en la maduracién de los adipocitos (Collins

et al.,, 2011).
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3.2. Lipdlisis

La lipdlisis es el proceso catabdlico que promueve la movilizacién de reservas
energéticas en forma de TAGs desde las gotas lipidicas de los adipocitos del tejido
adiposo a dérganos periféricos en respuesta a una demanda energética. La hidrdlisis de
TAGs tiene como resultado la liberacion de acidos grasos y glicerol al plasma. Este
proceso se lleva a cabo por medio de tres lipasas diferentes que actian de forma
secuencial liberando uno a uno los acidos grasos: ATGL —lipasa de triacilglicéridos—, la
lipasa sensible a hormona —HSL-, encargada de la hidrdlisis de diacilglicéridos a
monoaciglicéridos, y MGL o lipasa de monoacilglicéridos (Saponaro et al., 2015) (Figura

10).

La lipdlisis se desencadena por un aumento en la concentracién intracelular de
AMP ciclico (AMPc), que esta regulado por la activacion de receptores tipo proteina Gs,
como los receptores B-adrenérgicos (receptores de adrenalina y noradrenalina). Los
receptores acoplados a proteinas Gi (receptores de prostaglandinas o adenosina)
inhiben a la adenilato ciclasa y disminuyen la concentracién de AMPc. Ademas, la
concentraciéon de GMP ciclico (GMPc) también regula directamente la lipdlisis. Los
receptores de péptidos natriuréticos aumentan la concentracién de GMPc. El AMPc
activa a la proteina quinasa A (PKA) y el GMPc, a la proteina quinasa G (PKG). Ambas
guinasas llevan a cabo la misma funcién, fosforilan a HSL, la lipasa sensible a hormonas,
para provocar su translocacion desde el citosol a la superficie de la gota lipidica. Ademas,
ambas fosforilan a la perilipina 1 (proteina de la superficie de las gotas lipidicas) para
causar una alteracién en la gota lipidica que permite la accién de HSL. La chaperona
lipidica FABP4 puede unirse a HSL fosforilada, favoreciendo la liberaciéon de acidos
grasos libres (Lafontan and Langin, 2009). La insulina se une a su receptor y activa la
fosfodiesterasa-3B (PDE-3B) que degrada el AMPc y, por lo tanto, inhibe la lipdlisis
(Czech et al., 2013).
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Figura 10. Representacion de los procesos lipoliticos y lipogénicos. Modificada de Saponaro et
al., 2015.

La acumulacion excesiva de lipidos en el tejido adiposo conduce a un estado de
lipotoxicidad, disfuncion celular y alteracidn del metabolismo. Por tanto, el balance
entre lipdlisis y lipogénesis es critico para el mantenimiento de la homeostasis, motivo
por el que ambos procesos se encuentran altamente regulados por sefales hormonales
(Saponaro et al., 2015). En cuanto a la actividad de estos procesos en los dos depdsitos
grasos, el depdsito OM muestra una menor sensibilidad a la insulina y a las
tiazolidinedionas (TZD), farmacos antidiabéticos, pero son mds sensibles a
catecolaminas y glucocorticoides que el SC (Bddis y Roden, 2018). Por tanto, los
adipocitos OM presentan una mayor actividad lipolitica que los SC, tanto en individuos

delgados como obesos (Wajchenberg et al., 2002).
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4. Estrés oxidativo

En los adipocitos existe una alta actividad mitocondrial necesaria para mantener
el equilibrio adecuado entre el almacenamiento y la movilizaciéon de energia. Este
organulo, ademas de producir ATP, molécula energética, genera especies reactivas de
oxigeno (ROS) en la cadena de transporte mitocondrial (Heinonen et al., 2020). La
obesidad implica altos niveles de glucosa y lipidos circulantes, lo que conlleva a un
exceso de sustratos energéticos. Este suministro excesivo de nutrientes puede, a su vez,
aumentar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), promoviendo el estrés

oxidativo y el dafio celular oxidativo posterior (Catalan et al., 2018).

Las especies reactivas de oxigeno, ROS, son moléculas quimicamente reactivas
gue contienen algun dtomo de oxigeno, como el radical superdxido (Oz), el radical
hidroxilo (OH), el peréxido de hidrégeno (H;0:), entre otras. Ademads de las ROS, las
especies reactivas de nitrégeno, especies reactivas de azufre y especies reactivos de

carbonilo también son en el desarrollo del estrés oxidativo (Sies et al., 2017).

El nivel de estrés oxidativo se puede conocer mediante la medicién de las propias
ROS, aunque su medicion directa es laboriosa, fruto de su tiempo de vida. Por ello, se
realizan habitualmente determinaciones del dafio oxidativo como indicativo del estrés
oxidativo existente en esas células. Por ejemplo, el 4-hidroxinon-2-enal (4-HNE o HNE)
es un producto aldehido que sirve como marcador de la peroxidacién lipidica. Otra
medida del estrés oxidativo proviene del estudio de las enzimas antioxidantes, sistemas
de defensa y eliminacion de las ROS. Las enzimas superdxido dismutasa (SOD) o la
glutatidn sintetasa (GSS) se encuentran entre las mas estudiadas. Finalmente, el estudio
de la carbonilaciéon de proteinas, modificacion postraduccional inducida por ROS e
irreversible, también es un buen marcador de la situacidn de estrés oxidativo del tejido

adiposo (Catalan et al., 2018) (Figura 11).
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Figura 11. Cambios asociados a los marcadores de estrés oxidativo en el tejido adiposo.
Modificada de Catalan et al., 2018.

5. Estrés del reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (ER) es un organulo implicado en la sintesis de
proteinas, lipidos, en la secrecién de lipoproteinas, homeostasis del calcio y el
metabolismo de la glucosa (Liu et al., 2015). El estrés del ER se genera por laacumulacién
de proteinas desplegadas o mal plegadas en la luz del ER fruto de que la maquinaria de
degradacidn de proteinas no funciona correctamente, especialmente en condiciones de

alta demanda de sintesis de proteinas (Mohan et al., 2019).

El estrés del ER en el tejido adiposo se ha asociado con enfermedades
metabdlicas como el desarrollo de diabetes tipo 2 en obesidad (Piperi et al., 2012). En
nuestro grupo se ha demostrado que adipocitos maduros aislados de individuos obesos
muestran cambios en marcadores del estrés del ER, con independencia del depésito de
tejido adiposo, indicando que hay una disfuncion de la maquinaria de degradacién, del
proteasoma, en condiciones de obesidad asociada al desarrollo de la resistencia a

insulina (Diaz-Ruiz et al., 2015).
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6. Respuesta inflamatoria

La obesidad se considera como una patologia multifactorial y una enfermedad
inflamatoria crénica de bajo grado (de Lorenzo et al., 2019). Los trabajos pioneros del
grupo de Hotamisligil y Spiegelman demostraron la presencia de TNFa en el tejido
adiposo OM de ratones obesos y cémo la neutralizacion de esta citoquina permitia
recuperar la sensibilidad a insulina de los ratones estableciendo asi las bases de la
hipdtesis de la inflamacion como causa fundamental del desarrollo de resistencia a

insulina en obesidad (Hotamisligil et al., 1994).

La acumulacidn excesiva de lipidos en los adipocitos altera la funcién de varios
de sus organulos celulares, como el reticulo endoplasmico (ER) y las mitocondrias,
causando estrés del ER y un incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) —respectivamente- que, junto con las condiciones de hipoxia y el estrés
mecanico provocado por la hipertrofia de estas células, inducen la activacién de
cascadas inflamatorias, incluyendo las rutas de seializacién de las quinasas c-Jun N-
terminal (JNK) e IkB (IKK)/NFkB. Esto, a su vez, incrementa la expresidn y la secrecidn
por parte de los adipocitos de citoquinas y quimioquinas (TNFa, IL-6 y MCP-1) que
inducen la expresion de moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1) por las células
endoteliales, lo que favorece la infiltracidn del tejido adiposo por macroéfagos (Tanaka
et al.,, 2018). Los macrofagos activados liberan citoquinas proinflamatorias que
amplifican el efecto iniciado por los adipocitos. La suma de estos factores interfiere con
la sefializacidn a insulina causando resistencia a esta hormona, ademas de la disrupcién
de la adipogénesis y la muerte de estas células. Los acidos grasos liberados por los
adipocitos como resultado de la necrosis/apoptosis de adipocitos y/o incremento en la
lipdlisis como causa de la resistencia a insulina de los adipocitos, agravan la respuesta
inflamatoria y se acumulan en localizaciones ectépicas, como musculo o higado, donde
inducen resistencia a insulina mediante un mecanismo lipotéxico (Gregor y Hotamisligil,
2007; Guilherme et al., 2008; Maury y Brichard, 2010; Virtue y Vidal-Puig, 2010).
También se ha sugerido que, junto con los lipidos, las citoquinas proinflamatorias
liberadas por el tejido adiposo contribuyen al desarrollo de la inflamacion y apoptosis

en otros dérganos como el pancreas causando diabetes tipo 2. Ademas, también
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promueven cambios en la presion sanguinea, coagulacion, fibrinolisis e inflamacién que
conducen a la disfuncion endotelial, aterosclerosis y, por tanto, desarrollo de la

enfermedad cardiovascular (Saponaro et al., 2015) (Figura 12).
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Figura 12. Acumulacién ectdpica de lipidos en el tejido adiposo y otros dorganos y sus
consecuencias metabdlicas. Adaptada de Saponaro et al., 2015.
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BUSQUEDA DE BIOMARCADORES DE ENFERMEDAD
METABOLICA EN EL TEJIDO ADIPOSO

En los ultimos afios, se han encontrado suficientes evidencias de que la
disfuncién del tejido adiposo estd asociada a la aparicion de enfermedades metabdlicas
como la obesidad, la resistencia a insulina y la diabetes tipo 2. Sin embargo, aun se
desconocen muchos de los mecanismos subyacentes y rutas bioldgicas que se alteran
en el tejido adiposo para desencadenar estas condiciones patoldgicas (Zhang et al.,
2019a). Por este motivo, es necesario seguir investigando los mecanismos que subyacen
en el desarrollo de la obesidad y sus comorbilidades asociadas (Peinado et al., 2014;

Lépez-Villar et al., 2015; Aleksandrova et al., 2020).

En adultos, el indice de masa corporal, IMC, se utiliza como un marcador de
diagnéstico de la obesidad; sin embargo, su uso presenta limitaciones puesto que este
marcador impide distinguir la masa asociada al tejido adiposo de la masa
correspondiente a musculo (Bray et al., 2018). Por ello, en este escenario, es necesario
identificar posibles biomarcadores que puedan ser Utiles para el prondstico, diagndstico
y/o terapia de la obesidad y las enfermedades metabdlicas asociadas a la misma (O’Neill

et al.,, 2016).

Para avanzar en el estudio de la disfuncién del tejido adiposo, podriamos
apoyarnos en los conocimientos obtenidos de otras enfermedades y procesos complejos
como el cancer o el envejecimiento. En concreto, el envejecimiento se caracteriza por el
deterioro de las funciones celulares, siendo el principal factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades humanas como la diabetes tipo 2, cancer, patologias
cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Lépez-Otin et al., 2013). Lopez-Otin
et al. propusieron un nimero de alteraciones esenciales en la fisiologia celular que, de
manera grupal, desencadenan la disfuncién de un tejido y conducen al desarrollo de
enfermedades (Lépez-Otin et al., 2013). Entre estos marcadores de disfuncién celular se
encuentran la desregulacién mitocondrial, la inestabilidad gendmica, la pérdida de la
proteostasis y la alteracién de la comunicacion intercelular, entre otros (Lopez-Otin et

al., 2013).
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Tomando como base los marcadores ya descritos, se pueden afadir nuevos
marcadores adicionales que deberian ser considerados en el contexto de la disfuncién
del tejido adiposo en condiciones de obesidad como la inflamacion, la fibrosis, las
condiciones de hipoxia (Crewe et al., 2017; Guzman-Ruiz et al., 2020), las alteraciones
en el metabolismo lipidico (Lopez-Bascén et al., 2018; Fernandez-Vega et al., 2020), asi

como modificaciones en la interaccién entre los organulos (Pulido et al., 2011).

Sin embargo, a pesar de los avances realizados en la identificacion de nuevos
marcadores de la disfuncidén del tejido adiposo en obesidad, aun hay gran cantidad de
mecanismos moleculares que se desconocen. En particular, en los ultimos afos, el uso
de técnicas protedmicas ha permitido avanzar en el conocimiento de las proteinas que,
por su ausencia o presencia excesiva en el tejido adiposo en obesidad, pueden contribuir
a la disfuncién de este érgano (Guzman-Ruiz et al., 2020; Sanchez-Ceinos et al., 2021).
No obstante, son necesarios nuevos estudios que estén centrados no solo en los posibles
cambios cuantitativos que puedan sufrir proteinas clave, sino también en los posibles
cambios en su localizacion o incluso en el estado funcional/disfuncional de dichas
proteinas. En este sentido, el estudio de las modificaciones postraduccionales pueden
proporcionar vias adicionales de identificacidon de posibles biomarcadores que puedan
ser Utiles para el establecimiento de nuevas alternativas biomédicas (Peinado et al.,

2012; Lombard-Banek et al., 2016).

1. Uso de las aproximaciones dmicas para la busqueda de biomarcadores

La aplicacién de técnicas Omicas al estudio del tejido adiposo,
fundamentalmente de transcriptémica (Henegar et al.,, 2008; Dankel et al., 2010
Hurtado Del Pozo et al., 2011; Klimc¢akova et al.,, 2011) y, en menor medida, de
protedmica (Peinado et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2012; Renes y Mariman, 2013; Diaz-
Ruiz et al., 2015) han proporcionado una valiosa informacién sobre los genes y, en
definitiva, de las proteinas cuya expresién precede o es causa de la alteracién de la

actividad de los adipocitos en obesidad.

En concreto, en el grupo donde se ha desarrollado esta Tesis Doctoral, se han

llevado a cabo varios estudios proteémicos del tejido adiposo relacionados con el
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desarrollo de resistencia a insulina (IR) y diabetes tipo 2 (T2D) asociado a la obesidad,
incluyendo la caracterizacion de componentes de dicho tejido que se alteran en estas
condiciones patoldgicas (Peinado et al., 2011; Diaz-Ruiz et al., 2015; Guzman-Ruiz et al.,
2020; Sanchez-Ceinos et al., 2021), e incluso la repuesta a la pérdida de peso tras cirugia

bariatrica (Moreno-Castellanos et al., 2016).

Por tanto, la protedmica ha demostrado ser util para entender la complejidad
biolégica que hay detras de la obesidad y sus comorbilidades asociadas, siendo una
técnica que permite la identificacién de nuevos biomarcadores proteicos. Sin embargo,
a diferencia de la gendmica y la transcriptémica, el analisis del proteoma permite la
deteccién de modificaciones postraduccionales (MPT) de las proteinas, que podria ser

fundamental a la hora de definir un buen biomarcador (Aleksandrova et al., 2020).

Aunque estd ampliamente establecida la relevancia de las modificaciones
postraduccionales (MPTs) de las proteinas en la estructura, dinamica y funcién de estas
(Woodsmith y Stelzl, 2014), y a pesar de que cada vez existen mds publicaciones sobre
la importancia de las MPTs en el desarrollo de distintas enfermedades, incluida la
diabetes (Kamath et al., 2011; Anbalagan et al., 2012; Hennrich y Gavin, 2015), alin son
muy escasos los estudios sobre el papel de las MPTs; en concreto, sobre acetilacion y

carbonilacién, en enfermedades metabdlicas (IR y T2D) en condiciones de obesidad.

2. Modificaciones postraduccionales

Actualmente, se acepta que la diferencia en complejidad que existe entre el
genoma y el proteoma se debe, en gran parte, a las modificaciones postraduccionales
(MPTs) que sufren las proteinas, ya que de los 25.000 genes, que aproximadamente
componen el genoma humano, se codifican un ndmero final estimado de 1 millén de
proteinas (Figura 13). Las MPTs son modificaciones quimicas que tienen una influencia
fundamental en la funcién de las proteinas, ya que regulan su localizacién, actividad e
interaccion con otras proteinas, cofactores, lipidos o acidos nucleicos (Scott y Pawson,

2009).

33



Introduccion

A \VIA\W
Genoma Transcriptoma Proteoma
~20-25000genes - - == === === » ~100000 transcritos -~ = -====-=-=- >~ 1000000 proteinas
Promotores alternativos Modificaciones
Splicing alternativo postraduccionales

Edicion del ARNm

Figura 13. Diversidad y complejidad protedmica debida a las modificaciones postraduccionales.
Modificado de www.thermofisher.com.

Concretamente, se han descrito alrededor de 400 modificaciones co- vy
postraduccionales de proteinas (MPTs) que, en conjunto, definen el perfil proteédmico
definitivo de tejidos y drganos (Ramazi y Zahiri, 2021). Dichas modificaciones actuan
como interruptores celulares que regulan la actividad, estabilidad, localizacién e
interaccion entre diferentes proteinas, orquestando asi la funcién proteica segun los
requerimientos celulares, por lo que juegan un papel relevante en el desarrollo de
cancer, enfermedades neurodegenerativas o diabetes tipo 2 (Kamath et al., 2011;

Anbalagan et al., 2012).

Las MPTs ocurren en la cadena lateral de distintos aminoacidos o enlaces
peptidicos, y son llevadas a cabo principalmente por la accién de enzimas, entre las que
se incluyen quinasas, ligasas, fosfatasas y transferasas, que afladen o eliminan grupos
funcionales, lipidos, azlUcares o proteinas; ademds de proteasas, las cuales rompen
enlaces peptidicos para eliminar subunidades regulatorias o secuencias especificas (Han
et al., 2022). Debido a que regulan la actividad de numerosas proteinas, las MPTs
permiten que el proteoma sea dinamico y pueda responder cambiando frente a los
diversos estimulos que puedan ocurrir (Beltrao et al., 2013). De hecho, las MPTs pueden

ocurrir en cualquier momento de la vida media de una proteina ya sea, por ejemplo,
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para completar su plegamiento o regular su estabilidad, o para dirigir su transporte a
diferentes compartimentos celulares. lgualmente, se ha comprobado que estas
modificaciones pueden llegar a activar o inactivar a las proteinas, incluso marcarlas para
su degradacién. Ademas, dependiendo de la naturaleza de la modificacion, estas pueden

ser reversibles o irreversibles (Duan y Walther, 2015; Ke et al., 2016).

Entre las MPTs mas conocidas se incluyen la fosforilacidn, acetilacidn,
glicosilacion, ubiquitinacion, metilacion y sumoilacién, ademas de la carbonilacién, que
constituye una modificacidn irreversible que normalmente va asociada a la pérdida de
funcion de la proteina (Choudhary et al., 2014; Ramazi y Zahiri, 2021). En esta Tesis
Doctoral nos centraremos en el estudio de dos de estas MPTs: acetilacién, como

modificacion reversible; y carbonilacién, como modificacidn irreversible.

2.1. La acetilacion

Una de las MPTs que mas se esta relacionando actualmente con el desarrollo de
patologias como la diabetes, el cadncer o enfermedades cardiovasculares vy
neurodegenerativas (Anbalagan et al., 2012; Verdin y Ott, 2015; Drazic et al., 2016) es la
acetilacién. Esta MPT consiste en la adicion de un grupo acetilo procedente del
metabolito acetil-CoA a la cadena lateral de los residuos de lisina de las proteinas
aungue también puede tener lugar en el amino Na-terminal de la proteina (Kamath et
al., 2011; Verdin y Ott, 2015). De hecho, se considera que —aparte de la fosforilacién- la
acetilacién constituye la MPT mds importante y abundante en sefializacién celular y
metabolismo (Drazic et al., 2016). Detectada por primera vez en histonas, la acetilacién
es una modificacidn reversible que parece jugar un papel fundamental en la actividad
de proteinas no-histonas, como chaperonas, asi como en la regulacién de su localizacién,
en las interacciones con otras proteinas, en la regulacién de la transcripcidn, o incluso
en procesos como el metabolismo, el trafico celular y la sefializacidn intracelular
(Anbalagan et al., 2012; Choudhary et al., 2014). Cabe resaltar que existen residuos de
lisina que son también susceptibles de modificarse por otras MPTs como la
ubiquitinacién o la carbonilacién siendo marcadas las proteinas, en esta ocasién, para

ser degradadas (www.phosphoSite.org).
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La acetilacion de proteinas esta controlada por lisina acetiltransferasas —KATs-y
lisina desacetilasas —KDACs— (Choudhary et al., 2014) (Figura 14A). Entre estas ultimas
se encuentran las sirtuinas, que utilizan NAD* como cosustrato (Drazic et al., 2016). De
hecho, se ha establecido que existe una relacién entre el metabolismo y la acetilacién,
habiéndose asociado la abundancia de nutrientes con un incremento de Ia
incorporaciéon de grupos acetilo en las proteinas, debido al aumento de las
concentraciones celulares de acetil-CoA (derivados del metabolismo de la glucosa y
acidos grasos), el cual es utilizado como sustrato de las enzimas acetiltransferasas
(Verdin y Ott, 2015). Este hecho, junto con la evidencia de que la mayor parte de las
enzimas que participan en el metabolismo de acidos grasos y glucosa se encuentran
acetiladas (Choudhary et al., 2014), convierte a la acetilacién en un potencial sensor
metabdlico intracelular. En concreto, varios estudios han demostrado que gran cantidad
de enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa y de acidos grasos, en el ciclo
de Krebs o en el de urea, se acetilan (Choudhary et al., 2009; Spange et al., 2009;
Fukushima y Lopaschuk, 2016; Zhang et al., 2019b; Zhao et al.,, 2020). Ademas, la
expresion de enzimas metabdlicas clave esta determinada, entre otros factores, por la
acetilacion/desacetilaciéon del factor de transcripcion PCGla, implicado en el

metabolismo y biogénesis mitocondrial (Zhang et al., 2012).

La acetilacion/desacetilacion de proteinas modula, indistintamente, la
activacién/desactivacion funcional de las proteinas. Asi, en el caso de las histonas, la
acetilacién de estas proteinas permite el desenrollamiento de la cadena de ADN
activando la transcripcion de genes (Verdin y Ott, 2015) (Figura 14B). Sin embargo, el
tratamiento crdnico del tejido adiposo subcutaneo con agonistas de PPARy induce la
activacion de la sirtuina 1 (Sirt1), la cual desacetila PPARy provocando la formacion del
complejo PRDM16-PPARy que desencadena la cascada de sefializacion de factores de
transcripcion activando la transcripcion de genes de diferenciacion adipocitaria (Inagaki

et al., 2016) (Figura 14C).
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Figura 14. Caracteristicas de la acetilacién. A. La acetilacidn es una modificacidn postraduccional
reversible (modificada de Choudhary, C. et al., 2014). La acetilaciéon de histonas activa la
transcripcién génica (modificada de Verdin y Ott, 2015) (B), mientras que la acetilacion de PPARy
bloquea la transcripciéon de genes regulados por este factor de transcripcién (modificada de
Inagaki et al., 2016) (C).

La acetilacidon de proteinas esta implicada en la regulacion de multiples y diversos
procesos celulares, por lo que actualmente se esta planteando explotar el potencial que
esta modificacion esta demostrando a nivel proteico tanto en condiciones fisioldgicas
como patoldgicas (Verdin y Ott, 2015). En particular, y en relacién con la influencia de la
acetilacién sobre la actividad de las histonas y regulacion epigénetica, recientemente se
aprobod por la FDA (Food and Drug Administration, EE.UU.) el uso de un inhibidor de
desacetilasas de histonas, Vorinostat, para el tratamiento de linfoma de células T
cutaneo primario y se han estudiado otros inhibidores (Panabinostat, Romidepsin) en

un numero importante de ensayos clinicos (Verdin y Ott, 2015).

Centrandonos en los estudios de acetilacién relacionados con el tejido adiposo,
Kim et al. han mostrado —-mediante estudios protedmicos de acetilacion diferencial de
adipocitos 3T3-L1- que la acetilacién de una proteina mitocondrial del ciclo de Krebs, la
malato deshidrogenasa, es esencial para el desarrollo de la adipogénesis, lo que es
especialmente relevante dado el papel clave de dicho proceso en el desarrollo de la

resistencia a insulina (Kim et al., 2012). M4as aun, se ha descrito que la sobreexpresién
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especifica en células 3T3-L1 de la lisina desacetilasa, KDAC9, inhibe la adipogénesis,
proceso que se encuentra incrementado en preadipocitos procedentes de ratones
knockout para esta desacetilasa (Schwer et al., 2009). Adicionalmente, Lundby et al.
establecieron el acetiloma comparativo de 12 tejidos de rata y observaron, entre otros
aspectos, que el tejido adiposo estd particularmente enriquecido en proteinas acetiladas
asociadas al espacio extracelular, lo que esta en consonancia con la importancia de este
compartimento en la disfuncién del tejido adiposo (Lundby et al., 2012). Sin embargo,
no hay estudios donde se describa el perfil exhaustivo del proteoma de proteinas
acetiladas en residuos de lisina (acetiloma) de los dos depdsitos de tejido adiposo,
subcutdneo (SC) y omental (OM), en condiciones fisioldgicas (individuos delgados) y

durante el desarrollo de obesidad y resistencia a insulina.

2.2. La carbonilacién

Numerosos articulos asocian la patogénesis de una gran variedad de estados
metabdlicos e inflamatorios como la enfermedad cardiovascular, obesidad, resistencia
ainsulina y diabetes tipo 2, con la existencia de estrés oxidativo, el cual se produce como
consecuencia de un acumulo citotéxico de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a
un exceso en su produccidn, a una disminucion de la capacidad antioxidante celular, o a
la combinacién de ambos procesos (Vincent y Taylor, 2006; Curtis et al., 2012;

Masschelin et al., 2020).

El exceso de ROS provoca dafio oxidativo en las células mediante su interaccion
con lipidos, provocando peroxidacion lipidica o uniéndose a residuos aminoacidicos de
proteinas causando la carbonilacién de proteinas (Catalan et al., 2018). Concretamente,
la carbonilacién de proteinas corresponde a una modificacion postraduccional (MPT) no
enzimatica inducida por ROS que se desarrolla en condiciones de estrés oxidativo, por
lo que se trata de un marcador potencial de dano oxidativo del tejido adiposo en
condiciones de obesidad. Esta modificacién postraduccional no enzimatica irreversible
se genera por oxidacién directa de las cadenas laterales de algunos residuos
aminoacidicos, particularmente treonina (T), arginina (R), prolina (P) y lisina (K),

transformandose en cetonas o derivados de aldehidos (Ghezzi y Bonetto, 2003). La
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carbonilacion altera la funcién de las proteinas y conduce a su degradacién, afectando

con ello a multiples vias de sefializacién celular (Cataldn et al., 2018).

Si analizamos trabajos realizados en el tejido adiposo sobre esta MPT, estudios
protedmicos demostraron la presencia de proteinas carboniladas en el tejido adiposo
de animales con obesidad y resistencia a insulina relacionadas con el metabolismo de
los lipidos, glucidos y acidos nucleicos, asi como asociadas a la sintesis y degradacion de
proteinas, enzimas antioxidantes y de respuesta a estrés celular, proteinas motoras y

estructurales, y proteinas de sefializacién celular (Grimsrud et al., 2007).

Ademas, en otro estudio protedmico —en este caso, con individuos de diferentes
IMC pero sin alteraciones en el patréon de sensibilidad a insulina-, mostraron una
correlacién positiva entre la acumulacién de grupos carbonilo totales en el tejido
adiposo humano con la concentracion de lipidos circulantes en obesidad (Frohnert et
al., 2011). Estudios de nuestro laboratorio en adipocitos humanos (Diaz-Ruiz et al., 2015)
han permitido establecer que la resistencia a insulina lleva consigo un incremento global
en los niveles de carbonilacidén proteica. Por otro lado, es necesario conocer y analizar
el estado redox de cada uno de los depdsitos del tejido adiposo, SCy OM. Un estudio
llevado a cabo en muestras de tejido adiposo SC y OM de mujeres con normopeso y
obesidad subclasificadas en metabdlicamente sanas y metabdlicamente obesas, donde
se analizaron los sistemas antioxidantes, mostré que el depésito OM —en comparacién
con el SC- presentaba mayor actividad enzimatica de la glutation sintetasa (GSH) y
actividades enzimaticas dependientes de GSH. Fruto de su implicacion en la lipogénesis,
estas diferencias interdepdsito podrian deberse a la mayor actividad metabdlica en OM
(Jankovic et al., 2014). Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado el perfil de
proteinas carboniladas en el tejido adiposo de individuos obesos, ni existen estudios que
determinen de forma cuantitativa las diferencias en el perfil de proteinas carboniladas
en ambos depdsitos del tejido adiposo, SCy OM, en condiciones de resistencia a insulina

asociadas a la obesidad.
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3. Proteina de unién a acidos grasos 4: FABP4

Las chaperonas lipidicas intracelulares, también conocidas como proteinas de
unién a 4acidos grasos (Fatty Acid Binding Proteins-FABPs), son un grupo de pequefias
moléculas (14-15 KDa) que se unen de forma reversible y con gran afinidad a ligandos
hidrofébicos como acidos grasos saturados o insaturados de cadena larga, eicosanoides
y otros lipidos (Furuhashi y Hotamisligil, 2008). Debido a la hidrofobicidad de la forma
libre de los acidos grasos, las FABPs son necesarias para unirse a los acidos grasos de
forma no covalente, permitiendo su movilizacién y regulando asi sus funciones
biolégicas (Hotamisligil y Bernlohr, 2015). Ademas, se ha demostrado que las FABPs
estan involucradas en la regulacion de procesos metabdlicos e inflamatorios mediados

por lipidos (Queipo-Ortuiio et al., 2012).

Desde el descubrimiento inicial de las FABPs en 1972 (Ockner et al., 1972) se han
identificado 9 miembros diferentes de esta familia que presentan un patrén uUnico de
expresion en tejidos relacionados con el metabolismo activo de lipidos (Furuhashi y
Hotamisligil, 2008). Las FABPs presentan estructuras tridimensionales similares,
constituidas por una estructura de barril B formada por 10 hebras B antiparalelas, donde
las 5 primeras y las 5 segundas sufren un empaquetamiento ortogonal. Las dos [dminas
B resultantes se unen por una estructura hélice-bucle-hélice (Hotamisligil y Bernlohr,

2015).

En concreto, la proteina FABP4, también conocida como aP2 o A-FABP, es la
principal proteina de esta familia que se expresa en adipocitos, aunque en menor
cantidad también se expresa en otros tipos celulares como los macréfagos (Maeda et
al., 2005). FABP4 se une reversiblemente a 4acidos grasos de cadena larga, tanto
saturados como insaturados, con alta afinidad y gran selectividad (Furuhashi et al.,
2014). Su expresion estd altamente inducida durante el proceso de diferenciacién
adipocitaria (Niu et al., 2016), lo que la hace idonea como marcador de adipogénesis. En
el tejido adiposo, su transcripcion esta regulada por insulina, acidos grasos y PPARy o

agonistas de estos receptores (Hotamisligil y Bernlohr, 2015).
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Esta proteina presenta una funcion dual participando como chaperona lipidica
en el trafico intracelular de lipidos (via nucleo-citosol, citosol-gota lipidica-mitocondria)
y también como molécula sefializadora tras su secreciéon por el tejido adiposo

(Hotamisligil y Bernlohr, 2015; Furuhashi, 2019).

Como chaperona lipidica, FABP4 participa en la internalizaciéon de los acidos
grasos en los adipocitos, donde activa a la lipasa sensible a hormonas (HSL) e interviene,
por tanto, en la regulacion de la lipdlisis. Asimismo, se ha visto que FABP4 estd implicada
en la transferencia de lipidos a receptores nucleares como PPARy, para mediar

programas de transcripcion (Furuhashi et al., 2014) (Figura 15).

Estudios con ratones knockout para FABP4 mostraron deficiencia en la captacién
de acidos grasos y en la eficiencia de la lipdlisis (Makowski y Hotamisligil, 2005). FABP4
puede transportar dcidos grasos al nucleo regulando la transcripcion mediada por
lipidos. La proteina puede transportar ligandos especificos desde el citosol hasta el
nucleo para su interaccidén con el receptor nuclear PPARy. Esta unién potencia la
actividad transcripcional del receptor, el cual modula la activacién de genes implicados
en rutas de diferenciacion adipocitaria —adipogénesis, transporte de acidos grasos y
lipogénesis de novo- (Hotamisligil y Bernlohr, 2015). De hecho, en su estructura
tridimensional, FABP4 muestra una senal de localizacidn nuclear (nuclear localization
signal-NLS) basada en tres residuos (K22, R31, K32) localizados en las hélices a de la
estructura hélice-bucle-hélice que cierra el barril B. Esta sefial es necesaria para su

translocacion nuclear (Gillilan et al., 2007).

En relacién a la lipogénesis de novo, la ausencia de FABP4 en adipocitos se
traduce en un incremento de los niveles intracelulares de acidos grasos, lo que podria
explicar el aumento de peso corporal que experimentan los animales deficientes en
FABP4. Sin embargo, a pesar de este incremento de peso, la ausencia de FABP4 se
acompafa de una proteccién frente a la resistencia a insulina en obesidad genética o
inducida por una dieta rica en grasa (Furuhashi et al., 2014). Curiosamente, en animales
delgados no se observan cambios en la sensibilidad a insulina en ausencia de FABP4,
aunqgue los ratones delgados knockout para FABP4 exhiben una disminucion de la

secrecidn de insulina en respuesta a la estimulacién B-adrenérgica. Estos resultados han

41



Introduccion

conducido a sugerir que esta proteina tiene un papel en la modulacién de la secrecién

de insulina (Hotamisligil y Bernlohr, 2015).
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Figura 15. Funciones de FABP4 en los adipocitos. Modificada de Furuhashi y Hotamisligil, 2008.
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Respecto a sus funciones como adipoquina, FABP4 carece de péptido sefial en el
extremo N-terminal, necesario para su secrecidn por la ruta clasica vesicular.
Recientemente, se ha demostrado que la secrecién de FABP4 estd mediada por un
compartimento delimitado por membrana, independiente de la ruta de secrecién
convencional reticulo endoplasmatico-Golgi-membrana plasmatica. Aunque los cuerpos
multivesiculares (MVB) y los exosomas estan implicados en la liberacion de FABP4, no
son las principales vias de secrecidn de esta proteina. Asi, se ha observado que, tras una
estimulacion con un agonista lipidico, se produce la hidrdlisis de TAGs, lo que conduce
al empaquetamiento de FABP4 en compartimentos endosomales/lisosomales y finaliza

con la liberacién de FABP4 al espacio extracelular (Villeneuve et al., 2018) (Figura 16).
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Figura 16. Ruta de secrecion de FABP4. Modificado de Villeneuve et al., 2018.

La secrecion de FABP4 se produce como respuesta a determinadas situaciones
como el ayuno, la hipoxia y la administracién de agonistas B-adrenérgicos siendo

inhibida su secrecién por la insulina (Wu et al., 2014; Hotamisligil y Bernlohr, 2015).

FABP4 representa el 1% de todas las proteinas solubles del tejido adiposo y, en
humanos, sus niveles en plasma varian desde 10 hasta 50 ng/mL, lo que supone un valor
elevado comparado con otras adipoquinas. Cabe destacar que sus niveles circulantes
son superiores en mujeres que en hombres, posiblemente debido a la presencia de
mayor cantidad de tejido adiposo en las primeras (Furuhashi et al., 2014). Una vez que
FABP4 circula en plasma, puede actuar sobre diferentes tipos celulares regulando
procesos como la produccion de glucosa en hepatocitos, la secrecién de insulina en las
células B-pancreaticas o el control de la contraccidén de cardiomiocitos, entre otros

(Villeneuve et al., 2018).

Diversos trabajos del grupo del Dr. Hotamisligil han mostrado que los niveles
circulantes de FABP4 son mayores en modelos experimentales de obesidad y en
pacientes con obesidad, especialmente si concurre con diabetes tipo 2 (Hotamisligil y
Bernlohr, 2015). En esta linea, los niveles en plasma de dicha adipoquina se

correlacionan con la resistencia a insulina, hipertensién, IMC, dislipemia y niveles
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elevados de triglicéridos. Sobre la base de estos estudios, se ha propuesto que FABP4

podria predecir el desarrollo de diabetes tipo 2 (Hotamisligil y Bernlohr, 2015).

Respecto a los factores que regulan la produccidon de FABP4 en condiciones de
obesidad, se ha observado que PPARy promueve la expresion de FABP4 en macréfagos
activados (Hotamisligil y Bernlohr, 2015), y su expresidon también se encuentra inducida
por LDL (Low Density Lipoprotein) y por acidos grasos saturados, lo que conlleva a la
acumulacién intracelular de ésteres de colesterol en estas células y a la formacién de
células espumosas. También se ha comprobado que FABP4 participa en los mecanismos
de inflamacidon mediante una retroalimentacion positiva de la quinasa C-Jun N-terminal
(JNK), una de las principales proteinas mediadoras de la resistencia a insulina. Por lo
tanto, los estimulos inflamatorios inducen la activacién de JNK en los macréfagos, lo que
potencia la expresion de FABP4. A su vez, un aumento de esta adipoquina incrementa
la fosforilacion de JNK, lo que se traduce en un aumento de la liberacidn de citoquinas

proinflamatorias (el Husseny et al., 2017).

Sobre FABP4 se han descrito diferentes MPTs como la fosforilacidn, la
carbonilacion y/o la acetilacion, las cuales podrian regular o influir en la funcién de la
proteina (Gillilan et al.,, 2007; Xu et al., 2013; Prentice et al., 2019).En concreto, la
acetilacién en residuos de lisina podria jugar un papel esencial en la modulacién de sus
funciones puesto que la sefial de importacion al nlcleo de esta proteina contiene lisinas

gue podrian estar reguladas por esta modificacion postraduccional.
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NUEVOS AVANCES METODOLOGICOS EN LA
IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES

Por ultimo, los estudios protedmicos en general, y de MPTs en particular,
presentan limitaciones en cuanto a la falta de herramientas para inducir MPTs en
residuos especificos de proteinas concretas o anticuerpos especificos de residuos que
permitan profundizar para el diseio de estrategias de prevencién o terapéuticas. En este
sentido, la nanomedicina aparece como un drea de trabajo futuro para el diseiio de estas
estrategias, linea que aun no ha sido muy explorada en relacién al tejido adiposo,
concretamente. Por tanto, existe la necesidad de buscar nuevas estrategias
metodoldgicas en este dmbito tales como el uso de los quantum dots. En concreto, ya
hay quantum dots conjugadas con proteinas comerciales (Qdot™ Streptavidin Sampler
Kit, por ejemplo) para aplicaciones como Western blot, citometria de flujo, adquisicidn
de imagenes por microscopia confocal e incluso en flujos de trabajo de purificacion para

lograr el fraccionamiento deseado (www.thermofisher.com).

Ademas, recientemente, un estudio ha analizado los efectos de la encapsulacion
de la dibenzazepina, inhibidor de la senalizacion de Notch, en nanoparticulas
fluorescentes para destacar el posible papel terapéutico de la sefializacion de Notch en
el tratamiento de la obesidad (Huang et al., 2020). Tras la administracion del inhibidor
encapsulado en nanoparticulas fluorescentes se observé una mejora en la
internalizacion celular del inhibidor, provocando una inhibicién sostenida de Notch y
reduciendo asi la expansién del tejido adiposo subcutaneo. Estos resultados mostraron
cémo la senalizacidn de Notch juega un papel esencial en la regulacion de la plasticidad
del tejido adiposo en animales grandes (Huang et al., 2020). Por otro lado, el uso de
SQDs conjugadas con anticuerpos para biomarcadores especificos (CD15, CD30, CD45, y
Pax5) han ayudado, mediante microscopia confocal, al diagnéstico del linfoma de
Hodgkin gracias a la identificacion de células tumorales de baja abundancia en tejidos

linfaticos (Liu et al., 2010).

Lo expuesto anteriormente son ejemplos del auge que han logrado los

nanomateriales de alta luminiscencia en el campo de la nanomedicina por sus multiples
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aplicaciones y gracias a su bajo coste, su facil preparacién, su alta reactividad y sus
excelentes propiedades fotoluminescentes. El término “quantum dots” (QDs) fue
acufiado por primera vez para los quantum dots semiconductores (Ekimov y
Onushchenko, 1982), pero posteriomente Cayuela et al. (2016) presentaron un nuevo
marco para asignar la terminologia adecuada a los diferentes tipos de nanodots
fluorescentes que contienen un confinamiento cuantico: semiconductor quantum dots
(SQDs) y carbon-based quantum dots (CQDs). Desde el descubrimiento de las SQDs
(Ekimov y Onushchenko, 1982), su utilizacion para bioimagen, rastreo y administracion
de farmacos ha permitido la mejora en las tecnologias de etiquetado y deteccién de
ultima generacién, proporcionando grandes expectativas para la fabricacién de
nanoherramientas médicas innovadoras para su uso como una alternativa a las
convencionales disponibles actualmente, como las basadas en las etiquetas orgdnicas

(Wu et al., 2003; Srinivasan et al., 2006; Liu et al., 2007).

Asi, el numero de aplicaciones publicadas con SQDs ha experimentado un
incremento considerable, especialmente en biologia y en clinica (Cayuela et al., 2016).
En particular, se ha demostrado su potencial en analisis FRET (técnica de transferencia
de energia de resonancia fluorescente), administracién de farmacos, bioimagenes in
vivo y seguimiento celular (Jamieson et al., 2007; Rosenthal et al., 2011). Sin embargo,
su uso estd limitado debido a su potencial toxicidad asociada con la liberacién de
metales pesados. La investigacion al respecto esta enfocada a la identificacidén de nuevas
nanoparticulas fluorescentes alternativas cuyas propiedades biolégicas y médicas estén

mejoradas con respecto a las SQDs.

En esta linea, la nueva generacion de QDs consiste en nanomateriales
biocompatibles que permiten el desarrollo de multiples aplicaciones en nanomedicina.
Asi, las CQDs de grafito, descubiertas en 2004 durante la purificacién de nanotubos de
carbono (Xu et al.,, 2004) han sido unas excelentes candidatas para su aplicacién en
sistemas bioldgicos en estudios de deteccidn e imagen. Estas generaciones de QDs
muestran baja toxicidad superando, de esta manera, los efectos tdxicos de las SQDs y
los colorantes organicos, lo que se une ademas a su bajo coste de produccién y la

facilidad para producirlas. Desde su descubrimiento, se han publicado numerosas
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aplicaciones como para deteccion (bio)quimica, fotocatélisis, bioimagen o
administracién de farmacos (Wang y Hu, 2014; Xu et al., 2014; Fernando et al., 2015;
Kargbo et al., 2015; Cayuela et al., 2016; Liu et al., 2016; Molaei, 2019; Panwar et al.,
2019; Tian y Yin, 2019).

En los ultimos afos, las CQDs han sido analizadas para su uso en estudios de
viabilidad celular. Ray et al. (2009) propusieron el uso de las nanoparticulas
fluorescentes de carbono como una sonda ideal para obtener imdgenes celulares ya que
son capaces de entrar a las células sin la necesidad de realizar una modificacién
especifica de la superficie celular. Asi, un estudio demostré la compatibilidad de las
nanoparticulas fluorescentes de carbono en fibroblastos y su uso como transportadoras
y liberadores de genes para el tratamiento de cancer (Wu et al., 2016). Finalmente, una
evaluacidon de seguridad sistemadtica -realizada a través de toxicidades agudas y
subagudas de nanodots de carbono- demostré que no tenian efectos téxicos (Wang et

al., 2013).

En concreto, las CQDs ya han sido analizadas en distintas lineas celulares y bajo
diferentes condiciones experimentales. En este sentido, Blas-Garcia et al. (2016)
llevaron a cabo un estudio de toxicidad in vitro en el que demostraron una correlacién
positiva entre la concentracién de QDs y el tiempo de exposicion (24, 48 y 72 h). Por otro
lado, también se ha analizado la influencia de la superficie de las CQDs en estudios
toxicoldgicos. Asi, un reciente estudio analizé los efectos de las CQDs con diferentes
cargas en la superficie sobre la viabilidad, proliferacién, diferenciacién, la captacién
celular y estabilidad de las CDQs en células madre mesenquimales derivadas de cordén
umbilical humano. Los resultados indicaron que las CDQs con baja carga positiva en la
superficie mantenian un buen balance entre la biocompatibilidad de las CQDs vy la
captacién celular en esas células (Yan et al., 2018). Jung et al. (2015) generaron CDs
zwitteridnicas a través de la modificacion de la superficie de CDs utilizando B-alanina y
acido citrico y mostraron su internalizacién celular y traslocacion celular con una baja
toxicidad. En concordancia con los resultados anteriores, Havrdova et al. (2016)
investigaron la citotoxicidad de CQDs de acuerdo con las cargas superficiales de dichas

nanodots conferidas por los diferentes grupos funcionales afadidos. Estos resultados
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demostraron que una carga neutra de las CQDs no provoca estrés oxidativo en las
células ni cambios en la morfologia celular en comparacién con las CQDs cargadas. De
hecho, las QDs cargadas positivamente inducen una alta toxicidad a través de la
generacién de estrés oxidativo y cambios en la morfologia celular (Havrdova et al.,

2016).

Si bien es cierto que las dos familias de quantum dots fluorescentes han sido
ampliamente estudiadas de manera individual para multiples aplicaciones en el campo
de la biomedicina, hasta el momento no se han realizado estudios comparativos de estas
dos nanoparticulas para determinar su comportamiento en un mismo tipo celular
debido a las caracteristicas especificas de cada célula y bajo las mismas condiciones.
Como ejemplo, los fibroblastos, células que se diferencian a preadipocitos y
posteriormente a adipocitos maduros, son células individuales ubicadas en el espacio
intersticial y se consideran células quiescentes debido a su baja actividad metabdlica,
aunque se activan en condiciones de estrés como la inflamacién aguda y crénica y la
fibrosis tisular (Kalluri, 2016). Sin embargo, los hepatocitos, otro tipo celular relacionado
con el metabolismo, constituyen aproximadamente el 80% del volumen hepatico, estan
implicados en varios procesos como la captacion de sustancias y su posterior
metabolismo o desintoxicacion y activacién de la inmunidad innata (Schroeder y
McNiven, 2014; Zhou et al., 2015). Adema3s, la fagocitosis es el principal mecanismo de
endocitosis de los fibroblastos (Behzadi et al., 2017) mientras que varios mecanismos de
pinocitosis dependiente de clatrina o mediada por caveolas, entre otros, son los
responsables de la internalizacién de sustancias en los hepatocitos (Schroeder y
McNiven, 2014). Por tanto, es importante conocer la interaccién de las CQDs y SQDs con
los diferentes tipos celulares debido al interés de incorporar el uso de las nanoparticulas
a diferentes aplicaciones biomédicas como la liberacién de farmacos o en biocimagen

(McNamara y Tofail, 2017).

Por otra parte, la toxicidad de CQDs y SQDs depende de la capacidad de
internalizacion de los nanodots en las células. Las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas como forma, tamafio, carga superficial y composicion, entre otras,

influyen en el proceso de interaccién nanodots-células (Behzadi et al., 2017). Se sabe
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gue el entorno extracelular como el pH, el contenido de proteina del suero o del plasma
aislado puede afectar las interacciones nanodots-célula y en la internalizacion de los
nanodots (Behzadi et al, 2017). Por ejemplo, Salvador-Morales et al.
(2006)demostraron que los nanomateriales pueden interaccionar con proteinas como

fibrindgeno y apolipoproteinas (Al, AIV y Clll) presentes en el plasma.

En este sentido, las caracteristicas sintéticas de los nanodots experimentan
cambios cuando los nanomateriales entran en contacto con un entorno extracelular,
obteniendo una identidad bioldgica diferente a la identidad sintética (Walkey y Chan,
2012). La interaccion nanoparticulas-células se produce debido a una cubierta de suero
de proteinas, conocida como proteina “corona”, sobre la superficie de las
nanoparticulas, proceso que modifica tanto a la nanoparticula como a las propiedades

de las biomoléculas e incluso su funcion proteica (Lynch y Dawson, 2008).

Asi, algunos estudios han demostrado que la presencia de suero altera el tamafio
y el potencial zeta de las nanoparticulas (Ehrenberg et al., 2009). Dependiendo de qué
proteinas del suero rodeen a las nanoparticulas, la “corona” de proteina de
nanoparticulas ingresa en las células a través de un mecanismo de endocitosis especifico
—-endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina, endocitosis
independiente de clatrina/caveola, fagocitosis y micropinocitosis— (Sahay et al., 2010).
No obstante, las nanoparticulas pueden internalizarse en las células en ausencia de
suero mediante la interaccion con los receptores de la superficie celular (Lesniak et al.,

2012).

Por lo tanto, las QDs podrian ser una buena herramienta para la caracterizacién
y posible aplicacién biomédica de proteinas de interés en condiciones de obesidad y
resistencia a insulina, como FABP4 o transferrina, que son captadas por las células a
través de diferentes mecanismos y son, ademas, reguladas funcionalmente por

modificaciones postraduccionales.
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En los ultimos afos, se ha avanzado en la identificacion de marcadores de
disfuncién del tejido adiposo en obesidad gracias, en parte, a la aplicacién de técnicas
Omicas tales como gendmica, transcriptomica y protedmica en modelos animales y
humanos en condiciones de obesidad y sus comorbilidades asociadas (Novelle et al.,
2017; Aleksandrova et al., 2020). En el grupo donde se ha desarrollado esta Tesis
Doctoral, se han llevado a cabo varios estudios proteémicos relacionados con el
desarrollo de resistencia a insulina (IR) y diabetes tipo 2 (T2D) asociado a la obesidad,
incluyendo la identificacion del proteoma del tejido adiposo (Guzman-Ruiz et al., 2020)
asi como de sus principales componentes: fraccidon del estroma vascular, preadipocitos
y adipocitos (Peinado et al., 2011; Diaz-Ruiz et al., 2015; Sdnchez-Ceinos et al., 2021),
gue se ven alterados en estas condiciones patolégicas o también, en repuesta a la

pérdida de peso tras cirugia bariatrica (Moreno-Castellanos et al., 2016).

Sin embargo, no solo la mayor o menor expresiéon de proteinas puede afectar a
su funcién, ya que la gran mayoria estan reguladas por modificaciones
postraduccionales (fosforilacion, acetilacion, carbonilacién,...), un aspecto que ha sido
aun poco estudiado en el tejido adiposo en obesidad. Por ello, esta Tesis Doctoral ha
tenido como objetivo general explorar, identificar y caracterizar nuevos posibles
marcadores regulados funcionalmente por modificaciones postraduccionales e
implicados en el desarrollo y progresion de enfermedad metabdlica (IR y T2D) en

condiciones de obesidad.

Estos nuevos descubrimientos podrian convertirse en potenciales
biomarcadores de prondstico o dianas terapéuticas en IRy T2D, enfermedades que hoy
en dia presentan una alta prevalencia y suponen un alto riesgo para la salud a nivel
mundial. Asi, para poder alcanzar este objetivo principal, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

1. Describir e identificar, mediante enriquecimiento de proteinas acetiladas y posterior
analisis HPLC-MS/MS, el acetiloma del tejido adiposo humano subcutaneo (SC) y
omental (OM) en condiciones fisiolégicas (individuos delgados) y durante el
desarrollo de obesidad y resistencia a insulina -sujetos con obesidad vy

normoglucemia (Ob-NG) y sujetos con obesidad y resistencia a insulina (IR)-. A partir
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de estos resultados, caracterizar un posible biomarcador regulado funcionalmente
por acetilacidon en el tejido adiposo en condiciones de obesidad y resistencia a

insulina.

2. Describir e identificar, empleando una técnica protedmica 2D, el carboniloma del
tejido adiposo humano subcutaneo (SC) y omental (OM) en condiciones de obesidad
y resistencia a insulina en una cohorte de pacientes con obesidad y distintos grados
de sensibilidad a insulina —sujetos con obesidad y normoglucemia (Ob-NG), con
obesidad y resistencia a insulina (IR) y, por ultimo, con obesidad y diabetes tipo 2
(T2D)-. Analizadas las proteinas carboniladas identificadas, caracterizar un posible
biomarcador regulado funcionalmente por carbonilacion en el tejido adiposo en

condiciones de obesidad y resistencia a insulina.

Finalmente, como estudio adicional, planteamos iniciar el desarrollo de
metodologias novedosas con uso potencial en estudios sobre accesibilidad y efecto de
la administracion de proteinas/farmacos de interés, basado en nanodispositivos, como

sigue:

3. Analizar y comparar el uso de nanoparticulas fotoluminiscentes, semiconductor
quantum dots (SQDs) y carbon-based quantum dots (CQDs), en el campo de la
biomedicina y su posible aplicacién para el estudio de modificaciones

postraduccionales.
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Materiales y métodos

COHORTES DE ESTUDIO

Esta Tesis Doctoral incluye dos estudios derivados de 3 cohortes diferentes, las
cuales se describen a continuacién. Todos los participantes incluidos en las cohortes
dieron su consentimiento informado por escrito. Los protocolos de estudio fueron
aprobados por los Comités de Etica e Investigacion de los correspondientes hospitales
siguiendo todos ellos la Declaracion de Helsinki y el protocolo de buenas practicas

clinicas.
1. Cohorte 1

Se recogieron muestras de tejido adiposo humano de subcutdneo (SC) y omental
(OM) de individuos delgados y pacientes con obesidad mérbida procedentes de la
Unidad de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico Virgen de la Victoria (Malaga).
En el caso de los individuos delgados, las muestras de tejido adiposo subcutdneo (SC) y
omental (OM) se obtuvieron durante procedimientos quirdrgicos programados no
agudos, como cirugia laparoscdpica para reparar hernias de hiato o colecistectomias. En
el caso de los pacientes con obesidad, las muestras fueron obtenidas durante
procedimientos de cirugia baridtrica. Se consideraron los siguientes criterios de
inclusidon: hombres caucasicos sin patologias subyacentes en la exploracién fisica y
pruebas realizadas; y de exclusidon: embarazos o lactancia, enfermedad inflamatoria
aguda o cronica y algun tipo de enfermedad sistémica grave no relacionada con la
obesidad (enfermedades infecciosas, cancer, nefropatia o hepatopatia grave) asi como

enfermedad cardiovascular mayor en los 6 meses previos a la inclusion en el estudio.

En el caso de los pacientes con obesidad, fueron subclasificados en 2 grupos
siguiendo los criterios del Comité de Expertos sobre el Diagndstico y Clasificacion de la
Diabetes de la Asociacion América de Diabetes (ADA, 2022): sujetos con obesidad
normoglucémicos (Ob-NG) (Glucosa < 100 mg/dL y HbAlc < 5,7%) e individuos con
obesidad insulinoresistentes (Ob-IR) (Glucosa 100 - 126 mg/dL y HbAlc 5,7 — 6,4%).
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Durante las intervenciones quirdrgicas, se obtuvieron muestras pareadas de
tejido adiposo subcutdneo (SC) y omental (OM) que, inmediatamente tras su extraccion,

fueron mantenidas a -80°C hasta su utilizacion.

2. Cohorte 2

Se reclutaron pacientes con obesidad morbida por parte de la Unidad de Lipidos
y Ateroesclerosis del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba). Los criterios de
inclusién fueron hombres y mujeres caucasicos sometidos a cirugia bariatrica y sin
patologias subyacentes en la exploracidn fisica y pruebas realizadas. Como criterios de
exclusién: se incluyeron la presencia de diabetes mellitus tipo 2 (T2D) en tratamiento
con insulina, embarazo o lactancia, algun tipo de enfermedad sistémica grave no
relacionada con la obesidad (enfermedades infecciosas, cdncer, nefropatia o
hepatopatia grave), asi como enfermedad cardiovascular mayor en los 6 meses previos
a la inclusién en el estudio y, por ultimo, presentar enfermedad inflamatoria aguda o

crénica.

Los pacientes fueron subclasificados en 3 grupos: obesos normoglucémicos (Ob-
NG) (Glucosa < 100 mg/dL y HbAlc < 5,7%), obesos insulinoresistentes (Ob-IR) (Glucosa
100 - 126 mg/dLy HbAlc 5,7 — 6,4%) y obesos diabéticos tipo 2 (Ob-T2D) (Glucosa > 126
mg/dL, HbAlc > 6,4%) siguiendo los criterios de la ADA (2022). Las muestras pareadas
de tejido adiposo subcutaneo (SC) y omental (OM) obtenidas durante la intervencién de

cirugia bariatrica fueron mantenidas a -80°C hasta su utilizacion.

3. Cohorte 3

Se tomaron muestras de suero de pacientes incluidos en el estudio de
intervencion Dletética CORonaria con aceite de Oliva y estudio de PREVencién
cardiovascular (CORDIOPREV) registrado en ClinicalTrials.gov (NTC00924937). El estudio
CORDIOPREV es un estudio prospectivo realizado en 1002 pacientes con enfermedad
coronaria y alto riesgo cardiovascular (Delgado-Lista, 2022). Los pacientes incluidos en
el estudio tuvieron su Ultimo evento coronario antes de los 6 meses previos a la inclusiéon
en el estudio, edades comprendidas entre 20-75 afios y sin otras enfermedades graves

o, al menos, una esperanza de vida no menor de 5 afos.
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Los sujetos fueron aleatorizados en dos modelos dietéticos diferentes (dieta
mediterranea y baja en grasas). Posteriormente, los pacientes que participaron en el
estudio fueron subclasificados en 2 grupos: grupo sin T2D en los 60 meses de
seguimiento de estudio y pacientes con T2D incidente, que incluye a aquellos pacientes
que desarrollaron T2D (criterios ADA; Podadera-Herreros et al., 2022) durante los meses

de seguimiento del estudio.

CULTIVOS CELULARES

1. Cultivo y diferenciacion in vitro de preadipocitos primarios humanos

Las muestras de tejido adiposo humano fresco (SC y OM) procedentes de la
cohorte 2 fueron procesadas para aislar los adipocitos maduros (no utilizados en esta
Tesis Doctoral) y la fraccidn del estroma vascular (SVF) (Diaz-Ruiz et al., 2015). Para ello,
las muestras fueron lavadas con D-PBS para eliminar la sangre contaminante vy
dispersadas mecanicamente en DMEM/F-12 (1:1). A continuacion, las muestras fueron
dispersadas enzimaticamente mediante su incubacion con DMEM/F-12 (1:1)
conteniendo 400 unidades/mL de colagenasa tipo V a 37°C durante 30 min en un bafio
en agitacién. Los restos de tejido no digeridos fueron eliminados mediante filtracidn con
filtros de 100 um de poro (sterile 100 um pore Cell Strainer; BDFalcon; Glendale, AZ,
EE.UU.) y los sobrenadantes fueron centrifugados a 600 g durante 10 min para separar
la capa de adipocitos maduros flotantes y el pellet de SVF. La SVF fue resuspendida en
DMEM/F-12, filtrada con filtros de 40 um de poro (sterile 40 um pore Cell Strainer;
BDFalcon; Glendale, AZ, EE.UU.) y centrifugada a 400 g durante 5 min. El pellet SVF
resultante fue resuspendido en 500 pL de tampdn de lisis de eritrocitos, incubado
durante 3 min a temperatura ambiente y, por ultimo, centrifugado de nuevo a 400 g

durante 10 min.

El pellet resultante contiene preadipocitos humanos, los cuales fueron cultivos y
diferenciados in vitro hasta adipocitos maduros como se describid previamente (Serena

et al., 2016). Asi, el pellet de SVF fue sembrado en una botella de 25 cm? con medio de
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cultivo de proliferacion de preadipocitos -DMEM/F-12 (1:1) suplementado con 8 mM
biotina, 18 mM de acido pantoténico, 100 mM de acido ascdérbico y 1% de antibidtico
estreptomicina-penicilina— con 10% NBCS 37°C con una concentracidon de CO, del 5%. El
medio de cultivo fue cambiado cada 48 h hasta alcanzar una confluencia del 70-80%.
Una vez alcanzada la confluencia, las células fueron levantadas con solucién de tripsina-
EDTA y subcultivadas de nuevo en botellas de mantenimiento a una densidad de 4000
células/cm?, proceso que se repitié entre 2-3 veces para ampliar y purificar el cultivo

celular siguiendo los protocolos establecidos previamente (Palumbo et al., 2018).

Una vez que se alcanzd el 70-80% de confluencia, tras 2-3 pases, los
preadipocitos fueron subcultivados en placas individuales de 35 mm con cubreobjetos
sobre el pocillo a una densidad de 4000 células/cm? para los estudios de imagen vy, de
nuevo, se esperd hasta que alcanzaran una confluencia del 70-80% para comenzar el
proceso de diferenciacidn. Alcanzada dicha confluencia, el dia 0 de diferenciacion, los
preadipocitos primarios humanos fueron diferenciados utilizando medio de
diferenciacién (medio de cultivo de proliferacién de preadipocitos con 3% de NCBS y
17,5 mM de glucosa) suplementado con 10 pg/mL de insulina, 0,1 uM de dexametasona,
1 uM de rosglitazona y 0,5 mM de IBMX durante 3 dias. A dia 3 de diferenciacidn, el
medio de cultivo fue sustituido por el medio de cultivo de diferenciacién suplementado
con 10 pg/mL de insulinay 0,1 uM de dexametasona durante 3 dias. Alcanzado el dia 6
de diferenciacién, el medio de cultivo fue refrescado y manteniendo el mismo hasta

alcanzar el dia 10 de diferenciacion.

2. Linea celular 3T3-L1

En esta Tesis Doctoral se ha empleado la linea celular 3T3-L1 (ATCC; LGC
Standards S.L.U., Barcelona, Espafia), fibroblastos de ratén con capacidad de

diferenciacién a adipocitos maduros en presencia de un coctel hormonal.

Asi, las células fueron sembradas en botellas de 150 cm? a una densidad de 2000
células/cm? con medio de cultivo de mantenimiento -DMEM 4,5 g/L glucosa, 4 mM L-
glutamina, 1% solucion antibidtica-antimicética (v/v), 1,5 g/L NaHCO3 y 10% NBCS (v/v)-

e incubadas a 37°C con una concentracion de CO;, del 5% hasta alcanzar una confluencia
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minima del 70-80% con cambio de medio cada 2 dias. En ese momento, se subcultivaron
en el soporte especifico para cada experimento (placas de Petri de 150 mm, placas de 6
pocillos, placas de 12 pocillos, pocillos individuales para imagen) a una densidad de 3000
células/cm? para iniciar el proceso de diferenciacién. Los subcultivos se mantuvieron con
medio de cultivo de mantenimiento durante 4 dias hasta alcanzar el mdximo grado de
confluencia, dia de inicio de la diferenciacion. En el primer dia de diferenciacion, dia 0,
se incubaron las células con un medio base de diferenciacion -DMEM 4,5 g/L glucosa, 4
mM L-glutamina, 1% solucidn antibidtica-antimicoética (v/v), 1,5 g/L NaHCO3 y 10% FBS
(v/v)- suplementado con 10 pg/mL insulina, 0,25 uM dexametasona y 0,5 mM IBMX
durante 72 h. Transcurrido este tiempo, a dia 3 de diferenciacién, este medio se
sustituyd por medio base de diferenciacién suplementado con 10 pg/mL insulina y se
mantuvieron durante 72 h, alcanzando el dia 6 de diferenciacién. A partir de entonces,
el medio de cultivo fue refrescado cada 48 h (medio de diferenciacién base) hasta

alcanzar el dia 10 de diferenciacién, obteniendo adipocitos maduros.

APROXIMACIONES PROTEOMICAS

La protedmica, que permite la identificacion de biomarcadores proteicos, ha
demostrado ser util para entender la compleja biologia detras de la obesidad y sus
comorbilidades. A diferencia de la gendmica y la transcriptdmica, el analisis del
proteoma permite la deteccion de modificaciones postraduccionales (MPT) y la

interaccion de proteinas (Aleksandrova et al., 2020).
1. Aproximacién 6mica 1: enriquecimiento proteinas acetiladas y analisis HPLC-MS/MS

La identificacién del perfil de proteinas acetiladas, acetiloma, del tejido adiposo
SCy OM se llevd a cabo mediante un enfoque protedmico centrado en la acetilacion de

proteinas en residuos de lisina (Figura 17).
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1.1. Extraccion de proteinas

Para los estudios en tejido adiposo humano, se utilizé una proporcién de 50 mg
de tejido (OM o SC)/200 uL de tampodn. Asi, para el estudio del acetiloma, se emplearon
100 mg de TA y 400 puL de tampdn especifico para proteinas acetiladas (20 mM HEPES
pH 8, 0,2 M Urea, 1 mM vanadato de sodio, 2,5 mM pirofosfato de sodio, 1 mM j-
glicerol-fosfato, 10 mM nicotinamida, 1 mM TSA, e inhibidores de proteasas 1 pL/mL
CLAP y 1 pL/mL PMSF). Las muestras se homogenizaron utilizando dos series de
sonicacién (2 pulsos de 20 s/pulso) separadas por periodos en hielo (10 y 15 min) para
favorecer la solubilizacion de las proteinas. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron 2 veces a 9.000 g durante 15 min a 4°C, recogiendo con cuidado en cada
caso el sobrenadante donde se localizan las proteinas citosdlicas y evitando coger la fase

lipidica que queda por encima de este.

Los pellets sobrantes, que contienen la fraccion nuclear de las células, fueron
resuspendidos en un tampodn que contenia 20 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 420
mM NacCl, 25% glicerol, 1 mM TSA e inhibidores de proteasas CLAP 1 uL/mLy PMSF 1
uL/mL, se agitaron en un vortex y se incubaron durante 30 min en agitacién a 4°C. Por
ultimo, se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm en una microcentrifuga durante 10
min, conservando el sobrenadante que contenia los extractos proteicos nucleares para

ser analizados mediante HPLC-MS/MS.

Asi, tras la extraccion de proteinas del tejido adiposo (citosdlicas y nucleares), se
tomaron 200 pg de cada muestra y se realizaron dos pools (pool A = 3 muestras y pool
B = 2 muestras). Las muestras se agruparon para superar las limitaciones del analisis de
individuos aislados (gran heterogeneidad) como se describidé anteriormente (Diz et al.,
2009). Se afiadid 1% de albumina de suero bovino acetilada recombinante a las muestras

como control de carga de proteina acetilada.

El estudio del acetiloma también se llevd a cabo en muestras de células 3T3-L1
expuestas a condiciones de alta glucosa y alta insulina (HGHI). Asi, transcurrido el tiempo
de tratamiento, se retird el medio de cultivo y las células 3T3-L1 fueron lavadas con

tampon PBS 1X frio para eliminar los restos de células muertas en suspensién y el medio
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de cultivo. Posteriormente, se afiadieron 150 pL de tampdn especifico para proteinas
acetiladas y, con la ayuda de un scrapper, se procedid a levantar las células. Se
recogieron las muestras y se sometieron a un proceso de sonicacion de 3 s/pulso

durante 3 pulsos, tras lo cual se mantuvieron en hielo durante 10-15 min. Finalmente,
las muestras se centrifugaron 15 min a 9.000 g a 4°C y se recogieron los sobrenadantes

de cada una de las muestras, que contenian los extractos proteicos.

De igual manera que con las muestras humanas, los pellets sobrantes de la
extraccién de proteinas de las células 3T3-L1, que contienen las proteinas nucleares,

fueron extraidas siguiendo el mismo protocolo que con las muestras de TA humano.

La determinacion de la cantidad de proteinas en las muestras se realizé
utilizando el método Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se mezclaron 5 pL de muestra
ajustada a la dilucién adecuada con 200 uL de reactivo de Bradford. Tras incubar durante
15 min la mezcla en oscuridad y a temperatura ambiente, se determiné el valor de
densidad éptica (DO) a 595 nm mediante espectrofotometria. La proteina total de cada
muestra se determind en relacidén a una recta patrén con concentraciones conocidas de

BSA.

1.2. Inmunoprecipitacion (IP) de proteinas acetiladas

Para la inmunoprecipitacion de proteinas acetiladas, las muestras fueron
incubadas con 100 pL de anticuerpo anti-acetil-Lys unido a beads de agarosa
(ImmunoChemistry Technologies, Davis, CA, EE.UU.) durante toda la noche. Las beads
fueron lavadas previamente con tampdn PBS 1X frio 2 veces y 2 veces con tampdn IP (50
mM MOPS, pH 7,2, 10 mM NaHPQ4, 50 mM NacCl) dejandolas 5 min en agitacion, 10 min
en hielo y 1 min de centrifugacion a 1500 rpm a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugaron
las muestras con las beads a 1500 rpm a 4°C, que fueron posteriormente lavadas con
tampodn IP 2 veces y otras 2 veces con H;O. Las proteinas acetiladas inmunoprecipitadas
fueron eluidas con 0,15% de TFA 2 veces para asegurar la elucion de todas las proteinas

unidas a las beads.
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1.3. Digestidn con tripsina y purificacion peptidica

Los extractos proteicos acetilados fueron reducidos y alquilados con DTT e IAA a
una concentracién final de 10 mM y 12 mM, respectivamente. Posteriormente, se
afiadié una solucién de tripsina (1 mg/mL) (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
EE.UU.) en proporcidon 1:20 (enzima:proteina). De forma previa a la digestiéon con
tripsina, los extractos proteicos se diluyeron en tampdén HEPES (20 mM, pH 8,0) hasta
una concentracion final de urea por debajo de 1M. La digestién se llevd a cabo durante
toda la noche a 37°C. Por otro lado, la purificacion de los péptidos se realizd en varias
etapas. En primer lugar, los extractos proteicos digeridos se acidificaron mediante la
adicién de 0,5% de TFA para detener la digestion. Posteriormente los péptidos fueron
purificados en columnas Pierce C18 Spin de fase sdlida (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, los
péptidos eluidos se secaron en un concentrador SpeedVac (Thermo Fisher Scientific) y
se resuspendieron en fase movil (2% acetonitrilo, 0,05% TFA) para su posterior inyeccién

en el sistema de HPLC (high performance liquid chromatography).

1.4. Andlisis de péptidos por HPLC-MS/MS

Las mezclas de péptidos tripticos se analizaron por espectrometria de masas de
alta resolucién en un Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific) equipado con una fuente
de iones en modo “Data Dependent Adquisition”. Previamente, los péptidos diluidos en
2% de acetonitrilo en 0,05% de TFA se separaron mediante cromatografia liquida (LC)
en un Dionex Ultimate 3000 nano UHPLC (Thermo Fisher Scientific) usando las siguientes
condiciones: preconcentracién en precolumnas C18 (PepMap, 5 um, 300 um x 5 mm)
(Thermo Fisher Scientific) a un flujo de 5 pL/min durante 3 min en 98% de acetonitrilo y
0,1% TFA. El gradiente cromatografico del 4-40% de acetonitrilo se realizé a un flujo de
300 nL/min en una nano-columna C18 (Acclaim PepMap RSLC 75 um x 50 cm) (Thermo
Fisher Scientific) durante 60 min. El Orbitrap Fusion operd en modo positivo a un voltaje
de 2 kV. El rango de masas en modo “analisis completo” (“full scan”) fue de 400-1500
m/z a una resolucion de 120 000, un AGC (Automatic Gain Control) de 4x10° y un tiempo
de inyeccion maximo de 50 ms. El analisis de péptidos se realizé operando en modo

“MS/MS Top Speed”, fragmentando el mayor niumero de iones posible de mayor
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intensidad por cada “andlisis completo” (“full scan”) en un tiempo de ciclo maximo de 3
s. Los espectros de fragmentacion se adquirieron en trampa lineal por fragmentacién
CID (disociacién inducida por colisién) a una energia de colision del 35% con un tiempo
de inyeccién de 75 ms y un AGC de 1x102. Se incluyd un tiempo de exclusién dindmico

de 15 s para cada ion y asi evitar la repeticion de fragmentacidn de iones.

1.5. Identificacién de proteinas mediante el uso de la base de datos Proteome

Discoverer 2.1

Proteome Discoverer 2.1 es una aplicacién que utiliza flujos de trabajo para
procesar y producir datos de espectrometria de masas. Su manera de trabajar es
mediante la comparativa de los “raw data” que se adquieren en los equipos de
espectrometria de masas o librerias espectrales para identificar proteinas desde una
base de datos FASTA. Funciona con el motor de busqueda SEQUEST HT y MASCOT, los
cuales procesan datos de espectros procedentes de instrumentos de Thermo Fisher
Scientific, en alta y baja resolucién (Technical Publications, 2017). Asi, las proteinas se
identificaron mediante los motores de busqueda citados anteriormente con las

siguientes condiciones:

- Base de datos: Human_uniprot + BSA sequence.

- Tolerancia: MS1 10 ppm para Orbitrap. MS2 10 ppm para Orbitrap.
- Maximum misscleavage: 3.

- Modificaciones dindmicas: Oxi (Met), Acetyl (Lys).

- Modificaciones fijas: Carbamidometil (Cys).

- Criterio de aceptacién: Percolator (Delta CN<0,05).

- FDR: 1% frente a decoy database.

La digestién de proteinas, purificaciéon de péptidos, analisis HPLC-MS/MS e
identificacion de proteinas fueron llevado a cabo por la Unidad de Protedmica del

Servicio Central de Apoyo a la Investigacién (SCAI) de la Universidad de Cérdoba.
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1.6. Estudios de anotaciones funcionales

Los andlisis GO enrichment fueron realizados utilizando el sistema de

clasificacion PANTHER (http://www.pantherdb.org/) empleando como referencia el

proteoma del Homo Sapiens (Mi et al., 2013). Los enriquecimientos de los térmicos GO
(Panther Go-Slim Procesos Bioldgicos, Funcién Molecular y Componente Celular) se
consideraron estadisticamente significativos para FDR < 0,05 y fueron corregidos por
multiples pruebas utilizando el método de Bonferroni, analizando los 10 términos GO
mas significativos. Por otro lado, se llevé a cabo el andlisis de la red GO de Procesos
Biolégicos y el arbol de agrupamiento jerarquico de proteinas acetiladas
estadisticamente significativas utilizando la base de datos ShinyGO v.0,61

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) (Xijin Ge and Jung, 2008). El numero de

proteinas acetiladas de ambos depdsitos (SC y OM) y de cada grupo experimental
(delgados, Ob-NG y Ob-IR) se obtuvo utilizando GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA, EE.UU.).
Se establecieron diagramas de Venn que representan las proteinas acetiladas comunes
y especificas en todas las condiciones utilizando la herramienta web InteractiVenn

(http://www.interactivenn.net) (Heberle et al., 2015). Ademas, se empledé Microsoft

Excel para calcular los ratios y fold change (FC) seguido de la transformacién de log>.
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MUESTRAS: Tejido Adiposo Humano y Modelo Celular (3T3-L1) en condiciones de HGHI
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Figura 17. Esquema de trabajo del enriquecimiento de proteinas acetiladas y analisis HPLC-
MS/MS de tejido adiposo humano procedente de individuos delgados, pacientes Ob-NG y Ob-IR
y células 3T3-L1.
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2. Aproximacion dmica 2: electroforesis bidimensional para la deteccidon de proteinas
carboniladas

La identificacion del perfil de proteinas carboniladas, carboniloma, del tejido
adiposo SC y OM se llevd a cabo mediante un enfoque protedmico basado en una

electroforesis bidimensional y posterior identificacion por MALDI-TOF/TOF (Figura 19).

La electroforesis bidimensional (2DE) permite la separacién de mezclas proteicas
complejas a través de la aplicacidon de dos tipos de electroforesis sobre la misma muestra
(Gygi et al., 2000). La primera dimensién consiste en un isoelectroenfoque (IEF), donde
las proteinas se separan en funcion de su punto isoeléctrico (pl) sobre un gradiente
continuo de pH. La segunda dimensidn se lleva a cabo sobre geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE), donde se produce la separacion de proteinas en funcién
de su peso molecular. La primera electroforesis produce la separacién de proteinas de
forma horizontal sobre una tira de pH continuo, mientras que la segunda ocurre de
manera perpendicular a la anterior, surgiendo de ambas un mapa de “manchas
proteicas” (spots). Finalmente, se lleva a cabo la digitalizacién de las mismas y, por

ultimo, el andlisis de los mapas bidimensionales (Gorg et al., 2004).

2.1. Extraccion de proteinas

En el caso de los estudios de carbonilacidon, se anadieron 400 pL de tampdn de
lisis convencional (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1% Triton x100,
inhibidores de proteasas CLAP 1 pL/mLy PMSF 1 puL/mL) a muestras de 100 mg de tejido
adiposo. Las muestras se homogenizaron utilizando dos series de sonicacién (2 pulsos
de 20 s/pulso) separadas por periodos en hielo (10 y 15 min) para favorecer la
solubilizacidon de las proteinas. Posteriormente, las muestras se centrifugaron 2 veces a
9.000 g durante 15 min a 4°C, recogiendo con cuidado en cada caso el sobrenadante
donde se localizan las proteinas citosodlicas y evitando coger la fase lipidica que queda

por encima de este.

La determinacién del perfil de proteinas carboniladas, ademas de llevarse a cabo
en muestras de tejido adiposo humano (SCy OM), también se realizé en células 3T3-L1

tras su exposicién a condiciones de HGHI y sus correspondientes controles. Para ello,
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finalizado el tiempo de tratamiento, se retird el medio de cultivo y las células 3T3-L1
fueron lavadas con tampdn PBS 1X frio para eliminar restos de células muertas en
suspension y medio de cultivo. Posteriormente, se afiadieron 150 pL de tampdn de lisis
convencional y, con la ayuda de un scrapper, se procedié a levantar las células. Se
recogieron las muestras y se sometieron a un proceso de sonicacion de 3 s/pulso
durante 3 pulsos, tras lo cual se mantuvieron en hielo durante 10-15 min. Finalmente,
las muestras se centrifugaron 15 min a 9.000 gy a 4°Cy se recogieron los sobrenadantes

conteniendo los extractos proteicos.

La cuantificacién de proteinas se llevd a cabo mediante el método de
cuantificacion Bradford, como se describidé anteriormente. Finalmente, los extractos
proteicos se procesaron con el kit 2D Clean-Up (2D Clean Up kit Manual; Ge Healthcare,
Madrid, Espafia) con el fin de obtener un extracto proteico lo mas libre posible de
lipidos, ya que estos pueden interferir en el proceso de isoelectroenfoque (IEF) de la

electroforesis bidimensional (2DE).

2.2. Primera dimensioén: Isoelectroenfoque (IEF)

Una vez que se obtuvieron los pellets tras la aplicacion del kit 2D-Clean Up, estos
se resuspendieron en el tampdn para IEF —DeStreak Reagent (GE Healthcare), 20 mM
DTT y 0,8% anfolitos—. Dependiendo del tamafio de la tira IPG (tira donde se encuentra
adherida acrilamida y con un gradiente de pH inmovilizado), el volumen mdaximo de
muestra que se puede anadir es diferente: 125 pL para las tiras de pH 4-7 7 cm
(Immobiline DryStrip Gels pH 4-7, 7 cm; Amersham Place, Buckinghamshire, Reino
Unido), y 340 uL para las tiras de pH 3-10 NL 18 cm (Immobiline DryStrip Gels pH 3-10
NL, 18 cm; Amersham Place). Asi, las muestras resuspendidas en tampon IEF se
incubaron durante 30-45 minutos en agitacion a temperatura ambiente antes de ser
cargadas sobre las tiras IPG. Las muestras se cargaron sobre el anodo del sarcéfago
utilizado para el isoelectroenfoque (Ettan IPGphor Ceramic Strip Holders; GE Healthcare)
y posteriormente la tira se situd sobre el sarcéfago, haciendo coincidir anodo y catodo
de la tira con el del sarcéofago. Para finalizar, se afiadié el aceite mineral (Mineral Qil

Biotechnology Grade; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) para rehidratar la tira
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y los sarcofagos se situaron sobre el sistema de enfoque eléctrico Ettan IPGphor 3 (GE

Healthcare).

El programa de enfoque varia en funcion de la longitud de la tira y del gradiente
de pH utilizado. Asi, las tiras de pH 4-7 7cm (empleadas para la 2DE de modelos en
células 3T3-L1) se sometieron al siguiente programa de IEF: 15 h de rehidratacion a 20°C,
1ha300V, gradiente de voltaje durante 1 h hasta alcanzar 1000 V, otro gradiente hasta
alcanzar los 5.000 V en 2 h y un paso final de 3000 V/h hasta su enfoque total, todo ello
a 20°Cy un maximo de 50 pA/tira. En el caso de las tiras de pH 3-10 NL 18 cm (utilizadas
para la 2DE de muestras de tejido adiposo humano), los pasos fueron los siguientes: 15
h de rehidratacion a 20°C, 3 h a 300 V, gradiente de voltaje durante 2 h hasta alcanzar
1.000V, otro gradiente hasta alcanzar los 8000 V en 3 hy, por ultimo, un paso de 40.000

V/h hasta su enfoque total, todo ello a 20°C y un maximo de 50 pA/tira.

2.3. Derivatizacion de las tiras IPG

Los grupos carbonilo (C=0) de las proteinas se detectaron a través de su
derivatizacién con DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) (Barcelo-Batllori et al., 2008;
Primeau et al., 2011). EI DNPH se une covalentemente a los grupos carbonilo —formando
una base de Schiff — para dar lugar a hidrazonas estables (Figura 18). El grupo
dinitrofenilo (DNP) que se forma puede ser detectado mediante Western Blot, dot blot,

inmunohistoquimica o ELISA (Irazusta et al., 2008).

Por tanto, una vez finalizado el IEF, se procedid a la derivatizacién de las tiras
para detectar el perfil protedmico carbonilado. El protocolo de derivatizacién de los
grupos carbonilo sobre las tiras es algo diferente a la derivatizacién sobre la muestra. En
este caso, las tiras se situaron sobre un soporte que nos permitia afiadir 1 mL de reactivo
de derivatizacién (10 mM DNPH en 2 N HCI) y se mantuvieron sumergidas en dicha
solucién durante 20 min en agitacion y oscuridad. Posteriormente, la reaccién se
bloqued afiadiendo 1 mL de tampdn de equilibrado (50 mM Tris-HCl pH 8,8, 6M Urea,

20% glicerol, 2% SDS) durante 10 min en agitacidn y a temperatura ambiente.
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Figura 18. Formacion del DNP tras la reacciéon de derivatizacion del DNPH con los grupos
carbonilo de las proteinas.

2.4. Equilibrado de las tiras

Es necesario equilibrar las tiras antes de la separacidn de las proteinas en una
segunda dimension. Para ello, se afiadié 1 mL de tampdn de equilibrado suplementado
con 2% DTT sobre las tiras durante 15 min a temperatura ambiente y en agitacion.
Posteriormente, se afiadid 1 mL de tampdn de equilibrado con 2,5% de IAA bajo las

mismas condiciones.

2.5. Segunda dimension: electroforesis e inmunodeteccién de proteinas

carboniladas

Finalizado el tiempo de equilibrado de las tiras, estas se sometieron a la
separacion de las proteinas en geles de poliacrilamida. Dependiendo del tamafo de la
tira, se utilizaron distintos geles ajustados a la longitud de la misma, pero el
procedimiento a seguir es el mismo: se generaron geles de poliacrilamida (12%) con el
gel separador solo vy, sobre este, se situd la tira que fijamos al gel separador mediante el
uso de agarosa (0,5% m/v) para que no se formaran burbujas sobre ambos. De igual
forma, dependiendo del tamafio de los geles, los sistemas electroforéticos empleados
fueron distintos: para los geles de 9 x 7 cm se llevd a cabo la electroforesis a 80 V durante
2 h en el sistema MINI PROTEAN Tetra (Bio-Rad Laboratories) mientras que para los

geles de 20 x 20 cm se utilizd el sistema vertical de multigeles Ettan DALTsix (GE
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Healthcare) y el proceso de electroforesis consté de un primer paso de 30 min a 5 W/gel

y5ha 15 W/gel.

Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT, Pall
Corp., Pensacola, FL, EE.UU.). Dependiendo del tamafio de los geles se utilizaron
sistemas de transferencia distintos: para los geles de 9 cm x 7 cm, la transferencia se
realizé con el programa Turbo del sistema Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad
Laboratories) mientras que en el caso de los geles de 20 cm x 20 cm, la transferencia a
membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT) se llevé a cabo usando el sistema Trans-Blot

Cell (Bio-Rad Laboratories) con un voltaje de 90 V durante 2 horas.

La inmunodeteccién de las proteinas carboniladas se realizé incubando las
membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT) con anticuerpo primario anti-DNP a 4°C
durante toda la noche y posterior incubacidon de 1 h con anticuerpo secundario de
conejo conjugado con peroxidasa (Tabla 8). Por ultimo, las membranas se revelaron
empleando el kit de deteccion comercial Clarity Western ECL Sustrate (Bio-Rad
Laboratories) en el sistema LAS 4000 (Software ImageQuant LAS 4000 V1.2; GE
Healthcare) y las imagenes obtenidas fueron procesadas utilizando el programa Image)
(v1.50b, NIH, Bethesda, MD, EE.UU.) para realizar el andlisis cuantitativo de los spots

detectados.

2.6. Tincion de geles con Coomassie Brilliant Blue G250

Para identificar las proteinas de interés, se prepararon geles adicionales que
fueron tefidos con Coomassie. Para ello, las proteinas se fijaron al gel con una solucién
de fijacién (7% v/v metanol, 10% v/v acido acético) durante 30 min, en agitacion y
temperatura ambiente. Se retiré la solucién de fijacidén y los geles se sumergieron en
una solucion de Coomassie Blue (0,6 M sulfato amadnico, 0,1% m/v Coomasie Blue G-
250, 20% v/v metanol, 22,5% v/v acido fosfdrico) durante 20 h en oscuridad, agitaciony
a temperatura ambiente. Tras esto, los geles se lavaron durante 3 min con una solucién
0,1 M Tris-H3POg4, pH 6,5. A continuacidn, se agitaron vigorosamente menos de 1 min

con una solucidon al 25% v/v de metanol y, por ultimo, se mantuvieron durante 24 h en
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sulfato amaonico al 20% v/v. Este proceso de tincidn se repitid 2-3 veces para obtener un

mayor contraste puesto que se trata de una tincién acumulativa.

2.7. Identificacion de las proteinas carboniladas

Los spots de interés fueron escindidos automaticamente en una estacion para
picar geles (ProPic Station; Genomic Solutions Inc, Ann Arbor, MI, EE.UU.) en la Unidad
de Protedmica del SCAI (Universidad de Cérdoba). La digestién de los spots y analisis
mediante MALDI-TOF/TOF (4800 MALDI TOF/TOF Analyzer; Applied Biosystem,
Waltham, MA, EE. UU.) fueron llevados a cabo por el Laboratorio de Proteédmica del
Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago (Complejo Hospitalario Universitario de

Santiago de Compostela).

Los datos de los espectros MS 'y MS/MS fueron combinados a través del software
GPS Explorer v3.6. Se empled el software Mascot v2.2 (Matrix Science), que identifica,
caracteriza y cuantifica proteinas datos de espectrometria de masas mediante la
busqueda en una base de datos humana no redundante (SwissProt release 56.0) con
tolerancia de precursor de 30 ppm y tolerancia de fragmentos MS/MS de 0,2 Da. El
analisis se limité a péptidos de 6 0 mdas aminodcidos y un maximo de un sitio de escision
erréneo. Como modificacion variable se buscé la oxidacidon de metionina mientras que
la carbamidometilacién de cisteina se establecié como modificacion fija. Todos los

espectros y los resultados de la base de datos se revisaron manualmente en detalle.
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Figura 19. Esquema de trabajo de la electroforesis bidimensional para la deteccion de proteinas
carboniladas de tejido adiposo humano (SCy OM) y de células 3T3-L1.
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MODELOS IN VITRO DE RESISTENCIA
A INSULINAY TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

1. Experimentos in vitro para el estudio del impacto de estimulos obesogénicos

Con el fin de estudiar la contribucidon de diferentes estimulos obesogénicos
(hiperglucemia e hiperinsulinemia, e hipertrofia de los adipocitos) de manera singular al
desarrollo de obesidad y sus comorbilidades asociadas, se desarrollaron una serie de
modelos in vitro: modelos de hipertrofia mediante la administracién de una sobrecarga
lipidica con acidos grasos saturados (acido palmitico) o monoinsaturados (acido oleico),
y un modelo de hiperglucemia e hiperinsulinemia, mediante la exposicién a

concentraciones elevadas de glucosa e insulina (HGHI).

1.1. Modelos de hipertrofia

A lo largo de esta Tesis Doctoral, se han utilizado dos modelos de hipertrofia
mediante la sobrecarga lipidica de dos acidos grasos diferentes: un dcido graso saturado,
acido palmitico, que, ademas de generar hipertrofia en los adipocitos, provoca que las
células desarrollen resistencia a insulina; y un dcido graso monoinsaturado, dcido oleico,
gue causa hipertrofia en los adipocitos, pero no resistencia a insulina (Diaz-Ruiz et al.,

2015)

Asi, células 3T3-L1 que alcanzaron el dia 5 de diferenciacién tras la transfeccion
con las construcciones de interés —-pEGFP-C2-WTFABP4 (indicado como WT) pEGFP-C2-
TMFABP4 (indicado como TM); ver Transfeccion celular- se mantuvieron en condiciones
de ayuno durante 2 h con un medio de pretratamiento ~-DMEM 1 g/L glucosa
suplementado con 1,5 g/L bicarbonato de sodio, 2% BSA-FFA, 2% L-glutamina (v/v) y 1%
solucién antibidtica-antimicética (v/v)- vy, transcurrido ese tiempo, se administrd el
estimulo de acidos grasos (500 uM de palmitato o 500 uM de oleato) en medio de

pretratamiento durante 18 h.
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1.2. Modelo de hiperglucemia e hiperinsulinemia (HGHI)

La exposicidon a condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia, como ocurre
comunmente en condiciones de obesidad, se asocian con la aparicién de resistencia a
insulina en los adipocitos (Diaz-Ruiz et al., 2015). En este caso, células 3T3-L1 a dia 5 de
diferenciacidn tras la transfeccidn celular con los correspondientes vectores de interés
-pEGFP-C2-WTFABP4 (indicado como WT) pEGFP-C2-TMFABP4 (indicado como TM)- y
células 3T3-L1 a dia 6 de diferenciacidn para su utilizacion en las aproximaciones dmicas,
se mantuvieron durante 2 h en medio de pretratamiento -DMEM 1 g/L glucosa, 1,5 g/L
bicarbonato de sodio, 0,5% BSA-FFA, 2% L-glutamina (v/v) y 1% solucién antibidtica-
antimicética (v/v)-. Posteriormente, las células se expusieron a altas concentraciones

de glucosa (4,5 g/L) y de insulina (100 nM) durante 24 h.

2. Estudios de vida media de las proteinas mutadas

En este estudio, utilizamos técnicas de mutagénesis dirigida (ver Mutagénesis
dirigida mediante PCR) para producir formas mutadas de una proteina en estudio,
FABP4, y analizar la relevancia de residuos potencialmente acetilados en la secuencia de
dicha proteina. Concretamente, para conocer si la sustitucidén de los residuos K22I, K321
y K591 podrian jugar un papel en la vida media de FABP4, se utilizo cicloheximida (CHX),
un inhibidor de la sintesis proteica y MG132, un inhibidor del proteasoma. Asi, en cada
experimento realizado en este estudio, un set de células transfectadas con WTy TM se
sometieron a un tratamiento de 10 pg/mL de CHX, otro grupo de células transfectadas
se trataron con 10 uM de MG132 vy, por ultimo, una combinacién de 10 pg/mL CHX y 10

KM de MG132 se afiadid sobre otro set de células transfectadas durante 30 h.

3. Exposicion de las células a medios condicionados

Para el analisis de la homeostasis del hierro, se midié la translocacion del TfR.
Para ello, adipocitos 3T3-L1 transfectados con el vector pCMV6-AN-HA-TfR (TfR-HA) se
expusieron durante 24 h a un medio que contenia un 10% de suero inactivado por calor
de pacientes con (Incidente-T2D) y sin diabetes tipo 2 (No-T2D) (Sadnchez-Ceinos et al.,
2021) siguiendo los protocolos previamente establecidos (Arias de la Rosa et al., 2018).

Después del tratamiento, las células fueron expuestas a 25 mg/dL de Holo-transferrina
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(Merck, Darmstadt, Alemania) durante 20 min y procesadas para la evaluacion de la

translocacion de TfR por microscopia confocal.
4. Exposicion de las células a CQDs y SQDs

Se analizé la respuesta de las 3T3-L1 a la exposicion de las CQDs y SQDs en
presencia y ausencia de FBS en el medio de cultivo. El dia de los experimentos, el medio
de cultivo fue retirado y las células fueron preincubadas a 37°C y un 5% de CO; durante
2 horas en cualquiera de las dos condiciones, con deprivacién de suero o
complementado con suero (10% v/v de FBS) en el medio de cultivo para la estabilizacion
celular. Después, las células fueron expuestas a concentraciones crecientes (0-1600
mg/L) de CQDs o SQDs en el medio de cultivo conteniendo, o no, 10% v/v FBS durante

24 ha37°Cyun 5% de CO..

— MUTAGENESIS DIRIGIDA MEDIANTE PCR —

Con el fin de analizar el papel que juega la acetilaciéon en el comportamiento de
una proteina identificada en el estudio de acetilacion de tejido adiposo humana, la
chaperona lipidica FABP4, y basandonos en bibliografia previa sobre esta proteina
(Gillilan et al., 2007), se seleccionaron 3 residuos de lisina (Lys o K) —debido a que es el
aminodacido susceptible de ser acetilado- para ser sustituidos por residuos de isoleucina
(lle o 1), aminodcido no susceptible de acetilacién. De esta manera, se generaron

versiones mutantes de la proteina que no pueden acetilarse.
1. Analisis de dominios y motivos estructurales

Para determinar la importancia funcional de la incorporacién de grupos acetilo
en la secuencia de FABP4, a continuaciéon disefiamos y optimizamos un protocolo de
mutagénesis dirigida por PCR con el fin de generar mutantes de FABP4 con sustituciones
puntuales de los residuos de lisina a los que se asocian los grupos acetilo por otro

aminodcido que no sufra esta modificacion.
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Tras una busqueda in silico de las distintas lisinas que presenta FABP4 y de las
que se ha descrito que pueden presentar acetilacion utilizando la base de datos

“Phosphosite” (http://www.phosphosite.org), se procedio a localizarlas en la estructura

terciaria de la proteina para decidir cuales podrian ser los mejores residuos candidatos

para la acetilacién.

A raiz de este analisis se concluyd que las lisinas en las posiciones 22, 32 y 59
podrian ser objeto de acetilacion en condiciones fisiolégicas al encontrarse en zonas de
la proteina facilmente accesibles para las enzimas encargadas de la acetilacién. En
concreto, las posiciones 22 y 32 corresponden a dos lisinas que se encuentran en las
alfa-hélices de la proteina, y estan implicadas en la sefial de localizacién nuclear (NLS),
por lo que podria ser una acetilacién clave para la funcionalidad de la proteina (Gillilan
et al., 2007). Se decidio estudiar también la Lys59 por su proximidad a nivel estructural

a las otras dos Lys y su posibilidad de acetilarse.

2. Diseio de oligonucleoétidos

Para la realizacién de la sustitucion de residuos aminoacidicos, se disefiaron
primers que permitieron introducir cambios en las lisinas (AAA) por isoleucinas (ATA) a
través de mutagénesis dirigida (Vazquez-Martinez et al., 2007). Los primers se disefiaron
utilizando el software Primer3 (v.0.4.0) fijando los siguientes pardmetros: tamafio de los
primers (18-23 nucleétidos), porcentaje G-C (45-55%), temperatura de alineamiento, Tm,

(60-61°C) y rango del producto de PCR (80-200 nucleétidos).

Una vez obtenida la lista de posibles primers candidatos, se seleccionaron
aquellas parejas que presentaban una mayor cobertura de exones en cada una de las
secuencias de FABP4 donde se encontraban las Lys a sustituir, y se mandaron a sintetizar

a la casa comercial StabVida (SatbVida, Caparica, Portugal) (Tabla 1).
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Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados para los estudios de mutagénesis dirigida.

Mutacion Primers Secuencia

Forward 5' CTTCGATGATTACATGATAGAAGTGGGAGTGGGC 3'

22 Reverse 5' GCCCACTCCCACTTCTATCATGTAATCATCGAAG 3'
Forward 5' CTTTGCCACAAGGATAGTGGCAGGCATGG 3'

€2 Reverse 5' CCATGCCTGCCACTATCCTTGTGGCAAAG 3'

<o Forward 5'CGGTCAGAGAGTACTTTTATAAACACCGAGATTTCCTTC3'

Reverse 5' GAAGGAAATCTCGGTGTTTATAAAAGTACTCTCTGACCG 3'

En rojo estan marcados los tripletes que codifican para la Lys (AAA) sustituyendo la A en posicion
2 del triplete por una T consiguiendo el triplete (ATA) que codifica lle.

3. Mutagénesis dirigida via PCR

A partir de la construccion pEGFP-C2-WTFABP4 (wild type, WT), que fue cedida
por el Dr. Noy (Gillilan et al., 2007), se llevé a cabo la mutagénesis dirigida de la
secuencia via PCR para obtener los 3 mutantes simples: pEGFP-C2-K22IFABP4 (mutante
1, M1), pEGFP-C2-K32IFABP4 (mutante 2, M2), pEGFP-C2-K59IFABP4 (mutante 3, M3).
Para la generacidn del triple mutante se empled la construccion pEGFP-C2-K22IFABP4
sobre la que se realizé la mutacién en la posicidn K32l y K591 a través de dos mutaciones
dirigidas seguidas y generando, asi, la construccion pEGFP-C2-TMFABP4 (triple mutante,
TM) (Figura 20).

Por tanto, el vector de partida para cada mutagénesis dirigida se amplificd
mediante PCR convencional utilizando las parejas de primers de la Tabla 1. Para ello, se
mezclaron 100 ng de ADN molde, 125 ng de Foward primer, 125 ng de Reverse primer,
0,5 uL de 1 U/uL KAPA HiFi HotStar ADN Polimerasa (Kapa Biosystem, Boston, MA,
EE.UU.), 0,75 puL 10 mM del mix KAPA dNTP (Kapa Biosystem), 5 pL del tampdén 5X KAPA
HiFi (Kapa Biosystem) completando con H.O de ARNasas hasta los 25 ulL. La
amplificacidén se realizd por duplicado y se realizaron los controles negativos necesarios
(control negativo de ADN molde sustituido por agua y control de primers utilizando solo
Forward primers o Reverse primers). Las condiciones a las que se realizé la PCR se indican

en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones de PCR para la realizacién de los estudios de mutagénesis dirigida.

Paso Programa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacidn inicial 95°C 3 min (1 ciclo)
2 Desnaturalizacion 98°C 20 s (35 ciclos)
3 Anillamiento 65°C 15 s (35 ciclos)
4 Extension 72°C 5 min (35 ciclos)
5 Vuelve al paso 2 = 35 ciclos
6 Extension final 72°C 5 min (1 ciclo)

Al finalizar la amplificacién, se purificé el producto de PCR utilizando el kit
AccuPrep PCR Purification Kit (Bioneer, Daejeon, Republica de Korea). Posteriormente,
se procedid a un proceso de digestion con la enzima Dpnl (#ER1701, Thermo Fisher
Scientific) —que permite eliminar el ADN molde ya que actua sobre secuencias
metiladas— durante 1 h a 37°C, y después 20 min a 80°C para inhibir a la enzima. A
continuacion, se volvié a purificar el producto de PCR para eliminar la presencia de
restos de ADN molde utilizando el mismo kit de purificacién anterior y se cuantificé la
cantidad de ADN midiendo su absorbancia (relacion 260/280 nm) en el
espectrofotémetro Nano Drop DS-11 Spectophotometer (DeNovix Inc, Wilmington, DE,

EE.UU.).
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PEGFP-C2-WTFABP4 (WT)

Prlmers mutagénicos:
AAA > ATA \

$ PEGFP-C2-K22IFABP4 (M1)
PEGFP-C2-K32IFABP4 (M2)
PEGFP-C2-K59IFABP4 (M3)

Triple Mutante de FABP4 (K221, K321, K59I)

MUTAGENESIS DIRIGIDA: Generacion de mutantes simples y

PEGFP-C2-TMFABP4 (TM)

Figura 20. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida y generacién de los vectores simples
de FABP4: pEGFP-C2-K22IFABP4 (M1), pEGFP-C2-K32IFABP4 (M2) y pEGFP-C2-K59IFABP4 (M3)
y el triple mutante, pEGFP-C2-TMFABP4 (TM).

4. Transformacion de bacterias competentes

El siguiente paso consistid en la transformacién de bacterias competentes con el
producto de PCR para aumentar el numero de copias del vector mutado. Asi, se
afiadieron 5 pL de una mezcla de 25 mM B-mercaptoetanol:H,0 destilada (proporcion
1:50) en un tubo con 50 uL de bacterias competentes, y se dejaron en hielo durante 10
min para generar poros en la pared bacteriana. Transcurrido este tiempo, se afiadieron
50 ng del producto de PCR purificado (sin que el volumen del vector llegara a superar
los 6 pL) y, de nuevo, se dejé la mezcla en hielo durante 30 min. A continuacién, se
provocd un choque térmico a las bacterias para permitir la entrada del ADN, dejando los
tubos 3 min a 37°C e, inmediatamente, en hielo durante 2 min. Se afiadieron 500 uL de
2% LB Broth (m/v) (Sigma Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.) y se mantuvieron 1 ha37°Cen
agitacion. Tras una centrifugacion de 3 min a 3000 rpm para generar un pellet de
bacterias, se sembraron por agotamiento en placas de Petri con 1,5% LB-Agar (m/v)
(Sigma Aldrich,) y 50 pg/mL Kanamicina (Kanamycin sulfate; Sigma Aldrich) a una
proporcion 1 pL/mL, y se dejaron a 37°C entre 14y 16 h.
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Una vez crecidas las bacterias, se seleccionaron colonias que se dejaron
creciendo en medio liquido con 2% LB Broth (m/v) en agitacion a 37°C durante 6-8 h
dependiendo del ritmo de crecimiento de las bacterias. Finalmente, se lisaron las
bacterias y se obtuvo el ADN plasmidico utilizando el kit Plasmid DNA Extraction Mini Kit
(European Favorgen Biotech Corp., Viena, Austria). Por ultimo, se cuantificaron las
muestras (relacion 260/280 nm) utilizando el espectrofotometro Nano Drop DS-11

(Spectophotometer DeNovix Inc, Wilmington, DE, EE.UU.).

5. Secuenciacidn y analisis de secuencias

Todas las construcciones generadas en los diferentes vectores de expresidn se
mandaron a secuenciar (StabVida) para comprobar las distintas mutaciones dirigidas.
Los cromatogramas resultantes de las reacciones de secuenciacion fueron revisados y
analizados con la ayuda del programa Chromas 2.11 (Technelysium, Gold Coast,
Australia). Posteriormente, cada una de las secuencias fueron alineadas con la secuencia
de FABP4 obtenida de la base de datos del NCBI (EE.UU.) empleando el programa CLC

Sequence Viewer 7.6.1 (Qiagen, Alemania).

ESTUDIOS DE MODELADO
MOLECULAR IN SILICO

1. Modelado tridimensional de FABP4 in silico

Para confirmar que la sustitucién de las tres Lys en la version mutada de FABP4
no altera la estructura tridimensional de FABP4 vy, por tanto, que los cambios que se
observan entre la forma mutada y silvestre de la proteina son debido a la menor
capacidad de acetilacion de la FABP4 mutada, procedimos al modelado in silico de la

proteina.

Asi, a partir de la estructura tridimensional de FABP4 registrada en la base de

datos PDB (Protein Data Bank, EE.UU.) con el cddigo 3P6D y haciendo uso del software
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Phyre2 (Protein Fold Recognition Server, Reino Unido) se llevd a cabo el modelado de la
estructura tridimensional de ambas construcciones, WT y TM. Para ello, se realizo la
traduccién in silico de las construcciones a partir de la secuencia aminoacidica obtenida
tras la secuenciacidn génica. Una vez generadas las estructuras tridimensionales in silico,
ambas se compararon con el programa Swiss PDB Viewer v4.1 (Suiza). Se utilizé la
medida estadistica RMS que corresponde a la raiz cuadrada de la media aritmética de
los cuadrados de la distancia media existente entre los atomos de cada una de las
estructuras, en angstroms. Cuanto mas cercano a 0 se encuentre el valor de RMS, mayor

similitud existe entre las estructuras comparadas.

2. Estudios de docking molecular

2.1. Estudios in silico de interaccion entre FABP4 y la lipasa sensible a hormonas

(HSL)

Atendiendo a los datos publicados sobre la interaccidn existente entre FABP4 y
la lipasa sensible a hormonas (HSL), que hidroliza diglicéridos a monoglicéridos
(Hotamisligil and Bernlohr, 2015), se estudié la interaccidon entre GFP-FABP4-WT o GFP-
FABP4-TM (modelados in silico realizados con Phyre2) y HSL (cddigo AF-P54310,
AlphaFold Protein Structure Database, Reino Unido) utilizando el software HADDOCK
(Bijvoet Center for Biomolecular Research, Paises Bajos)(Yan et al., 2017) bajo la
configuracion predeterminada. Se seleccionaron y se compararon las mejores
posiciones de unidn entre las proteinas. Los residuos que interaccionan entre FABP4-
HSL fueron evaluados en el programa Ligprot* (LigPlot* v.2.2, European Bioinformatics
Institute) (Laskowski and Swindells, 2011) para identificar y generar diagramas

esquematicos de las interacciones proteina-proteina.

2.2. Estudios moleculares in silico de Transferrina (Tf) y su receptor (TfR)

Tras identificar a la transferrina, Tf, como una de las proteinas carboniladas en
los estudios dmicos, se llevd a cabo un estudio in silico para localizar las posibles
posiciones de carbonilacién de la proteina utilizando el servidor iCarPS (Center for

Informational Biology, Chengdu, China). Una vez identificados los residuos susceptibles
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de carbonilacion, se generd el alineamiento de las secuencias de Tf y Tf carbonilada con

el software CLC Sequence Viewer (Qiagen, Alemania).

Por otro lado, se estudid la interaccidn entre el receptor de transferrina, TfR, y
transferrina, Tf. Para ello, se utilizé el modelado molecular registrado en la base de datos
PDB (Protein Data Bank, EE.UU.) del complejo receptor de transferrina 1y transferrina
con hierro conjugado en el I6bulo N (cddigo de identificacion PDB: 3S9L). Tras descargar
el archivo PDB del complejo molecular, las estructuras de las proteinas se visualizaron
usando UCSF Chimera 1.10.1 (Resource for Biocomputing, Visualization and Informatics,

San Francisco, CA, EE.UU.).

Los residuos que interactuan entre TfR y Tf asi como entre Tf y el hierro fueron
evaluados con el programa Ligprot* (LigPlot* v.2.2). Este estudio in silico tiene como fin
identificar y generar diagramas esquematicos de las interacciones proteina-proteina
(TfR-Tf) y proteina-ligando (Tf-hierro) y conocer si esos residuos son susceptibles de
carbonilarse o se encuentran préximos a posiciones de carbonilacién y evaluar, de esta

manera, el posible efecto de la carbonilacidn en la funcionalidad de Tf. .

TRANSFECCION CELULAR

La transfeccidn de células 3T3-L1 se llevo a cabo en el dia 3 de diferenciacion
utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 Reagent (Thermo Fisher Scientific) segun las
instrucciones del fabricante. Para ello, se mezclaron 2,5 pug de ADN plasmidico (Tabla 3)
con 7,5 ulL de lipofectamina, se incubd la mezcla durante 30 min para permitir la
formacién de los complejos ADN-lipido y, a continuacidn, se afiadid a las células con

medio de transfeccidn -Gibco Opti-MEM | (Thermo Fisher Scientific)-.

Transcurridas 24 h (dia 4 de diferenciacion) se sustituyd el medio de cultivo de
transfeccidon por medio de transfeccion suplementado con 10 pg/mL de insulina para
continuar con la diferenciacidn celular. Dependiendo del experimento, a dia 5 se

continud con la diferenciacién adipocitaria hasta fases mas tardias de diferenciacion o
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se aplicaron los tratamientos de estudio. Posteriormente, las muestras se procesaron de

manera especifica para cada una de las metodologias a realizar.

Tabla 3. Vectores utilizados en los diferentes estudios de transfeccion.

Vectores de transfeccion Etiqueta del vector

PEGFP-C2 GFP
pPEGFP-C2-WTFABP4 GFP
PEGFp-C2-K22IFABP4 GFP
PEGFp-C2-K32IFABP4 GFP
PEGFP-C2-K59IFABP4 GFP
PEGFP-C2-TMFABP4 GFP
pCMV6-AN-HA-TfR HA

ANALISIS DE EXPRESION GENICA

1. Extraccion de ARN

Los analisis de expresidn génica se realizaron sobre extractos de células 3T3-L1 a
diferentes dias de diferenciacién (DO, D3, D6y D9) y en células 3T3-L1 transfectadas con
los vectores de expresidn indicados. Para proceder a la extraccidn y purificacion del ARN
de estas células se siguié el protocolo establecido en el grupo (Pulido et al., 2011). Asi,
se retirdé el medio de cultivo de las células y se administré un volumen determinado de
TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (500 pL/pocillo en placas de 12 pocillosy 1
mL/pocillo en placas de 6 pocillos) que rompe las células y mantiene la integridad del

ARN.

A continuacidn, se afiadieron 200 pL de cloroformo/mL de TRIzol y las muestras
se incubaron 2-3 min. A continuacidn, se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min a 4°C
diferencidandose dos fases, la organica (ADN y proteinas), en la parte inferior, y la que
contiene el ARN, superior, de aspecto acuoso, que fue recogida y mezclada con
isopropanol en una proporcion 1:1. De nuevo, las muestras se centrifugaron a 4°C
durante 10 min a 12.000 g, eliminando el sobrenadante y lavando el pellet con 1 mL de
etanol al 75%. Tras una nueva centrifugacion de 5 min a 4°Cy 7.500 g, se dejo secar el

pellet y se reconstituyé en 11 plL de agua libre de ARNasas. Por ultimo, las muestras se
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calentaron 5 min a 65°C, y se cuantificaron utilizando el espectrofotometro Nano Drop
DS-11 (DeNovix Inc) comprobando tanto la concentracién del ARN como su calidad,

midiendo la absorbancia de cada extracto a 260 y 280 nm.

2. Retrotranscripcion (RT)

Se llevé a cabo la retrotranscripcién del ARN a ADN copia (ADNc) empleando el
kit comercial RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). En
primer lugar, por cada reaccion, se adiciond 1 pL del reactivo Random Hexamer primer
(Thermo Fisher Scientific, junto con 1 pg de ARN, y se completdé el volumen con H;O libre
de ARNasas hasta 12 plL, incubandose las muestras a 65°C durante 5 minutos (Tabla 4).
En funcién del nimero de muestras a procesar, se prepard un volumen de Mdster Mix

con un error del 8%, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Tabla 4. Composicidon de la Master Mix para la retrotranscripcion de ARN a ADNc.

Compuesto Volumen por reaccion (uL)
5X Reaction buffer 4
RiboLock RNAse Inhibitor (20 U/uL) 1
10 mM mezcla de dNTP 2
RevertAid M-MulV RT (200 U/uL) 1
Volumen final 20

A cada muestra, se le afiadieron 8 pL de Master Mix, se incubaron a 25°C durante
5 min, y después 1 h a 42°C. Para finalizar la reaccién, se calentaron las muestras 5 min
a 70°C, y, a continuacidn, se cuantificd el producto obtenido en el espectrofotémetro

Nano Drop DS-11 (DeNovix Inc).

3. Diseiio y validacidn de primers

Para disefiar las parejas de primers se utilizé el software Primer3 (v. 0.4.0), bajo
unos parametros fijados, como el tamano de los primers (18-23 nucleétidos), el rango
del producto de PCR (80-200 nucledétidos), porcentaje G-C (45-55%), la temperatura de
alineamiento, Tm, (60-61°C) y la no formacién de dimeros entre los primers. Ademds de

tener en cuenta esas caracteristicas, las parejas que se escogieron fueron aquellas con
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una mayor cobertura de exones en cada una de las secuencias de nuestros genes diana.
Por ultimo, antes de seleccionar las secuencias de primers definitivas, se utilizo el
buscador BLAST (NCBI) para comprobar la posible homologia de los primers con
secuencias distintas del gen diana. Asi, obtenida la lista de primers candidatos, se

mandaron a sintetizar a la casa comercial StabVida (SatbVida) (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados en los estudios de RT-gPCR.

Gen Primers Secuencia
Forward 5' GTGGCAAAGTGGAGATTGTTG 3'
Gapdh
Reverse 5' CTCCTGGAAGATGGTGATGG 3'
Forward 5' TGGATACAGGCCAGACTTTGTT 3'
Hprt
Reverse 5' TTGCGCTCATCTTAGGCTTT 3'
Forward 5' AGCGTAAATGGGGATTTGGT 3'
FABP4
Reverse 5' ATGATGCTCTTCACCTTCCTGT 3'
Forward 5' AGGTCACCGTTTCTTTGTGG 3'
SREBP1
Reverse 5' AATACAGTTCAACGCTCGCTCT 3'
Forward 5' GTGGACAAGAACAGCAACGA 3'
C/EBPa
Reverse 5' TCACTGGTCAACTCCAGCAC 3'
Forward 5' ACAGGAAAGACAACGGACAAA 3'
PPARy
Reverse 5' AGGCTCCATAAAGTCACCAAAG 3'
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Los primers se validaron mediante PCR convencional antes de llevar a cabo la PCR

cuantitativa (QPCR). Las condiciones a las que se realizé la PCR fueron las siguientes:

Tabla 6. Condiciones de PCR utilizadas para la validacion de primers.

Paso Programa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min (1 ciclo)
2 Desnaturalizacion 94°C 20 s (40 ciclos)
3 Anillamiento 60°C 15 s (40 ciclos)
4 Extension 72°C 1 min (40 ciclos)
5 Vuelve al paso 2 - 40 ciclos
6 Extensidn final 72°C 10 min (1 ciclo)

Durante la PCR convencional, se prepard un gel de agarosa al 2% en tampdn TAE
1X (40 mM Tris, 20 mM &cido acético y 1mM EDTA), mezclado con Red Safe Nucleic Acid
Staining Solution (iNtRON Biotechnology), para tefiir los dcidos nucleicos. Para permitir
que las muestras migren en el gel, se afiadié 5 uL de tampdn de carga 5X -500 mM Tris-
HCl, 7,5% SDS (m/v), 10 mM EDTA, 50% sacarosa (m/v), 5% B-mercaptoetanol (v/v), 250
mM DTT, 5 mg/mL azul de bromofenol, pH 6,8- a cada producto de PCR. Ademas, se
cargaron 5 puL de marcador de pares de bases Biotools DNA Marker 100 bp Ladder
(Biotools Biotechnological & Medical Laboratories SA, Madrid, Espafia). La electroforesis
migré durante 30 min a un voltaje constante de 80 V. Para la visualizacién y
procesamiento de los geles, se utilizé la cdmara ultravioleta Bio-Rad ChemiDoc™ XRS y

el software Quantity One 4.6.6 (Bio-Rad Laboratories).

4. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Los niveles de expresion génica en las muestras se cuantificaron mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) tratando las muestras con el reactivo Master Mix
GoTag® gPCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.) segun las
instrucciones del fabricante. Cada muestra se cargd, por duplicado, en placas de 96

pocillos para RT-qPCR (Bioplastics, Landgraaf, Paises Bajos) y se midieron utilizando el

83



Materiales y métodos

equipo LightCycler 480 Il (Roche, Basilea, Suiza). EI ADNc fue amplificado bajo las

condiciones indicadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Pardmetros empleados para la realizacién de los estudios de RT-gPCR.

Paso Programa Temperatura Tiempo
1 Activacion de la DNasa (1 ciclo) 95°C 2 min
Desnaturalizacion 95°C 15s
2 (45 ciclos)
Amplificacion 60°C 1 min
95°C 1s
Ciclo de disociacién de los primers
_ 60°C 15s
(1 ciclo)
95°C ls
4 Enfriamiento (1 ciclo) 40°C 30s

Los datos de expresidon fueron procesados utilizando el software del equipo
(LightCycler 96 SW 1.1, Roche; Basilea, Suiza) y la cuantificacidn relativa fue calculada
utilizando la formula AACT. Los niveles de expresion génica de FABP4, SREBP-1, C/EBPa
y PPARy fueron normalizados utilizando un factor de normalizacién obtenido a partir de
los niveles de expresién génica de Hprt y Gapdh (genes constitutivos utilizados como

referencia).

EXTRACCION DE PROTEINAS

1. Extraccion de proteinas de tejido adiposo humano

Ademas de los estudios llevados a cabo en el tejido adiposo humano SCy OM
para el enriquecimiento de proteinas acetiladas y analisis HPLC-MS/MS y determinacion
del perfil de proteinas carboniladas, se realizaron otros estudios de proteinas en
muestras de tejido humano: inmunoprecipitacion de FABP4, determinacién del grado
de peroxidacién lipidica mediante la medida de aductos de 4-HNE, contenido de
proteinas carboniladas totales, andlisis de proteinas especificas mediante Western Blot,

determinacion de ROS y contenido de hierro en el tejido adiposo. Para ello, se tomaron
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50 mg de tejido adiposo/200 puL de tampon de lisis convencional (el mismo que para los
estudios de carbonilacidn). Las muestras se homogenizaron utilizando dos series de
sonicacién (2 pulsos de 20 s/pulso) separadas por periodos en hielo (10 y 15 min) para
favorecer la solubilizacion de las proteinas. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron 2 veces a 9.000 g durante 15 min a 4°C, recogiendo con cuidado en cada
caso el sobrenadante donde se localizan las proteinas citosdélicas y evitando coger la fase
lipidica que queda por encima de este. La cuantificacion de proteinas se llevé a cabo

mediante el método de cuantificacion Bradford, como se describié anteriormente.

2. Recogida de muestras proteicas de células 3T3-L1

Los extractos de células 3T3-L1 empleados para los estudios de Western Blot se
obtuvieron de la siguiente manera: las células se lavaron con tampdén PBS 1X frio y se
lisaron afiadiendo 300 uL de tampdn SDS-DTT (0,5 M Tris-HCI pH 7,4, 4% SDS, 20%
glicerol puro, 1 M DTT, azul de bromofenol y H,0 destilada) calentado previamente a
65°C. Después, las muestras se sonicaron durante 30 s y se calentaron 5 min a 95°C para
desnaturalizar las proteinas. Este extracto proteico corresponde al contenido proteico

intracelular de nuestras células.

Debido a que la proteina FABP4 se secreta al medio extracelular, se llevé a cabo
la recogida tanto de las células 3T3-L1 como del medio de cultivo durante los dias de
diferenciacién celular (DO, D3, D6 y D9) y tras la transfeccién celular con los vectores
PEGFP-C2-WTFABP4 (WT) y pEGFP-C2-TMFABP4 (TM). Asi, el medio de cultivo recogido
(secrecion de nuestras células) se centrifugé a 5.000 rpom durante 5 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido se precipitdé con acetona durante toda la noche a -20°C. Al dia
siguiente, se centrifugaron los medios a 1.000 rpm durante 5 min a 4°Cyy, tras retirar el
sobrenadante, se lavaron con metanol para eliminar los restos de acetona,
centrifugandolos de nuevo durante 5 min a 1.000 rpm, 4°C. Posteriormente, el pellet se
resuspendié en tampon de lisis convencional y se cuantificd el contenido proteico

mediante el método de Bradford.
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Para realizar la separacion electroforética de las proteinas secretadas, se
prepararon las muestras mezclando 4 voliumenes de extracto proteico con un volumen
de tampdn de carga 5X (500 mM Tris-HCl, 7,5% SDS (m/v), 10 mM EDTA, 50% sacarosa
(m/v), 5% B-mercaptoetanol (v/v), 250 mM DTT y 5 mg/mL azul de bromofenol pH 6,8)

e hirviéndolas a 95°C durante 5 min para desnaturalizar las proteinas.

DETECCION DE PROTEINAS
POR INMUNOTRANSFERENCIA

1. Derivatizacion de los grupos carbonilo

La derivatizacidon de los grupos carbonilo en muestras difiere del protocolo
llevado a cabo en la derivatizacion de las tiras IPG empleadas para el IEF. En este caso,
se afladieron 20 pL del reactivo de derivatizaciéon (10 mM DNPH en 2 N HCI) a 10 uL de
muestra cuya concentracién era 1 ug proteina/uL. La mezcla se incubd durante 15 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, la reaccién se blogqued con tampdn de
neutralizacion (2 M Tris-HCl en 30% de glicerol) y se procedié a la deteccidn de los grupos

carbonilos mediante Western Blot.

2. Deteccion de 4-Hidroxinenal (4-HNE)

Uno de los productos de la peroxidaciéon lipidica, 4-HNE, forma aductos
covalentes con grupos funcionales de las proteinas (Zhong and Yin, 2015) (Figura 21).
Asi, los niveles de proteinas modificadas por 4-HNE fueron determinados en muestras
de tejido adiposo SCy OM de pacientes con obesidad NG, IRy T2D, siguiendo protocolos
del grupo (Diaz-Ruiz et al., 2015). Por tanto, una vez que las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (BioTrace NT) —mediante la técnica de
Western Blot-, las membranas fueron incubadas con una solucién de 250 mM de NaBH4
en 100 mM de MOPS, pH 8,0 durante 15 min. Las membranas fueron lavadas 3 veces
con HyO0 y posteriormente otras 3 veces con PBS 1X. A continuacién, se bloquearon las
membranas con tampon de bloqueo -leche desnatada en polvo (Bio-Rad Laboratories)

al 5% en TTBS (m/v)- finalizando el proceso de inmunodeteccion de los niveles de
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proteinas conjugadas con 4-HNE continuando con el protocolo detallado en el apartado
Estudios de Western Blot, empleando como anticuerpo primario anti-4-HNE y

anticuerpo secundario de ratdon conjugado con peroxidasa (Tabla 8).
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Figura 21. Formacion del 4-HNE a partir de la peroxidacién lipidica provocada por las ROS.

3. Inmunoprecipitacion de FABP4 en muestras de tejido adiposo humano

Para comprobar el grado de acetilacién de FABP4 en tejido adiposo SC de
pacientes Ob-NG y Ob-IR, se llevé a cabo la inmunoprecipitacién (IP) de la proteina. Para
ello, se tomaron 40 pL/muestra de beads de proteina A-sefarosa (Thermo Fisher
Scientific) y se lavaron 3 veces con 1 mL de tampdn IP (20 mM Tris-HCl, 135 mM NadCl, 1
mM EDTA, 1,5 mM MgCl,, 10% glicerol, 1% CHAPS), dejando las muestras durante 10
min en agitacion orbital, 5 min en hielo y centrifugacion a 1.400 rpm, a 4°C, durante 1
min sin apurar mucho para no perder las beads descartando el sobrenadante en cada
lavado. A continuacién, se mezclaron las beads lavadas con 50 ug de proteina de tejido
adiposo SC en tampén IP con 1 uL/mL CLAP, 1 uL/mL PMSFy 1 mM TSA durante 1 h a
4°C en agitacion orbital. Se centrifugaron las muestras a 1.400 rpm durante 1 min a 4°C.
En este caso, se descartd el pellet que correspondia a las proteinas unidas de forma
inespecifica a las beads y se guardd el sobrenadante (muestra de extracto proteico). A
continuacion, el sobrenadante se incubd con 8 pg de anticuerpo anti-FABP4 (Tabla 8)
durante toda la noche a 4°C en agitacidon orbital. Al dia siguiente, se centrifugaron las
muestras a 1.400 rpm durante 1 min, descartando el sobrenadante. A continuacién, el
pellet (beads + FABP4) se lavod 4 veces con tampdn IP que contenia 1 uL/mL CLAP, 1

puL/mL PMSF y 1 mM TSA de la misma forma que anteriormente (10 min en agitacion
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orbital, 5 min en hielo y 1 min de centrifugacion a 1.400 rpm a 4°C). Al pellet final se le
afiadio tampdn de carga Laemmli 2X para la visualizacién de las muestras en el gel y se
desnaturalizaron durante 5 min a 95°C. Por ultimo, se llevé a cabo la inmunodeteccion
de los niveles de FABP4 y su grado de acetilacion mediante Western Blot utilizando como
anticuerpos primarios anti-FABP4 y anti-acetil-Lys y anticuerpo secundario de conejo

conjugado con peroxidasa (Tabla 8).

4. Técnica de dot blot

La técnica de dot blot consiste en un método de deteccion, analisis e
identificacion de proteinas similar a la técnica de Western Blot, pero difieren en el hecho
de que las muestras proteicas no se separan electroforéticamente antes de la
inmunodeteccién. Esta técnica se empled para la validacién de la IP de proteinas

acetiladas en SCy OM previa al analisis por HPLC-MS/MS.

Asi, se recogieron las fracciones de los extractos crudos, volumen de los lavados
de las distintas fases de la IP y extractos de proteinas acetiladas finales de las muestras
de cada grupo (SC: delgados, Ob-NG y Ob-IR; OM: delgados, Ob-NG y Ob-IR), que fueron
analizados por dot blot como se describid previamente (Diaz-Ruiz et al., 2015). Para ello,
se cargaron 10 pL de muestra directamente sobre las membranas de nitrocelulosa
(BioTrace NT). Una vez secas, las membranas se tifieron con Rojo Ponceau -0,1% de rojo
Ponceau (m/v) en 1% de acido acético glacial (v/v)-, para tener una referencia de la
carga. A continuacion, se realizé el proceso de inmunodeteccién siguiendo el protocolo
detallado en el apartado Estudios de Western blot utilizando, en este caso, el anticuerpo
primario anti-acetil-Lys y el anticuerpo secundario de conejo conjugado con peroxidasa

(Tabla 8).

5. Estudios de Western Blot

La separacion y cuantificacion de proteinas especificas de cada muestra se llevd
a cabo mediante la técnica de Western Blot. Para ello, se cargaron 20 ug de
proteina/pocillo (cada muestra ajustada a 1 pg/uL) y un marcador de peso molecular

como referencia —~Marcador Precision Plus Protein Dual Color (Rango 10-250 kDa), Bio-
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Rad Laboratories- en geles SDS-PAGE utilizando el sistema de electroforesis Mini-
PROTEAN Tetra (Bio-Rad Laboratories) con tampdn de electroforesis que contenia 0,25
M Tris, 0,03 M SDS y 1,9 M glicina. El porcentaje de poliacrilamida del gel varié en
funcion de las proteinas de estudio: 12,5% para FABP4, 4-20% para proteinas humanas
y 10% para proteinas con un peso molecular igual o superior a 40 kDa y para la medicién

de proteinas carboniladas y acetiladas totales.

Las muestras se separaron a un voltaje constante de 80 V (en el caso de FABP4)
0a 80V (30 min) y 120 V (hasta llegada del frente al final del gel). Una vez finalizada la
electroforesis desnaturalizante, se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (BioTrace NT) mediante transferencia hUmeda con recirculaciéon continua
del tampdn de transferencia -25 mM Tris, 190 mM glicina, 0,2% SDS (m/v), 20% metanol
(v/v)-, durante 1 h en frio, a un amperaje constante de 330 mA empleando el sistema

de transferencia Wet Tank Blotting Systems (Bio-Rad Laboratories).

A continuacién, para poder observar el patron de bandas, se tifieron las
membranas con Rojo Ponceau durante 10 min en agitacion. Una vez digitalizadas, se
destifieron las membranas con 3 lavados de 5 min con el tampdn de lavado TTBS -25
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,5 y 0,05% Tween-20 (v/v)-. Una vez eliminados los
restos de Rojo Ponceau, se bloquearon las membranas durante 1 h en agitacion a
temperatura ambiente con tampdn de bloqueo y se incubaron a 4°C durante toda la
noche en agitacion con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 8), diluido en
tampodn de bloqueo. Al dia siguiente, se lavaron las membranas 3 veces durante 10 min
cada lavado, con TTBS en agitacion, y después se incubaron 1 h con el anticuerpo
secundario correspondiente preparado en tampodn de bloqueo. A continuacidn, se
volvieron a lavar las membranas con TTBS en agitacién 3 veces, durante 10 min cada

lavado.
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Tabla 8. Lista de anticuerpos utilizados para los estudios de Western Blot.

Anticuerpo Huésped Referencia Casa Comercial Dilucion
Anti-4-HNE Ratén MAB3249 RD Systems 1:2000
Anti-acetyl-Lysine Conejo #9452 Cell Signaling 1:1000
Anti-Akt Conejo #9272 Cell Signaling 1:500
Anti-DNP Conejo A6435 Invitrogen 1:1000
Anti-FABP4 Conejo #3544 Cell Signaling 1:1000
Anti-FAS Cabra Sc-16147 Santa Cruz 1:1000
Anti-GFP Conejo ab290 Abcam 1:1000
Anti-GSS Conejo ab290 Abcam 1:1000
Anti-HSL Conejo ab45422 Abcam 1:1000
Anti-pAkt Conejo #4060 Cell Signaling 1:500
Anti-SOD1 Conejo ab45422 Abcam 1:1000

Anti-conejo IgG peroxidasa Conejo 111035144 Jackson Immunoresearch  1:10000

Anti-ratdn IgG peroxidasa Conejo A9044 Sigma Aldrich 1:2500

Anti-cabra IgG peroxidasa Goat A-9452 Sigma Aldrich 1:2500

Finalmente, las membranas de nitrocelulosa incubadas con los anticuerpos se
revelaron utilizando el kit de deteccién comercial de la peroxidasa basado en
quimioluminiscencia Clarity Western ECL Sustrate (Bio-Rad Laboratories) en el sistema
LAS 4000 (Software ImageQuant LAS 4000 V1.2; GE Healthcare). Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa Imagel (v1.50b, NIH) para llevar a cabo el
anadlisis cuantitativo de las bandas inmunorreactivas detectadas. Los datos fueron
normalizados con respecto a la tincidn de Rojo Ponceau, normalizacién estandarizada

en el grupo (Sanchez-Ceinos et al., 2021).
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ESTUDIOS DE MICROSCOPIA

1. Estudios de localizacidn intracelular de FABP4 enddgena

FABP4 presenta dos localizaciones intracelulares: nucleo y citosol (Hotamisligil y
Bernlohr, 2015). El estudio de localizacién celular de FABP4 endégena durante
diferenciacion se llevé a cabo mediante microscopia confocal. Para ello, las células 3T3-
L1 sembradas en cubreobjetos y ubicadas en pocillos de placas de 12 pocillos se lavaron
3 veces con PBS 1X frio y se fijaron con 4% de PFA (m/v) en tampdn PBS durante 10 min.
A continuacidn, se volvieron a lavar 3 veces con PBS 1X frio y se incubaron durante 1 h
con tampdn de bloqueo (0,3% saponina (v/v) y 1% BSA-FFA (m/v) en PBS). Transcurrido
este tiempo, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X frio y se incubaron toda la noche
a 4°C con el anticuerpo primario Anti-FABP4 (Tabla 9) diluido en tampdn de anticuerpo
(0,3% saponina (v/v) y 0,5% BSA-FFA (m/v) en PBS). Al dia siguiente, se eliminé el exceso
de anticuerpo lavando 3 veces con PBS 1X frio y después, se incubaron las células con el
anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (Tabla 9) en tampdn de
anticuerpo durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, las células
se lavaron 3 veces con tampdn PBS 1X frio. Los nucleos de las células se tifieron con
1ug/mL DAPI (Sigma Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.) en PBS durante 5 minutos a 37°Cy
se montaron los cubreobjetos utilizando el medio de montaje Fluorescent Mounting

Medium (Dako, Carpinteria, CA. EE.UU.).
2. Estudios de localizacion intracelular de las formas mutadas de FABP4

Para conocer si la localizacidn de FABP4 puede estar modulada por la acetilacién,
analizamos la distribucion de las diferentes formas mutadas de FABP4 que se han
generado en esta Tesis Doctoral y se compard con la localizacién de la forma de FABP4

silvestre, utilizando los vectores correspondientes y microscopia confocal.

Asi, células 3T3-L1 transfectadas con las distintas construcciones se lavaron 3
veces con PBS 1X frio y se fijaron con 4% de PFA en PBS durante 10 min. Posteriormente,
se volvieron a lavar 3 veces con PBS 1X frio. Gracias a la presencia del gen reportero,

GFP, en las construcciones no fue necesario el marcaje con anticuerpos
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inmunofluorescentes. A continuacién, se tifieron los nucleos (1ug/mL DAPI (Sigma
Aldrich) en PBS durante 5 minutos a 37°C) y se montaron los cubreobjetos empleando
el medio de montaje Fluorescent Mounting Medium (Dako) para su visualizacién por

microscopia confocal.

3. Estudios de traslocacion del Receptor de Transferrina (TfR)

El receptor de Transferrina (TfR) permite la internalizacién de hierro al interior
celular tras su interaccién con la transferrina (Tf), proteina transportadora de hierro
(Cheng y Lim, 2004). Para conocer si la traslocacion del TfR se ve influenciada por la
resistencia a insulina, células 3T3-L1 transfectadas con el vector TfR-HA, tratadas
durante 24 h con suero de pacientes No-T2D e Incidente-T2D y recibieron un estimulo
de 20’ de Holotransferrina. Tras el estimulo, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS 1X
frio y se siguié el protocolo de inmunocitoquimica descrito en el apartado Estudios de
localizacion intracelular de FABP4 enddgena. Realizamos estudios de localizacién celular
de FABP4 enddgena empleando un anticuerpo primario anti-HA y un anticuerpo

secundario conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (Tabla 9).

Tabla 9. Lista de anticuerpos utilizados para los estudios de microscopia.

Anticuerpo Huésped Referencia Casa Comercial Dilucién
Anti-FABP4 Conejo #3544 Cell Signaling 1:200
Anti-HA tag Conejo ab9110 Abcam 1:200
Anti-conejo Alexa fluor 488 Burro A-21206 Thermo Fisher Scientific 1:500

4. Tincion con Oil Red O

Las células 3T3-L1 transfectadas con las construcciones de interés (WT, TM, M1,
M2 y M3) se tifieron con la tincidn de Qil Red O para conocer si la funcion de FABP4

como chaperona lipidica (i.e., acumulacion de lipidos) esta regulada por acetilacion.

Para ello, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X frio, se fijaron con 4% de PFA
durante 10 min y se volvieron a lavar 3 veces con PBS 1X frio. A continuacion, se afadio
60% de isopropanol, se retird y se dejaron secar los cubreobjetos durante 30 min

aproximadamente (hasta que se evaporé todo el isopropanol). Mientras tanto, se
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preparo una solucién stock de Oil Red O (0,35 g de Solvent Red 27 dye, C26H24N40, (Sigma
Aldrich) disueltos en 100 mL de 100% de isopropanol). La solucion stock fue diluida 6:4
con agua destilada vy filtrada posteriormente (solucidon de trabajo de Qil Red O). Asi,
secado el isopropanol, se afiadid sobre las células la solucién de trabajo de Oil Red O
durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido el tiempo, los
cubreobjetos se lavaron entre 4-6 veces con agua destilada con el objetivo de eliminar
los restos de colorante y, por ultimo, se montaron en el portaobjetos con el medio de
montaje Fluorescent Mounting Medium (Dako) para su visualizacion por microscopia

confocal.

5. Microscopia confocal y analisis de imagen

Las preparaciones obtenidas para imagen se visualizaron en un microscopio
confocal espectral LSM 710 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). Para la visualizacion del
gen reportero GFP de las construcciones (WT, TM, M1, M2 y M3) y del anticuerpo
secundario conjugado con el fluorocromo Alexa 488, las muestras se excitaronauna A =
488 nm y se recogio la emisién a una A = 500-550 nm. Para la visualizacion de los nucleos
marcados con DAPI, las muestras se excitaron a una A = 305 nm y se recogidé su emisién
a una A = 350-460 nm. Las muestras tefiidas con Oil Red O para la visualizacién de las

gotas lipidicas se excitaron a una A =594 nmy se recogié la emisién entre 600 y 700 nm.

Los analisis cuantitativos se llevaron a cabo tomando entre 10-20 planos
confocales por cada canal, basandose en el tamario celular y la localizacién de la sefial
fluorescente. Ademas, se eligieron entre 10-15 campos microscépicos al azar de cada
una de las preparaciones adquiriendo imdagenes que fueron procesadas off-line con el

programa Imagel (v1.50b, NIH).

Para la cuantificacidn de la localizacidn celular de FABP4, se generd la proyeccion
maxima de planos en el eje Z de cada imagen y se analizé la sefial del darea
correspondiente al nucleo y al citosol. Para los estudios de traslocacién de TfR, se generd
la proyeccidn mdaxima de planos en el eje Z de cada imagen y se analizé la sefial del drea
correspondiente a la membrana y a la regién perinuclear de las células. Para la

cuantificacién de las gotas lipidicas, se obtuvo la proyeccidén maxima de planos en el eje
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Z de cadaimagen y se convirtio la imagen de 8 bits en una imagen binaria, comprimiendo
los pixels de la imagen en las gotas lipidicas. Tras la binarizacién, la imagen se procesd
mediante un proceso de transformacion divisoria o “watershed” para identificar las
lineas divisorias de las gotas lipidicas. La cuantificacién del numero y el tamafio de las
gotas lipidicas (en um?) de cada célula se realiz6 mediante la funcién “Analizar
particulas” que ofrece el software Imagel. La suma de las areas de todos las gotas

lipidicas presentes en una célula se utilizd como contenido total de lipidos.

6. Tincion Perl’s Prussian Blue

Para la visualizacidon del hierro presente en las muestras de tejido adiposo
humano, se llevd a cabo la tincion de Perl’s Prussian Blue sobre cortes histoldgicos
(Dongiovanni et al., 2013). Asi, las muestras de tejido adiposo humano fresco SC y OM
de los pacientes obesos (Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D) se fijaron con 10% de PFA y se
incluyeron en parafina siguiendo protocolos del grupo (Guzman-Ruiz et al., 2020a). Asi,
se desparafinaron los cortes (60°C durante 30 min, 2 lavados con xilol de 15 min/lavado
y 2 lavados con etanol de 5 min cada lavado) y se rehidrataron mediante su incubacion
en concentraciones decrecientes de alcohol durante 5 min cada incubacién (EtOH a
90°C, EtOH a 70°C y H,0 destilada). A continuacion, se trataron los cortes durante 30-
60 min con una mezcla del 2% de ferrocianuro de potasio y 2% de HCl (proporcién 1:1)
y se lavaron 3 veces con agua destilada. La tincion de los nucleos se llevd a cabo con la
aplicacion de una solucion acuosa del 3% de rojo neutro durante 3 min. Posteriormente,
los cortes se lavaron 3 veces con H,0 destilada y se procedié a la deshidratacion de los
mismos mediante la exposicidn a concentraciones crecientes de alcohol durante 5 min
(agua destilada, EtOH 70°C, EtOH 90°C, EtOH absoluto) y 2 ultimos lavados con xilol de
15 min. Finalmente, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con medio de
montaje DPX (Merck, Darmstadt, Alemania) y se visualizaron en el microscopio éptico
Leica DM2000 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania) tomando las imagenes épticas con
una camara (Moticam 1080; Motic, Barcelona, Espaia) acoplada al microscopio. El drea

total tefiida (u.a.) fue cuantificada utilizando el software Image).
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ESTUDIOS FUNCIONALES

1. Medidas de ROS intracelular

Los niveles intracelulares de las especies reactivas de oxigeno (ROS) fueron
medidos, como se describié previamente, por el grupo (Guzman-Ruiz et al., 2020b). Asi,
50 pg de proteina de tejido adiposo SCy OM de pacientes Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D fueron
mezclados con 25 uM de diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoreceina
(H2.DCFDA) (Sigma Aldrich) e incubados a 37°C durante 30 min en oscuridad. La
membrana plasmdtica de las células es permeable a este fluorocromo, el cual es
convertido a diclorodihidrodifluoresceina (H.DCF) en el interior celular por las esterasas
intracelulares. Este producto, al interaccionar con las ROS, emite una fluorescencia,
sefial que fue recogida a A = 485/535 nm en un espectrofotometro (FlexStation3,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.).
2. Determinacidn de hierro en tejido adiposo SCy OM

El contenido de hierro total intracelular fue medido empleando el kit Iron Assay
Kit (Sigma Aldrich) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Asi, entre 17-23 mg de
tejido adiposo SC y OM fueron homogeneizados en frio utilizando el tampdn de ensayo
del hierro (proporcionado por el kit) seguido de una centrifugacidon de 10 min a 16.000
g a 4°C para eliminar el material insoluble. Los sobrenadantes fueron recogidos e
incubados con el reductor de hierro durante 30 min a 25°C. A continuacidn, se afadio
100 pL de la sonda de hierro y se mezclaron bien en un agitador horizontal durante 60
min a 25°C. Por ultimo, la absorbancia fue medida a A =593 nm en un espectrofotdmetro
(FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.) y se determiné la cantidad de

hierro por gramo de tejido empleado en cada muestra.
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3. Sintesis de los quantum dots de carbono (CQDs)

Las SQDs, compuestas de CdTe, fueron adquiridas comercialmente (PlasmaChem
GmbH, Berlin, Alemania). Sin embargo, las CQDs fueron sintetizadas en el grupo del Dr.
Miguel Valcarcel —grupo con el que se colabord para la realizacidon de este estudio-,
como describieron previamente (Cayuela et al., 2013), haciendo uso de la técnica top-
down. Para ello, se mezclaron 0,1 g de nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTSs) (Bayer AG, Leverkusen, Alemania) con 10 mL de una mezcla acidica de
H2S04:HNOs3 (3:1) que se calentd a 140°C en condiciones de reflujo durante 7 h. Un paso
de pasivacion con acetona permitié introducir los grupos carboxilicos en la superficie de
las CQDs con el fin de mejorar su fluorescencia. Una vez que las CQDs fueron purificadas,
se neutralizaron con carbonato de sodio, Na,COs. Finalmente, el exceso de sales se

elimind por coprecipitacion con etanol a 4°C. Las CQDs cargadas negativamente

obtenidas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

4. Espectros de fluorescencia y absorcidn de las CQDs y SQDs

Tanto las CQDs como las SQDs son solubles en agua. Por ello, se analizaron los
espectros de fluorescencia y absorcion de ambas QDs en solucién acuosa (200 mg/L) y
se registraron utilizando un espectrofluorémetro (PTI QuantaMasterTM; Photon
Technology International, Birmingham, NJ, EE. UU.) equipado con una lampara de arco
corto de xendn de 75 W. El maximo de Aexcitacisn = 365 nm para las CQDs y 390 nm para
las SQDs mientras que el maximo de Aemisisn = 450 nm y 650 nm para las CQDs y SQDs,
respectivamente. Los espectros obtenidos fueron registrados y procesados por el

software PTI FeliX32 (Photon Technology International, Birmingham, NJ, EE.UU.).

5. Ensayo de citotoxicidad MTT

La viabilidad celular de las células 3T3-L1 después de 24 h de exposicion a
concentraciones crecientes de CQDs y SQDs con deprivacion, o no, de suero se midié
con el ensayo de MTT como previamente habia sido descrito (Caballero-Diaz et al.,
2014). Este ensayo consiste en la reduccion metabdlica del reactivo MTT (bromuro de

3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) por accién de la enzima mitocondrial
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succinato deshidrogenasa en un cristal de color azul (formazan) por parte de las células
vivas. Brevemente, los medios de cultivo fueron eliminados tras los tratamientos y se
incubaron con 500 pL de 0,1 mg/mL MTT sobre las células. Después de un periodo de
incubacién (entre 2 h y 5 h dependiendo de la actividad metabdlica de las células y su
rapidez para formar los cristales de formazan) a 37°Cy un 5% de CO;, la soluciéon de MTT
fue retirada. A continuacién, se afadieron 500 puL de DMSO para disolver los cristales de
formazan. El formazan disuelto en DMSO fue medido a A = 570 nm en un
espectrofotémetro (FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). Como
controles (100% de viabilidad celular) se utilizaron células sometidas a las mismas
condiciones experimentales que las células tratadas con CQDs y SQDs expresando la

viabilidad celular de estas ultimas como un porcentaje relativo al control.

ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos fueron repetidos, al menos, tres veces. Se analizaron un
minimo de 3 réplicas por tratamiento en cada experimento. Los resultados de los
experimentos fueron expresados como la media + SEM. Las diferencias estadisticas
entre dos grupos experimentales fueron determinadas aplicando la prueba estadistica
t-Student (para datos que siguen una distribucidn normal) o test Mann-Whitney para
datos no paramétricos. Para comparaciones multiples, se empleé el andlisis de la
varianza one-way ANOVA seguido del método LSD (método de la diferencia menos
significativa) de Tukey o Bonferroni en el caso de datos paramétricos. Se llevé a cabo el
test Kruskal-Wallis seguido del método LSD Dunn para datos no paramétricos. Por otro
lado, para las correlaciones se utilizé el test de correlaciones Pearson. Las diferencias
significativas se consideraron con un nivel de confianza superior al 95%, es decir, el valor
de p < 0,05. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad

Prism 7 (La Jolla, CA, EE.UU.).
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Capitulo 1: Estudio del acetiloma del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina

ANTECENDENTES

El tejido adiposo juega un papel fundamental en el desarrollo de obesidad y sus
comorbilidades asociadas. Este drgano se encarga de almacenar el exceso de energia asi
como de producir moléculas seializadoras que son secretadas por los adipocitos y que
ejercen funciones sobre otras células, conocidas como adipoquinas (Unamuno et al.,
2018). Ademas, es conocido que el tejido adiposo muestra diferencias especificas de
depdsito, muchas de las cuales estan relacionadas con su distinta capacidad de
expansion, incluyendo su distinta asociacion al riesgo metabdlico asociado a obesidad
(Pellegrinelli et al., 2016; Vishvanath y Gupta, 2019). Asi, la acumulacion de tejido
adiposo omental (OM) se asocia con resistencia a insulina mientras que la expansién del
depdsito subcutdneo (SC) parece jugar un papel protector desde el punto de vista
metabdlico (Vishvanath y Gupta, 2019). Sin embargo, los mecanismos moleculares

subyacentes a estas diferencias aiin no son del todo conocidos.

Por otro lado, la protedmica ha demostrado ser util para entender la complejidad
biolégica que hay detras de la obesidad y sus comorbilidades asociadas, siendo una
técnica que permite la identificacién de nuevos biomarcadores proteicos. A diferencia
de la gendmica y la transcriptédmica, el analisis del proteoma permite la deteccion de
modificaciones postraduccionales (MPT) de las proteinas que podria ser fundamental a
la hora de definir un buen biomarcador (Aleksandrova et al., 2020). Dentro de las MPTs,
la acetilacién es fundamental en la regulacion de la actividad de enzimas reguladoras del
metabolismo energético. La acetilacién de proteinas depende en gran parte de la
disponibilidad de acetil-CoA, compuesto derivado del metabolismo energético de la
célula producido en la glucdlisis y la B-oxidacién de acidos grasos y también a partir de

acetato (Drazic et al., 2016).

La ampliacién de nuestro conocimiento sobre la biologia del tejido adiposo
podria permitirnos superar algunas limitaciones del diagndstico de las enfermedades
metabdlicas asociadas a la obesidad, basadas en la medida de los indices
antropomeétricos tradicionales. Por tanto, la identificacién de posibles biomacarcadores

del metabolismo lipidico especificos de depdsito servirian como dianas terapéuticas que
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podrian ayudar a contrarrestar el desarrollo de obesidad y complicaciones metabdlicas

asociadas a la misma.

Por tanto, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, a continuacién se
describe el estudio proteémico comparativo de los depdsitos SC y OM de individuos
delgados y pacientes con obesidad y diferentes grados de sensibilidad a insulina
realizado en esta Tesis Doctoral, con el que se pretende conseguir los siguientes

objetivos:

1. Identificar, mediante enriquecimiento de proteinas acetiladas y posterior andlisis
HPLC-MS/MS, el acetiloma del tejido adiposo humano SC y OM en condiciones
fisiolégicas (individuos delgados) y durante el desarrollo de obesidad y resistencia a
insulina —sujetos con obesidad y normoglucemia (Ob-NG) y pacientes con obesidad

y resistencia a insulina (Ob-IR).
2. Describir y comparar el acetiloma de ambos depdsitos del tejido adiposo, SCy OM.

3. Describiry comparar el acetiloma de tejido adiposo SCy OM de individuos delgados,

pacientes Ob-NG y Ob-IR.

4. Caracterizar el posible papel modulador de la acetilacién en el desarrollo de las
funciones de FABP4 en el tejido adiposo mediante el desarrollo de diferentes

modelos in vitro.
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RESULTADOS

1. Sujetos de estudio

Se reclutaron individuos delgados y pacientes con obesidad mérbida
procedentes de la Unidad de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinica Virgen de la
Victoria (Malaga) (Cohorte 1). En el caso de los pacientes con obesidad, fueron
subclasificados en 2 grupos siguiendo los criterios del ADA (2022): sujetos con obesidad
y normoglucémicos (Ob-NG) (Glucosa < 100 mg/dl y HbAlc < 5,7%) y con obesidad e
insulinoresistencia (Ob-IR) (Glucosa 100 - 126 mg/dl y HbAlc 5,7 — 6,4%). En |la Tabla 10
se detallan los pardmetros antropomeétricos y clinicos asociados a los individuos
incluidos en este estudio. Adicionalmente, se incluyd una segunda cohorte (Cohorte 2)
con parametros antropométricos y clinicos similares a la Cohorte 1 para la validacién de

los estudios proteémicos.

Entre los parametros analizados en los pacientes, solo se observaron diferencias
significativas en los pardmetros antropométricos y clinicos que nos permitieron su
estratificacidn. Asi, entre el grupo de delgados y obesos (Ob-NG y Ob-IR) se diferencian
estadisticamente en su peso y en su IMC. Por otro lado, los niveles de glucosa, insulina
y el indice HOMA-IR mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
sujetos Ob-NG y Ob-IR, pardmetros que permiten la subclasificacidon de los sujetos con
obesidad en diferentes grupos dependiendo de su grado de sensibilidad a insulina. Por
ultimo, no se observaron diferencias en cuanto a su edad ni a los parametros del

metabolismo lipidico medidos (colesterol, HDL y triglicéridos) (Tabla 10).

100



Capitulo 1: Estudio del acetiloma del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina

Tabla 10. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los sujetos de la cohorte 1.

Delgados (n=5) Ob-NG (n=16) Ob-IR(n=16)  ANOVA

Sexo(hombre/mujer) 5/0 9/7 8/8
Edad (afios) 43,4+5,2 45,1+4,6 43,0+ 4,7 ns
Peso (kg) 71,8+4,3 146,6 £13,6%® 153,6+8,22@  <0,001
IMC (kg/m?) 22,96 + 0,7 51,7+3,3%  53,1+2,1 %  <0,001
Glucosa (mg/dL) 89,2+2,1 91,8+5,2 106,5+7,3 2  <0,01
Insulina (mU/L) 5,96+ 1,0 13,7+1,8 29,4 + 3,3 23 <0,001
HOMA-IR 1,32+0,2 2,7+0,5 8,1+1,1 2ab <0,001
Colesterol (mg/dL) 212 +£21,2 169,0 + 16,2 191,2+17,4 ns
HDL (mg/dL) 55,0 £ 6,8 39,6 +4,4 43,1+5,4 ns
Triglicéridos(mg/dL) 99,4 + 26,4 125,7 £ 19,5 129,9 + 23,2 ns

IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: indice de resistencia a insulina; HDL: lipoproteina de
alta densidad. Ob-NG: obesos normoglucémicos; Ob-IR: obesos insulinoresistentes. Los datos
se representan como la media = SEM. p value fue analizado utilizando el analisis de varianzas
One-Way (ANOVA) y su correspondiente test post-hoc. 2p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001 vs.
individuos delgados; Pp<0,05, *°p<0,01, **°p<0,001 vs. Ob-NG; ns, no significativo.
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2. Identificacion del acetiloma del tejido adiposo humano

Para identificar el acetiloma del tejido adiposo humano en ambos depdsitos, SC
y OM, se llevé a cabo una aproximacién protedmica basada en el enriquecimiento de
proteinas acetiladas en residuos de lisina (proteinas acetiladas de aqui en adelante)
mediante inmunoprecipitacion (Figura 17), proceso que fue validado mediante técnica
dot blot (Figura 22), y posterior identificacién de los péptidos por HPLC-MS/MS. Para
ello, las muestras de individuos delgados y sujetos con obesidad (Ob-NG y Ob-IR) fueron
mezcladas en pools para obtener la mayor representacidn de la variabilidad biolégica de
las muestras. En paralelo, para confirmar que las proteinas acetiladas identificadas
también estaban representadas en el proteoma global de los individuos, se llevé a cabo
la identificacion del proteoma total del tejido adiposo de estos sujetos. Los datos
protedmicos obtenidos en el estudio se depositaron en Mendeley Data y estan

disponibles a través del doi: 10.17632/nhb5fdr453.1.
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Figura 22. Validacién del enriquecimiento de proteinas acetiladas mediante dot blot.

Asi, el analisis protedmico identificd un total de 539 proteinas acetiladas del
total de 2774 proteinas que componen el proteoma global del tejido adiposo humano,
correspondiendo el acetiloma al 24% del proteoma total del tejido adiposo humano
(Figura 23A). Ademas, estudios adicionales utilizando el software Panther

(http://www.pantherdb.org/) sobre la distribucién subcelular de las proteinas acetiladas

en residuos de lisina (Kac) mostraron que las proteinas acetiladas tienen una localizacion

predominantemente citosdlica (Figura 23B).
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Figura 23. Caracterizacion del acetiloma del tejido adiposo humano. A. Porcentaje de proteinas
acetiladas (acetiloma) vs. proteinas totales (proteoma) del tejido adiposo humano. B.
Localizacion subcelular (en porcentaje) de las proteinas acetiladas identificadas en el tejido
adiposo humano atendiendo a la clasificacién dada por Panther (http://www.pantherdb.org/).

A continuacién, se llevaron a cabo estudios funcionales de anotacion GO
PANTHER confirmando que las proteinas acetiladas identificadas se localizaban de
manera significativa en el citosol, principalmente asociadas a ribosomas (ribosomas
citosdlicos y subunidades de los ribosomas) y en el glicocalix de las células -region
extracelular correspondiente a la capa externa de la membrana plasmatica—- (Figura 24,
barras azules). En el caso de los procesos biolégicos en los que estan implicadas las
proteinas acetiladas, se identificé el proceso de oxidacidn-reduccidon como el proceso
biolégico mas significativo (Figura 24, barras cian). Por ultimo, se observé la actividad
oxidorreductasa como una de las 10 funciones moleculares principales llevadas a cabo

por el acetiloma del tejido adiposo humano (Figura 24, barras magenta).
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Figura 24. Analisis funcional de anotaciones GO PANTHER del acetiloma del tejido adiposo
humano. Las categorias analizadas para las proteinas acetiladas identificadas en el estudio
proteémico corresponden a Componentes Celulares (azul), Procesos Bioldgicos (cian) y
Funciones Moleculares (magenta). En el eje X superior, se representa el Fold Enrichment en
relacion a la base de datos de referencia Homo Sapiens de PANTHER; en el eje X inferior se
representa el p valor ajustado (-Logy); y en el eje Y se muestra el top 10 de los procesos GO mas
significativos de cada una de las anotaciones analizadas.

Para poder profundizar en estos datos, se incluyeron analisis adicionales como
un arbol jerdrquico y una red de interaccién proteica, que permiten visualizar una
relacion en red de los distintos procesos obtenidos por enriquecimiento de proteinas.
Para ello, se empled la base de datos ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/).
Asi, tanto el arbol jerarquico (Figura 25A) como la red de interaccién (Figura 25B)
mostraron procesos relacionados con el reticulo endoplasmatico y con la exocitosis
regulada. Estos procesos estan de acuerdo con los componentes celulares que forman

las proteinas acetiladas identificadas —-ribosomas y glicocdlix - (Figura 24, barras azules).

104



Capitulo 1: Estudio del acetiloma del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina

# 8.5¢-43 Protein targeting to ER

® 3.7e-43 Establishment of protein localization to endoplasmic reticulum

¥y

70
jependent cotraBsfaydnal drotinq targeting 1o membrane

4.3e-43 Cotranslational protein targeting to membrane

9.3e-44 SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane

1.5e-37 Nuclear-transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay

I 9.6e-33 Protein targeting to membrane

e 8.3e-42 Protein localization to endoplasmic reticulum

~__Nuckesrtrifizcrioad mRNA catsbolic process, nonsense-mediated decay

— 1.3e-38 Translational initiation
6.9e-35 Interspecies interaction between organisms Regulated exocytos's
9.2e-33 Regulated exocytosis

Figura 25. Andlisis funcional de los procesos bioldgicos identificados mediante la base de datos

ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/). A. Arbol de agrupamiento jerarquico. B. Red
del acetiloma del tejido adiposo humano utilizando la base de datos ShinyGO.

3. Diferencias especificas de depdsito en el acetiloma del tejido adiposo humano

Para identificar posibles diferencias entre los dos principales depdsitos de grasa
blanca, SCy OM, se llevaron a cabo analisis adicionales del acetiloma identificado. Estos
estudios demostraron que hay claras diferencias en el contenido y la naturaleza de las
proteinas acetiladas detectadas entre el tejido adiposo SC y OM. En primer lugar, el
depdsito OM mostré mayor cantidad de proteinas acetiladas que el depdsito SC (21%-
OM vs. 14%-SC) (Figura 26A). Por otro lado, la localizacion celular de estas proteinas
acetiladas también mostré diferencias ya que, si bien la mayoria son fundamentalmente
citosdlicas en ambos depdsitos (98,3%-OM vs. 94,5%-SC), se detectd un aumento de
proteinas acetiladas nucleares en el depdsito SC vs. OM (5,6% y 1,7%, respectivamente)

(Figura 26B).
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Figura 26. Distribucidn de las proteinas acetiladas en el tejido adiposo humano subcutaneo (SC)
y omental (OM). A. Proporcion de proteinas acetiladas globales identificadas en el depdsito SC
(en azul) y OM (en gris) respecto al proteoma total del tejido adiposo. B. Localizacion subcelular
(porcentaje) de las proteinas acetiladas identificadas en el estudio proteémico en los dos
depdsitos grasos estudiados, SCy OM.

Los estudios posteriores funcionales de anotacién GO PANTHER también
mostraron diferencias entre los depdsitos. Asi, segun el andlisis de anotaciéon por
componentes celulares, las proteinas acetiladas identificadas en el depdsito SC se
asociaban principalmente a ribosomas, citosol y glicocalix, mientras que en el depdsito
OM, ribosomas vy citosol son los compartimentos donde se localizan mds proteinas
acetiladas (Figuras 27 SCy OM; barras azules). El analisis de procesos biolégicos mostro
que las proteinas acetiladas identificadas en el depdsito SC participan en procesos
relacionados con las modificaciones de proteinas (cotraduccionales 'y
postraduccionales) mientras que en el depdsito OM, se observd una asociacién con el
metabolismo de los compuestos oxoacidos y acidos monocarboxilicos (Figura 27 SC y
OM; barras cian), grupos funcionales importantes en la mayoria de las biomoléculas
(extremo C-terminal de las proteinas y lipidos). En cuanto a las funciones moleculares
no se observaron diferencias entre los depdsitos, siendo la actividad oxidorreductasa
una de las principales funciones moleculares identificadas en ambos depdsitos (Figura

27 SC y OM; barras magenta).
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Figura 27. Andlisis funcional de anotacion GO PANTHER del acetiloma de SCy OM. Se analizaron
los Componentes Celulares (azul) que forman las proteinas acetiladas, los Procesos Bioldgicos
(cian) en los que estan implicadas y las Funciones Moleculares (magenta) que realizan. En el eje
X superior se representa el Fold Enrichment en relacidon a la base de datos Homo Sapiens
mientras que en el eje X inferior se representa el p valor ajustado (-Log,) y en el eje Y aparece el
top 10 mas significativo de cada uno de los analisis realizados.
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Por ultimo, el analisis comparativo de las proteinas acetiladas en cada uno de los
dos depdsitos mostré un total de 314 y 482 proteinas en tejido adiposo SC y OM,
respectivamente; de ellas, 267 proteinas eran comunes entre ambos depdsitos, 39
proteinas eran especificas del tejido adiposo SC y 215 proteinas eran especificas del
tejido adiposo OM (Figura 28). Todos estos datos evidencian que hay una amplia

variedad de proteinas acetiladas propias de cada uno de los dos depdsitos de grasa,

siendo mas abundantes las especificas del depdsito OM.
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Figura 28. Diagrama de Venn de las proteinas acetiladas, comunes y especificas de depdsito,
identificadas en el depésito subcutaneo (SC) y omental (OM) humano.

4. La resistencia a insulina induce cambios en el acetiloma especificos de cada

deposito, SCy OM, en obesidad

Para analizar el efecto de la resistencia a insulina durante la obesidad, los sujetos
fueron subclasificados segln sus caracteristicas clinicas en individuos delgados
(Delgados; IMC < 25; Glucosa < 100 mg/dL; HbAlc < 5,7%), sujetos con obesidad
normoglucémicos (Ob-NG; IMC > 40; Glucosa < 100 mg/dL; HbAlc < 5,7%), y con
obesidad resistentes a insulina (Ob-IR; IMC > 40; Glucosa = 100-125 mg/dL; HbAlc >

5,7%) (Tabla 10).
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Asi, en relacion a la proporcion de proteinas acetiladas con respecto al total de
proteinas identificadas, no se observaron diferencias en el depdsito SC entre individuos
delgados (%) y Ob-NG (%). Sin embargo, los individuos Ob-IR mostraron un ligero
aumento en la cantidad de proteinas acetiladas (1%) con respecto a los individuos
delgados y los Ob-NG (Figura 29A). Por el contrario, se observé un incremento de
proteinas acetiladas con respecto al total de proteinas identificadas en el depdsito OM
en individuos con obesidad vs. delgados (%), siendo mayor el nimero de proteinas
acetiladas en Ob-NG que en Ob-IR (7% vs. 5%, respectivamente) (Figura 29A). Puesto
gue los cambios en el porcentaje de proteinas acetiladas no fueron muy elevados, nos
planteamos analizar qué cantidad de proteinas acetiladas son comunes entre los grupos

para comprender realmente la variacion del acetiloma entre ellos.

Asi, el andlisis comparativo de proteinas acetiladas en cada uno de los grupos
mostré un total de 93 proteinas acetiladas comunes en los 3 grupos de individuos
(delgados, Ob-NG y Ob-IR) en el depdsito SCy 186 comunes en el depdsito OM (Figura
29C-D). Por otro lado, aunque los individuos delgados y Ob-NG no mostraron diferencias
en el porcentaje de proteinas acetiladas con respecto al total de proteinas identificadas
en el depésito SC, solo un total de 12 proteinas acetiladas eran comunes en ambos
grupos, mientras que los Ob-IR presentaban un total de 58 proteinas acetiladas
especificas (Figura 29C). En el caso del depdsito OM, un total de 186 proteinas acetiladas
eran comunes en los 3 grupos, encontrandose un mayor numero de proteinas
especificas en los individuos delgados (107 proteinas acetiladas) con respecto a las
encontradas en individuos Ob-NG y Ob-IR (43 proteinas acetiladas) (Figura 29D). Todos
estos datos evidencian que el acetiloma sufre modificaciones en condiciones de
obesidad y resistencia a insulina en ambos depdsitos, SC y OM. Por otro lado, la
localizacion de las proteinas acetiladas fue mayoritaria en el citosol vs. ntcleo en ambos
depdsitos (Figura 28B), siendo estos resultados similares a los mostrados anteriormente

en el andlisis global del acetiloma del tejido adiposo humano (Figura 26B).

No obstante, es interesante resaltar que se evidencid un cambio en el ratio
citosol/ntcleo entre los depdsitos SC y OM en los distintos grupos experimentales de

estudio (Figura 29B). Asi, se observé que el numero de proteinas acetiladas citosdlicas
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vs. nucleares disminuyd en el depdsito SC durante el desarrollo de obesidad y resistencia
a insulina (Figura 29B, panel superior). El depdsito OM mostré el efecto contrario,
incrementando el ratio de localizacién citosol/nucleo de las proteinas acetiladas

identificadas en relacion a la obesidad y la resistencia a insulina (Figura 29B).
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Figura 29. Efecto de la obesidad y la resistencia a insulina en el perfil de proteinas acetiladas en
los depdsitos subcutaneo (SC) y omental (OM) humanos. A. Distribucién de las proteinas
acetiladas (porcentaje) en individuos delgados, Ob-NG y Ob-IR en los depdsitos SC y OM. B.
Localizacion subcelular de proteinas acetiladas (porcentaje) en tejido adiposo SC y OM de
individuos delgados, Ob-NG y Ob-IR. Diagramas de Venn de las proteinas acetiladas, comunes y

especificas de depdsito, identificadas en el tejido adiposo subcutaneo (SC) (C) y omental (OM)

(D) de individuos delgados, sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG) y con obesidad y
resistencia a insulina (Ob-IR).
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Estos datos ponen en evidencia la importancia de describir, ademas de la
acetilacién de las proteinas como factor clave para poder comprender diferencias entre
depdsitos grasos del tejido adiposo, también su implicacidon en los procesos que se
modifican durante el desarrollo de obesidad y resistencia a insulina. Por tanto, no solo
es interesante ver qué proteinas se alteran en estas condiciones patoldgicas sino
ademas analizar si dichas proteinas pueden sufrir una modificacién postraduccional que
module su funcién. De ahi que resulte fundamental describir el acetiloma del tejido

adiposo humano en estos individuos.

Por ultimo, se realizé el analisis funcional de anotacion GO PANTHER de las
proteinas acetiladas identificadas. Este andlisis mostré que en el depdsito OM de los
individuos delgados y Ob-IR, las proteinas acetiladas se localizaban principalmente en
ribosomas y citosol mientras que en el depdsito SC, formaban parte de los ribosomas y
citosol incluyendo también la regidn extracelular (Figura 30A-B-E-F, barras azules). Por
otro lado, las proteinas acetiladas de los individuos Ob-NG se ubicaban en citosol,
ribosomas y glicocadlix en ambos depdsitos (Figura 30C-D, barras azules). Estos
resultados confirmaron las diferencias dependientes de depdsito descritas previamente

para el acetiloma del tejido adiposo humano global (Figura 27).

Asi, tras la realizacién del andlisis de los procesos bioldgicos, cabe destacar que
el proceso de oxidacién-reduccién fue detectado en 5 de las 6 condiciones estudiadas (a
excepcion del depdsito SC en individuos delgados) (Figura 30B-F, barras cian), lo que
sugiere que la acetilacion de las proteinas implicadas en este proceso en OM y, en menor
medida, en SC, podria estar involucrada en el desarrollo de obesidad y resistencia a

insulina.

En cuanto a las funciones moleculares, no se observaron diferencias entre los
depdsitos, siendo la actividad oxidorreductasa, que estd asociada al proceso de 6xido-
reduccion, como una de las principales funciones moleculares identificadas en todos los

grupos (Figura 30; barras magenta).
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Figura 30. Analisis funcional de anotacién GO PANTHER del acetiloma de tejido adiposo SCy OM
de individuos delgados, Ob-NG y Ob-IR. Se estudiaron los Componentes Celulares (azul) que
forman las proteinas Kac, Procesos Bioldgicos (cian) en los que estan implicadas y Funciones
Moleculares (magenta) que realizan. En el eje X superior se representa el Fold Enrichment en
relacidn a la base de datos Homo Sapiens mientras que en el eje X inferior se representa el p
valor ajustado (-Log,) y en el eje Y aparece el top 10 mas significativo de cada uno de los analisis

realizados.
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Con el fin de poder profundizar en el efecto que podria tener la resistencia a
insulina sobre el proceso de acetilacion/desacetilacion en el tejido adiposo, se llevo a
cabo un estudio protedmico para describir el acetiloma de adipocitos 3T3-L1 expuestos
a elevadas concentraciones de glucosa e insulina (modelo HGHI), como modelo de la
hiperglucemia/hiperinsulinemia que sufren los sujetos Ob-IR. Es importante destacar
que estudios previos del grupo han demostrado que el tratamiento HGHI induce
resistencia a insulina en los adipocitos (Diaz-Ruiz et al., 2015). Los datos protedmicos
obtenidos en el estudio se depositaron en Mendeley Data y estdn disponibles a través

del doi: 10.17632/w4zscrén6s.1.

Tras el andlisis HPLC-MS/MS realizado en el modelo in vitro de resistencia a
insulina, se observé una disminucion de las proteinas integradas en el acetiloma en las
condiciones de HGHI frente a las condiciones basales (Figura 31A). Esta disminucion se
reflejé también en el estudio comparativo, donde se observéd un menor nimero de
proteinas acetiladas comunes (92) y especificas (26) de respuesta a HGHI, respecto al
estado basal (267) (Figura 31B). Este cambio del nimero de proteinas acetiladas pone
de manifiesto un claro efecto de la resistencia a insulina sobre la acetilacion total de

proteinas en los adipocitos 3T3-L1.

El analisis funcional de anotacién GO PANTHER llevado a cabo con los datos
protedmicos de este modelo in vitro mostré que en condiciones basales, las proteinas
acetiladas se localizaban principalmente en ribosomas, citosol y mitocondrias mientras
gue en condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia se ubicaban en citosol y
ribosomas (Figura 31C-D, barras azules). La mayoria de las localizaciones celulares de
las proteinas acetiladas de este modelo coinciden con las localizaciones de las proteinas
acetiladas humanas (Figura 30). Por otro lado, los procesos biolégicos donde participan
las proteinas acetiladas identificadas en condiciones basales son procesos
mitocondriales, como el transporte de protones acoplado a la sintesis de ATP o el
proceso de sintesis de ATP, mientras que en condiciones de HGHI estan implicadas en
procesos implicados en la biogénesis de ribosomas y procesos metabdlicos donde se
requiere el uso de ATP (Figura 31C-D, barras cian). El proceso de oxidacién-reduccién

detectado en 5 de las 6 condiciones humanas no fue detectado dentro de los procesos
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bioldgicos de este modelo in vitro, lo que podria deberse a diferencias dependientes de
especie (ratén vs. humano) (Figura 31C-D). Por el contrario, otros procesos biolégicos
como la biogénesis de ribosomas o la biogénesis del complejo ribonucleoproteico,
identificado en Ob-IR vs. Ob-NG en tejido adiposo OM, también fueron detectados en
adipocitos 3T3-L1 expuestos a condiciones de HGHI, lo que muestra un posible efecto
de accidén especifico de la insulina en estos procesos (Figura 30D-F y Figura 31C-D). Por
ultimo, en cuanto a las funciones moleculares, se identificaron actividades relacionadas
con la unién a ARN vy, en concreto, del ARNr en las condiciones basales, y funciones de
union a nucléosidos y nucléotidos en condiciones de hiperglucemia/hiperinsulinemia.
Las funciones moleculares de unién también fueron identificadas en los distintos grupos

de pacientes (Figura 30).
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Figura 31. Estudio del acetiloma en un modelo in vitro de resistencia a insulina en adipocitos
3T3-L1. A. Distribucion de las proteinas acetiladas (%) en condiciones basales y tras la exposicion
a condiciones de HGHI. B. Diagrama de Venn donde se muestra el numero de proteinas
acetiladas identificadas comunes y especificas en condiciones basales HGHI. Andlisis funcional
de anotacidn GO PANTHER del acetiloma en un modelo in vitro de resistencia a insulina en
condiciones basales (C) y en condiciones de HGHI (D), incluyendo los Componentes Celulares
(azul) que forman las proteinas acetiladas, los Procesos Bioldgicos (cian) en los que estan
implicadas y las Funciones Moleculares (magenta) que realizan. En el eje X superior se
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representa el Fold Enrichment en relacién a la base de datos Homo Sapiens mientras que en el
eje X inferior se representa el p valor ajustado (-Logz) y en el eje Y aparece el top 10 mas
significativo de cada uno de los analisis realizados.

5. La acetilacion modula procesos de oxidacidn-reduccién en el tejido adiposo

Las proteinas acetiladas englobadas en el proceso de oxidacién-reduccién fueron
subcategorizadas de acuerdo a los procesos biolégicos especificos en los que participan
(Figura 32), y analizadas en ambos depdsitos, SC y OM, en los diferentes grupos de
individuos estudiados (delgados, Ob-NG y Ob-IR) (Figura 32A). Adicionalmente, aunque
el analisis funcional de anotaciones GO PANTHER no mostré el proceso de oxidacién-
reduccidn dentro de los principales procesos bioldgicos donde participaban las proteinas
acetiladas identificadas en el modelo de resistencia a insulina, se analizd
individualmente, en este modelo, el perfil de acetilacion de las proteinas identificadas

en humano en esta categoria (Figura 32B).

En primer lugar, se observd que las proteinas acetiladas en el tejido adiposo
participaban principalmente en procesos metabdlicos relacionados con acidos grasos (B-
oxidacién de acidos grasos, ciclo de Krebs y cadena de transporte de electrones), glucosa
(glucdlisis y gluconeogénesis) y con el estado redox (glutatién y homeostasis celular
redox) (Figura 31A-C). Gracias a esta subclasificacion, se observé una desregulacién en
la acetilacidn de proteinas especificas dependiendo del estado de resistencia a insulina
y del depdsito de grasa en particular. Si bien algunas proteinas mantuvieron su perfil de
acetilacion independientemente del depdsito de grasa (ACCA2-AcX, HADHA-AcK,
HADHB-ACY, ALDOA-AcK, etc.), otras mostraron un perfil de acetilacién opuesto
dependiendo del depdsito de tejido adiposo considerado (PRXL2A-AcK solo se detectd
en Ob-NG-SC y Ob-IR-OM, por ejemplo). Por otra parte, varias proteinas mostraron
diferentes patrones de acetilacién en funcién del estado de resistencia a insulina
(ECHDC1-Ac" se identificé en pacientes Ob-NG mientras que PKLR-AcX estaba presente

en condiciones de obesidad y resistencia a insulina —Ob-IR-) (Figura 32A).
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Por ultimo, la proteina ALDOA mostrd una acetilacién continua en todas las
condiciones estudiadas, tanto en humanos, SC y OM, como en el modelo in vitro de
resistencia a insulina, lo que sugiere que la acetilacién de esta proteina es relevante para

el correcto funcionamiento de la misma (Figura 11B).

Todos estos datos evidencian una compleja y global desregulacion de la
acetilacién de proteinas que conforman el proteoma del tejido adiposo en condiciones
de enfermedad metabdlica. Sin embargo, el efecto de la resistencia a insulina sobre la
acetilacién de proteinas podria ser mas evidente que el de la obesidad per se. Esta
observacion se ha visto replicada en el modelo HGHI, en el que observamos una fuerte
disminucion de proteinas acetiladas en el desarrollo de resistencia a insulina en
adipocitos 3T3-L1. Por ello, todos estos resultados ponen en evidencia la importancia de
las modificaciones postraduccionales, en concreto, de la acetilacion, en el correcto

funcionamiento celular.

116



Capitulo 1: Estudio del acetiloma del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina

A
SC oM
3 3
(L] Q

2 % Iazi %

@ 8 0 s 8 ©

a [=]
ACCA2 3-Ketoacyl-CoA thiolase
ACATL Acetyl-CoA acetyltransferase
ECHS1 Enoyl-CoA hydratase
ECHDC1 Ethylmalonyl-CoA decarboxylase
HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha
HADHB Trifunctional enzyme subunit beta
[ Citrase synthase
ACO1 Cytoplasmic aconitate hydratase
FH Fumarate hydratase
SUCLGL i ‘oA ligase (ADP/! i it alpha
PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
UQCRCL Cytochrome b-c1 complex subunit 1
UQCRCH Cytochrome b-c1 complex subunit 6
UQCRC10 Cytochrome b-c1 complex subunit 9
CYCS Cytochrome ¢
MT-C02 q-m:hrnme  oxidase subunit 2
COXSB c oxidase subunit 5B
ETFA Electmn transfer flavoprotein subunit alpha |
ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A
PGM1 1
PGKL Phosphoglycerate kinase 1
PKLR Pyruvate kinase PKLR
PKM Pyruvate kinase PKM
GPDL Gly [NAD(+)]
PYGL Glycogen phospherylase, liver form
MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1
NDUFAS NADH iquit 1alpha subunit 5
PRXL2A Peroxiredoxin-like ZA
SQOR Sulfid
ADH1B Alcohol dehydrogenase 1B
ACO3 primary amine oxidase

Ausencia/presencia
de proteinas Kac

—

No Si
B BASAL HGHI

ACCAZ 3-Ketoacyl-CoA thiolase
ACAT1 Acetyl-CoA
ECHSL Enoyl-CoA hydratase
ECHDCL Eth oA decarborylase
HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha

| HADHB Trifunctional enzyme subunit beta
[ Citrase synthase
ACO1 Cytoplasmic aconitate hydratase
FH Fumarate hydratase
SUCLGL Succinate-CoA ligase (ADP/GDP-forming) subunit alpha
PGD ydrags i
UQCRCL Cytochrome b-c1 complex subunit 1
UQCRCH Cytochrome b-c1 complex subunit 6
UQCRC1O [ -c1 complex subunit 9
Cves Cytochrome
MT-C02 Cytochrome ¢ oxidase subunit 2
COXSB Cytochrome ¢ oxidase subunit 58
ETFA Electron transfer flavoprotein subunit alpha
ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A
PGM1 Phosphoglucomutase-1
PGKL kinase 1
PKLR Pyruvate kinase PKLR
PKM Pyruvate kinase PKM
GPDL Glycerol-3-phosphate dehydrograse [NAD(+]]
PYGL Glycogen phospharylase, liver form
MGST1 Microsomal glutathiane S-transferase 1
NDUFAS NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex subunit 5
PRXL2A Peroxiredoxin-like 2A
SQOR Sulfide:quinone oxidoreductase
ADH1B Alcohol dehydrogenase 18
ACO3 Membrane primary amine oxidase

Ausencia/presencia
de proteinas Kac

!

No

Glucose Glycolysis

A Acetyl-CoA
Z — >

REDOX

Figura 32. Proteinas acetiladas identificadas e incluidas en los procesos de oxidacidon-reduccion
del andlisis funcional GO PANTHER Procesos Bioldgicos. A. Proteinas acetiladas identificadas en
el tejido adiposo humano subcutaneo (SC) y omental (OM) en individuos delgados, Ob-NG y Ob-
IR e incluidas en el grupo de procesos de oxidacién-reduccién del andlisis funcional GO PANTHER
Procesos Bioldgicos. B. Proteinas acetiladas identificadas en el modelo in vitro de resistencia a
insulina incluidas en el grupo de procesos de oxidacidn-reduccion del analisis funcional GO
PANTHER Procesos Bioldgicos. C. Esquema de los procesos bioldgicos incluidos dentro de los
procesos de oxidacion-reduccién. Imagen creada con elementos del repositorio SMART (Servier

Medical Art).
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6. Papel de la acetilacién en la diferenciacidn de los adipocitos

Estudios previos llevados a cabo en adipocitos 3T3-L1 demostraron la
importancia de la acetilacién en el proceso de adipogénesis (Xu et al., 2013). Sin
embargo, aun no hay evidencias disponibles de la importancia de la acetilacion en el
proceso de adipogénesis. Por ello, en este trabajo, se realizaron estudios adicionales
para analizar el impacto de la acetilacion en la adipogénesis como moduladora de la
distribucién y remodelacién saludable del tejido adiposo en obesidad. Concretamente,
se analizaron marcadores especificos de adipogénesis como la adiponectina, FASN,
FABP4 y GLUT4 en el acetiloma de ambos depdsitos. Entre todos ellos, solo FABP4
mostré diferencias en el nimero de péptidos acetilados identificados en el analisis

protedmico (Figura 33).
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Figura 33. Proteinas acetiladas que intervienen en el proceso de adipogénesis y que fueron
identificadas en el proteoma de tejido adiposo humano subcutaneo (SC) y omental (OM) de
individuos delgados (Delgados), pacientes con obesidad normoglucémicos (Ob-NG) y pacientes
con obesidad y resistentes a insulina (Ob-IR). Imagen izquierda creada con elementos del
repositorio SMART (Servier Medical Art).

En concreto, no se detectaron péptidos acetilados de FABP4 en el depdsito SC de
pacientes Ob-NG con respecto al mismo depdsito en pacientes Ob-IR. En el caso del
depdsito OM, no se observaron diferencias entre los grupos estudiados (Figura 33).
Estos datos fueron validados en muestras adicionales de tejido adiposo humano
mediante inmunoprecipitacion de FABP4 y posterior deteccién de la proteina vy

determinacion de su grado de acetilacion por Western Blot (Figura 34).

Los resultados mostraron niveles mas altos de FABP4-Ac® en pacientes Ob-IR vs.
Ob-NG en el depésito SC. Por el contrario, no se observaron diferencias en el contenido

de FABP4-AcX en el depdsito OM mediante el andlisis de inmunoprecipitacion (Figura
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34A). Ademas, también se midid el contenido total de proteina FABP4 en estos
pacientes, obteniendo resultados similares: mayores niveles de FABP4 en Ob-IR con
respecto a Ob-NG en el depdsito SC (Figura 34B). Por otro lado y, de acuerdo con los
datos de acetilacién, no se detectaron diferencias significativas en la expresion de FABP4

total entre los grupos de estudio en el depdsito OM (Figura 34B).
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Figura 34. Niveles de expresion de FABP4 total y FABP4-AcK en el tejido adiposo SC y OM. A.
Bandas inmunorreactivas de acetilacién de proteinas en residuos de lisina y niveles de expresion
de proteina FABP4 en extractos proteicos de tejido adiposo subcutaneo (SC) y omental (OM)
humano (panel izquierdo, Ac en SCy OM) de sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG)
y pacientes con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR), bandas inmunorreactivas de acetilacion
de proteinas en residuos de lisina y niveles de expresidon de proteina FABP4 en extractos
proteicos de tejido adiposo subcutdneo (SC) (panel central, Ac* en SC) de sujetos con obesidad
normoglucémicos (Ob-NG) y pacientes con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR) y analisis de
las bandas inmunorreactivas de FABP4 acetilada en residuos de lisina del depésito SC (panel
derecho) normalizada mediante tincidn de Ponceau. Los datos estdn representados como la
media + SEM (n = 5 individuos). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs.
Ob-NG SC. B. Bandas inmunorreactivas de los niveles de expresion proteica de FABP4 en
extractos proteicos de tejido adiposo SC y OM humano (panel izquierdo, Ac* en SC y OM) de
sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG) y pacientes con obesidad y resistencia a
insulina (Ob-IR) y analisis de las bandas inmunorreactivas de FABP4 acetilada en residuos de
lisina del depdsito SC (panel derecho) normalizada mediante tincién de Ponceau. Los datos estan
representados como la media = SEM (n =5 individuos/grupo). Las diferencias significativas estan
indicadas como *p < 0,05 vs. Ob-NG SC.
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La localizacion de FABP4 es clave para el desarrollo de sus funciones celulares ya
que puede participar como una chaperona intracelular (citosol) de acidos grasos de
cadena larga o actuar como ligando dependiente para la activacién de PPARy a través
del trafico de acidos grasos de cadena larga (como oleato) al nucleo promoviendo de
esta manera la expresidon de genes relacionados con la maduracidn de los adipocitos
(Siebert et al., 2016). Por ello, a continuacion, se analizo la localizacion intracelular de
FABP4 en adipocitos primarios humanos en condiciones Ob-NG y Ob-IR durante
adipogénesis. Como se muestra en la Figura 35, FABP4 mostré cambios en su
localizacion entre los depdsitos SC y OM, en los estadios tempranos del proceso de
diferenciacién en Ob-NG y Ob-IR. En el depdsito SC, FABP4 se localizé principalmente en
el nudcleo de los preadipocitos (DO) mientras que su localizacion pasé a ser
fundamentalmente citosdlica a medida que avanzaba la diferenciacién (D3-D9). En el
depdsito OM la localizacién de FABP4 se observo, con claridad, en preadipocitos (D3) en
el nucleo, y su localizacién en citosol ocurrid principalmente a partir de D6 (Figura 35A).
En condiciones Ob-IR, la localizacién nuclear de FABP4 fue tenue a DO de diferenciacion,
observandose en el citosol a partir del D3 en ambos depdsitos, SC y OM (Figura 35B).
Los cambios en la localizacién de FABP4 entre los dos tipos de pacientes indican que
existe una desregulacion de la proteina en condiciones de resistencia a insulina
afectando, posiblemente, a su funcién como moduladora de la diferenciacién

adipocitaria.
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Figura 35. Imagenes confocales representativas de adipocitos primarios humanos del depdsito
subcutaneo (SC) y omental (OM) de un paciente con obesidad y normoglucemia (Ob-NG) (A) y
un paciente con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR) (B). Se observa la sefial de FABP4
enddgena (verde) y DAPI (nucleo, azul) durante el proceso de diferenciacién (D0-D9).

DO D3

Con el fin de poder extender nuestro conocimiento sobre los cambios
observados en FABP4 en células humanas, se llevé a cabo la caracterizacion de FABP4
en adipocitos 3T3-L1. Observamos que los niveles de expresidon génica y proteica
intracelular de FABP4 aumentaron durante la diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1,
exhibiendo niveles maximos en adipocitos maduros (D9) (Figura 36). Ademas, se analizo
la cantidad de FABP4 en el medio extracelular, como una medida de secrecidn, siendo
significativamente mayor en los adipocitos maduros (D9) con respecto a estadios

anteriores de la diferenciacion (Figura 36A).

Con relacién a la localizacion de la proteina, FABP4 se localizd
predominantemente en el citosol de los adipocitos 3T3-L1 a lo largo de la adipogénesis
(Figura 36B). En este caso, no se observé el cambio de localizacion nucleo-citosol como

se observaba en los adipocitos humanos.
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Figura 36. Caracterizacién de FABP4 en adipocitos 3T3-L1 durante adipogénesis. A. Expresion de
ARNm y niveles de proteina (bandas inmunorreactivas) de FABP4 en extractos de células 3T3-L1
durante la adipogénesis (D0-D9). Para la cuantificacion, los niveles de proteina fueron
normalizados utilizando la tincién Ponceau. Los datos estan representados como la media £ SEM
(n = 3 réplicas/dia de diferenciacidn). Las diferencias significativas estan indicadas como **p <
0,01, ***p < 0,001 vs. DO; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###tp < 0,001 vs. D3; $Sp < 0,01, SSSp < 0,001
vs. D6. B. Imagenes de microscopia confocal representativas de adipocitos 3T3-L1 marcados
para la deteccion de FABP4 (verde) y DAPI (nucleo, azul) durante el proceso de diferenciacion
(D0-D9).

Atendiendo a las ventajas proporcionadas por las lineas celulares, en cuanto a la
mayor facilidad de obtencién de cultivos y homogeneidad, dado que las células humanas
disponibles ademas proceden de individuos con obesidad moérbida, decidimos

profundizar en el estudio de caracterizacidon de FABP4 en células 3T3-L1.

7. Efecto de la acetilacion sobre las funciones de FABP4 en los adipocitos

Para dilucidar el posible papel que juega la acetilacién en las funciones de FABP4
en adipocitos, se llevd a cabo un estudio de mutagénesis dirigida sobre lisinas especificas
de la proteina. A partir de una busqueda in silico de las distintas lisinas que forman la
secuencia de FABP4 y utilizando la base de datos PhosphoSite
(http://www.phosphosite.org), se concluyé que las lisinas en posiciones 22, 32 y 59
podrian ser objeto de acetilacién en condiciones fisioldgicas, ya que se encuentran en
zonas de la proteina facilmente accesibles para las enzimas encargadas de la acetilacién.
Asi, se sustituyeron estos tres residuos de lisina susceptibles de acetilarse por tres
residuos de isoleucina, dada la similitud espacial e igual polaridad de ambos
aminodcidos, ademas de por la incapacidad de reconocimiento de la isoleucina por las
enzimas acetilasas/desacetilasas. Concretamente, se generd, mediante mutagénesis

dirigida, la forma triple mutante de FABP4 (K22I, K321 y K591) asi como formas mutadas
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individuales para cada una de las posiciones: K22|-FABP4, K32I-FABP4 y K59I-FABP4. En
la Figura 37 se muestra el alineamiento de la secuencia de las construcciones, FABP4
silvestre (wild type, WT) y formas mutadas, con las lisinas especificas mutadas marcadas

en rojo [A>T; Lys (AAA) = lle (ATA)].
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Figura 37. Alineamiento de las secuencias de las proteinas FABP4 investigadas en el estudio. A.
Alineamiento de la secuencia de FABP4 silvestre (CDS Mus musculus, NCBI, EE.UU.) con los 3
mutantes simples: pEGFP-C2-K22IFABP4, pEGFP-C2-K32IFABP4 y pEGFP-C2-K59IFABP4. B.
Alineamiento de la secuencia de FABP4 silvestre (CDS Mus musculus, NCBI, EE.UU.) con el triple
mutante pEGFP-C2-TMFABPA.

A continuacion, se realizé un andlisis in silico de la estructura de la proteina sin
mutar, WT, y la proteina mutada en las 3 regiones elegidas (triple mutante, TM), para
evaluar si la sustitucion de las lisinas por isoleucinas provocaba cambios en la estructura
3D de la proteina que pudieran afectar a su funcién (Figura 37). Para ello, se utilizo el
software de prediccion de estructuras de proteinas Phyre2 que utiliza métodos

avanzados de deteccidon de homologia para construir modelos 3D y analizar variantes de
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aminodcidos en una secuencia proteica. Actualmente, Phyre2 se ha convertido en uno
de los servidores de prediccion de estructuras de proteinas mas utilizados debido a su

facilidad de uso y la precisidn de sus predicciones (Kelley et al., 2015).

Asi, por medio del software Phyre2 se realizé un modelado in silico de la
construccion GFP-FABP4-WT utilizada a lo largo de esta Tesis Doctoral, con el objetivo
de comparar el resultado con la estructura cristalizada almacenada en la base de datos
PDB (Protein Data Bank). Una vez obtenida la estructura tridimensional de la versiéon WT
mediante Phyre2, se compard con la estructura recogida en PBD (PDB number FABP4:
3P6D) a través del software Swiss PDB Viewer. Estos estudios demostraron que la
estructura predicha y la almacenada en la base de datos son practicamente iguales, con

un valor de RMS de 0,64 dngstroms (Figura 38).

COMPARATIVA FABP4(3p6d)
vs WT-RMS 0,64A

Figura 38. Estructura tridimensional de FABP4 WT registrada en PDB, la obtenida mediante el
software Phyre2 y su estudio comparativo. Estructura tridimensional (3D) de FABP4 de ratén
(PDB) que muestra la distribucion de Lys22, Lys32 y Lys59 en la proteina nativa (WT, estructura
azul). Estructura tridimensional de FABP4 de ratén (Software Phyre2), que muestra la
distribucién de Lys22, Lys32 y Lys59 en la proteina WT (WT, estructura verde). En gama de tonos
frios se muestra la comparativa de la estructura tridimensional de FABP4 nativa.

Una vez confirmado que el software Phyre2 es valido y fiable para el modelado
tridimensional de proteinas, se llevé a cabo el modelado de la construccién FABP4-TM
(en amarillo), que contiene las tres mutaciones de interés respecto al modelo silvestre
(GFP-FABP4-WT; en verde). El resultado de la interaccion (azul) mostré una
superposicién en toda la estructura salvo en los 3 residuos aminoacidicos que son
distintos entre las dos proteinas (K22, K32 y K59 vs. 122, 132 y I59), con un valor de RMS

de 0,0 angstroms. Estos resultados demostraron que la forma silvestre (GFP-FABP4-WT)

124



Capitulo 1: Estudio del acetiloma del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina

y la forma mutante (GFP-FABP4-TM) de FABP4 presentan una estructura tridimensional
idéntica y que, por tanto, la triple mutacion introducida modifica la capacidad de

acetilacion en la proteina sin provocar cambios en su estructura 3D (Figura 39).

Lys22 / lle22

ys32 / lle32

FABP4 WT vs. FABP4 TM
RMS 0,0A

Figura 39. Estructura tridimensional de FABP4 WT y TM obtenida mediante el software Phyre2
y su estudio comparativo. Estructura tridimensional (3D) de FABP4 de raton que muestra la
distribucion de Lys22, Lys32 y Lys59 en la proteina nativa (WT, estructura verde). Estructura
tridimensional de FABP4 de raton que muestra la distribucion de lle22, lle32 e 1le59 en la
proteina mutada (TM, estructura amarilla). En gama de tonos frios se muestra la comparativa
de la estructura tridimensional de FABP4 nativa.

Confirmada la conservacion de la estructura tridimensional en la versién mutada
de FABP4, y con el fin de validar el uso de las herramientas moleculares generadas, se
analizé la eficacia de transfeccion de los dos plasmidos que codifican a cada una de las
proteinas estudiadas en células 3T3-L1. Observamos que, tras la transfeccion, los niveles
de ARNm de ambas construcciones eran comparables, lo que validaba el
comportamiento similar de ambos plasmidos en cuanto a eficiencia de transcripciéon
(Figura 40A). Estos resultados, junto con el mantenimiento de la estructura
tridimensional en la versién mutada de FABP4, aseguraban que los cambios observados
en los estudios posteriores se pudieran asignar a los cambios en el grado de acetilacién

de cada proteina.

Asi, a continuacidn, se midieron los niveles de proteina GFP-FABP4 (intracelular
y extracelular) en adipocitos 3T3-L1 transfectados con las formas de FABP4 WT y TM.
Los datos indicaron que la forma mutada, TM, mostraba una mayor acumulacién

intracelular y una reduccién de su liberacién extracelular en comparacion con la
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construccion WT (Figura 40B). Estos datos sugieren que la acetilaciéon podria ser

fundamental para la secreciéon de FABP4 al medio extracelular.

Por otro lado, también se realizé un ensayo de degradacién de proteinas con el
fin de analizar el efecto de la acetilacion sobre la vida media de FABP4 ya que se ha
descrito que esta proteina que puede sufrir varias MPTs como acetilacion y
ubiquitinacion (http://www.phosphosite.org). Asi, adipocitos transfectados con el
vector WT fueron expuestos a cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis de
proteinas. Como se observa en la Figura 40C, el tratamiento con CHX redujo los niveles
de FABP4 WT, lo que se podria asociar a la detencion de su sintesis y a la degradacion
concomitante de la proteina preexistente. Sin embargo, cuando los adipocitos
transfectados con la proteina WT se expusieron al inhibidor del proteasoma, MG132, no
se detectaron cambios en el contenido de la proteina en los adipocitos, lo que indicaria
que la disminucién observada en condiciones basales podria estar relacionada con el
aumento de la liberacion de FABP4 al medio extracelular y/o a la degradacién a través
de una via alternativa al proteasoma (Figura 40C). Finalmente, la combinacion del
tratamiento CHX + MG132 indujo una disminucién en el contenido de FABP4 (Figura

40C), igual a lo observado tras la exposicidon a CHX.

Por su parte, en adipocitos transfectados con la forma TM de FABP4 no se
detectaron diferencias después del tratamiento con CHX (Figura 40C). Sin embargo, se
observé un incremento del contenido de FABP4 tras la incubacién con MG132, lo que
sugiere que la degradacién de la forma mutada de FABP4 ocurre a través del proteasoma
(Figura 39C). Estos datos sugieren la acumulacién de la forma mutada en el citosol y su
menor secrecidn al medio extracelular, lo que esta de acuerdo con los resultados
previos obtenidos mediante Western Blot (Figura 39B). En esta linea, la combinacion de

CHX + MG132 no tuvo efecto sobre el contenido de FABP4 TM (Figura 40C).
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Figura 40. Anilisis de los niveles de expresion génica y proteica de FABP4 en adipocitos 3T3-L1
transfectados con las formas WT y TM. A. Expresion de ARNm de FABP4 en adipocitos 3T3-L1
transfectados con los vectores GFP-FABP4-WT (WT) o GFP-FABP4-TM (TM). B. Bandas
inmunorreactivas en extractos proteicos (intracelulares) y sobrenadantes (extracelulares) de
cultivos de células 3T3-L1 transfectadas con los vectores de expresién para FABP4 WT y TM. Para
la cuantificacidn, los niveles de proteina se normalizaron respecto a la tincién de Ponceau. Los
datos estan representados como la media + SEM (3-4 repeticiones/grupo). Las diferencias
significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. WT. C. Bandas inmunorreactivas en extractos
proteicos de adipocitos 3T3-L1 transfectados con los vectores WT o TM y tratados con
cicloheximida (CHX) y/o el inhibidor del proteasoma, MG132, durante 30 horas. La condicion
control (C) se llevé a cabo manteniendo los adipocitos 3T3-L1 transfectados con las formas WT
o TM en medio de cultivo solo durante 30 h. Los datos estdn representados como la media *
SEM (3 repeticiones/condicién en cada grupo). Las diferencias significativas estan indicadas
como **p < 0,01; ***p < 0,001 frente al control; #p < 0,01, ##p < 0,001 vs. CHX; ***p < 0,001 vs.
MG132.

Con el fin de poder identificar qué residuo puede tener una mayor o menor
implicacion biolégica en los efectos observados sobre la acetilacién de FABP4,

adipocitos 3T3-L1 se transfectaron con la forma silvestre y con las distintas
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construcciones individuales de FABP4 generadas por mutagénesis dirigida: las formas
simples mutadas de FABP4 -M1 (K22I), M2 (K321) y M3 (K591)-y la forma triple mutada
de FABP4 -TM (K22I, K32l y K591)-. En cuanto a la localizacidn subcelular de las distintas
variantes de FABP4 generadas, TM se acumulé menos en el nucleo que la forma WT
(Figura 41). Por otro lado, de las formas simples mutadas de FABP4, solo M2 indujo
cambios significativos en el ratio ndcleo/citosol vs. WT, mientras que no se observaron

diferencias entre M1 o M3 y WT (Figura 41).
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Figura 41. Andlisis de la localizacion subcelular (ndcleo/citosol) de FABP4 WT vy las distintas
construcciones mutadas de FABP4, TM, M1, M2 y M3. Imagenes de microscopia confocal
representativas (panel izquierdo) de adipocitos 3T3-L1 transfectados con los vectores de FABP4
(marcados en verde): GFP-FABP4-WT (WT), GFP-FABP4-TM (TM), GFP-FABP4-M1 (M1), GFP-
FABP4-M2 (M2) o GFP-FABP4-M3 (M3) y DAPI (nucleo, azul). Las imagenes confocales se
analizaron cuantificando la intensidad de sefial de GFP-FABP4 en nucleo y citosol (panel
derecho). Los datos estdn representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como ***p < 0,001 vs. GFP-
FABP4-WT; #p < 0,01 vs. GFP-FABP4-TM.
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A continuacion, se analizd la acumulacién de lipidos en adipocitos 3T3-L1
transfectados con las diferentes construcciones en estudio. Asi, los adipocitos
transfectados con la forma TM contenian gotas lipidicas mas pequefias que las células
3T3-L1 transfectadas con FABP4 WT. La cuantificacién del drea celular ocupada por las
gotas lipidicas confirmdé que la presencia de FABP4 TM redujo significativamente la
acumulacién de lipidos en comparacién con las células transfectadas con la forma WT
(Figura 42). Este efecto fue observado tanto en etapas tempranas de diferenciacién (D5)
como a término (D10). Por otro lado, también se realizé el analisis de gotas lipidicas tras
la transfecciéon con los mutantes simples de FABP4 y se observé que la variante M2 de
FABP4 indujo respuestas similares a las mostradas por la variante de FABP4 TM (Figura
42 DIA 5). Sin embargo, no se observaron cambios en el tamafio y el drea ocupada por
las gotas lipidicas para las variantes M1 y M3 de FABP4 exceptuando una reduccion de

la acumulacién de lipidos en la etapa final de la diferenciacién (D10) (Figura 42).
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Figura 42. Estudio sobre la acumulacion de gotas lipidicas en células 3T3-L1 transfectadas con
FABP4 WT y con las distintas construcciones mutadas de FABP4, TM, M1, M2 y M3. Imagenes
de microscopia confocal representativas de adipocitos 3T3-L1 transfectados con los vectores
GFP-FABP4-WT (WT), GFP-FABP4-TM (TM), GFP-FABP4-WT (WT), GFP-FABP4-TM (TM), GFP-
FABP4-M1 (M1), GFP-FABP4-M2 (M2) o GFP-FABP4-M3 (M3) mantenidos en cultivo hasta dia 5
de diferenciacion (panel superior izquierda) o hasta dia 10 de diferenciacion (panel superior
derecha), marcados con GFP (verde)y tefiidos con Qil-Red O (gotas lipidicas, rojo). Las imagenes
se analizaron cuantificando el drea ocupada por las gotas lipidicas (LD) / area celular total (panel
inferior izquierda). Los datos estan representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. WT basal.

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre la diferencia en la acumulacién
de lipidos entre las distintas formas de FABP4 estudiadas (inferior en TM vs. WT), se
midieron a continuacién los niveles de expresién de los factores de transcripcién que
guian la adipogénesis, SREBP-1, C/EBPa y PPARy. Como muestra la Figura 43,

encontramos que los niveles de expresidon de dichos marcadores también se redujeron
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en las células transfectadas con TM vs. la variante WT de FABP4. Estos resultados
indican que la falta de acetilacién de FABP4 afecta a la capacidad de almacenamiento
de lipidos en las gotas lipidicas. De las posiciones estudiadas, la mutacién en la posicién
K32 (M2) parece ser fundamental en la acetilacion de FABP4. No obstante, la mutacién
de los otros residuos analizados incrementa su efecto, siendo menor el contenido
lipidico y la expresién de los factores de transcripcion adipogénicos para FABP4 TM que

para la variante M2.
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Figura 43. Niveles de expresién de ARNm de los factores de transcripcién adipogénicos, SREBP-
1, C/EBPa, y PPARy en adipocitos 3T3-L1 transfectados con FABP4 WT y con las distintas
construcciones mutadas de FABP4, TM, M1, M2 y M3. Los datos estan representados como la
media + SEM (3-4 réplicas/grupo). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05
vs. WT.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se analizaron dos de las principales
enzimas implicadas en los procesos de lipdlisis/lipogénesis: FAS (acido grasa sintetasa)
implicada en el proceso de lipogénesis y HSL (lipasa sensible a hormonas), en la lipélisis.
Asi, observamos que la transfeccidn con la forma TM de FABP4 indujo una disminucion
del contenido de FAS en las células 3T3-L1 (Figura 44A), lo que podria estar relacionado
con el efecto de la forma mutada sobre PPARy, dado que este factor induce la

transcripcion de FAS (Ma et al., 2018).

Asi, se evalud el contenido de FAS en muestras de tejido adiposo SC de sujetos
Ob-NG y Ob-IR, en los que también se midieron los niveles de FABP4. Los resultados
confirmaron nuestros hallazgos previos sobre el aumento en los niveles de FABP4 en el
depdsito SC en individuos Ob-IR vs. Ob-NG (Figura 34); sin embargo, no se obtuvieron

resultados de FAS en los mismos Western Blots, probablemente debido al alto peso
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molecular de esta proteina (272 KDa) y las condiciones especiales de electroforesis que
son necesarias para visualizar FABP4 (15 kDa). Sin embargo, estudios previos sobre
tejido adiposo SC humano han demostrado que la expresién de FAS esta disminuida en
individuos obesos vs. delgados (Fryk et al., 2021) y en Ob-NG y Ob-IR vs. delgados
(Ortega et al., 2010).

Por otro lado, existen evidencias previas que demuestran la relevancia de la
interaccion entre HSL y FABP4 para una lipdlisis eficiente (Jenkins-Kruchten et al., 2003;
Maynard-Smith et al.,, 2007; Furuhashi and Hotamisligil, 2008). Los resultados en
adipocitos 3T3-L1 transfectados con el vector de expresion FABP4-TM indican que la
desacetilacion de FABP4 puede afectar la lipdlisis mediante el aumento de la expresién
de HSL (Figura 44A). Por otro lado, cuando analizamos HSL en muestras de tejido
adiposo SC humano, observamos una tendencia a la disminucién del contenido de la
proteina en sujetos Ob-IR, los cuales presentaban una mayor acetilacién y expresion de
FABP4, con respecto a sujetos Ob-NG (Figura 44B). De hecho, el ratio FABP4:HSL en el
depdsito graso SC fue significativamente mayor en individuos obesos con resistencia a

insulina que en individuos obesos normoglucémicos (Figura 44B).

Finalmente, y con el fin de profundizar si la acetilacion podria afectar a la
interaccion HSL-FABP4, se llevd a cabo un andlisis de acoplamiento (docking) entre la
molécula HSL y las dos formas de FABP4, WT y TM utilizando los servidores HDock
(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) 'y  Ligplot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LigPlus/). Este andlisis mostré una puntuacion de acoplamiento mas

negativa entre HSL/TM (-238,75) frente a HSL/WT (-230,45), lo que indica una mayor
afinidad entre la forma TM-FABP4 y HSL. Esto podria estar relacionado con los puentes
de hidrégeno que se pueden establecer entre lle22 (reemplazando a Lys22 en la forma
WT) e lle32 (reemplazando a la Lys32 en la forma WT) de la forma FABP4-TM con la
proteina HSL (Figura 44C).
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Figura 44. Efectos de la forma triple mutante de FABP4 sobre la expresion de FAS (enzima
lipogénica) y HSL (enzima lipolitica). A. Bandas inmunorreactivas y analisis de la expresion de la
proteina sintasa de acidos grasos (FAS) y de la lipasa sensible a hormonas (HSL) en extractos
proteicos de adipocitos 3T3-L1 transfectados con los vectores GFP-FABP4-WT (WT) o GFP-
FABP4-TM (TM). Para la cuantificacidn, los niveles de proteina se normalizaron mediante tincion
de Ponceau. Los datos estan representados como la media + SEM (4-5 repeticiones/grupo). Las
diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05; ***p < 0,001 vs. WT. B. Bandas
inmunorreactivas y andlisis de los niveles de expresidon de HSL y FABP4 y la relacion FABP4/HSL
en tejido adiposo humano subcutdneo (SC) de sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG)
y pacientes con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR), normalizada mediante tinciéon de
Ponceau. Los datos estan representados como la media + SEM (5-6 individuos/grupo). Las
diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. Ob-NG SC. C. La calidad del
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acoplamiento del modelo de interacciones para WT y HSLy TM y HSL fue confirmada por HDock
(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) (panel superior) y representacién 2D (panel inferior) usando
Ligplot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/). Las cadenas laterales de
FABP4 y HSL se muestran en representacién de bola y palo, con los enlaces de ligando (WT o
TM) coloreados en rosa y los enlaces HSL en marrdn. Los enlaces de hidrégeno se muestran
como lineas de puntos verdes; los arcos radiales representan residuos involucrados en contactos
hidrofdbicos y los atomos con lineas cortas corresponden a atomos implicados en contactos
hidrofdbicos. Los aminoacidos clave estan rodeados en rojo (lle22, lle32). Estos residuos estan
en posiciones 3D equivalentes cuando se superponen los dos modelos estructurales.

8. Regulacion de la acetilacion de FABP4 en modelos in vitro de obesidad y resistencia

ainsulina

Ademads de lo descrito anteriormente, se analizé el posible impacto de la
obesidad y la resistencia a insulina sobre la acetilacién de FABP4 y las distintas funciones
de la proteina. Para ello, los adipocitos transfectados con la forma FABP4 WT o TM
fueron expuestos a diferentes insultos obesogénicos mimetizados en modelos in vitro
desarrollados por nuestro grupo (Diaz-Ruiz et al., 2015; Guzman-Ruiz et al., 2020). En
concreto, los adipocitos se expusieron a dos modelos de hipertrofia mediante la
sobrecarga lipidica de dos acidos grasos diferentes: un acido graso saturado, palmitato,
que, ademds de generar hipertrofia en los adipocitos, provoca que las células
desarrollen resistencia a insulina; y un acido graso monoinsaturado, oleato, que causa
hipertrofia en los adipocitos, pero no resistencia a insulina (Diaz-Ruiz et al., 2015).
También se incluyé el modelo de exposicidn a altas concentraciones de glucosa e
insulina (HGHI), que, ademas de la hiperglucemia/hiperinsulinemia, también genera

resistencia a insulina (Diaz-Ruiz et al., 2015; Guzman-Ruiz et al., 2020).

En primer lugar, se analizé la localizacién celular de FABP4 y se observd que, en
comparacion con las condiciones basales, el tratamiento con oleato disminuyd la
localizacion de FABP4 WT en el ndcleo mientras que el estimulo con palmitato no tuvo
ningun efecto sobre la relacidn de la sefial nicleo/citosol de FABP4 WT (Figura 45). Por
otro lado, la forma FABP4 TM no mostré diferencias en su localizacion entre las
condiciones basales y tras la administracién de oleato. Sin embargo, el tratamiento con
palmitato indujo un aumento significativo del ratio nucleo/citosol en células
transfectadas con el triple mutante de FABP4 en comparacion con la variante WT (Figura

45).
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Figura 45. Andlisis de localizaciéon subcelular (nicleo/citosol) de FABP4 WT y TM en condiciones
de sobrecarga lipidica tras exposicién a oleato o palmitato. Imagenes de microscopia confocal
representativas (panel izquierdo) de adipocitos 3T3-L1 transfectados con los vectores GFP-FABP4-
WT (WT) o GFP-FABP4-TM (TM) marcados con GFP (verde) y DAPI (nucleo, azul). Los adipocitos
3T3-L1 transfectados se trataron con 500 mM de oleato o palmitato durante 18 h. Las imagenes
confocales se analizaron cuantificando la intensidad de sefial de GFP-FABP4 en nucleo y citosol
(panel derecho). Los datos estdn representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como **p < 0,01; ***p <
0,001 vs. WT basal; #p < 0,01 vs. WT tratamiento con palmitato.

Ademas, también se llevd a cabo la cuantificacién del area que ocupan las gotas
lipidicas con respecto al area celular en todos los modelos experimentales. En linea con
los resultados anteriores, los adipocitos transfectados con la forma FABP4 TM
mostraron una reduccion de la acumulacién de lipidos en condiciones basales. Sin
embargo, tras los tratamientos con acidos grasos (oleato o palmitato), los adipocitos
exhibieron un aumento de la acumulacién lipidica independientemente del grado de
acetilacién de FABP4 (Figura 46). Por tanto, estos resultados sugerian que la acetilaciéon
de FABP4 no modifica la acumulacion de lipidos ante una sobrecarga lipidica, con

independencia del acido graso utilizado.
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Figura 46. Imagenes de microscopia confocal representativas (panel superior) de adipocitos 3T3-
L1 transfectados con los vectores GFP-FABP4-WT (WT) o GFP-FABP4-TM (TM) marcados con GFP
(verde) y tefidos con Qil-Red O (gotas lipidicas, rojo). Los adipocitos 3T3-L1 transfectados se
trataron con 500 mM de oleato o palmitato durante 18 h. Las imagenes confocales se analizaron
cuantificando el area ocupada por las gotas lipidicas (LD)/area celular total (panel abajo
izquierda). Los datos estan representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. WT basal;
###fy < 0,0001 vs. TM basal. Tamafio de las gotas de lipidicas en adipocitos 3T3-L1 transfectados
con WT (azul) o TM (naranja) y tratados con estimulo de 500 mM de oleato o 500 mM de palmitato
durante 18 h (panel inferior derecha).

Por otro lado, se analizé el efecto de la exposicién a altas concentraciones de
glucosa e insulina. De nuevo, se observd la disminucidon del ratio nucleo/citosol
observado en la figura 45 en las comparativas WT vs. TM en condiciones basales. Por
otro lado, se observd que HGHI disminuyd el ratio nucleo/citosol en adipocitos
transfectados con FABP4 WT (Figura 47). Sin embargo, dicho tratamiento no provocdo

efectos sobre la localizaciéon de FABP4 TM (Figura 47).
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Figura 47. Imagenes de microscopia confocal representativas (panel izquierdo) de adipocitos 3T3-
L1 transfectados con los vectores GFP-FABP4-WT (WT) o GFP-FABP4-TM (TM) marcados con GFP
(verde) y DAPI (ndcleo, azul). Los adipocitos 3T3-L1 transfectados se trataron con altas
concentraciones de glucosa (4,5 g/L) e insulina (100 nM) (HGHI) durante 24 h. Las imagenes
confocales se analizaron cuantificando la intensidad de sefial de GFP-FABP4 en nucleo y citosol
(panel derecho). Los datos estan representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05; **p < 0,01
vs. WT basal.

En cuanto a la acumulacién de lipidos, el modelo HGHI no modificé la repuesta
de las células transfectadas con la forma triple mutada de FABP4 en comparacién con
las condiciones basales (Figura 48), mostrando resultados similares a los anteriores
descritos (Figura 46). De nuevo, estas observaciones apoyan la propuesta de que la
ausencia de acetilacion de FABP4 provoca una alteraciéon de la diferenciacién
adipocitaria y el metabolismo lipidico de los adipocitos. Este efecto es mds pronunciado
en condiciones de hiperglucemia/hiperinsulinemia, donde se observé una disminucidn

significativa de la acumulacion de lipidos inducida por HGHI (Figura 48).

En conclusién, los resultados obtenidos en la caracterizacién de FABP4, con
menor o mayor grado de acetilacidn, junto a los datos en los diferentes modelos in vitro
de obesidad y resistencia a insulina, que apoyan un papel modulador de la acetilacion
de FABP4 sobre las funciones de esta proteina sugieren que esta MPT juega un papel
regulador esencial en las mismas (i.e., transportadora de acidos grasos regulando los
procesos de lipdlisis/lipogénesis en el adipocito, la diferenciacién adipocitaria y su papel

como adipoquina sobre otros tejidos diana).
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Figura 48. Imagenes de microscopia confocal representativas (panel superior) de adipocitos 3T3-
L1 transfectados con los vectores GFP-FABP4-WT (WT) o GFP-FABP4-TM (TM) marcados con GFP
(verde) y tefiidos con Qil-Red O (gotas lipidicas, rojo). Los adipocitos 3T3-L1 transfectados se
trataron con altas concentraciones de glucosa (4,5 g/L) e insulina (100 nM) (HGHI) durante 24 h.
Las imagenes confocales se analizaron cuantificando el drea ocupada por las gotas lipidicas (LD)
/ area celular total (panel inferior izquierda). Los datos estan representados como la media +
SEM (8-10 imagenes confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como
**p < 0,05 vs. WT basal; ***p < 0,001 vs. WT HGHI. Tamafio de las gotas de lipidicas en adipocitos
3T3-L1 transfectados con FABP4 WT (azul) o TM (naranja) y tratados con altas concentraciones
de glucosa (4,5 g/L) e insulina (100 nM) (HGHI) durante 24 h (panel inferior derecha).
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DISCUSION

El estudio de las modificaciones postraduccionales de proteinas puede ser de
gran interés para entender los mecanismos moleculares implicados en la disfuncién del
tejido adiposo en obesidad. En concreto, la acetilacidn de proteinas en residuos de lisina
ha surgido como una modificacion postraduccional (MPT) clave debido a su capacidad
para regular la actividad de las enzimas que intervienen en el metabolismo energético.
Asi, gran cantidad de enzimas implicadas en la glucdlisis, gluconeogénesis, el ciclo de
Krebs o en el metabolismo lipidico estan acetiladas en diferentes tejidos (Fukushima y
Lopaschuk, 2016; Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2020). Esta MPT tiene lugar mediante
la transferencia del grupo funcional acetilo (CH3CO") desde acetil-CoA (Ac-CoA) a lisinas

especificas de las cadenas polipeptidicas de las proteinas (Lee et al., 2018).

El primer objetivo de este trabajo fue establecer, por primera vez, el acetiloma
del tejido adiposo humano subcutaneo (SC) y omental (OM) de individuos delgados y
sujetos con obesidad con diferentes niveles de sensibilidad a insulina —normoglucémicos
(Ob-NG) y resistentes a insulina (Ob-IR)-. Asi, el andlisis global de proteinas acetiladas
mostré que una cuarta parte del proteoma total del tejido adiposo estd sometido a
acetilacién, mostrando, de esta manera, la gran importancia que tiene esta MPT en el
funcionamiento de este 6rgano. Especificamente, en el tejido adiposo, estudios in vivo
e in vitro en modelos animales han evidenciado la importancia de la acetilacidon de
proteinas concretas en residuos de lisina en el correcto funcionamiento de la
diferenciacién (o adipogénesis) de los adipocitos (Xu et al., 2013) y han sugerido ademas
su posible papel en el desarrollo de condiciones patoldgicas como la obesidad o la

diabetes (lyer et al., 2012; Sun y Zhang, 2021).

Es importante el estudio de las caracteristicas de cada depdsito de tejido
adiposo, ya que estd bien establecido que la distribucidén de este tejido es un factor de
riesgo importante para las enfermedades asociadas a la obesidad, independientemente
de la cantidad de grasa corporal total (Giordano et al., 2014). Asi, la acumulacion de
tejido adiposo en el depdsito OM se asocia con el desarrollo de comorbilidades

asociadas con la obesidad (Koster et al., 2015), mientras que la acumulacion de grasa en
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el depdsito SC se ha propuesto que cumple un efecto protector desde el punto de vista
metabdlico por su papel como almacenador de lipidos mediado por su capacidad de
expansioén. Se ha propuesto que esta caracteristica reduciria la acumulacién ectépica de
lipidos (higado, musculo, pancreas), evitando asi los fendmenos de lipotoxicidad
asociados a la obesidad y, con ello, una disminucién de la enfermedad cardiovascular y
metabdlica (McLaughlin et al., 2016). Sin embargo, la remodelacion y disfuncion del
tejido adiposo de cada depdsito también puede ser un factor clave en la fisiopatologia
de la enfermedad metabdlica relacionada con la obesidad (Longo et al., 2019). En
concreto, las alteraciones en la adipogénesis del depdsito SC se han asociado con

complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad (Lessard et al., 2014).

Por ello, como segundo objetivo, se planted la comparativa del perfil de
acetilacién del proteoma de los dos depdsitos, SC y OM, encontrando un acetiloma
especifico de cada depdsito. En concreto, el depdsito OM mostré una mayor proporcion
de proteinas acetiladas que el depdsito SC, encontrando gran cantidad de proteinas
acetiladas en el citosol y ribosomas. Por su parte, el depdsito SC mostré menor nimero
de proteinas acetiladas totales y estas se localizan, ademds de en citosol y ribosomas,
en el glicocalix (medio extracelular). Por otro lado, las proteinas acetiladas en tejido
adiposo OM parecen estar mas relacionadas con la regulacion metabdlica,
concretamente con vias del metabolismo alternativas como el metabolismo de acidos
carboxilicos. Recientemente, se ha propuesto que el lactato podria ser una fuente de
energia alternativa a la glucosa, regulada por el transportador de monocarboxilatos
MCT1 en condiciones de resistencia a insulina (Lagarde et al., 2021). Ademads, se ha visto
gue la activacion de este transportador y el consumo de lactato se correlacionan con
una mayor poblacidon de adipocitos termogénicos (beige) en la grasa blanca, lo que
podria suponer un mecanismo compensatorio para combatir el metabolismo energético
en el depdsito OM en condiciones de resistencia a insulina (Lagarde et al., 2021). Por su
parte, las proteinas acetiladas del depdsito SC participan mas en procesos de
modificacion de proteinas (cotraduccionales y postraduccionales). Estos resultados
sugieren que la acetilacion puede modular respuestas diferentes en funcién del depésito
graso, las cuales podrian estar relacionadas con las funciones de ambos depdsitos. De

hecho, el depdsito OM es mas dindmico en cuanto al intercambio de lipidos mientras
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gue el depdsito SC se considera un depdsito mas propiamente de almacenamiento

(Giordano et al., 2014).

Como objetivo fundamental de este estudio también se planted el andlisis de las
proteinas acetiladas identificadas en cada uno de los grupos de estudio, individuos
delgados, pacientes con obesidad y normoglucemia (Ob-NG) y sujetos con obesidad y
resistencia a insulina (Ob-IR). Nuestros estudios mostraron que una considerable
proporciéon de las proteinas acetiladas se clasificaban en localizaciones y procesos
comunes encontrando que, en 5 de las 6 condiciones estudiadas, las proteinas acetiladas
se englobaron en procesos de oxidacidn-reduccidn (todos a excepcién del depdsito SC
de individuos delgados). Estos procesos estan intimamente relacionados con el
metabolismo energético, incluyendo enzimas que participan en la glucdlisis,
gluconeogénesis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos o el metabolismo de los acidos
grasos tejidos (Fukushima y Lopaschuk, 2016; Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2020).
Aunque los procesos de oxidacion-reduccion fueron comunes en todos los grupos, a
excepcion del depdsito SC de los individuos delgados, se observaron diferencias
especificas de depdsito. Por ejemplo, en el depdsito OM de pacientes Ob-NG
predominaban proteinas acetiladas relacionadas con la respuesta inmune mientras que
en el mismo depdsito pero en sujetos Ob-IR, las proteinas acetiladas estaban,
principalmente, implicadas en procesos metabdlicos. Por otro lado, en el depésito SC,
las proteinas acetiladas identificadas estaban relacionadas, sobre todo, con la respuesta
inmune en ambas condiciones obesogénicas (Ob-NG y Ob-IR). Es posible que estas
diferencias puedan reflejar la respuesta adaptativa que induce la obesidad en el tejido
adiposo OM que, segin muestran numerosos estudios, es el depdsito que presenta una
mayor infiltracién por células inmunes, tanto en individuos delgados como obesos (Liu
and Nikolajczyk, 2019; Jia et al., 2020; Li et al., 2020). Estos mecanismos adaptativos
podrian perderse, al menos en el tejido adiposo OM, cuando se produce la transicion de

NG a IR en condiciones de obesidad, contribuyendo quizas a que esta se produzca.

Cuando centramos el andlisis en proteinas concretas, se evidenciaron mayores
diferencias entre los distintos grupos de sujetos y los depdsitos del tejido adiposo. Asi,

proteinas clave relacionadas con el metabolismo energético como la citrato sintasa (CS),
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del ciclo de Krebs, o la fosfoglicerato quinasa (PGK1), de la glucélisis, estaban acetiladas
en residuos de lisina Unicamente en el depdsito OM, independientemente de las
condiciones de obesidad y resistencia a insulina. Curiosamente, un estudio reciente
caracterizé 10 variantes acetiladas en sitios especificos de la CS en E. coli, demostrando
que la acetilacién en residuos de lisina de la CS podria disminuir la actividad general de
la enzima (Venkat et al., 2019). Dada la conservacion de la secuencia y funciones de la
CS, cabe la posibilidad que la presencia diferencial de formas acetiladas de esta proteina
en los dos depdsitos contribuya a las diferencias metabdlicas existentes entre tejido
adiposo OM y SC (Venkat et al., 2019). Por otro lado, se observaron resultados similares
para PGK1-AcX, para la que se ha propuesto un posible papel de la acetilacion en
residuos especificos de lisina sobre la actividad de esta enzima. Wang et al. (2015)
mostraron que PGK1 acetilada en K220 presenta una menor actividad que la forma
desacetilada (Wang et al., 2015). Ademads, estos autores demostraron que la insulina
promovio la desacetilaciéon de K220, provocando con ello el incremento de la actividad
de PGK1y, en consecuencia, el aumento del flujo glucolitico (Wang et al., 2015). Por otro
lado, Quian et al. describieron la relevancia de la acetilacién en el residuo K338 de PGK1
sobre la promocién de la autofagia a través de la activacion de beclin-1 (Qian et al.,
2017). Estos datos resaltan la importancia de identificar los sitios especificos de

acetilacién de las proteinas y su relacidn con la actividad de las mismas.

En resumen, el andlisis del acetiloma del tejido adiposo SC y OM, y en los
diferentes grupos de sujetos revelan la importancia de la acetilacion de proteinas en
este tejido y sus posibles implicaciones en la funcién del mismo en respuesta a obesidad
y resistencia a insulina. Ademas, estos resultados ponen en evidencia la importancia de
conocer la regulacion de los procesos celulares por acetilacion, hasta ahora poco
descritos, en cuanto a su posible importancia como nueva diana terapéutica en el
desarrollo de estrategias contra la obesidad y la resistencia a insulina. No obstante, es
cierto que nuestro estudio protedmico presenta ciertas limitaciones que es importante
resaltar. En primer lugar, no se ha podido realizar el estudio de validacion comparativo
de proteinas acetiladas de interés debido principalmente a la escasez de muestra de
tejido adiposo humano, sobre todo procedente de individuos delgados. Tampoco se ha

podido realizar un analisis de residuos de lisinas acetilados especificos de cada una de
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las proteinas identificadas, como se ha hecho en algunos estudios anteriores dirigidos a
caracterizar proteinas concretas (Wang et al., 2015; Qian et al., 2017; Venkat et al.,

2019).

Por otra parte, en ocasiones la falta de recursos metodoldgicos dificulta el
estudio de las proteinas acetiladas. Asi la ausencia de anticuerpos comerciales para la
mayoria de las proteinas acetiladas puede suponer una barrera en este tipo de estudios.
A pesar de estas dificultades, el uso de aproximaciones protedmicas, como las
empleadas en nuestro estudio, abren una nueva via de oportunidades para identificar
posibles biomarcadores diferenciales de la funciéon de los dos depdsitos, SC y OM.
Nuestros resultados ponen en valor la importancia del analisis de la acetilacién vy
complementan nuestro conocimiento sobre la complejidad biolégica del tejido adiposo
y la funcionalidad de estos dos depdsitos histoldgicamente similares, pero
funcionalmente diferentes. Ademds, nuestro estudio apoya la nociéon de que la
acetilacién puede regular procesos clave en el desarrollo de obesidad y comorbilidades
como la resistencia a insulina, y podria permitir la bdsqueda de biomarcadores de

disfuncién del tejido adiposo que ayuden en la clinica.

En este sentido, como ultimo objetivo de esta parte de |la presente Tesis Doctoral,
nos planteamos caracterizar el impacto de la acetilacién de una proteina fundamental
del tejido adiposo, FABP4. Esta proteina, también conocida como aP2 o A-FABP, se une
reversiblemente a acidos grasos de cadena larga, tanto saturados como insaturados, con
alta afinidad y gran selectividad (Furuhashi et al., 2014). Su expresion esta altamente
inducida durante el proceso de diferenciacién adipocitaria (Niu et al., 2016), lo que la
hace idéonea como marcador de diferenciacién adipocitaria. En el tejido adiposo, su
transcripcion esta regulada por insulina, dcidos grasos y PPARy o agonistas de estos
receptores (Hotamisligil y Bernlohr, 2015). Esta proteina presenta una funcién dual
participando en el trafico intracelular (via nucleo-citosol, citosol-gota lipidica-
mitocondria) de lipidos como chaperona lipidica y también como molécula sefalizadora
tras su secrecion por parte de los adipocitos (Furuhashi y Hotamisligil, 2008; Furuhashi,
2019). Como chaperona lipidica, FABP4 participa en la internalizacion de los acidos

grasos en los adipocitos, donde activa a la lipasa sensible a hormonas, HSL, e interviene
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por tanto en la regulacion de la lipdlisis. Asimismo, se ha visto que FABP4 esta implicada
en la transferencia de lipidos a receptores nucleares como PPARy, para mediar

programas de transcripcion (Furuhashi et al., 2014).

Estudios previos han demostrado que FABP4 podria ser un marcador de
resistencia a insulina ya que se ha observado una correlacién positiva entre los niveles
de FABP4 plasmaticos en sujetos con obesidad y distintos grados de sensibilidad a
insulina (Queipo-Ortufio et al., 2012; Furuhashi, 2019). La alteracion de FABP4 en estas
condiciones patoldgicas podria relacionarse con la acumulacidn alterada de lipidos en el
tejido adiposo en condiciones de obesidad debido a su papel en la modulacién del
metabolismo lipidico en los adipocitos (Furuhashi et al., 2014). Sin embargo, se
desconoce si esta funcién podria estar modulada por acetilacién, lo que podria ayudar

a definir realmente a FABP4 como biomarcador de estas patologias.

En esta Tesis Doctoral se describe, por primera vez, las diferencias especificas de
depdsito de FABP4-Ac en tejido adiposo de individuos delgados e individuos en
condiciones fisiopatolégicas, como la obesidad y resistencia a insulina. En este estudio,
mostramos que FABP4 se acetila en el depdsito OM independientemente de las
condiciones de obesidad y resistencia a insulina mientras que en el depésito SC, se
detectd FABP4 acetilada solo en individuos delgados y sujetos obesos con resistencia a
insulina. Gracias a las diferencias descritas entre los dos depdsitos de tejido adiposo y,
sobre la base del papel protector que desempenia la expansibilidad del depdsito SC en
obesidad (Pellegrinelli et al., 2016; Longo et al., 2019), los cambios detectados en la
acetilacién de FABP4 en este depésito podrian representar un marcador de obesidad

especifico de depésito y de resistencia a insulina.

FABP4 presenta multiples MPTs incluyendo, ademads de acetilacion,
fosforilacién, carbonilacion y ubiquitinacién (Xu et al., 2013; Prentice et al., 2019), que
pueden regular su actividad. En concreto, en esta Tesis Doctoral y, gracias a la utilizacién
de modelos in vitro, estudiamos si las funciones de FABP4 en adipocitos podrian
dependen de su perfil de acetilacidn. Asi, a partir de estudios bibliograficos y utilizando

la base de datos PhosphoSite (http://www.phosphosite.org), se llevdo a cabo la

mutagénesis dirigida de 3 residuos de lisina susceptibles de acetilarse (K22, K32 y K59)
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por tres residuos de isoleucina, aminoacidos que no se acetilan, generando una forma

triple mutante de FABP4 (TM; K22I, K321 y K59I).

La estructura tridimensional de las proteinas determina su funcidn, por lo que el
mantenimiento de esta es fundamental para evitar la pérdida de sus funciones. Ademas,
la estructura tridimensional puede jugar también un papel fundamental en los procesos
de transporte al nucleo y su regulacion (Christie et al., 2016). Por ello, se realizdé un
analisis in silico de la estructura de FABP4 en su version silvestre (WT, proteina sin mutar)
y en la versibn mutada (TM). Este estudio mostré que ambas estructuras
tridimensionales mostraban una homologia idéntica, por lo que los cambios observados
con la forma TM a lo largo de este estudio no se relacionarian con cambios en su

estructura sino al menor grado de acetilacion.

Del mismo modo, se estudio la liberacién, sintesis y degradacion de la proteina
en su forma silvestre y la forma mutada, asi como su localizacién celular, ya que esta es
fundamental para definir su funcién. En relacién a su secrecion, los resultados
mostraron que la forma mutada de FABP4, TM, presentaba una mayor acumulacién
intracelular y menor liberacién al medio extracelular en comparacién con la forma
silvestre de la proteina, WT. Estas observaciones son relevantes en cuanto a que estos
datos sugieren que la acetilacidon puede condicionar la secrecidon de esta proteina. Si
comparamos estas observaciones con los datos protedmicos, la forma TM, no acetilada,
se asociaria al depdsito SC de Ob-NG mientras que la forma silvestre, WT, a la forma
acetilada de FABP4 identificada en el depdsito SC de sujetos Ob-IR. Estos resultados
estan en concordancia con la bibliografia disponible, que muestra un aumento de FABP4
circulante en condiciones de obesidad y resistencia a insulina (Queipo-Ortuiio et al.,

2012; Furuhashi, 2019).

En relacion al efecto de la acetilacion sobre la sintesis y degradacién de FABP4,
nuestros datos indicaron diferencias entre ambas formas de FABP4, WT y TM. Asi, no se
detectaron cambios en la degradacién de la forma WT de FABP4 tras un tratamiento con
MG132 (inhibidor del proteasoma) con respecto a las condiciones control, lo que sugiere
gue, en condiciones normales, al menos parte de la proteina FABP4 sintetizada es

liberada al exterior celular, sin que esto se vea afectado por la regulacion de la vida
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media de la proteina via proteasoma. Sin embargo, cuando la proteina no esta acetilada,
esto funciona como senal para su degradacién por el proteasoma, lo que produce
ademas una disminucién de la cantidad de proteina disponible para su secrecién. Esto
es relevante en tanto en que el grado de acetilacion regularia finalmente el papel de

FABP4 sobre otros tejidos (ie., su papel como adipoquina).

Del mismo modo, se analizé la localizacion celular de FABP4 ya que ello también
determina las funciones de la proteina. Asi, nuestro analisis de localizacién celular
mostré que la forma TM se acumula una menor acumulacion en el nucleo y, por tanto,
una menor proporcién nucleo/citosol, que la forma WT en condiciones basales. Asi, la
mayor presencia de FABP4-TM en citosol podria indicar una mayor actividad como
trasportador de acidos grasos entre organulos, favoreciendo la lipogénesis (Furuhashi
and Hotamisligil, 2008; Furuhashi, 2019). De hecho, durante la diferenciacién, los
adipocitos transfectados con la forma mutada mostraron un menor grado de
diferenciacién, con gotas mas pequefias que las células que expresaban la forma WT, lo
gue sugiere que la acetilacién podria jugar un papel importante en el proceso de
diferenciacién adipocitaria. De hecho, se han descrito resultados similares en la misma
linea celular, 3T3-L1, por Xu et al. (2013), quienes mostraron que se requiere la
acetilacién de varias proteinas, incluyendo FABP4, para una correcta adipogénesis. En
nuestro caso, ademas observamos una menor expresion de factores de transcripcidn
fundamentales en diferenciacién en células que expresaban la forma FABP4-TM vs.
FABP4-WT, cambios que podrian ser explicados, en parte, por la menor localizacién

nuclear de la forma mutada.

Con el fin de profundizar en este efecto de la acetilacidn sobre la localizacion
intracelular de la proteina, se realizd6 un estudio individual de los distintos residuos
seleccionados, ya que se ha demostrado la importancia de la acetilacion en los residuos
de lisina para diversas funciones celulares, incluyendo la distribucion subcelular de
proteinasy, en especial, la translocacion de proteinas al nucleo (Choudhary et al., 2014;
Christie et al., 2016). En este sentido, FABP4 muestra una sefial de importacién al ntcleo
gue, si bien no es identificable en su estructura primaria, si puede diferenciarse en su

estructura tridimensional. Esta sefal incluye tres residuos aminoacidicos: K22, K32, R31
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(Gillilan et al., 2007) Puesto que nuestra version mutada de FABP4 (K221, K32I, K59I),
incluye dos de los tres residuos implicados en la sefial de importacion al nucleo (K221,
K32l), que modifica su susceptibilidad de acetilaciéon y, por tanto, su capacidad de
translocacion al nucleo, nos propusimos analizar la localizacién de FABP4 usando formas
individuales de los residuos mutados FABP4-M1 (K22l), FABP4-M2 (K32l) y FABP4-M3
(K591). Los resultados mostraron que, de los 3 sitios estudiados, la posicion K32
mostraba el mayor efecto sobre la localizacion de la proteina. Estos resultados
confirman la importancia de la acetilacién de dichos residuos para la localizacion de

FABP4, que es fundamental para su funcidn.

Sobre su papel en el citosol, la bibliografia previa indica que FABP4 esta
estrechamente relacionada con procesos de lipdlisis/lipogénesis. Asi en ratones
knockout para FABP4 se observd un déficit en la entrada de acidos grasos en el tejido
adiposo, asi como una menor eficacia de la lipdlisis (Hotamisligil y Bernlohr, 2015).
Ademas, FABP4 parece regular la lipogénesis, ya que la ausencia de FABP4 en adipocitos
se traduce en un incremento de los niveles intracelulares de acidos grasos, lo que podria
explicar el aumento de peso corporal que experimentan los animales deficientes en
FABP4 (Furuhashi et al., 2014). Sin embargo, en estos estudios no se tiene en cuenta la
influencia de las MPTs en las funciones de FABP4. Por ello, se examinaron los efectos de
la forma triple mutante de FABP4 sobre enzimas implicadas en lipogénesis y lipdlisis:

FAS y HSL, respectivamente.

Teniendo en cuenta el papel de PPARy en la transcripcion de FAS (Ma et al.,
2018), la disminucion de este factor de transcripcion inducida por FABP4-TM podria
explicar la efectos inhibitorios de la proteina mutante sobre el contenido de FAS.
Aunqgue, como se ha comentado en la Seccion de resultados, no pudimos determinar los
niveles de FAS en nuestras muestras de tejido adiposo SC por motivos técnicos, estudios
previos sobre dicho tejido han demostrado que la expresion de FAS esta disminuida en
individuos obesos vs. delgados (Fryk et al., 2021) y en Ob-NG y Ob-IR vs. delgados
(Ortega et al., 2010). Por otro lado, los resultados con FABP4-TM indicaron que la
desacetilacion de FABP4 puede afectar la lipdlisis mediante el aumento de la expresion

de HSL, demostrando un papel adicional de la acetilacidn sobre la funcién de esta
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proteina. Por otro lado, cuando analizamos HSL en tejido adiposo SC, observamos una
tendencia a la disminucién del contenido proteico en sujetos Ob-IR, los cuales
presentaban una mayor acetilacién y expresiéon de FABP4, con respecto a sujetos Ob-
NG. De hecho, el ratio FABP4:HSL en el depdsito graso SC fue significativamente mayor

en individuos obesos con resistencia a insulina que en normoglucémicos.

Con el fin de poder profundizar en la importancia de la acetilacién de FABP4 y su
funcionamiento en el adipocito, se analizé su regulacién mediante el uso de modelos in
vitro esatbelcidos por el grupo y que mimetizan los diferentes insultos obesogénicos que
ocurren en obesidad: sobrecarga lipidica (exposicidon a oleato o palmitato) o condiciones
de hiperglucemia/hiperinsulinemia (exposicion a altas concentraciones de glucosa e

insulina) (Diaz-Ruiz et al., 2015; Guzman-Ruiz et al., 2020).

En primer lugar, en condiciones basales, se encontré un menor ratio
nucleo/citosol en la distribucién de la forma TM vs. WT, lo que estuvo acompafiado de
un menor contenido de lipidos en los adipocitos transfectados con la forma mutada.
Estos resultados, junto con la disminucidn observada en la expresién de los marcadores
de diferenciacién adipocitaria en células 3T3-L1 transfectadas con la forma FABP4 TM,
indican que la falta de acetilacion de esta proteina puede afectar a la diferenciacién
adipocitaria. Estos resultados pueden ser algo contradictorios si se considera que el
tejido adiposo SC tiene una mayor capacidad adipogénica que el tejido adiposo OM y
gue dicha capacidad disminuye en ambos depdsitos en condiciones de resistencia a
insulina vs. NG (Sanchez-Ceinos et al., 2021). En este contexto, es posible que el efecto
de la acetilacion de FABP4 sea menos relevante en periodos tempranos de la
diferenciacién, en los que la cantidad de FABP4 es menor, afectando mas este proceso

a la actividad de los adipocitos maduros.

Centrandonos en los estudios realizados con acidos grasos, pudimos observar
que la acetilacién de FABP4 no modificé el efecto de la sobrecarga lipidica inducida por
oleato o palmitato, ya que en ambos casos se observd un aumento del contenido lipidico
en células transfectadas con la forma mutada, como en el caso de la forma silvestre.
Tampoco se observaron cambios entre la forma silvestre y la mutada en cuanto al perfil

de localizacion en respuesta a la exposicién con oleato o palmitato. Si es interesante
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resaltar que se observaron cambios de localizacion en la forma mutada entre los dos
acidos grasos, mostrando un mayor ratio nucleo/citosol de la forma mutada en
presencia de palmitato. Estas variaciones podrian estar relacionadas con la diferente
afinidad de FABP4 por cada uno de los acidos grasos en estudio. Asi, ensayos de afinidad
con distintos acidos grasos, han demostrado que FABP4 tiene una mayor afinidad por
acidos grasos insaturados como oleato respecto a la afinidad que muestra con acidos
grasos saturados como palmitato (Zimmerman et al., 2001; Furuhashi, 2019). Ademas,
se han observado resultados similares en lineas celulares hepaticas donde se observo
un incremento de la interaccion PGCla-PPARy en presencia de palmitato, activando
rutas relacionadas con el metabolismo mitocondrial, glucidico y lipidico, mientras que
en presencia de oleato no se observé ningiin cambio en la expresion de PGCla y PPARy
(Maruyama et al., 2016). Incluso en otro estudio, se observd que la sefalizacion de
PPARa y PPARy fue inhibida en macroéfagos tratados con oleato, incrementando los
niveles de ciertos aminodacidos (glutamato, aspartato y alanina) y de triglicéridos,

mientras que disminuia la cantidad de acidos grasos libres en la célula (Ye et al., 2019).

Por el contrario, en condiciones hiperglucemia/hiperinsulinemia, la acetilacién
de FABP4 si parece afectar a la acumulacién de los lipidos. Concretamente, es
importante analizar la distribucién del tamafo de las gotas lipidicas, ya que el area
ocupada por las gotas lipidicas es un indicativo de un mayor o menor grado de
diferenciacion adipocitaria. Asi, cuanto mas pequenas son las gotas lipidicas, mas
favorecidos se encuentran los procesos de lipdlisis, mientras que un incremento del
tamafio de las mismas indica la activacidn de rutas lipogénicas en las células (Thiam vy

Beller, 2017; Yu y Li, 2017).

Por este motivo, también se analizé el tamano de las gotas en los adipocitos
transfectados con las diferentes formas de FABP4 y, en este caso, observamos que la
forma mutada indujo la presencia de gotas de menor tamafio que la forma silvestre en
condiciones de HGHI. Ademas, el ratio de distribucién nucleo/citosol fue menor en
células que expresaban la forma WT y eran expuestas a condiciones HGHI, mientras que
dichas condiciones no afectaron la localizacién de la forma mutada. Estos resultados

podrian estar relacionados, en el caso del WT, con un aumento de la lipogénesis de novo.
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En estas condiciones, la glucosa, en exceso, serviria de sustrato para la sintesis de acidos
grasos y el glicerol necesario para su reesterificacion (Ameer et al., 2014; Saponaro et
al., 2015), en un proceso que estaria estimulado por la presencia adicional de un exceso
de insulina. Se han encontrado resultados similares a los obtenidos en esta Tesis
Doctoral en otros tipos celulares. Por ejemplo, trofoblastos expuestos a insulina
exhibieron un incremento de la acumulacién de lipidos y del contenido proteico de
FABP4, efecto que fue parcialmente reducido al utilizar un inhibidor selectivo de FABP4,
BMS309403 (Scifres et al., 2011). Por otro lado, también se ha observado un efecto
estimulante de FABP4 sobre el metabolismo de los lipidos en cardiomiocitos y células
renales, siendo reducido este efecto a través del uso de inhibidores de FABP4

(Rodriguez-Calvo et al., 2019).

En resumen, nuestros resultados describen, por primera vez, el perfil de
proteinas acetiladas, el acetiloma, del tejido adiposo humano, indicando: (1) que una
proporcién considerable de las proteinas del tejido adiposo estan acetiladas, poniendo
en evidencia la importancia de esta PTM en el funcionamiento de dicho tejido; (2) la
regulacion por acetilacion de proteinas puede subyacer en las diferencias entre los dos
grandes depdsitos de tejido adiposo, SC y OM, tanto en condiciones de normopeso
como, sobre todo, en respuesta a la obesidad y la resistencia a insulina; y (3) la accién
de FABP4, una proteina relevante en los adipocitos, por su funcién dual como chaperona
intracelular de lipidos y como adipoquina, esta regulada por su grado de acetilacién, lo

gue puede tener consecuencias tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.
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Capitulo 2: Efecto de la carbonilacion de proteinas en la disfuncidn del tejido adiposo en obesidad y
resistencia a insulina

ANTECENDENTES

La obesidad se caracteriza por la desregulaciéon del tejido adiposo que
predispone a los individuos al desarrollo de resistencia a insulina. A nivel molecular, la
disfuncién de los adipocitos se ha relacionado, en parte, con un aumento de la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) desencadenado por el suministro
excesivo de nutrientes que tiene lugar en obesidad promoviendo la aparicién de estrés

oxidativo (Vincent y Taylor, 2006; Curtis et al., 2012; Masschelin et al., 2020).

El exceso de algunas de estas especies reactivas de oxigeno provoca dafio
oxidativo en las células mediante su interaccion con lipidos, dando lugar a peroxidacion
lipidica o uniéndose a residuos aminoacidicos de proteinas causando la carbonilacién de
proteinas (Catalan et al.,, 2018). Concretamente, la carbonilacion de proteinas
corresponde a una modificacién postraduccional (MPT) no enzimatica inducida por ROS
que se desarrolla en condiciones de estrés oxidativo, por lo que se trata de un buen
marcador de dafio oxidativo del tejido adiposo en condiciones de obesidad. Esta MPT se
genera por oxidacion directa de las cadenas laterales de algunos residuos aminoacidicos,
particularmente treonina (T), arginina (R), prolina (P) y lisina (K), transformandose en
cetonas o derivados de aldehidos (Ghezzi y Bonetto, 2003). Estos cambios en las
cadenas laterales son irreversibles provocando la disfuncidn de la proteina y, por tanto,

su degradacién (Cataldn et al., 2018).

Hasta el momento, se han llevado a cabo estudios sobre el perfil de proteinas
carboniladas en muestras de tejido adiposo procedentes de pacientes con diferentes
IMC pero sin alteraciones en el patrén de sensibilidad a insulina. No obstante, un trabajo
realizado en nuestro grupo en adipocitos humanos aislados (Diaz-Ruiz et al., 2015) y de
otros grupos sobre grasa total (Xu et al., 2012) han permitido establecer que la
resistencia a insulina lleva consigo un incremento global en los niveles de carbonilacién
de proteinas. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha identificado el perfil de proteinas
carboniladas ni existen estudios que determinen de forma cuantitativa las diferencias
en el perfil de proteinas carboniladas en el tejido adiposo de individuos con obesidad

con diferente de sensibilidad a insulina.
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Por ello, a continuacidon se muestra un estudio protedmico comparativo de los
depdsitos SCy OM, en los grupos de pacientes analizados en la presente Tesis Doctoral,

con el que se pretende conseguir los siguientes objetivos:

1. Identificar, describir y comparar —empleando la técnica 2DE- el perfil de proteinas
carboniladas, o carboniloma, del tejido adiposo SCy OM en condiciones de obesidad

y resistencia a insulina.

2. Analizar el impacto de la carbonilacidn de las proteinas identificadas en el desarrollo

de resistencia a insulina asociada a la obesidad.

3. Evaluar el posible papel de la carbonilacién de la transferrina en la alteracién de la

homeostasis del hierro y su papel en el metabolismo de los adipocitos.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de los sujetos de estudio

Se reclutaron sujetos con obesidad morbida procedentes de la Unidad de Lipidos
y Ateroesclerosis del Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba (cohorte 2). Como
para la Cohorte 1, los pacientes de la Cohorte 2 se subclasificaron en: sujetos con
obesidad normoglucémicos (Ob-NG) (Glucosa < 100 mg/dl y HbAlc < 5,7%); resistencia
a insulina (Ob-IR) (Glucosa 100 - 126 mg/dl y HbAlc 5,7 — 6,4%) y o diabetes tipo 2 (Ob-
T2D) (Glucosa > 126 mg/dl, HbAlc > 6,4%). Todos los parametros antropométricos y

clinicos asociados a los pacientes incluidos en este estudio se especifican en la Tabla 11.

Asi, se puede observar que las principales diferencias clinicas significativas entre
grupos se se refieren a la homeostasis glucémica, siendo significantemente diferentes
los niveles de glucosa circulante y hemoglobina glicosilada, ademas de la insulina y el
indice HOMA (Tabla 11). El resto de parametros fue similar entre los grupos, salvo los
niveles plasmaticos de triglicéridos, que fueron ligeramente superiores en los sujetos

con obesidad y diabetes (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los sujetos de este estudio.

Ob-NG (n=20) Ob-IR (n=37) Ob-T2D (n=16) ANOVA
Sexo(hombre/mujer) 8/12 11/26 8/8
Edad (afios) 34,50£2,26  42,14t1,68  44,69+2,02®  <0,01
Terapia hipolipemiante 2. 10 7:19 4; 25
(n; %)
Antidi:EZiF::I:(n; %) 2;10 2; 54 8; 50
Terapia antihipertensiva 3: 15 18: 48,6 7:438
(n; %)
Peso (kg) 143,90 £ 6,5 148,60 £ 6,14 156,4 + 6,26 ns
IMC (kg/m?) 52,38+2,37 53,25+ 1,80 54,53 + 1,49 ns
Circ:i':lf::fa“(ccifn‘;e 3 1366:406 1453385  149,0+3,53 ns
Glucosa (mg/dL) 90,95+2,00  107,9  1,66° 171;i,fb3'92 <0,0001
HbAc1 (mmol/mol) 5,64 +0,12 6,24 £ 0,22% 9,17 + 0,523bbb <0 0001
HOMA-IR 3,31+0,37 5,49 t 0,44% 8,44 + 1,42%2 <0,001
Insulina (mU/L) 14,72+ 1,5 21,06 +£1,73 19,88 + 2,56 ns
Triglicéridos (mg/dL) 121,1+12,42 117 +7,91 195 + 30,7122bb <0,001
Colesterol (mg/dL) 182 + 10,68 201,1 +5,96 195,8+9,5 ns
HDL (mg/dL) 40,47 + 3,05 41,86 +1,5 35,5+1,66 ns
LDL (mg/dL) 121,2 + 8,47 136+ 4,9 118,6 + 7,99 ns
Hemoglobina (g/dL) 13,74+0,38  13,31+0,28 14,08 + 0,47 ns
Hematocrito (%) 41,52 +0,94 39,47 +1,25 42,61+1,11 ns
Hierro (pg/dL) 82,42 +6,28 68,35 +5,33 69,13 +7,74 ns
Ferritina (ng/mL) 83,59+18,04 98,54+ 15,09 149,9 + 27,56 ns
Transferrina (mg/dL) 254 + 12,39 279,6 £ 8,04 276,1 + 10,07 ns

Los datos se representan como la media £ SEM. p value fue analizado utilizando el andlisis de varianzas
One-Way (ANOVA) y su correspondiente test post-hoc. 2p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001 vs. Ob-NG;
bbp<0,01, *P°p<0,001 vs. Ob-IR; ns, no significativo. Ob-NG: obesos normoglucémicos; Ob-IR: obesos
insulinoresistentes; Ob-T2D: obesos con diabetes tipo 2; BMI: indice de masa corporal; HOMA-IR:
indice de resistencia a insulina; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad.
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También se midieron marcadores de estrés oxidativo en plasmay se observd una
disminucion de los niveles de glutation total (GT) y glutation reducido (GSH) en los
sujetos con obesidad y resistencia a insulina, aunque solo fue significativa esa caida en

el caso del GT (Figura 49).
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Figura 49. Andlisis de marcadores plasmaticos de estrés oxidativo en los sujetos de estudio
subclasificados en tres grupos en funcién de sus niveles de glucosa en ayunas y su valor de
hemoglobina glicosilada: Ob-NG = pacientes con obesidad normoglucémicos. Ob-IR = pacientes
con obesidad y resistencia a insulina. Ob-T2D = pacientes con obesidad y diabetes tipo 2; PC =
grupos carbonilos en proteinas; LPO = productos de peroxidacion lipidica; NOx = nitritos totales;
GT = glutatidn total; GSH = glutatién reducido. Los datos estan representados como la media +
SEM. Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. Ob-NG.

Adicionalmente y debido a la relacidn propuesta en bibliografia sobre la
resistencia a insulina y alteraciones en el metabolismo del hierro, se analizd la
homeostasis del hierro. Se observé una disminucidn en los niveles de hierro plasmatico
y un aumento de los niveles de ferritina y transferrina en sujetos Ob-IR y Ob-T2D, aunque
estos cambios no alcanzaron diferencias significativas (Tabla 11). No obstante, analisis
posteriores de correlacién mostraron diferencias significativas con el metabolismo de la
glucosa. Especificamente, la ferritina correlacioné positivamente con la glucosa (r=0,39;
p = 0,0041), con HbAlc (r = 0,46; p = 0,0027) y con los niveles de insulina (r =0,34; p =
0,018) (Figura 50), lo que indica una asociacion entre el hierro con el estado glucémico
en obesidad y resistencia a insulina. Ademas, el hierro correlacioné negativamente con
los productos de peroxidacion lipidica (r =-0,46; p = 0,029) y la transferrina correlacioné
positivamente con los grupos carbonilo en proteinas (r = 0,5; p = 0,0139) (Figura 50).

Estas asociaciones sugieren que la desregulacién del metabolismo del hierro también
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podria relacionarse con el estrés oxidativo existente en condiciones de obesidad vy

resistencia a insulina.
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Figura 50. Andlisis de correlaciones mediante el coeficiente de correlacidn de Pearson entre los
pardmetros plasmaticos asociados a la homeostasis del hierro y el metabolismo de la glucosa asi como
entre marcadores de estrés oxidativo y proteinas del metabolismo del hierro determinados en los
sujetos de la cohorte 2. Los recuadros rojos indican aquellas correlaciones que muestran diferencias
significativas entre los dos pardmetros.
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2. Estado redox del tejido adiposo en resistencia a la insulina asociada a la obesidad

En primer lugar, se analizé el estado redox de tejido adiposo SC y OM en los
diferentes grupos de sujetos de estudio mediante la medida de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares. Se observé que el depdsito OM
mostré una mayor produccién de ROS intracelulares en los sujetos Ob-IR y Ob-T2D vs.
Ob-NG. Por el contrario, no se detectaron diferencias en el depdsito SC (Figura 51A). A
continuacion, se determinaron los niveles de expresidon de las enzimas antioxidantes
glutatidn sintetasa (GSS) y superéxido dismutasa (SOD1), que mostraron un perfil muy

similar entre los grupos, sin que se detectaran diferencias significativas (Figura 51B).

Con el fin de profundizar en un posible dafio celular derivado del aumento de
produccién de radicales libres, se determiné el grado de peroxidacidn lipidica mediante:
(1) la medida de aductos de 4-hidroxinonenal (4-HNE) y (2) la medida del total de
proteinas carboniladas a través de la sustitucién de los grupos carbonilo (C=0) de las
proteinas por el grupo DNP (dinitrofenilo). Los datos mostraron que, en el depdsito OM,
los sujetos Ob-T2D mostraron una disminucidn en el contenido de 4-HNE frente a Ob-
NG y Ob-IR. Nuevamente, el depdsito SC no mostré cambios en los niveles de 4-HNE
(Figura 51C). En cuanto al contenido de proteinas carboniladas totales, no se detectaron
diferencias significativas en la expresion de DNP en ambos depésitos (Figura 51D). Estos
datos sugieren que, si bien se detecta una mayor produccion de radicales libres en el
depdsito OM, no parece ser en cantidad suficiente como para generar un dafio

generalizado sobre las proteinas o los lipidos.
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Figura 51. Estado redox del tejido adiposo en la resistencia a insulina asociada a la obesidad. A.
Produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares en muestras pareadas de tejido
adiposo omental (OM) y subcutdneo (SC) de sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG),
pacientes con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR) y pacientes con obesidad y diabetes tipo
2 (Ob-T2D) (panel izquierdo). Efectos de las ROS. Imagen derecha creada con elementos del
repositorio SMART (Servier Medical Art). B. Bandas inmunorreactivas y analisis de los niveles de
proteinas de las enzimas antioxidantes GSS y SOD1 en extractos proteicos de SCy OM de Ob-
NG, Ob-IR y Ob-T2D. C. Bandas inmunorreactivas y analisis del grado de peroxidacién lipidica en
extractos proteicos de SCy OM de Ob-NG, Ob-IRy Ob-T2D. D. Bandas inmunorreactivas y analisis
del total de proteinas carboniladas en extractos proteicos de SC y OM de Ob-NG, Ob-IR y Ob-
T2D. En todos los casos, los datos estan representados como la media + SEM (n = 10
individuos/grupo en produccion ROS; n = 5 individuos/grupo WB). Las diferencias significativas
estan indicadas como *p < 0,05 vs. Ob-NG; **p < 0,01 vs. Ob-NG; #p < 0,05 vs. Ob-IR.
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3. Identificacion del carboniloma del tejido adiposo en condiciones de obesidad y

resistencia a insulina

La carbonilacién de proteinas es una modificacion postraduccional de proteinas
irreversible inducida por la produccién de ROS. Asi, teniendo en cuenta los datos previos
obtenidos sobre las diferencias especificas de depdsito en la producciéon de las ROS
intracelulares, se analizd la huella de proteinas carboniladas (carboniloma) para
identificar posibles cambios influenciados por el estrés oxidativo en la sefializacién de la

insulina.

Para ello, se realizd un estudio proteédmico basado en la identificaciéon de
proteinas carboniladas mediante separacidon por electroforesis bidimensional (2D-
PAGE) e identificacién de proteinas mediante inmunorreaccién con anticuerpo anti-
DNP. Asi, se identifico el subconjunto de proteinas carboniladas del tejido adiposo OM
(Figura 52A) y SC (Figura 52B) en sujetos con obesidad y diferentes grados de
sensibilidad a insulina (Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D). Se detectaron un total de 23 spots en
el depdsito OM y 22 spots en el depdsito SC (Figura 52C y 52D). El andlisis protedmico
posterior de esos spots identificd un total de 14 proteinas carboniladas expresadas en
el tejido adiposo, 7 en el tejido adiposo OM y 7 en el depdsito SC (Tabla 12). Entre ellas,
5 proteinas, incluidas la transferrina, la albimina, la vimentina, la actina y la anexina A2,
fueron comunes en ambos depdsitos. También se detectaron dos proteinas especificas
de cada depdsito: la anhidrasa carbdnica y la proteina de choque térmico B-5 (HspB5)

en el depdsito SCy, serpin Al y tubulina en el depdsito OM (Figura 52E).
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Figura 52. Determinacion del carboniloma del tejido adiposo en condiciones de obesidad y
resistencia a insulina. Aproximacion proteémica 2D-PAGE en tejido adiposo omental (OM) (A) y
subcuténeo (B) en sujetos Ob-NG (obesidad y normoglucemia), Ob-IR (obesidad y resistencia a
insulina) y Ob-T2D (obesidad y diabetes tipo 2). Tincion Coomassie para la visualizacion y
posterior analisis de los spots identificados en la 2D-PAGE en OM (C) y SC (D). E. Diagrama de
Venn de las proteinas carboniladas identificadas (comunes y especificas de cada depdsito) en el
depdsito omental y subcutdneo de individuos Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D.
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Tabla 12. Proteinas carboniladas identificadas por MALDI-TOF/TOF en el tejido adiposo humano.

N® s Nombre proteina Simbolo N”mer‘b’ MW %Cober.© | Pep.® | Punt.®
spot. acceso (KDa)/pl
Tejido Adiposo Omental (OM)

1 Transferrina TRFE_HUMAN P02787 79,3/6,81 24 19 222
2 Transferrina TRFE_HUMAN P02787 79,3/6,81 35 32 613
3 Transferrina TRFE_HUMAN P02787 79,3/6,81 39 35 695
4 Albumina sérica ALBU_HUMAN P02768 71,3/5,92 54 38 760
5 Alpha-1-antitripsina A1AT_HUMAN P01009 46,9/5,37 43 19 297
6 Alpha-1-antitripsina A1AT_HUMAN P01009 46,9/5,37 25 14 106
7 Alpha-1-antitripsina A1AT_HUMAN P01009 46,9/5,37 43 19 252
8 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 61 32 512
9 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 54 30 548
10 Tubulina beta-4B TBB4B_HUMAN P68371 50,3/4,79 27 14 157
11 Alpha-1-antitripsina A1AT_HUMAN P01009 46,9/5,37 40 18 368
12 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 51 25 454
13 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 59 34 548
14 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 31 23 378
15 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 42 26 403
16 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 31 19 241
17 No detectado

18 No detectado

19 Actina, citoplasmatica 1 ACTB_HUMAN P60709 42,1/5,29 27 18 352
20 Actina, citoplasmatica 1 ACTB_HUMAN P60709 42,1/5,29 57 21 488
21 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 47 30 452
22 Actina, citoplasmatica 1 ACTB_HUMAN P60709 42,1/5,29 53 26 487
23 Anexina A2 ANXA2_HUMAN P07355 38,8/7,57 52 22 430

Tejido Adiposo Subcutdneo (SC)

1 Transferrina TRFE_HUMAN P02787 79,3/6,81 21 15 198
2 Transferrina TRFE_HUMAN P02787 79,3/6,81 27 21 259
3 No detectado

4 AlbUmina sérica ALBU_HUMAN P02768 71,3/5,92 58 40 686
5 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 56 30 510
6 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 28 14 147
7 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 17 9 43
8 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 42 22 432
9 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 23 11 123
10 No detectado

11 No detectado

12 No detectado

13 Vimentina VIME_HUMAN P08670 53,7/5,05 29 15 188
14 Actina, citoplasmatica 2 ACTG_HUMAN P60709 42,1/5,29 46 15 379
15 No detectado

16 No detectado

17 Anexina A2 ANXA2_HUMAN P07355 38,8/7,57 50 24 553
18 Actina, citoplasmatica2 | ACTG_HUMAN P60709 42,1/5,29 30 9 159
19 Anhidrasa carbodnica 1 CAH1_HUMAN P00915 28,9/6,59 57 15 401
20 No detectada

21 Alpha-cristalina B CRYAB_HUMAN P02511 20,1/6,76 48 8 59
22 Alpha-cristalina B CRYAB_HUMAN P02511 20,1/6,76 57 14 237

2 Numero de spot correspondiente a la Figura 4C (OM) y 4D (SC). ® Nimero de acceso para la
base de datos del NCBInr. MW = peso molecular. ¢ Cobertura de todas las secuencias peptidicas
coincidentes con la proteina identificada (%).% Pep. corresponde al nimero de péptidos
identificados (Mascot). © Punt. se refiere a la puntuacion del spot.
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Posteriormente, se llevaron a cabo las cuantificaciones de los diferentes spots
identificados correspondientes a la expresion de proteinas carboniladas. Asi, en el
depdsito OM, la expresidn de la proteina serpin Al carbonilada, una proteasa inhibidora
de serinas e implicada, por tanto, en el control de la respuesta a estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), fue significativamente mayor en los sujetos Ob-IR vs. Ob-NG
(Figura 53A). Sin embargo, no se observaron diferencias con el grupo de pacientes Ob-
T2D. Por el contrario, en el depdsito SC, la expresion de la anhidrasa carbdnica
carbonilada se redujo significativamente en los individuos Ob-T2D en comparacion con
los Ob-NG (Figura 53B). Por ultimo, entre las proteinas carboniladas comunes, solo la
transferrina, proteina transportadora de hierro, y la vimentina, componente del
citoesqueleto, mostraron diferencias significativas en su grado de carbonilacién en Ob-
IR vs. Ob-NG en el depdsito OM (Figura 53C) mientras que, en grasa SC, solo la expresién
de la transferrina carbonilada se redujo significativamente en Ob-T2D comparados con
los sujetos Ob-IR. No se observaron diferencias significativas en la expresién de otras

proteinas carboniladas comunes.

Estos resultados muestran diferencias en la expresién del perfil de proteinas
carboniladas que podrian comprometer la respuesta al estrés del RE y la homeostasis
del hierro en el tejido adiposo, siendo, ademas, el depdsito OM mas susceptible de

mostrar cambios por carbonilacion de proteinas que el depdsito SC.
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Figura 53. Cuantificacion de los spots identificados correspondientes a proteinas carboniladas.
Analisis de la expresidn de las proteinas carboniladas especificas del depdsito omental (OM) (A)
y del subcutaneo (SC) (B) en individuos con obesidad y normoglucemia (Ob-NG), pacientes con
obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR) y sujetos con obesidad y diabetes tipo 2 (Ob-T2D). C.
Cuantificacidn de las proteinas carboniladas comunes en OM y SC en Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D.
En todos los casos, los datos estan representados como la media + SEM (n =4 individuos / grupo).
Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. Ob-NG; #p < 0,05 vs. Ob-IR.
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4. El efecto de la hiperglucemia/hiperinsulinemia sobre el carboniloma del tejido

adiposo

Para esclarecer la relacién entre el mecanismo molecular relacionado con la
resistencia a la insulina y el proceso de carbonilacidn en el tejido adiposo, se utilizo el
modelo in vitro de resistencia a la insulina mediante la exposicion a altas
concentraciones de glucosa e insulina (HGHI) en adipocitos 3T3-L1. Inicialmente, se
midieron los niveles intracelulares de ROS (Figura 54A) y se determind el grado de
peroxidacién lipidica mediante la medida de los niveles de 4-HNE (Figura 54B),
observandose un incremento significativo de ambos parametros en los adipocitos
expuestos a condiciones HGHI en comparaciéon con las condiciones basales. Estos
resultados sugieren un aumento del estrés oxidativo en los adipocitos provocado por la
hiperglucemia/hiperinsulinemia. Por el contrario, no se observaron diferencias en los
niveles totales de proteinas carboniladas (Figura 54C), lo que estd de acuerdo con lo

observado en las muestras de tejido adiposo humano.

Finalmente, se llevd a cabo una aproximacion protedmica 2DE similar a la
realizada en las muestras humanas para identificar posibles diferencias en la huella de
proteinas carboniladas en los adipocitos 3T3-L1 expuestos a condiciones HGHI (Figura
54D). En este modelo, se observé un aumento significativo en 2 proteinas carboniladas
entre las dos condiciones de estudio: HspA4, proteina chaperona implicada en Ia
degradacion de proteinas y VCP, componente del complejo ternario, involucrado en la

degradacion de proteinas a través del proteasoma (Figura 54E; Tabla 13).

Estos resultados mostraron que la exposicion a condiciones de
hiperglucemia/hiperinsulinemia en adipocitos 3T3-L1 promueve la carbonilacién de
proteinas relacionadas con el estrés del RE y la degradacidn de proteinas, datos similares
a los encontrados en las muestras humanas, en las que también detectamos la
carbonilacién de la proteina HspB5, otra chaperona implicada en la degradacién de
proteinas a través del proteasoma. En conjunto, estos resultados evidencian un posible
papel de la respuesta al estrés del RE y de la disfuncion de la degradacidn de proteinas

mediada por la carbonilacidn de proteinas en la resistencia a la insulina.
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Figura 54. Estado redox y aproximacion protedmica 2DE en adipocitos 3T3-L1 expuestos al
modelo in vitro de alta glucosa y alta insulina (HGHI). A. Produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) intracelulares en adipocitos 3T3-L1 expuestos a condiciones basales (basal) o a
altas concentraciones de glucosa (4,5 g/L) y de insulina (100 nM) durante 24 horas (HGHI). Los
datos estan representados como la media + SEM (n = 3 repeticiones/condicidn). Las diferencias
significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. basal. B. Bandas inmunorreactivas y andlisis del
grado de peroxidacién lipidica en extractos proteicos de células 3T3-L1 en condiciones basales
o de HGHI. Los datos estan representados como la media + SEM (n = 3 repeticiones/condicion).
Las diferencias significativas estdn indicadas como *p < 0,05 vs. basal. C. Bandas
inmunorreactivas y analisis del total de proteinas carboniladas extractos proteicos de células
3T3-L1 en condiciones basales o de HGHI. En todos los casos, los datos estan representados
como la media = SEM (n = 3 repeticiones/condicion). D. Aproximacién proteémica 2DE en
adipocitos 3T3-L1 expuestos a condiciones basales o a altas concentraciones de glucosa e
insulina (HGHI). E. Tincién Coomassie y analisis de los 2 spots identificados con diferencias
significativas entre las condiciones basales y HGHI. Los datos estén representados como la
media + SEM (n = 3 repeticiones/condicion). Las diferencias significativas estan indicadas como
*p < 0,05 vs. basal.

Tabla 13. Proteinas carboniladas identificadas por MALDI-TOF/TOF en el modelo in vitro HGHI.

Ne , , MW
. Nombre proteina Simbolo %Cober.” | Pep.c | Punt.
spot. (KDa)/pl
1 Heat shock 70 KDa protein 4 HspA4 94/5,37 12 8 151
) Trans:t{onal endoplasmic VCP 89/5,14 42 27 373
reticulum ATPase

2 Numero de spot correspondiente a la Figura 53E.” Cobertura de todas las secuencias peptidicas
coincidentes con la proteina identificada (%). MW = peso molecular. € Pep. corresponde al
numero de péptidos identificados (Mascot). ¢ Punt. se refiere a la puntuacién del spot.

165



Capitulo 2: Efecto de la carbonilacion de proteinas en la disfuncidn del tejido adiposo en obesidad y
resistencia a insulina
5. Homeostasis del hierro en el tejido adiposo en la resistencia a la insulina asociada a

la obesidad

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios de correlacion
plasmaticos, y los cambios observados en la carbonilacion de la transferrina, el siguiente
paso se centrd en analizar la homeostasis del hierro en el tejido adiposo en condiciones
de obesidad y resistencia a insulina. Asi, inicialmente, se analizé el contenido de hierro
en ambos depdsitos grasos en los diferentes grupos de estudio. No se observaron
diferencias en el contenido total de hierro (Figura 55A), ni en el contenido de hierro

férrico (Figura 55B) entre los grupos, en ninguno de los depdsitos.
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Figura 55. Analisis del metabolismo del hierro en el tejido adiposo humano en condiciones de
obesidad y resistencia a insulina. A. Contenido de hierro total en el depdsito omental (OM) y
subcutaneo (SC) de sujetos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG), pacientes con obesidad y
resistencia a insulina (Ob-IR) y pacientes con obesidad y diabetes tipo 2 (Ob-T2D). Los datos
estan representados como la media = SEM (n = 5 individuos / grupo). B. Cortes histoldgicos del
depdsito OM y SC de individuos Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D tefiidos con la tinciéon azul de Prusia
de Perl (Perl’s Prussian Blue) y anilisis de los cortes. Los datos estan representados como la
media + SEM (n = 5 individuos / grupo).
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Con el fin de analizar mas especificamente el papel de la transferrina en
adipocitos en condiciones de resistencia a insulina, se realizaron estudios de la
translocacion del receptor de transferrina (TfR). Para ello, se transfectaron células 3T3-
L1 con la construccidon HA-TfR (HA como etiqueta de la construccién) y se expusieron a
sueros de pacientes incluidos en un estudio de intervencion dietética (CORDIOPREV).
Este estudio incluye a sujetos no diabéticos y sujetos que desarrollaron T2D (diabéticos
incidentes) tras 60 meses de seguimiento del estudio. Posteriormente, las células se
estimularon con holo-transferrina y se procedié al analisis de la translocacion del TfR

utilizando anticuerpo anti-HA.

En primer lugar, se analizd la localizacion del receptor de transferrina en
respuesta a un estimulo de holo-transferrina. Concretamente, se evalué el time-course
del proceso de internalizacién del TfR en adipocitos 3T3-L1 transfectados con HA-TfR
bajo un estimulo de holo-transferrina (20, 30 y 40 min). La figura 56A muestra la
internalizacion del TfR desde la membrana plasmatica al citosol a los 20 min de estimulo
de holo-transferrina, concentrdndose en la posicion perinuclear a los 30 min y volviendo

hacia la superficie celular tras 40 min, reduciendo la sefal perinuclear.

A continuacion, se evalud la internalizacion del TfR en células 3T3-L1
transfectadas con la construccién HA-TfR y expuestas a sueros de pacientes con o sin
incidencia de diabetes para emular las condiciones de resistencia a insulina. En este caso
se observé que los adipocitos expuestos a condiciones de incidencia de diabetes,
mostraron una menor sefial del TfR en la region perinuclear que la condicién estimulada
con suero de individuos que no desarrollaron diabetes, o con FBS —como control basal-

(Figura 56B y 56C).
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Figura 56. Estudio de la internalizacion del receptor de transferrina en condiciones de resistencia
a insulina. A. Imdagenes de microscopia confocal representativas del time course del proceso de
internalizacién del receptor de transferrina, TfR, en adipocitos 3T3-L1 transfectados con HA-TfR
bajo un estimulo de holo-transferrina (20, 30 y 40 min) en condiciones basales. B. Imagenes
confocales representativas de la internalizacion del TfR en células 3T3-L1 transfectadas con la
construcciéon HA-TfR y expuestas a sueros de pacientes no diabéticos (No-T2D) y sueros de
pacientes que han desarrollado diabetes tipo 2 (Incidente-T2D) y posterior estimulo de 30 min
con holo-transferrina C. Cuantificacion de la localizacion perinuclear/membrana de HA-TfR en
células 3T3-L1 expuestas a sueros de pacientes No-T2D e Incidentes-T2D mediante andlisis de
las imagenes confocales. Los datos estan representados como la media + SEM (8-10 imagenes
confocales/condicidn). Las diferencias significativas estan indicadas como *p < 0,05 vs. No-T2D.

Aunque ambas condiciones indujeron una internalizacion del TR,
correspondiente a la captacién de hierro, los pacientes con diabetes incidente
mostraron diferencias subcelulares en la localizacién del TfR relacionadas,
principalmente, con el tiempo de respuesta/recuperacidn del proceso de internalizacion
del TfR. Esto podria estar relacionado con la respuesta insulinica defectuosa inicial
observada en sujetos con T2D incidente, ya que se ha observado que parte del trasporte
de glucosa al interior de las células estd mediado por internalizacidon del receptor de

transferrina.
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6. Estudios de interaccion entre receptor de transferrina-transferrina-hierro

Para caracterizar el posible efecto de la carbonilacién de la transferrina en la
homeostasis del hierro, se estudid la interaccidn entre el receptor de transferrina (TfR)
y transferrina (Tf) mediante docking molecular in silico empleando el modelado
molecular del complejo receptor de transferrina 1 y transferrina con hierro conjugado
en el I6bulo N (cédigo PDB: 359L). Tanto el receptor como la proteina son dimeros de
proteinas formados por dos cadenas iguales por lo que, para facilitar el estudio de
interaccidon entre ambos, se han eliminado las cadenas iguales (cadena B para el TfR y

cadena D para la transferrina).

Para localizar las posibles posiciones carboniladas de la transferrina se llevd a
cabo un estudio in silico utilizando el servidor iCarPS asi como una busqueda
bibliografica de las posibles posiciones de carbonilacién de la proteina. En la figura 57A
se muestran los aminoacidos susceptibles de carbonilarse: prolina (P), arginina (R), lisina
(K) y treonina (T) y los cambios que sufren sus cadenas laterales tras sufrir el proceso de
carbonilacién. Posteriormente, una vez identificados los aminodcidos susceptibles de
carbonilacién en la Tf, se alinearon las secuencias de la transferrina y la transferrina
carbonilada (C-Transferrina). En la Figura 57B se indican las regiones susceptibles de
carbonilaciones (lineas rojas) y con flechas rojas, los aminodcidos especificos
carbonilados predichos (prolina, lisina, arginina o treonina) englobados dentro de estas

regiones.
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Figura 57. Estudio de los aminodcidos susceptibles de carbonilacién en la transferrina. A.
Esquema de los aminodcidos (prolina-P, arginina-R, lisina-K y treonina-T) sensibles de sufrir
carbonilacion y los cambios que se producen en sus cadenas laterales tras esta modificacion
postraduccional. B. Alineamiento de la secuencia de la transferrina y la transferrina carbonilada
(C-Transferrina). Las regiones susceptibles de carbonilarse estan marcadas en rojo y la flecha
roja sefala el aminodcido que se carbonila en la C-Transferrina.

Tras el estudio de las posiciones de carbonilacién en la estructura primaria de la
proteina, a continuacién se identificaron las regiones de susceptibles de carbonilaciones
en la estructura 3D del complejo para conocer la influencia de esas carbonilaciones en
la interaccién entre el hierro, Tf y TfR (Figura 58A). Tras ello, se llevé a cabo el estudio

in silico utilizando el servidor Ligplot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LigPlus/) de estas interacciones. La figura 58B muestra los aminoacidos

implicados en la interaccién entre el hierro y Tf. Asi, 5 aminoacidos de la transferrina
estan implicados en la unién de la proteina con el hierro (H249, D63, Y95 e Y188). Sin

embargo, los andlisis previos no pronosticaron péptidos carbonilados en las regiones de
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union entre Tf-Fe, lo que parece indicar que la carbonilacion de transferrina no afecta a

su interaccion con el hierro.

Por otro lado, la interaccion entre la transferrina y su receptor implica a varios
aminodcidos de ambas proteinas. En concreto, 7 aminoacidos especificos de la
transferrina establecen puentes de hidrégeno con TfR (N618, G617, C368, N75, A73,Y71
y V360), 2 de ellos generan puentes salinos entre Tf-TfR (D356 y R50) y multiples
aminodcidos estan implicados en las interacciones hidrofébicas entre ambas proteinas
(Figura 58C). En concreto, 3 de los aminodcidos que generan puentes de hidrégeno
(V360, A73 y N75) estdn incluidos en las regiones carboniladas predichas y, la prolina 74
(P74), aminoacido carbonilado identificado en la Tf en nuestros estudios in silico, esta
implicada en las interacciones hidrofdbicas entre la transferrina y su receptor (Figura
58D). Por tanto, la carbonilacidn de esta region podria comprometer la interaccién de la
transferrina con su receptor mediante cambios en la interaccion hidrofébica, hecho que
podria explicar, en parte, la internalizacidon alterada del receptor de transferrina
observada en los adipocitos en respuesta a la exposicion de los sueros de individuos con

T2D incidente.
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con el hierro y su receptor. A. Complejo receptor de transferrina 1 (verde) y transferrina
(morada) con hierro conjugado en el I6bulo N (cédigo PDB: 3S9L). En rojo se indican las regiones
susceptibles de carbonilacién en la transferrina. B. Estudio de interaccidn entre la transferrina,
Tf, y el hierro utilizando Ligplot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/). C.
Estudio de interacciéon entre la transferrina, Tf, y su receptor, TfR, utilizando Ligplot+. D.
Ampliaciéon de la region susceptible de carbonilacidn de la transferrina. En todos los analisis de
interacciones con Ligplot+, las estructuras de las proteinas se muestran en representacion de
bola y palo, con los enlaces de la Tf coloreados en rosa y los enlaces del TfR en marrén. Los
puentes de hidrégeno se muestran como lineas de puntos verdes, los puentes salinos se indican
como lineas rojas, los arcos radiales representan residuos involucrados en contactos
hidrofdbicos y los atomos con lineas cortas corresponden a atomos implicados en contactos
hidrofébicos.
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DISCUSION

El estrés oxidativo se puede definir como el desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno intracelulares (ROS) y la capacidad antioxidante de las
células (Matés et al., 2008). La carbonilacion se considera el principal sello distintivo del
dano oxidativo en los tejidos. Esta modificacion postraduccional no enzimatica
irreversible conduce a disfunciones de las proteinas y a la degradacién de las mismas,
afectando a multiples vias de sefializacion celular (Catalan et al., 2018). Dada la
implicacion de la carbonilacion en la funcién podria ser interesante detectar las vias que
promueven el desarrollo de esta modificacion postraduccional asi como identificar las
proteinas que se modifiguen mediante carbonilaciéon y las consecuencias de su

disfuncién en el tejido adiposo en condiciones de obesidad y resistencia a insulina.

Por ello, en primer lugar, analizamos marcadores plasmaticos de estrés oxidativo
clasicos (PC, peroxidacidn lipidica, GT 6 GSH) en sujetos con obesidad y diferente grado
de sensibilidad a insulina (Ob-NG, Ob-IR y Ob-T2D). Sin embargo, no se observaron
diferencias entre los grupos de estudio. De hecho, de los marcadores plasmaticos, solo
se observaron diferencias significativas entre los tres grupos en los pardmetros
asociados a la homeostasis de la glucosa, que justifican la correcta clasificaciéon de los
grupos de estudio en funcién a los criterios de la ADA. No obstante, los estudios de
correlaciones evidenciaron una correlacidon positiva entre la glucosa y la ferritina
circulantes, indicando que la homeostasis del hierro podria jugar un posible papel en el
desarrollo de resistencia a insulina en estos sujetos. Estos resultados estdn en
concordancia con datos previos de otros grupos que demuestran que la sobrecarga de
hierro esta asociada con la obesidad y la resistencia a la insulina y la diabetes (Guglielmi
et al., 2015; Ferndndez-Real et al., 2016; Zhou et al., 2019; Feng et al., 2020) aunque adn

se desconoce el mecanismo molecular implicado.

Por otro lado, la internalizacién del hierro en las células ocurre gracias a que el
hierro circulante en el plasma se une a la transferrina, proteina transportadora de hierro,
y ésta interacciona con su receptor expuesto en la membrana plasmatica de las células.

Este proceso estd regulado por la insulina, que es capaz de estimular la captacién de
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hierro por parte de las células, pero esta interaccion es modulada por el estrés oxidativo
(Fernandez-Real y Manco, 2014). De hecho, el estudio de correlacién de los pardametros
plasmdticos mostrd que los niveles de hierro correlacionaron con el grado de
peroxidacion lipidica mientras que la transferrina correlaciond con los niveles de grupos
carbonilos de proteinas medidos en plasma. Por tanto, estos resultados destacan una
relaciéon entre la homeostasis del hierro y el dafio oxidativo del tejido adiposo en la

resistencia a la insulina asociada a la obesidad.

Para conocer el nivel de estrés oxidativo del propio tejido adiposo de nuestros
pacientes, evaluamos pardmetros de estrés oxidativo en el tejido adiposo OM y SC de
nuestros sujetos de estudio. Los datos obtenidos en el depdsito OM mostraron un
aumento en la produccién de ROS, aunque no se detectaron cambios en la expresion de
enzimas antioxidantes entre los pacientes Ob-IR y Ob-T2D. Este incremento podria
inducir un alto riesgo de carbonilacién de proteinas en estos pacientes. De hecho, el
grado de peroxidacién lipidica y el total de proteinas carboniladas fueron ligeramente
superiores en Ob-IR, lo que sugiere una situacidn de dafio oxidativo en el depdsito OM.
Por el contrario, el depdsito SC no mostré diferencias en la produccién de ROS, aunque
también hubo un pequefio incremento en la peroxidacién lipidica y la carbonilacién total
de proteinas. Los datos previos descritos sobre el estado de estrés oxidativo del tejido
adiposo son similares a los obtenidos en este estudio, mostrando que el depdsito OM
es mas sensible a la disfuncién del estrés oxidativo que el SC (Jankovic et al., 2014).
Ademas, esto concuerda con estudios previos en los que se detectaron marcadores de
estrés oxidativo y ROS en preadipocitos del depdsito OM en comparaciéon con los
preadipocitos SC (Sriram et al., 2019). Dado que la diferenciacién de los adipocitos
implica cambios en la abundancia, morfologia y organizacion de las mitocondrias, el
aumento del estrés oxidativo por una presencia excesiva de ROS interrumpe la
adipogénesis e inhibe la expansion “saludable” del tejido adiposo (Fernando et al.,

2020).

Para poder dilucidar e identificar posibles marcadores implicados en la
disfunciéon del metabolismo de la glucosa y su asociacidon con el estrés oxidativo, se

describid, por primera vez, el carboniloma del tejido adiposo. Observamos que las
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principales proteinas carboniladas identificadas estan relacionadas con el estrés del
reticulo endoplasmatico (RE), la reorganizacién del citoesqueleto y el metabolismo. Se
han descrito previamente proteinas carboniladas similares a las identificadas en este
estudio, especificamente, proteinas metabdlicas y estructurales, en tejido adiposo
omental tras un incremento de peso corporal (Frohnert y Bernlohr, 2013). Sin embargo,
aun no se han descrito cambios en el perfil de proteinas carboniladas asociados a la

resistencia a insulina, independientemente del peso corporal.

En concreto, los cambios mas significativos se detectaron en el depdsito OM,
donde se observé un incremento de la expresidon de serpin 1, vimentina y transferrina
carboniladas en sujetos Ob-IR vs. Ob-NG. Un estudio reciente describié que serpin Al
(también llamada A1AT) es esencial para prevenir el estrés del RE y actlia como supresor
endégeno de la inflamacién del tejido adiposo (Ando et al., 2021). De hecho, la
eliminacidon de A1AT en adipocitos omentales primarios humanos aumenté factores
proinflamatorios como IL-6, ILbl o TNFa (Ando et al., 2021). Asi, el aumento de la
carbonilacién de la proteina serpin Al en nuestro estudio, podria asociarse con la
disfuncién y degradacion de la proteina, disminuyendo los niveles de serpin Al funcional
y aumentando la respuesta proinflamatoria del depdsito OM. En este sentido, estd bien
establecido que el tejido adiposo OM contribuye de manera fundamental al estado de
inflamacidn crénica de bajo grado que acompafia a la obesidad, lo que se ha asociado a

la mayor infiltracion de este depdsito por células inmunes (Khan et al., 2020).

Por otro lado, la vimentina es un filamento intermedio que juega un papel clave
en el posicionamiento de los organulos dentro del citoplasma y regula numerosos
procesos celulares (Wilhelmsson et al., 2019). En el tejido adiposo, la vimentina participa
en la lipdlisis a través de la interaccidn directa con la lipasa sensible a hormonas (HSL)
(Shen et al., 2010) y también estd implicada en la translocacién del transportador de
glucosa tipo 4 (GLUT4) en adipocitos 3T3-L1 (Hirata et al., 2011). Mas recientemente,
Kim et al. (2021) describieron que la deficiencia de vimentina previene la obesidad y la
resistencia a la insulina en ratones alimentados con HFD. Estos animales mostraron
menos ganancia de peso, menos adiposidad y mejoraron la tolerancia a la glucosa,

reduciendo la glucosa plasmatica (Kim et al., 2021). En nuestro estudio, el aumento de
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la expresion de vimentina carbonilada podria ser un efecto compensatorio para mejorar

la tolerancia a glucosa en sujetos con obesidad y resistencia a insulina.

Finalmente, la transferrina es una proteina de unidon a metales abundante en
suero. El hierro circulante (Fe3*) se encuentra unido a la transferrina y es transportado
hasta los distintos tejidos. Centrandonos en el tejido adiposo, la eliminacién de la
transferrina en adipocitos SGBS disminuyd los niveles de hierro intracelular y redujo la
captacién maxima de glucosa estimulada por insulina, lo que condujo a una disminucién
de la expresion de GLUT4 y de la fosforilacion de AKT, una enzima fundamental en la
sefializacion de la insulina (McClain et al., 2018). Por tanto, un aumento de transferrina
carbonilada en el tejido adiposo podria promover un estado de resistencia a insulina en
los adipocitos, que, atendiendo a nuestros resultados, seria mas evidente en el depdsito

OM de sujetos Ob-IR.

Por el contrario, en el depdsito SC, solo los sujetos Ob-T2D evidenciaron una
reduccion significativa de proteinas carboniladas: la anhidrasa carbdnica, Hspb5 vy la
transferrina. La anhidrasa carbdnica Il (CA 1ll) es la proteina mas abundante del tejido
adiposo y su cantidad disminuye con la obesidad, lo que podria estar en consonancia
con el grado de carbonilacion mayor de esta proteina que observamos también en
nuestro estudio. Se ha observado que la inhibicién de la CA lll en el tejido adiposo
provoca una disminucion de la secrecion de leptina estimulada por insulina (Alver et al.,
2004). La leptina regula multiples procesos metabdlicos implicados en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas en el tejido adiposo, siendo el depdsito SC la principal fuente

de esta hormona (Picé et al., 2022).

Por otro lado, Hspb5 (también llamada aB-cristalina) es un miembro de la familia
de las HSPB independientes de ATP, proteinas que se cree que estan implicadas en el
plegamiento de proteinas en cooperacién con la maquinaria HSP70 dependiente de ATP
y/o promueven la degradacidén de proteinas mediante el proteasoma (Hussein et al.,
2015). La carbonilacion de esta proteina podria relacionarse con la desregulacion del

proteasoma que ocurre en condiciones de obesidad y resistencia a insulina.
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En conjunto, estos resultados protedmicos evidencian diferencias especificas de
depdsito en el carboniloma del tejido adiposo y proporcionan nuevos conocimientos
sobre la participacién del tejido adiposo OM en el desarrollo de resistencia a insulina

asociada a la obesidad.

Previamente, ya se habia descrito que el proceso de inflamacién aumenta la
carbonilacidon de proteinas en adipocitos (Demozay et al., 2008), por lo que en este
estudio caracterizamos, por primera vez, ya habiamos descrito el efecto de la
hiperglucemia/hiperinsulinemia sobre la induccién de resistencia a insulina, por lo que
nos planteamos analizar su efecto en la carbonilacién de proteinas en adipocitos 3T3-
L1. Nuestros resultados en el modelo de HGHI in vitro mostraron un incremento en la
carbonilacidon de HspA4, chaperona implicada en la degradacién de proteinas y VCP,
involucrado en la actividad del proteasoma, con respecto a las condiciones basales.
Estos resultados describen una relacion entre la oxidacion de proteinas y el plegamiento
incorrecto de proteinas que hemos descrito previamente que ocurre en adipocitos de
individuos obesos resistentes a la insulina (Diaz-Ruiz et al., 2015). De hecho,
previamente en el grupo describimos la relevancia de la disfuncién del proteasoma en
la resistencia a la insulina asociada a la obesidad en adipocitos aislados (Diaz-Ruiz et al.,
2015). Asi, los datos protedmicos obtenidos en el modelo in vitro confirman los
resultados obtenidos en el modelo humano y destacan el importante papel de la
degradacidn de proteinas, que estaria condicionada por la existencia de estrés oxidativo,
en la asociacién del tejido adiposo omental y la resistencia a la insulina asociada a la

obesidad.

En respuesta ainsulina, se produce la translocacién del transportador de glucosa,
GLUT4, desde los compartimentos intracelulares hasta la membrana plasmatica,
proceso promovido por la insulina a través de la via PI3K/AKT (Olivares-Reyes y Arellano-
Plancarte, 2008). Ademads, esta hormona también provoca una estimulacién rapida y
sustancial de la captacion de hierro por parte de las células, redistribuyendo los
receptores de transferrina desde su compartimento intracelular hacia la superficie
celular, estando esta interaccion modulada por el estrés oxidativo (Fernandez-Real y

Manco, 2014). En las células de mamiferos, los receptores internalizados, como el
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receptor de transferrina (TfR), pasan secuencialmente a través de endosomas
tempranos vy, posteriormente, a endosomas de reciclaje perinuclear antes de regresar a
la membrana plasmatica (Sheff et al., 2002). En concreto, en la endocitosis mediada por
clatrina, el receptor de transferrina, TfR, y GLUT4 se encuentran dentro de las mismas
vesiculas de reciclaje. GLUT4 se separa de los receptores de transferrina en un
compartimento especializado perinuclear de almacenamiento reticular de GLUT4

(GSVs).

Por tanto, debido a la relacion entre el metabolismo glucidico y del hierro, a
continuacion, analizamos la homeostasis del hierro en el tejido adiposo de nuestros
sujetos de estudio. No se detectaron diferencias significativas en el contenido de hierro
total entre los grupos, lo que podria sugerir que la resistencia a insulina observada no
estd asociada con el aumento del contenido de hierro intracelular en el tejido adiposo.
Sin embargo, nuestros estudios sobre la internalizacidon del receptor de transferrina
evidenciaron una disminucion en la localizacion perinuclear del receptor de transferrina
en adipocitos expuestos a sueros de sujetos incidentes con T2D en comparaciéon con
sujetos sin diabetes tipo 2. Estos resultados concuerdan con la asociacién entre la
aparicion de diabetes tipo 2 y la desregulacion de la homeostasis del hierro (Miranda y

Lawson, 2018; Guzman-Ruiz et al., 2020).

Los cambios observados en la localizacidn del receptor de transferrina podrian
asociarse a una alteracion en su unidén con la transferrina. Nuestros resultados
mostraron un patrdn de carbonilacion diferencial de la transferrina entre los sujetos Ob-
NG vs. Ob-IR y Ob-T2D en los depdsitos SC y OM, encontrando un aumento significativo
de la transferrina carbonilada en pacientes Ob-IR vs. Ob-NG en el depdsito OM. La
transferrina es una glicoproteina bilobulada (I6bulos N y C) de ~80 kDa que se une al
hierro plasmatico y lo transfiere a las células a través de su interaccién con el receptor
de transferrina. A su vez, el receptor de transferrina (TfR) es una proteina
transmembrana dimérica, con un pequeio dominio citoplasmatico, una region
transmembrana de un solo paso y un gran dominio extracelular (Lawrence et al., 1999;
Cheng et al., 2004). Se ha descrito que el receptor de transferrina interacciona con los

dos Iébulos de la transferrina. Sin embargo, la interaccidon entre el I6bulo N y el receptor
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de transferrina resulta mas complejo y de mayor relevancia (Cheng et al., 2004), por ello
estudiamos la implicaciéon de la carbonilacion en este lébulo. Asi, estudios in silico
revelaron regiones carboniladas especificas (incluyendo aminoacidos carbonilados) en
la estructura primaria de la proteina y, en concreto, en el I6bulo N de la transferrina.
Para conocer si estas carbonilaciones podrian comprometer la funcionalidad de la
transferrina (su unién con hierro o con su receptor), se llevaron a cabo estudios de
docking molecular in silico. Para ello, utilizamos un complejo receptor de transferrina 1,
transferrina y hierro conjugado a la transferrina (PDB:3S9L), generando una estructura
3D que nos permitio analizar la influencia de la carbonilacién de la transferrina en la
interaccidon con su receptor o con el hierro y, por tanto, el posible efecto de esta
modificacion postraduccional irreversible sobre la homeostasis del hierro. Nuestros
resultados mostraron que 3 aminoacidos (V360, A73 y N75) de la transferrina que
generan puentes de hidrégeno con su receptor estan incluidos en regiones carboniladas
predichas, y la prolina 74 (P74), aminoacido carbonilado identificado en la transferrina
nuestros estudios in silico, estd implicada en las interacciones hidrofdbicas entre la
transferrina y su receptor. Se ha demostrado que las MPTs pueden ejercer su funcion a
través de la modulacién de las interacciones proteina-proteina (Li et al., 2013; Zheng et
al., 2018). Ademas de las MPTs, las funciones de las proteinas también estdn reguladas
por las interacciones proteina-proteina no covalentes, como las interacciones
hidrofdbicas. Muchas MPTs modulan las afinidades de union entre proteinas al cambiar
las propiedades electrostaticas o estructurales de los sitios de unién involucrados, por
lo que las MPTs y las interacciones proteina-proteina estan altamente relacionadas
(Duan y Walther, 2015; Zheng et al., 2018). Segun los datos de la base de datos dbPTM
de MPTs de proteinas, mas del 60 % de los sitios susceptibles de MPTs estan
relacionados con los dominios funcionales de proteinas, lo que sugiere un papel
regulador central de las mismas en la modulacién de las interacciones proteicas y, por
tanto, de su funcién (Duan y Walther, 2015). En el contexto de nuestro estudio, la
carbonilacién de la region identificada podria comprometer la interaccion de la
transferrina con su receptor mediante cambios en la interaccién hidrofébica, hecho que
podria explicar, en parte, la internalizacién andmala del receptor de transferrina

observada en respuesta al ambiente extracelular de los sujetos con T2D incidente.
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En definitiva, nuestros datos protedmicos revelaron diferencias claras en el
carboniloma del tejido adiposo en condiciones de resistencia a insulina asociada a la
obesidad, lo que destaca la importancia del estado redox y de la proteostasis en las
comorbilidades asociadas a la obesidad. Ademas, nuestro estudio revelé un incremento
significativo de la expresidn de transferrina carbonilada en sujetos Ob-IR en el depdsito
OM, que podria estar relacionado con la resistencia a la insulina en los adipocitos de
estos pacientes. Sin embargo, serdn necesarios datos adicionales relacionados con la
transferrina carbonilada, tanto humana como en modelos in vitro de adipocitos, para
desentrafiar su contribucién en la disfuncion del tejido adiposo relacionada con
condiciones de resistencia a la insulina. Lamentablemente, la escasez de herramientas
moleculares que permitan analizar proteinas carboniladas, y mas especialmente en el
caso de la transferrina, la no disponibilidad de anticuerpos especificos de determinacién
de los residuos carbonilados suponen una limitacién para establecer la relevancia
precisa de este proceso que, segln nuestros estudios, tendria una repercusién

patogénica.

Finalmente, y mas alld de lo observado en cuanto al trafico intracelular de
transferrina y su receptor, hay que destacar que, como se indicaba anteriormente, la
carbonilacién es un proceso irreversible. Esto supone que, finalmente, las proteinas
carboniladas deben ser eliminadas porque, como las proteinas mal plegadas que se
acumulan también en los adipocitos en condiciones de obesidad y resistencia a insulina
(Diaz-Ruiz et al., 2015), su acumulacidn es téxica y compromete la viabilidad celular. Este
proceso, en el que intervienen el proteasoma y/o la autofagia y via lisosomal (Kénig et
al., 2017), conduciria a una reduccién de la cantidad de receptor de transferrina
disponible. En este sentido, mencionamos anteriormente la relacion inversa existente
entre los niveles de receptor de transferrina y la sensibilidad a insulina en adipocitos
(McClain et al., 2018). La no disponibilidad de transferrina suficiente, como sugeririan
nuestros estudios de aumento de la carbonilacién, repercutiria en la disponibilidad de
hierro para los adipocitos, con el consecuente efecto sobre los procesos que regula este
ion, tal como demuestran otros estudios: transporte de glucosa, actividad mitocondrial

y sefializacion via Wnt/adipogénesis (McClain et al., 2018).
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En conjunto, nuestros resultados muestran que el estrés oxidativo inducido en el
tejido adiposo por la obesidad, especialmente en el depdsito mas asociado al riesgo
metabdlico, tejido adiposo OM, provoca cambios irreversibles en proteinas implicadas
en procesos tan relevantes como el estrés del reticulo endoplasmatico, la degradacion
de proteinas y, en particular, en el metabolismo del hierro. En estas circunstancias, se
podria pensar en el uso de que compuestos que puedan eliminar los grupos carbonilo
(carbonyl quenching), para la prevencion/tratamiento de enfermedades asociadas a
esta MPT, como sugieren estudios preclinicos de otros autores para enfermedades
asociadas a la obesidad como diabetes y el sindrome metabdlico (Suzuki et al., 2010).
Nuestro estudio apoya la idea del uso de esta via de eliminacién de carbonilos en

proteinas especificas para abordar las repercusiones patogénicas de la obesidad.
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ANTECEDENTES

Actualmente, el tratamiento de la obesidad se basa fundamentalmente en
cambios en el estilo de vida o la cirugia, a lo que se aifade el tratamiento farmacoldgico,
gue actualmente esta incrementado por la aparicién de nuevos compuestos anti-
obesidad (Miiller et al.,, 2022). No obstante, se necesitan enfoques novedosos y
mejorados para el tratamiento de la obesidad; asi, en el capitulo anterior sugeriamos el
uso de quelantes de grupos carbonilo o se podria considerar la nanoterapia para
reemplazar a proteinas dafadas, como FABP4 o la transferrina. En este sentido, en el
campo de la obesidad, como en otras patologias prevalentes, se estdan empezando a
considerar las terapias basadas en la nanotecnologia (Sibuyi et al., 2019). En todos los
casos, el objetivo es buscar sistemas mas eficaces que la terapia convencional, para lo
gue hay que asegurarse de que los nanosistemas tengan una alta tolerabilidad, efectos

secundarios reducidos y una mayor eficacia (Sibuyi et al., 2019).

En las ultimas décadas, los nanomateriales de alta luminiscencia han logrado un
auge especial en las aplicaciones de la nanomedicina debido a su bajo coste, su facil
preparacion, su alta reactividad y sus excelentes propiedades fotoluminiscentes. Dentro
de los nanomateriales, los quantum dots (QDs) —en especial, las semiconductor quantum
dots (SQDs)- han sido ampliamente estudiadas. En concreto, el nUmero de aplicaciones
publicadas con SQDs ha experimentado un incremento considerable, especialmente en
biologiay en la clinica (Cayuela et al., 2016). En particular, se ha demostrado su potencial
en analisis FRET (técnica de transferencia de energia de resonancia fluorescente),
administracién de farmacos, bioimagenes in vivo y seguimiento celular (Jamieson et al.,
2007; Rosenthal et al., 2011). Sin embargo, su uso estd limitado debido a su potencial
toxicidad asociada con la liberacidon de metales pesados, por lo que los estudios futuros
estan enfocados en la identificacion de nuevas nanoparticulas fluorescentes
alternativas. En esta linea, la nueva generaciéon de quantum dots corresponden a
nanomateriales verdes que permiten el desarrollo de estas multiples aplicaciones en
nanomedicina. Asi, las carbon-based quantum dots (CQDs) de grafito, descubiertas en
2004 durante la purificacion de nanotubos de carbono (Xu et al., 2004) han sido unas

excelentes candidatas para su aplicacién en biodeteccién y bioimagen.
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Si bien es cierto que estas dos familias de quantum dots fluorescentes han sido
ampliamente estudiadas de manera individual para multiples aplicaciones en el campo
de la biomedicina (Wangy Hu, 2014; Xu et al., 2014; Fernando et al., 2015; Kargbo et al.,
2015; Cayuela et al., 2016; Liu et al., 2016; Molaei, 2019; Panwar et al., 2019; Tian y Yin,
2019), hasta el momento, no se han realizado estudios comparativos de estas dos
nanoparticulas para determinar su comportamiento en un mismo tipo celular y bajo las
mismas condiciones y que ademas nos permitan seleccionar a las mejores candidatas
para su aplicacién en el estudio de la disfuncién del tejido adiposo en condiciones de
obesidad y resistencia a insulina. Por ello, a continuacién, se muestra un andlisis

comparativo con el que se pretende alcanzar los siguientes objetivos:

1. Examinar y comparar la viabilidad celular de los preadipocitos (linea celular 3T3-L1)
expuestos a SQDs y CQDs con el mismo tamafio (3 nm) e idéntica superficie (grupos

carboxilos) bajo las mismas condiciones.

2. Determinar y comparar la influencia del medio extracelular en la internalizacién de

las SQDs y CQDs.

3. Analizar y comparar la internalizacion de CQDs y SQDs para su posible aplicacion en
el estudio de la disfunciéon del tejido adiposo en condiciones de obesidad vy

resistencia a insulina.
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RESULTADOS

1. Seleccién y caracterizacion optica de las CQDs y SQDs

En primer lugar, se evaluaron las condiciones de solubilidad asi como los
espectros de excitacion y emisién para los dos tipos de quantum dots: SQDs y CQDs. Se
demostré que, tanto las CQDs como las SQDs, fueron solubles en agua y exhibieron un
comportamiento de emision estable durante una larga irradiacion, sin ninguna
precipitacion notable a temperatura ambiente. Ademads, se establecieron los rangos de
excitacidon y emisidon para cada una, siendo el maximo de Aexcitacisn de 365 nm para las
CQDs y 390 nm para las SQDs y el maximo de Aemisisn de 450 nm y 650 nm para las CQDs
y SQDs, respectivamente (Figura 59).
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Figura 59. Curvas de absorbancia y emisidon en sus maximos de Aexcitacion de las (A) CQDs y (B)
SQDs. [Nanodots] = 200 mg/L; los anchos de rendija para la fluorescencia de emision y excitacion
se establecieron en 3y 8 nm, respectivamente.

Por otro lado, para explorar la capacidad donadora de electrones de ambas
nanodots, se mezclaron CQDs y SQDs a concentraciones equimolares. La curva de
fotoluminiscencia de las SQDs en presencia de las CQDs se redujo significativamente en
su intensidad de fluorescencia cuando se excitaron a 390 nm (Figura 60), indicando que
ha ocurrido una transferencia de electrones entre ambas nanodots. Esto es debido a
gue, a pesar de ser gquantum dots con el mismo tamafio, 3 nm, y las mismas condiciones
superficiales, grupos carboxilos en la superficie, sus nucleos estan formados por atomos
distintos, CdTe en las SQDs, mientras que las CQDs presentan atomos biocompatibles (C

y 0), caracteristica que le confiere diferencias en sus propiedades.
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Figura 60. Quenching en la fluorescencia de las SQDs en presencia de las CQDs en un ratio 1:1 a
Aexcitacion = 390 nm. [Nanodots] = 200 mg/L; ancho de rendija = 3 nm.

2. Evaluacion de la toxicidad de las CQDs y las SQDs

Con el fin de evaluar el grado de toxicidad de las CQDs y SQDs, se analizé su
efecto sobre preadipocitos (linea celular 3T3-L1). Del mismo modo, se establecieron
diferentes condiciones de estudio (ayuno y exceso de nutrientes) con el fin de analizar

la toxicidad asociada al estado metabdlico de este tipo celular.

2.1. Toxicidad de las CQDs y SQDs en la linea celular 3T3-L1

a) Ensayo de viabilidad celular

El tratamiento de los adipocitos 3T3-L1 con CQDs en condiciones de deprivacién
de suero mostré una disminucién de la viabilidad celular con concentraciones superiores
a 400 mg/L de CQDs, siendo significativamente diferente de manera dosis-dependiente:
18,6% para 400 mg/L; 21,1% para 800 mg/L y 28,4% para 1600 mg/L tras 24 h de

exposicion (Figura 61).

Por otro lado, el tratamiento de 24 h con las SQDs indujo muerte celular con
concentraciones muy bajas (2 mg/L), manteniendo dicha toxicidad con concentraciones
mayores: 22,4% para 2 mg/L, 26,8% para 10 mg/L, 33,6% para 25 mg/L, 30,4% para 50
mg/Ly 19,4% para 100 mg/L tras 24 h de exposicion (Figura 61).
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Figura 61. Ensayo de viabilidad celular en células 3T3-L1 cultivadas en ausencia de suero y
expuestas a CQDs y SQDs en concentraciones crecientes de 0,2-1600 mg/L durante 24 h. El
control corresponde a células 3T3-L1 cultivadas en DMEM en ausencia de suero durante 24 h.
La viabilidad celular esta representada como la media = SEM. Las diferencias significativas estan
indicadas como la media + SEM. Las diferencias significativas estan indicadas como * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. Control; ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. 0,2, 25, o 400 mg/L,
respectivamente ; $S p < 0,01 vs. 50 o 800 mg/L, respectivamente.
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b) Ensayo de imagen

Con el fin de analizar la captacidn de estas nanoparticulas por los preadipocitos,
se llevaron a cabo estudios de imagen mediante microscopia confocal en células 3T3-L1

expuestas a 25 mg/L de CQDs o SQDs, dosis a la que se observé mayor muerte celular.

Las imagenes muestran como ambos tipos de QDs fueron incorporados por las
células pero que las respuestas celulares fueron diferentes (Figura 62). En concordancia
con los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular, las SQDs indujeron
cambios morfoldgicos indicativos de muerte celular en las células como dafio en la
membrana celular o la descondensacion del ADN. Por el contrario, en el caso de las
CQDs, se observé una mayor incorporacion de las nanoparticulas sin alteraciones en la

morfologia de los preadipocitos (Figura 62).

Control

Figura 62. Imagenes de microscopia confocal obtenidas de células 3T3-L1 expuestas a 25 mg/L
de CQDs o SQDs en ausencia de suero durante 24 h. El control corresponde a células 3T3-L1
cultivadas en DMEM en ausencia de suero durante 24 h. El nucleo aparece tefiido en azul (DAPI),
las CQDs estan marcadas en verde y las SQDs en rojo.

Con el fin de analizar si los cambios en la morfologia celular se asociaban a la
toxicidad celular, se analizé la respuesta de los preadipocitos a la dosis mas baja de SQDs
testada (0,2 mg/L), que no fue tdxica para las células. Las imagenes mostraron cémo los
preadipocitos mantenian una morfologia normal y exhibieron fluorescencia punteada

como indicativo de la captacidn celular de las SQDs (Figura 63).
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Control

Figura 63. Imagenes de microscopia confocal obtenidas de células 3T3-L1 expuestas a 0,2 mg/L
de SQDs en ausencia de suero durante 24 h. El control corresponde a células 3T3-L1 cultivadas
en DMEM en ausencia de suero durante 24 h. El nlcleo aparece tefiido en azul (DAPI) y las SQDs
estan marcadas en rojo.

c) Ensayo de captacién celular

Ademas de los estudios de microscopia celular, se evalué la incorporacién de las
nanoparticulas al interior celular por espectrofotometria. Como se muestra en la Figura
64, las células 3T3-L1 mostraron captacion de CQDs a dosis altas (25 mg/L) tras 1 h de
incubacion. Las dosis inferiores (10 mg/L) necesitaron un mayor tiempo de incubacion
(6 h). Las concentraciones mas bajas de CQDs (0,2 mg/L) no mostraron un incremento

en los niveles de fluorescencia intracelular (Figura 64).
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Figura 64. Emision de fluorescencia en cultivos celulares 3T3-L1 expuestos durante (A) 1 h o (B)
6 h a concentraciones crecientes de CQDs (0,2, 10 y 25 mg/L) en deprivacién de suero. El control
corresponde a células 3T3-L1 cultivadas en DMEM en ausencia de nanoparticulas. Aexcitacisn = 365
nM Y Aemisisn = 450 nm. La fluorescencia de las CQDs en el interior de las células esta representada
como la media £ SEM. Las diferencias significativas estdn indicadas como * p < 0,05, **** p <
0,001 vs. Control.
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En particular, la incorporacion de las nanoparticulas en el interior de las células
no solo depende de la concentracién, sino también del tiempo de exposicion a las
nanodots. Asi, a tiempos cortos de incubacion (1 h), solo dosis altas de CQDs (25 mg/L)

provocaron un incremento significativo de la sefial de fluorescencia celular.

Con respecto a las SQDs, la acumulaciéon de estas nanoparticulas se pudo
observar mediante microscopia confocal, encontrdndose QDs en los restos celulares
(Figura 62), lo que generaria mediciones aberrantes de los niveles de fluorescencia

intracelular mediante espectrofotometria.

a) Ensayo de viabilidad celular

Tras la administracion de CQDs a células 3T3-L1 durante 24 h en presencia de
suero, se observé que, a dosis intermedias (25 mg/L), la viabilidad celular de las 3T3-L1
disminuyd ligeramente (13,2%), aunque ya de forma significativa (Figura 65). Sin
embargo, incluso a concentraciones altas de CQDs (1600 mg/L), la viabilidad celular se

mantuvo sobre el 85% (Figura 65).

En el caso de las SQDs, la toxicidad inducida por las SQDs en presencia de suero
fue significativa (13,2%) incluso con la dosis mas baja testada (0,2 mg/L). La viabilidad
celular fue aumentando de manera dosis-dependiente con la presencia de suero en el
medio de cultivo. Asi, todas las dosis de SQDs examinadas disminuyeron la viabilidad
celular de las 3T3-L1 de forma significativa y las reducciones de este parametro fueron
mayores en presencia de suero (Figura 65) que en ausencia de FBS (Figura 65). En
concreto, cuando se administro la dosis de 100 mg/L de SQDs en ausencia de suero, se
redujo la viabilidad celular en un 19,4% (Figura 61) en comparacion con la reduccién del

66,5% que se observo a esta misma dosis de SQDs en cultivos expuestos a suero.
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Figura 65. Ensayo de viabilidad celular en células 3T3-L1 cultivadas en presencia del 10% de FBS
y expuestas a CQDs y SQDs en concentraciones crecientes de 0,2-1600 mg/L durante 24 h. El
control corresponde a células 3T3-L1 cultivadas en DMEM en presencia de suero durante 24 h.
La viabilidad celular esta representada como la media + SEM. Las diferencias significativas estan
indicadas como ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. Control; ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. 0,2, 25, 0
400 mg/L, respectivamente ; $SS p < 0,001 vs. 0,2 mg/L.

b) Ensayo de captacioén celular

La presencia de suero en el medio de cultivo también alterd el tiempo de
exposicidn necesario para laincorporacién de las CQDs en las células 3T3-L1. De acuerdo
con los resultados obtenidos por espectrofotometria, no se observaron cambios en el
contenido intracelular de las nanoparticulas en las células 3T3-L1 después de una
exposicion de CQDs a dosis comprendidas entre 0,2 y 25 mg/L a tiempo cortos -1 0 6 h-
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(Figuras 66). La acumulacién aberrante de las SQDs en células muertas cultivadas en
presencia de FBS impidié medir el contenido de fluorescencia intracelular en células 3T3-

L1 expuestas a estas nanoparticulas.
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Figura 66. Emision de fluorescencia en cultivos celulares 3T3-L1 expuestos durante (A) 1 hy (B)
6 h a concentraciones crecientes de CQDs (0,2, 10 y 25 mg/L) en presencia de suero. El control
corresponde a células 3T3-L1 cultivadas en DMEM en presencia de suero durante 6 h. Aexcitacisn =
365 Nnm y Aemisisn = 450 nm. La fluorescencia de las CQDs en el interior de las células estd
representada como la media + SEM.

Estos datos sugieren que, en presencia de suero, la incorporacion de las CQDs se
ve afectada posiblemente por su interaccion con las proteinas presentes en el suero
provocando un cambio en la superficie de la nanoparticula modificando la identidad

sintética de la misma.

2.2. Estudios de interaccion extracelular de las CQDs y SQDs. Influencia del medio

de cultivo en el comportamiento de las nanodots

A continuacidn, a partir de las diferencias observadas en presencia y ausencia de
suero, se evalud la posible interaccidn entre los componentes del medio de extracelular
y las QDs a través de la monitorizacion de la seial de fluorescencia de las CQDs vy las
SQDs en presencia de DMEM (medio de cultivo especifico de las células 3T3-L1), o FBS
(suero comun para los dos tipos celulares). También se testo el efecto de MEM, que se
usa habitualmente como medio de cultivo especifico de otros tipos celulares

relacionados con el metabolismo, como las células HepG2.
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Figura 67. Influencia del medio de cultivo en la fluorescencia de emisidn de las CQDs y las SQDs.
Efecto del DMEM, MEM en la intensidad de fluorescencia de las (A) CQDs y (B) SQDs. Efecto del
FBS en la intensidad de fluorescencia de las (C) CQDs y (D) SQDs. [Nanodots] = 50 mg/L, anchos
de rendija =3 nm.

Como se muestra en la Figura 67, la intensidad de la fluorescencia de emisién de
las CQDs aumento cuando estas nanoparticulas se mezclaron con DMEM, MEM (Figura
67A) o FBS MEM (Figura 67C), lo que indica que tiene lugar una reaccidn de transferencia

de electrones entre las CQDs y estos componentes extracelulares.

En relacién a las SQDs, se observd quenching en la fluorescencia de emisién
cuando estas nanodots fueron mezcladas con DMEM (Figura 67B), o FBS (Figura 67D),

pero no con MEM (Figura 67B).

Ademas, estudiamos el comportamiento de las CQDs en respuesta a la
combinacion de DMEM vy FBS, componentes del medio de cultivo de las células 3T3-L1.

Como se muestra en la Figura 68, se observd un hombro en la banda de emisidn
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caracteristica de las CQDs, aunque este hombro desaparecio después de una irradiacion

continua durante casi 7 min.
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Figura 68. Estudio de la intensidad de fluorescencia de las CQDs expuestas a DMEM + 10% FBS.
Las lineas representan las medidas de fluorescencias a diferentes tiempos (1 — 7 min). [CQDs] =
50 mg/L, ancho de rendija =3 nm.

Este estudio muestra una adecuada aproximacién experimental para comparar
los efectos de toxicidad de nanoparticulas en distintos tipos celulares incluyendo el
estudio del efecto de los medios extracelulares. En la Tabla 14 se muestra un resumen
de los principales resultados obtenidos y se comparan con un estudio previo llevado a

cabo en el grupo con el uso de otras nanoparticulas (nanotubos de grafeno).
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Tabla 14. Comparativa de los principales resultados toxicoldgicos obtenidos vs. bibliografia.

cQDs
(0,2 -100 mg/L)

SQDs
(0,2-100 mg/L)

SWCNTs-PEG
(2,6-13 mg/L)

Aexcitaci(‘.tn/}‘emisio'n (n m)

365/450

390/650

Localizacion celular en
preadipocitos

Intracelular,
ausencia de muerte

Intracelular,
descondensacién
del ADN, dafio en la

celular
membrana celular
% Viabilidad celular en
preadipocitos
4_1 0, _ 0, - 0,
(linea celular 3T3-L1) 94-100% 66-95 % 85-95%
(Ausencia FBS)
% Viabilidad celular en
preadipocitos
_ 0, _ 0, _ [")
(linea celular 3T3-L1) 87-99% 33-89 % 95-100%
(+ 10% FBS)
Aumento de la hi |
Interaccién con DMEM intensidad de Quenching en la
] ) fl ia d fluorescencia de -
(medio de cultivo 3T3-L1) uoresse.nlua € emision
emision
Aumento de la hi |
Interaccién con FBS intensidad de Quenching en la
. fl iad fluorescencia de -
(suero para cultivo 3T3-L1) uoresc.e.nlua € emisién
emision
(Caballero-
Referencias (Navarro-Ruiz et al., 2020) Diaz et al.,
2014)
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DISCUSION

Las dificultades metodolégicas que presenta el estudio de posibles
biomarcadores y su regulacién por MPTs, lleva a la necesidad de buscar nuevas
estrategias metodoldgicas tales como el uso de los quantum dots, que podrian ser una
herramienta util en el campo de la biomedicina. En concreto, ya hay quantum dots
conjugadas con proteinas comerciales (Qdot™ Streptavidin Sampler Kit, por ejemplo)
para aplicaciones como Western blots, citometria de flujo, adquisicidon de imagenes por
microscopia confocal e incluso en flujos de trabajo de purificacién para lograr el

fraccionamiento deseado (www.thermofisher.com).

Ademas, recientemente, un estudio ha analizado los efectos de la encapsulacion
de la dibenzazepina -inhibidor de la sefializacion de Notch- en nanoparticulas
fluorescentes para destacar el posible papel terapéutico de la sefializacion de Notch en
el tratamiento de la obesidad. Tras la administracion del inhibidor encapsulado en
nanoparticulas fluorescentes, se observé una mejora en la internalizacién celular del
inhibidor provocando una inhibicion sostenida de Notch reduciendo la expansion del
tejido adiposo subcutaneo en cerdos. Estos resultados mostraron cdmo la seializacién
de Notch juega un papel esencial en la regulacion de la plasticidad del tejido adiposo en

animales grandes (Huang et al., 2020).

Por tanto, los nanodots fluorescentes proporcionan una base sélida para el
desarrollo de nanoagentes en sistemas bioldgicos de deteccién e imagen. Entre las dos
grandes familias de nanodots fluorescentes, CQDs y SQDs, hay un abanico de
posibilidades para el disefio y la ingenieria de sus propiedades dpticas en funcién de la
amplia variedad de superficies y tamafios funcionales y, en el caso de las SQDs, las

distintas opciones de nucleo de las que pueden estar formadas.

Sin embargo, hay que considerar multiples variables a la hora de seleccionar a la
mejor candidata como herramienta nanotecnolégica, siendo necesaria la evaluacién de
la estabilidad, citotoxicidad y biocompatibilidad de las nanoparticulas en nuestro

sistema biolégico de aplicacion.
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Para comparar las SQDs y CQDs es necesario que presenten el mismo tamano y
las mismas cargas superficiales. En este caso, las CQDs presentaban un tamafio de 3 nm,
y grupos carboxilos en su superficie mostrando una excelente solubilidad en agua,
ademas, sus propiedades fluorescentes son modulables con valores de pH, lo que les
permite ser aptas para aplicaciones bioldgicas (Cayuela et al., 2013; Sciortino et al.,
2017). En consecuencia, se seleccionaron SQDs hidrofilicas con un nucleo formado por
CdTe, grupos carboxilos en su superficie y el mismo tamano que las CQDs, aunque con

diferente A emisién que las CQDs.

Entender los origenes de la fotoluminiscencia en los diversos nanomateriales
fotoluminiscentes es necesario para entender su mecanismo de fluorescencia; sin
embargo, es aun un aspecto poco estudiado (Cayuela et al., 2016) y los mecanismos de
fluorescencia de emisidon de las CQDs aun estan en debate (Sciortino et al., 2017),
estando propuestos varios mecanismos de fluorescencia para estas QDs (Cayuela et al.,

2016).

En este estudio se evaluaron las caracteristicas y el grado de toxicidad de SQDs y
CQDs con el mismo tamafio e idénticos grupos de superficie sobre preadipocitos (linea
celular 3T3-L1). Nuestros resultados indican que, aunque ambos tipos de nanoparticulas
podrian ser aptas para su uso en aplicaciones bioldgicas y/o biomédicas, difieren
notablemente en su interaccion con las células, en su capacidad de internalizacién y en

su grado de toxicidad celular.

Un estudio previo realizado en nuestro grupo de investigacién demostro que la
toxicidad de las nanoparticulas —en concreto, de las SWCNTs-PEG- aumentd en células
3T3-L1 cultivadas en condiciones de deprivacion de suero (Caballero-Diaz et al., 2014).
Estos resultados contrastaron con los obtenidos en este estudio para las CQDs, a pesar
de que ambas, CQDs y SWCNTs-PEG, son nanoparticulas de carbono (Caballero-Diaz et
al., 2014; Cayuela et al., 2016). Para ser mas especificos, se necesitaron altas dosis de
CQDs (400 mg/L, 800 mg/L o 1600 mg/L) para disminuir la viabilidad celular de las 3T3-
L1 en ausencia de suero, en comparacion con las SWCNTs-PEG (2,6 mg/L y 13 mg/L)

(Caballero-Diaz et al., 2014). Estos resultados podrian revelar la importancia de la
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morfologia de las nanoparticulas (esférica en las CQDs vs. cilindrica en las SWCNTs-PEG)

como parametro a tener en cuenta a la hora de la eleccion del nanodispositivo.

Las caracteristicas sintéticas de las nanodots experimentan cambios cuando los
nanomateriales se encuentran en un ambiente extracelular, adquiriendo una identidad
biolégica que no puede atribuirse Unicamente a su identidad sintética (Walkey y Chan,
2012). Asi, se ha demostrado que la presencia de suero en el medio de cultivo altera el
tamanfio y el potencial zeta de las nanoparticulas (Ehrenberg et al., 2009). Un estudio en
la linea celular A549 (células epiteliales de pulmdn), demostré que nanoparticulas de
silice se internalizaron en condiciones de ausencia de suero, incluso con mayor eficacia
gue en un medio con suero, mediante la adhesién de las nanoparticulas a la membrana
celular (Lesniak et al., 2012). Por ello, el estudio de la interaccidn de las nanoparticulas
con el medio extracelular es de gran interés. En esta linea, nuestros estudios previos de
microscopia con las SWCNTs-PEG (Caballero-Diaz et al., 2014) y los realizados en este
estudio con las CQDs demostraron que ambos tipos de nanoparticulas pueden ser
internalizadas por las células 3T3-L1 en ausencia de suero, apoyando la idea de que la
captacién de las nanoparticulas no es dependiente de la presencia de proteinas séricas
en el medio de cultivo, cualquiera que sea el tipo de célula y/o de nanoparticula. De
hecho, ambos tipos de nanoparticulas, CQDs y SWCNTs-PEG indujeron toxicidad celular
en ausencia de suero pero con diferente eficacia, siendo este ultimo mds toxico cuando
se administraba a células 3T3-L1 en concentraciones que oscilaban entre 2 y 10 mg/L
(Caballero-Diaz et al., 2014). Estas diferencias podrian estar relacionadas con las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas ya que estd establecido que la forma,
el tamario, las cargas en la superficie de la nanoparticula y la composicidn de su nucleo

afectan a la interaccion de estas con las células (Behzadi et al., 2017).

También cabe sefialar que las CQDs y las SWCNTs-PEG se comportaron de
manera diferente cuando se afiadieron en medios de cultivo que contenian suero. Asi,
en presencia de suero, la administracion de CQDs disminuyeron la viabilidad celular de
las 3T3-L1 a dosis mas bajas que los datos observados en situacién de deprivacién de
suero, mientras que ocurrid lo contrario tras la administracion de las SWCNTs-PEG en

células 3T3-L1 (Caballero-Diaz et al., 2014). Estos resultados apoyan la idea de que las
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propiedades de las nanoparticulas son esenciales para definir su asociacién con las
proteinas séricas, las cuales, a su vez, tienen un impacto en las respuestas bioldgicas
celulares. No obstante, también es plausible que el comportamiento diferencial de las
SWCNTs-PEG frente a las CQDs se deba, al menos en parte, por su cubierta de
polietilenglicol debido a que se ha demostrado que este polimero interactia con los
componentes del suero, como la albumina, y que dicha interaccion modifica su
estabilidad (Bekale et al., 2015). Esta establecido que no solo la superficie sino también
el nlcleo de la nanoparticula es un factor determinante de la toxicidad de la misma (Tsoi

et al., 2013).

Por otro lado, se ha demostrado consistentemente que el nucleo de las SQDs
(CdTe) es extremadamente toxico y genera daifo en el ADN, estrés oxidativo por
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y muerte celular (Jamieson et al.,
2007; Madani et al., 2013; Tsoi et al., 2013; Grabowska-Jadach et al., 2018; Papaioannou
et al., 2018). De acuerdo con estas observaciones, nuestro estudio comparativo
realizado en 3T3-L1 ha demostrado que las SQDs presentan una mayor toxicidad que las
CQDs, tanto en términos del nivel de dosis umbral como del grado de muerte celular.
Ademas, la toxicidad de las SQDs aumenté significativamente en presencia de suero.
Esto también se observd, aunque en menor medida, para las CQDs, hecho que podria
explicarse debido a una mayor internalizacién de las QDs en presencia de proteinas

séricas en el medio de cultivo.

Al analizar especificamente la interaccion de las SQDs y CQDs con los distintos
componentes extracelulares, se observd que los factores microambientales podrian
modificar la identidad sintética de las CQDs y SQDs, proporcionando una nueva
identidad biolégica, distinta a la original, que influye en la respuesta de las células a estas
QDs. Asi, nuestro estudio comparativo del efecto de distintos componentes del medio
de cultivo (DMEM, MEM vy FBS) en las propiedades de fluorescencia de las CQDs y SQDs
sugirieron que, a pesar de compartir superficies idénticas, las SQDs pueden actuar como
donantes de electrones y volverse mas positivos cuando se exponen a DMEM y FBS,
mientras que las CQDs se comportarian como elementos electronegativos en estas

condiciones.
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Independientemente del campo de aplicacion bioldgico o biomédico de las
nanoparticulas, es importante evaluar las respuestas de las células diana al tipo
especifico de particulas que se pretende emplear. Sin embargo, hay pocos estudios
comparativos que aborden si los diferentes tipos de células pueden exhibir respuestas
distintas a un determinado tipo de nanoparticula (Bradburne et al., 2013; Song et al.,
2013; McNamara y Tofail, 2017; Grabowska-Jadach et al., 2018). Un metaanalisis sobre
la toxicidad celular de QDs demostré que células epiteliales y preadipocitos, de origen
humano o murino, representan los tipos celulares mds comunes empleados en estudios
de nanotoxicidad (Oh et al., 2016). Por el contrario, los estudios toxicoldgicos de
nanoparticulas en hepatocitos son muy limitados [3% segun el metaandlisis de Oh et al.
(2016)] aunque estas células, que constituyen casi el 80% del volumen del higado, son
células clave para regular procesos tan importantes como el metabolismo, la
desintoxicacién o la activacion de la inmunidad innata, y son actores importantes en las
patologias hepdticas, como la esteatosis hepatica o el cancer (Schroeder y McNiven,

2014; Zhou et al., 2015).

En un estudio paralelo realizado con células HepG2, observamos que, en
comparacion con los resultados obtenidos en preadipocitos 3T3-L1, se necesitaron altas
dosis de CQDs (400 mg/L) para desencadenar toxicidad en hepatocitos HepG2 (Navarro-
Ruiz et al., 2020). Estos resultados se refieren a células cultivadas en presencia de suero,
porque la viabilidad celular de las HepG2 se vio comprometida dramaticamente cuando
fueron privadas de suero, mientras que estas condiciones no alteraron
significativamente la viabilidad de las células 3T3-L1. Sin embargo, las células HepG2
fueron tan sensibles como las células 3T3-L1 a la toxicidad inducida por las SQDs, al
menos en las concentraciones mdas bajas probadas, aunque parecen a altas
concentraciones de las SQDs en comparacién con los preadipocitos (Navarro-Ruiz et al.,
2020). Ademas de las diferencias en cuanto a la dependencia del suero y los requisitos
de cultivo (DMEM para las células 3T3-L1 y MEM para las células HepG2), parece
probable que la internalizacion de las QDs, el seguimiento intracelular y el metabolismo
de las mismas ocurran de manera diferente en cada tipo celular. De acuerdo con esta
idea, se ha demostrado que, aunque tanto los preadipocitos como las células hepaticas

internalizan nanoparticulas de oro a través de endocitosis mediada por clatrina, ambos
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tipos celulares muestran respuestas diferentes a inhibidores de endocitosis dirigidos a

partes distintivas de esta via (Ng et al., 2015).

Por lo tanto, las CQDs podrian ser una buena herramienta para la caracterizacién
y posible aplicacion biomédica de proteinas de interés en condiciones de obesidad y
resistencia a insulina, como FABP4 o transferrina, las cuales son reguladas
funcionalmente por modificaciones postraduccionales. En concreto, ya hay un estudio
donde se ha conjugado el anticuerpo del receptor de transferrina o la propia transferrina
con nanoparticulas cilindricas observando diferentes efectos en la nanotoxicidad en
diferentes lineas celulares tumorales sefialando la necesidad de conocer los posibles
efectos de las nanoparticulas conjugadas con fin quimioterapéutico en las células no
diana (Wang et al.,, 2010). Por ello, con el fin de encontrar el mejor disefio de
herramienta nanotecnoldgica de aplicacion en el estudio de la disfuncion del tejido
adiposo en condiciones de obesidad y resistencia a insulina es necesario continuar
optimizando los sistemas nanotecnoldgicos e investigando para dilucidar los
mecanismos precisos que subyacen a la captacién celular, distribucién intracelular y el

destino de las nanoparticulas.

En resumen, los resultados obtenidos en este Ultimo capitulo de la Tesis abren
una via posible dirigido a tratar el tejido adiposo disfuncional en obesidad, basada en el
uso de nanoherramientas. Nuestros estudios muestran la biocompatibilidad de las CQDs
en particular y la importancia del microambiente sobre las propias caracteristicas las

nanoparticulas, que pueden modificar su eficacia.
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Conclusiones

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral constituyen una novedosa y
valiosa informacion sobre el papel de las modificaciones postraduccionales en la
aparicion y desarrollo de enfermedades metabdlicas como la resistencia a insulina (IR) y

la diabetes tipo 2 (T2D) asociadas a la obesidad, concluyendo que:

1. Los cambios observados en el patrén de acetilacion de multiples proteinas
relacionadas con procesos metabdlicos en relacién al IMC y el desarrollo de
resistencia a insulina evidenciaron el posible papel de la acetilacién en la disfuncidn

de los adipocitos asociada a la obesidad y enfermedades metabdlicas asociadas.

2. Laacetilacién de FABP4 podria desempefar un papel clave en la adipogénesis y en el
control del metabolismo lipidico en condiciones de obesidad y resistencia a insulina,
apoyando la idea de esta adipoquina como una diana terapéutica prometedora en

estas condiciones patoldgicas.

3. La carbonilacién de proteinas en el tejido adiposo es depdsito-dependiente y puede
contribuir al desarrollo de los procesos celulares patogénicos relacionados con la

proteostasis que ocurren en los adipocitos en obesidad.

4. Lacarbonilacidn de la transferrina que ocurre en el tejido adiposo en obesidad podria
alterar su interaccién con su receptor y, con ello, contribuir a la alteracion del
metabolismo del hierro. Este proceso podria desencadenarse de manera previa a la

aparicion de diabetes tipo 2.

5. Las CQDs podrian representar herramientas moleculares valiosas tanto para estudios
basicos de internalizacidon de proteinas como para su uso en el tratamiento de la
disfuncién celular de los adipocitos en condiciones de obesidad y resistencia a

insulina.
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