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RESUMEN

Introduccion

El tejido adiposo representa uno de los érganos mas importantes en la regulacién
de lahomeostasis corporal. Asi, por una parte, el tejido adiposo responde de una manera
altamente eficaz a las demandas energéticas del organismo gracias a la extraordinaria
capacidad que tienen sus componentes celulares para adaptarse a cambios en el
ambiente (Ahmed, Sultana, & Greene, 2021). Ademds, constituye una fuente
fundamental de una gran variedad de sefales paracrinas y endocrinas, las adipoquinas,
que regulan desde la homeostasis energética hasta la reproduccién, la inmunidad o la
inflamacién (M. W. Lee, Lee, & Oh, 2019; Rodriguez, Ezquerro, Mendez-Gimenez,
Becerril, & Fruhbeck, 2015). El tejido adiposo es el principal tejido que se ve afectado en
condiciones de sobrenutricidn. En estas condiciones, la homeostasis metabdlica de todo
el organismo depende de la capacidad del tejido adiposo para remodelar su estructura
y acumular el exceso de calorias (Ahmed et al., 2021; Sun, Kusminski, & Scherer, 2011).
De hecho, la obesidad, que se caracteriza por la disfuncién del tejido adiposo y un estado
de inflamacidn crdénica de bajo grado, predispone al desarrollo de resistencia a insulina
(IR) que, a su vez, aumenta el riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 (T2D),
enfermedad cardiovascular, esteatosis hepatica, hipertension o ciertos tipos de cancer
(Bluher, 2019). En obesidad, el tejido adiposo sufre importantes cambios moleculares
gue afectan tanto a sus componentes celulares, incluyendo los adipocitos maduros y las
células que componen la fraccién de estroma vascular (SVF), como a la matriz
extracelular (ECM) (Mariman & Wang, 2010). De hecho, actualmente se acepta que el
desarrollo de fibrosis en el tejido adiposo se asocia a la disfuncién de dicho tejidoy a la
IR ligada a obesidad (Divoux & Clement, 2011; Pellegrinelli, Carobbio, & Vidal-Puig, 2016;
Rutkowski, Stern, & Scherer, 2015). Sin embargo, se dispone aun de poca informacion
tanto de los cambios precisos que ocurren en la ECM del tejido adiposo en obesidad
como del impacto que tienen estos cambios en la respuesta disfuncional de los
adipocitos y los mecanismos moleculares que subyacen en esta interrelacién y que

subyacen en el desarrollo de enfermedades metabdlicas asociados a obesidad.
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La ECM del tejido adiposo es fundamental para mantener la homeostasis del
tejido, asi como para la formacién y mantenimiento de la estructura del propio tejido
(Divoux & Clement, 2011). Como en otros tejidos, la ECM del tejido adiposo contiene
diversos tipos de coldgeno, glicoproteinas de adhesién (fibronectina, laminina, etc),
proteinas elasticas y proteoglicanos (PGs), (Humphrey, Dufresne, & Schwartz, 2014;
Mouw, Ou, & Weaver, 2014; Theocharis & Karamanos, 2019), si bien la presencia y
cantidad relativa de cada uno de estos componentes puede variar entre especies, tipo
de depdsito graso y fase de desarrollo (Mariman & Wang, 2010). Los componentes de la
ECM son producidos por los adipocitos y células de la SVF, como fibroblastos vy

macroéfagos (Mariman & Wang, 2010).

Durante el desarrollo de obesidad, el aumento de tamafio y numero de
adipocitos, junto con la infiltracidn de células inmunes y la neovascularizacidn del tejido
adiposo en expansion conllevan una profunda remodelacion de la ECM, incluyendo tanto
la degradaciéon como la produccidon de nuevos componentes de la matriz (Baker et al.,
2017; Divoux & Clement, 2011; Pellegrinelli et al., 2016; Rutkowski et al., 2015). Si el
aporte de nutrientes y el estado inflamatorio persisten, se produce la disfuncién del
tejido adiposo que se caracteriza, entre otros procesos patoldgicos, por el desarrollo de
fibrosis que limita la expansién del tejido (Pellegrinelli et al., 2016). Estudios pioneros de
transcriptémica de tejido adiposo subcutaneo (SC) de individuos delgados vs. individuos
con obesidad demostraron que la obesidad estaba asociada a un aumento significativo
de genes y rutas intracelulares relacionadas con constituyentes de la ECM, ademas de
demostrar la presencia de fibrosis en el tejido (Henegar et al., 2008). Posteriormente se
demostrd que, en comparacién con individuos delgados, en los individuos con obesidad
se producia un aumento tanto de la fibrosis total como de la pericelular en el tejido
adiposo SC vy el tejido adiposo omental (OM) (Khan et al.,, 2009; Vila et al., 2014).
Respecto a la composicién de la ECM en obesidad, diferentes estudios han mostrado
aumentos fundamentalmente en isoformas de colageno | (COL-1) (COL-lal) y coldgeno
VI (COL-VI) (COL-VIa3) en el tejido adiposo (SC y/o OM) de individuos con obesidad (con
o sin sindrome metabdlico) respecto a individuos delgados o en animales obesos [ob/ob,
o sometidos a dieta alta en grasa (HFD)] (Khan et al., 2009; Vila et al., 2014). No obstante,

aun hay controversia con relacién a los resultados obtenidos en los estudios que han
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explorado el impacto de estos cambios en los componentes de la ECM del tejido adiposo.
También se han encontrado datos contradictorios en cuanto a los cambios que ocurren
cuando la obesidad concurre con enfermedades metabdlicas. Asi, se ha descrito una
disminucion de coldgenos fibréticos, o la ausencia de cambios en ciertos tipos de
coldgeno, en pacientes con obesidad con y sin IR (Guglielmi et al., 2015). Esta
discrepancia entre la expresién de colagenos y la presencia de fibrosis ha llevado a
proponer que los cambios que ocurren en la ECM podrian afectar no solo a la cantidad
de coldgenos sino depender también de factores que aumentan la estabilidad y el
entrecruzamiento del colageno, evitando asi su degradacion (Guglielmi et al., 2015). En
este contexto, se ha demostrado que en el tejido adiposo de personas con obesidad e IR
existen niveles de expresién mas elevados de proteinas de la ECM reguladoras de la
formacidn de fibrillas (fibrilogénesis) o de la actividad de las MMPs y TGF-B (SPARC,
osteopontina) y proteasas (MMP7) que en individuos con obesidad pero sin IR (Divoux

& Clement, 2011; Lawler et al., 2016).

Notablemente, varios estudios han demostrado el aumento de la expresién del
PG, lumican (LUM), en el tejido adiposo humano y murino en obesidad (Henegar et al.,
2008; Vila et al., 2014) y, de hecho, la exposicién de preadipocitos de individuos delgados
a medio condicionado de macréfagos aumenta la expresion de LUM mientras que su
expresion disminuye en animales ob/ob KO para COL-VI (i.e., metabdlicamente
saludables) (Divoux & Clement, 2011; Khan et al., 2009). A pesar de estas observaciones,
aun no se ha determinado la funcion de LUM en el tejido adiposo, si bien se han descrito
numerosas e importantes funciones de este PG en otros tejidos. Asi, diversos estudios
han demostrado que las interacciones moleculares del LUM con las fibrillas de colageno
influyen de manera fundamental en la arquitectura tisular del colageno y las
caracteristicas biomecdnicas de los tejidos (Stamov, Muller, Wegrowski, Brezillon, &
Franz, 2013). En esta linea, nuestros estudios protedmicos previos de muestras pareadas
de tejido adiposo SC y OM de individuos delgados vs. individuos con obesidad con
distintos grados de sensibilidad a insulina nos han permitido observar cambios en la

expresion de LUM y COL-VI en relacidn con la obesidad y la IR (Guzman-Ruiz et al., 2020).
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En este contexto, el objetivo general de esta Tesis Doctoral se ha centrado en
analizar la respuesta de los adipocitos a cambios en los componentes de la matriz
extracelular, en particular de lumican y colageno VI, que pueden definir o comprometer
la funcidén de estas células y la capacidad de expansion del tejido adiposo en condiciones

de obesidad.

Materiales y métodos

Hemos empleado multiples estrategias dirigidas al analisis del impacto de los
cambios en la composicién de la ECM sobre la funcionalidad de los adipocitos, para lo
gue también hemos generado y caracterizado un modelo in vitro de fibrosis y obesidad

que emula las caracteristicas de la ECM de los pacientes con obesidad.

Para caracterizar la composicion de la matriz extracelular se utilizaron muestras
de tejido adiposo SC y OM procedentes de pacientes con obesidad obtenidas durante
cirugia bariatrica, que se acompafan de las evaluaciones clinicas, bioquimicas y

fisiolégicas de los mismos.

Para la preparacién del modelo in vitro de fibrosis, pusimos a punto un sistema
de cultivo 3D basado en hidrogeles de COL-I que fueron empleados para el cultivo y
diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1. A partir de estos geles, se prepararon geles
adicionales para testar el efecto de los componentes de la ECM en estudio, LUM y COL-
VI. Las concentraciones de colagenos (3,6 mg/mL para COL-l; 36 mg/mL para COL-VI) se
eligieron de acuerdo con estudios previos (lyengar et al., 2005; Llacua, Hoek, de Haan, &
de Vos, 2018), estableciéndose la concentracién mas alta que mantenia la viabilidad de
los adipocitos 3T3-L1. Por su parte, la concentracion de LUM se eligié sobre la base de
los resultados publicados en ensayos con otros modelos celulares (10-30 ng/ml)
(Karamanou, Franchi, Vynios, & Brezillon, 2020; Liu et al., 2013) y nuestros resultados de
secrecion obtenidos mediante ELISA. El analisis de la estructura de la matriz, ordenacion
y didmetro de las fibrillas y forma celular se llevé a cabo mediante microscopia

electrénica de barrido y utilizando el software ImageJ para la cuantificacién de imagenes.
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Para los estudios de diferenciacion celular, se analizaron los niveles de expresion
de marcadores de diferenciacién [C/EBPa, PPARy, SREBP-1, FABP4, adiponectina] por RT-
gPCR y/o inmunoblotting cuantitativo, y la acumulacién de lipidos, mediante la tincién
de gotas lipidicas (Nile Red). Ademas, se determind la 1) viabilidad celular (Alamar-blue),
2) respuesta a insulina: ratio pAkt/Akt (insulina 200 nM, 1 h) y efectores de la ruta de la
insulina, 4) Formacién, crecimiento y regulacién de gotas lipidicas (Seipin, Cidea, Cidec,
Plin-1), 5) lipogénesis (CD36, Acsl, Gpat-3, Agpat-3, Dgat-2), 6) lipogénesis de novo (Acly,
Acc, Fasn), 4) Estrés del reticulo endopldasmico (RE): BIP y 5) Estrés oxidativo: GSS

mediante western blot y/o RT-qPCR.

También se establecié el fosfoproteoma de las células en los cultivos 3D mediante
el uso de la técnica de etiquetado masivo en tandem (Tandem Mass Tag™,TMT) y
nanolLC-MS. Con los datos generados, se realizé un analisis de anotacion funcional
mediante el uso de diferentes softwares para identificar los procesos bioldgicos,
componentes celulares, funciones moleculares y vias de sefializacion. Estos estudios se
complementaron con el andlisis de varios mediadores identificados mediante la
fosfoprotedmica, incluyendo intermediarios celulares relacionados con fendmenos de

mecanotrasduccién (MST-1, YAP/TAZ, TEAD-1, Lamina A, B-Integrina).

Resultados y discusion

En obesidad, la ECM del tejido adiposo sufre cambios en la cantidad y el tipo de
componentes, lo que favorece el desarrollo de fibrosis, un proceso patogénico
estrechamente relacionado con la disfuncién de dicho tejido y el desarrollo de
comorbilidades. La ECM es una estructura altamente dinamica y esencial para mantener
la diferenciacién, funcién y supervivencia celular. Estd compuesta por multiples
moléculas, incluyendo varios tipos de colageno y PGs, que son secretados por las células
residentes en el tejido. Estudios protedmicos previos de nuestro laboratorio revelaron
niveles alterados tanto de varios subtipos de colagenos como COL-I y COL-VI, como del
PG LUM, en el tejido adiposo de individuos con obesidad y resistencia a insulina (Ob-IR)

respecto a individuos con obesidad normoglucémicos (Ob-NG) (Guzman-Ruiz et al.,
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2020), lo que sugeria su posible implicacion en el desarrollo de enfermedad metabdlica

en obesidad.

Concretamente, la transicién de un fenotipo obeso metabdlicamente sano (Ob-
NG) a desfavorable (Ob-IR) conlleva un aumento del contenido de LUM en tejido adiposo
SC, que se acompafia de un aumento de la fibrosis total del tejido, pero no de la
pericelular, ademads de un aumento concomitante en el tamafio medio de los adipocitos.
Adicionalmente, esta transicidn conlleva una disminucion del contenido de Bl-integrina
y del ratio pAkt/Akt en tejido adiposo SC. Por su parte, el tejido adiposo OM, que
presenta igualmente una mayor fibrosis total en Ob-IR vs. Ob-NG, muestra un patrén
opuesto en cuanto a su menor contenido en LUM, mayor fibrosis pericelular y limitacién
del crecimiento de los adipocitos, ademas de diferencias en su capacidad de
fibrilogénesis en ensayos in vitro. Estos datos sugieren un papel para LUM en el tejido
adiposo en obesidad e IR y apoyan la idea de que la presencia (o ausencia) de este PG
podria ser importante para determinar la organizacién del coldgeno de la ECM v,

potencialmente, en los procesos de mecanotransduccion.

Utilizando un sistema de cultivo 3D optimizado para adipocitos, demostramos
gue LUM tiene un efecto inhibidor dosis-dependiente de la adipogénesis, que se
manifiesta principalmente por una reduccidon del tamafio de las gotas lipidicas en las
células diferenciadas en hidrogeles de COL-I enriquecidos en este PG. En linea con estos
resultados, observamos una disminucién de la expresion de los reguladores
adipogénicos C/EBPa, SREBP-1, PPAR-y y marcadores adipogénicos (FABP4) en los
adipocitos expuestos a LUM, lo que estd también de acuerdo con su efecto inhibidor de
la ruta “PPARYy signalling” segun los resultados de fosfoprotedmica. Estos cambios se
acompafaron también por niveles aumentados de marcadores de estrés de reticulo
endoplasmico (BIP) y de estrés oxidativo (GSS). Del mismo modo, LUM modificé tanto el
grosor como el empaquetamiento de las fibrillas de COL-I en los hidrogeles 3D, lo que
hemos demostrado que produce la activacién de sefiales mecanotransductoras (YAP-1y
lamina-A) que mediarian la menor acumulaciéon de lipidos y la disminucién de la
secrecion de adiponectina observada en los adipocitos diferenciados en matrices 3D
conteniendo LUM. Estos resultados, junto con nuestras observaciones que demuestran

gue los adipocitos liberan LUM en respuesta a condiciones de
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hiperglucemia/hiperinsulinemia, apoyan el papel de este proteoglicano en la aparicion
de enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad. Por su parte, en presencia de
COL-VI, que también altera la organizacion de las fibrillas de COL-1 en los hidrogeles 3D,
los adipocitos muestran una mayor acumulacién de lipidos, lo que se acompafia de
aumentos en la expresién de factores adipogénicos asi como del transportador de
glucosa GLUT4 que, a diferencia de lo que sucede en condiciones control (COL-I solo), se
acumula en la superficie celular aun en ausencia de insulina. Estos cambios se
acompafian de un incremento de la captacién de glucosa, que, segln nuestros analisis
bioquimicos, se metabolizaria para favorecer la sintesis y almacenamiento de
triglicéridos (TAGs). Curiosamente, cuando las células se diferenciaron en geles 3D
conteniendo una combinacién de LUM y COL-VI, se obtuvo un fenotipo celular
intermedio. En cualquier caso, las células mostraron una respuesta deficiente a la
exposicién con insulina tanto cuando se diferenciaron en presencia de LUM o COL-VI
solos como en combinacidn, lo que pone de manifiesto que la resistencia a la insulina

puede ocurrir independientemente del contenido lipidico de los adipocitos.

En conjunto, nuestros resultados revelan distintas vias de respuesta a los cambios
en los componentes de la ECM asociados a la fibrosis del tejido adiposo en obesidad.
Estas vias podrian contribuir a la disfuncién de los adipocitos y al desarrollo de

enfermedades metabdlicas, lo que apoya su valor potencial como dianas terapéuticas.
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La obesidad, definida como un exceso de tejido adiposo, es una enfermedad
compleja en cuyo desarrollo intervienen factores genéticos, bioldgicos y
socioambientales, incluyendo los cambios en la dieta y la disminucién de la actividad
fisica (Ahmed et al., 2021). La obesidad representa un gran desafio para la salud porque
aumenta significativamente el riesgo de desarrollar enfermedades como la diabetes tipo
2 (T2D), esteatosis hepatica, hipertension, enfermedades cardiovasculares, demencia,
osteoartritis, apnea del suefio y varios tipos de cdncer, contribuyendo asi a una
disminucion tanto de la calidad de vida como de la esperanza de vida (Bluher, 2019). La
obesidad también se asocia con el desempleo, las desventajas sociales y la reduccion de
la productividad socioecondmica, lo que supone un grave problema de salud vy
econémico a nivel mundial (Bluher, 2019). Un estudio reciente ha demostrado un
aumento global en el indice de masa corporal (IMC) y un incremento en la prevalencia
del 7,6% en hombres y 8,5% en mujeres en los ultimos 25 afos (Collaboration, 2016;
Malik, Willet, & Hu, 2020). Segun esta tendencia, se ha estimado que la prevalencia
mundial de la obesidad llegara a alcanzar el 18% en hombres y superard el 21% en

mujeres en el afo 2025 (Collaboration, 2016; Malik et al., 2020).

A pesar de los avances en el campo, que permiten prever un auge de los
tratamientos farmacoldgicos en el futuro proximo (Muller, Bluher, Tschop, & DiMarchi,
2022), la cirugia bariatrica sigue siendo la intervencion mas eficaz para la pérdida de
peso, aunque no estd exenta de complicaciones (Chang et al., 2014). Hasta ahora, las
estrategias se han basado fundamentalmente en intervenciones de estilo de vida y
comportamiento destinadas a reducir la ingesta caldrica y aumentar el gasto energético
si bien, en general, tienen una efectividad limitada debido a las complejas adaptaciones
hormonales, metabdlicas y neuroquimicas que ocurren en la personas con obesidad que
dificultan la pérdida de peso y promueven la recuperacion de éste (Bluher, 2019) y, en
consecuencia, no han tenido éxito a largo plazo, tanto a nivel individual como
poblacional. Existe por tanto un gran interés en descifrar los mecanismos moleculares y
celulares que controlan la homeostasis del tejido adiposo en estado normal y patolégico

con el fin de disefiar terapias mas eficaces.
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1.1.1. Caracteristicas Generales y Funciones del Tejido Adiposo

Actualmente se sabe que el tejido adiposo es uno de los dérganos mas
importantes en la regulacion de la homeostasis corporal. Por una parte, es el primer
reservorio de energia del organismo, la cual se almacena en forma de lipidos neutros en
el interior de las células que definen dicho tejido, los adipocitos. Ademas, este tejido
constituye una fuente fundamental de una gran variedad de sefiales paracrinas y
endocrinas, las adipoquinas, que regulan desde el metabolismo sistémico y la
homeostasis energética hasta la reproduccidn, la inmunidad o la inflamacién (M. W. Lee
et al., 2019; Rodriguez et al., 2015). El tejido adiposo estd compuesto principalmente por
los adipocitos maduros y las células que componen la fraccién de estroma vascular (SVF),
que incluye los preadipocitos y células madre mesenquimales, células vasculares y
células sanguineas como monocitos, linfocitos, neutréfilos y otras células que participan
en la respuesta inmune innata y adaptativa. Estos tipos celulares se encuentran inmersos
en la red de proteinas que conforma la matriz extracelular (ECM) (Rodriguez et al., 2015;

Sun et al., 2011; Sun, Tordjman, Clement, & Scherer, 2013) (Fig. 1).
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Figura 1. Componentes celulares y extracelulares del tejido adiposo. El tejido adiposo estd compuesto
por adipocitos maduros y la fraccion vascular estromal (SVF). Esta fraccion incluye fibroblastos, células
sanguineas, células nerviosas y vasculares, asi como células madre mesenquimales y preadipocitos. Estas
ultimas células son responsables de la renovacion de los adipocitos a través del proceso de adipogénesis.
(Lago M E L., 2017).
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El tejido adiposo es también complejo en cuanto a los tipos que lo conforman y
a su distribucion. El tejido adiposo blanco, en el que se centra esta Tesis Doctoral, se
concentra principalmente en dos depdsitos: el depdsito subcutaneo (SC), que se localiza
bajo la piel; y el depdsito visceral u omental (OM), que se localiza alrededor de las
visceras (Y. Chen, Pan, & Pfeifer, 2017). Dichos depdsitos, ademas de por su localizacién,
se diferencian por su regulacion, caracteristicas celulares y moleculares y respuesta en
condiciones de obesidad. Asi, el depdsito OM presenta una mayor sensibilidad a
catecolaminas y glucocorticoides y, por tanto, mayor actividad lipolitica comparado con
el depdsito SC, mientras que este ultimo se caracteriza por una mayor sensibilidad a
insulina (Sebo & Rodeheffer, 2019). A nivel celular, nuestro grupo de investigacién y otros
autores han demostrado un comportamiento diferencial de los distintos tipos celulares
presentes en ambos depdsitos grasos. Asi, se ha demostrado que los preadipocitos SC
presentan una mayor capacidad de diferenciacidon y menor tasa de apoptosis que los del
depdsito OM (Sanchez-Ceinos et al., 2021; Tchkonia et al., 2005). Adicionalmente, el
tejido adiposo OM produce mas citoquinas proinflamatorias (Interleuquina-6 (IL-6),
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) y quimioquinas que el SC (Dodson et al., 2014),
el cual produce niveles mas elevados de adipoquinas protectoras desde el punto de vista
metabdlico, como la adiponectina (Konigorski et al., 2019). Por tanto, es fundamental
seguir investigando para tratar de comprender con la mayor exactitud las diferencias
celulares y moleculares existentes entre los dos depdsitos y su contribucién diferencial

al desarrollo de las enfermedades asociadas a la obesidad.

1.1.2. Expansion del tejido adiposo

Una de las caracteristicas clave para el correcto funcionamiento del tejido
adiposo es su capacidad de expansion, que es fundamental para el crecimiento del tejido
en condiciones fisioldgicas, asi como para poder hacer frente al exceso de grasa en
condiciones de sobrealimentacion. El proceso de expansidon del tejido adiposo puede
ocurrir por hiperplasia y/o hipertrofia de los adipocitos, tanto en edades tempranas
como en adultos (Arner, 2018). En particular, la diferenciacion de los preadipocitos para

generar nuevos adipocitos maduros, i.e., adipogénesis, se considera fundamental para
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permitir una expansién saludable del tejido, de manera que se ha propuesto que la
alteracién de este proceso en obesidad contribuye de manera fundamental a la

fisiopatologia de la obesidad (Ghaben & Scherer, 2019).

Estd bien establecido que la diferenciacién de los preadipocitos en las primeras
etapas de la adipogénesis se regula por estimulos hormonales que inciden en la
expresion de los miembros de la familia CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs),
C/EBPB y 6, que, a su vez, son los responsables de la activacién de los factores de
transcripcion PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) y C/EBPa
(Ghaben & Scherer, 2019), lo que contribuye a la activaciéon de una serie de efectores
intracelulares que finalmente determinaran el fenotipo adipocitario (Belligoli et al.,
2019). Ademas de estos factores, se ha establecido la influencia de hormonas,
citoquinas, factores de crecimiento y nutrientes en el proceso de adipogénesis, algunos
de los cuales también regulan la expresion de factores de transcripcion relevantes en
este proceso, como SREBP-1 (sterol Regulatory Element Binding Factor 1) (Ayala-
Sumuano et al.,, 2011; Ghaben & Scherer, 2019) (Fig. 2). Estos factores, en conjunto,
determinan la expresion de las proteinas que definen el fenotipo de los adipocitos
maduros, como FABP4 (fatty acid binding protein), adiponectina o perilipina (Ghaben &
Scherer, 2019), ademas de inducir la acumulacion de gotas lipidicas (LDs) cuyo nimero
y tamafio aumentan progresivamente hasta transformar a los preadipocitos en
adipocitos maduros conteniendo una Unica LD de gran tamafio.

Adipogenesis
Adipocyte differentiation

< »
< »

Multipotent Committed Mature
mesenchymal preadipocyte Differentiating adipocyte
precursor (ZFP423, preadipocyte e
(0SMA PDGFRo//PDGFRP) PDGFRo/PDGFRP, aSMA) S /4 \\
<> - ) ——— | |
< > = \\ J
Early adipocyte commitment/ (Early differentiation ) ("Mature adipocyte |
adipocyte determination markers markers
* PPARY * Adiponectin,
* C/EBPo.or C/EBPB leptin
* AP2(FABP4) * ATGL, LPL
(® GLUT4 _® Perilipin

Figura 2. Proceso de diferenciacion adipocitaria (adipogénesis). Los precursores mesenquimales
pluripotentes dan origen a los preadipocitos, los cuales acumulan lipidos y se diferencian a adipocitos
maduros. Este proceso estd controlado por un conjunto de factores de transcripcion que interactuan entre
si, como C/EBPs y PPARy, los cuales coordinan la expresion de una variedad de proteinas, incluyendo
marcadores adipogénicos como FABP4 y GLUT4, y adipoquinas como la adiponectina. (Ghaben & Scherer,
2019).
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1.1.3. Regulacion del metabolismo lipidico en los adipocitos

El almacenamiento y la utilizacidn de la reserva energética contenida en las LDs
de los adipocitos estdn sometidos a un complejo sistema de regulacién multifactorial.
De esta manera, la ingesta estimula el almacenamiento de acidos grasos (lipogénesis) en
los adipocitos, mientras que el ayuno induce la liberacion de los mismos (lipdlisis)
(Festuccia, Blanchard, & Deshaies, 2011), con la insulina y las catecolaminas como
reguladores endocrinos principales de estos procesos (Czech, 2017; Luo & Liu, 2016;
Moseti, Regassa, & Kim, 2016; Mullins et al., 2014). Concretamente, la lipdlisis consiste
en la hidrdlisis de los triglicéridos (TAG), diglicéridos (DAG) y monoglicéridos (MAG) en
acidos grasos libres (FFA). Este proceso requiere tres pasos consecutivos que involucran
a tres enzimas diferentes: la adipo-triglicérido-lipasa (ATGL) que cataliza el paso inicial
de la lipdlisis, convirtiendo los TAG en DAG; la lipasa sensible a hormonas (HSL), que es
principalmente responsable de la hidrdlisis de los DAG en MAG; y la lipasa de MAG (MGL)

gue hidroliza los MAG (Lass, Zimmermann, Oberer, & Zechner, 2011).

Por su parte, lainsulina es la hormona anabdlica mas importante, responsable de
promover la sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas e inhibir su
degradacion (Dimitriadis, Mitrou, Lambadiari, Maratou, & Raptis, 2011). Su funcién
principal en la mayoria de los tejidos periféricos es incrementar la captacién de glucosa,
disminuyendo de esta manera la concentracién de glucosa en sangre (Dimitriadis et al.,
2011). En adipocitos, la insulina estimula tanto la captacidn de acidos grasos como de
glucosa, la cual es utilizada para la sintesis del glicerol necesario para la esterificacién y
almacenamiento de los acidos grasos en forma de TAGs (Ducharme & Bickel, 2008;
Krahmer, Farese, & Walther, 2013). Ademsds, la insulina ejerce un potente efecto
inhibidor de la lipdlisis, por lo que no sélo favorece el almacenamiento de lipidos, sino

que también disminuye los niveles circulantes de acidos grasos (Moseti et al., 2016).

La seializacién de la insulina comienza cuando esta hormona se une a la
subunidad a del receptor de insulina, lo que provoca un cambio conformacional en la
subunidad B y su consecuente activacién catalitica (Hubbard, 2013). Como resultado,
varios residuos de tirosina (Tyr) en la region citosélica de la subunidad B se autofosforilan

y son reconocidos por proteinas adaptadoras, incluyendo a los sustratos del receptor de
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insulina (IRS), de los cuales el IRS-1 y el IRS-2 constituyen los principales sustratos e
intermediarios mas comunes en la etapa inicial de propagacién de la sefial de insulina
(Hubbard, 2013). La mayoria de las acciones de la insulina se llevan a cabo mediante la
activacion de dos vias principales de sefializacion: la via de la fosfatidilinositol-3-quinasa
(P13K)/Akt, responsable de la mayoria de sus acciones metabdlicas (Fig. 3), y la via de las
quinasas activadas por mitégeno/Ras (Ras/MAPK), que regula procesos de expresion
génica y los efectos mitogénicos asociados a la insulina (Ahmad, Serpell, Fong, & Wong,
2020). Concretamente, la activacion de Akt por la insulina conduce a la fosforilacion de
multiples sustratos (Hresko & Mueckler, 2005), incluyendo la proteina activadora de Rab
GTPasas AS160 (Sano et al., 2007), que es esencial para la translocacién del
transportador de glucosa, GLUT4, a la membrana plasmatica y la captacidén subsecuente
de glucosa por los adipocitos (Moseti et al., 2016; Stockli, Fazakerley, & James, 2011).
Ademads de su papel en la regulacidon de la captacidon de glucosa, Akt también esta
implicada en otros procesos metabdlicos, como la sintesis de proteinas y la inhibicion de

la lipdlisis en el tejido adiposo (Manning & Cantley, 2007).
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Figura 3. Regulacion de las acciones de la insulina a nivel celular por la via Akt. El esquema representa
los mecanismos activados en respuesta a la unién de la insulina a su receptor y que estan mediados por la
via de la Akt. Este proceso incluye la fosforilacion de residuos de tirosina clave del receptor que afectan a
su actividad, regulando la formacion de complejos sefializadores down-stream, asi como a su numero y
localizacion en la célula. Ademds, se representan otros puntos de regulacion en la via de sefializacion de la
insulina, como la fosforilacion de proteinas IRS que sirven como sitios de acoplamiento para PI3K, lo que
conduce a la formacion de PIP3 y a la activacion de Akt dependiente de PDK, que afecta especificamente
la sefializacion de PI3K/AKT y a la traslocacién de GLUT-4. Imagen tomada de Batista et al. 2021. (Batista,
Haider, & Kahn, 2021).
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Por otra parte, como se ha mencionado, los efectos promotores de la insulina
sobre el crecimiento son mediados a través de la activacion de la via Ras/MAPK
(Taniguchi, Emanuelli, & Kahn, 2006). Asi, la estimulacion de los receptores tirosina
quinasa, también provoca la activacion de las MAPKs en un proceso que encadena una
cascada de proteinas quinasas definidas secuencialmente como MAPKKK (representada
por c-Raf-1), y MAPKK como MEK1 y MEK2. Las MEKs, finalmente fosforilan las MAPK
p44 y p42, también conocidas como ERK1 (Extracellular Signal-regulated Kinase 1) y
ERK2 respectivamente, aumentando asi su actividad enzimatica (Wen et al., 2022). En
esta via, la fosforilacién de ERK1/2 inducida por insulina cataliza la fosforilacion de
factores de transcripcidn que regulan la expresidén génica y promueven el crecimiento, la

proliferacion y la diferenciacion celular (Boulton et al., 1991; Taniguchi et al., 2006).

Mitogen
Growth Factors

GPCR

MAPKKK

MAPKK

MAPK

Nucleus

Figura 4. Mecanismo de activacion de ERK y proliferacion celular. La activacion de los receptores tirosina
quinasas (RTKs) o los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) por factores de crecimiento o mitégenos
conduce al reclutamiento de la proteina adaptadora Grb2 (proteina ligada al receptor de factores de
crecimiento) y el factor de intercambio de nucledtidos de guanina (SOS). SOS activa a Ras para reclutar y
activar a Raf en la membrana plasmdtica mediante fosforilaciones en multiples sitios. A continuacion,
MEK1/2 es fosforilado en dos residuos de Ser, y posteriormente fosforila a ERK1/2 en Thry Tyr. ERK1/2
activada fosforila a RSK, y tanto RSK como ERK se traslocan al nticleo donde activan multiples factores de
transcripcion, lo que finalmente resulta en la sintesis de proteinas efectoras que provocan cambios en la
proliferacion celular y la supervivencia. La fosforilacion de ERK por MEK y posiblemente por Raf, puede
inactivar la via en esos pasos en particular, creando un bucle de retroalimentacion negativa. (Mebratu &
Tesfaigzi, 2009).
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La activacion de la cascada de sealizacidn de la insulina también pone en marcha
mecanismos que estimulan la entrada en los adipocitos de FFA, resultantes de la
hidrolisis de quilomicrones circulantes por la lipoproteina lipasa anclada en las células
endoteliales de los vasos que irrigan el tejido adiposo, y su conversién a TAGs, la principal
forma de almacén de lipidos en los adipocitos (Kajimura, 2017; Luo & Liu, 2016).
Concretamente, los adipocitos incorporan los FFA gracias a proteinas de la membrana
plasmatica como los transportadores de FFA (FATP1 y FATP4), translocasas de FFA
(FAT/CD36) y proteinas de union a FFA de la membrana plasmatica (FABPpm) y citosélicas
(FABP4, FABP5) (Fruhbeck, Mendez-Gimenez, Fernandez-Formoso, Fernandez, &
Rodriguez, 2014; Lafontan, 2008). Una vez en el interior celular, los FFA son activados en
el citosol por acil-CoA sintetasas (ACSL) y, mediante la accidn de enzimas del reticulo
endoplasmatico (RE) (GPAT (glicerol-3-fosfato acil-transferasa), AGPAT (acil-glicerol-
fosfato acil-transferas), la fosfatido fosfatasa, lipin, y DGATs (diacilglicerol acil-
transferasas)), son esterificados e incorporados en forma de TAGs para su
almacenamiento en las LDs (Wilfling et al., 2013). Otra proteina fundamental en la
biogénesis de las LDs es seipin (BSCL2), que se localiza en las membranas del RE de las
que emergen las LDs recién formadas (Walther, Kim, Arlt, Voth, & Farese, 2023). Después
del ensamblaje de los TAGs y la formacidn inicial de las LDs, éstas se separan del RE en
el lado citoplasmdatico (Nguyen & Olzmann, 2019) pero mantienen algunas proteinas
transmembrana que permiten el almacenamiento de lipidos (Choudhary, Ojha, Golden,
& Prinz, 2015). De hecho, en las LDs, los TAGs y otros lipidos neutros forman un nucleo
hidrofébico que esta rodeado por una monocapa de fosfolipidos a la que se asocian
multiples proteinas (Gross & Silver, 2014; Kory, Farese, & Walther, 2016; Walther &
Farese, 2012). Entre estas proteinas se encuentran enzimas relacionadas con la sintesis
de lipidos (ACSL1, CCTa), lipasas (HSL, ATGL) o las perilipinas, que regulan el
almacenamiento e hidrdlisis de los TAGs (Kory et al., 2016; Walther & Farese, 2012) (Fig.
5). Las LDs también contienen proteinas de la familia Cide, como Cidea, Cideb y
Fsp27/Cidec, que median la fusion y crecimiento de las LDs en los adipocitos y se localiza
en los sitios de contacto entre LDs) (Gross & Silver, 2014; Lowe, O'Rahilly, & Rochford,
2011; Puri et al., 2008).
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Figura 5. Resumen de la regulacién del metabolismo de lipidos en adipocitos. Vias generales anabdlicas
y catabdlicas para los dcidos grasos intracelulares. Acetil-CoA carboxilasa (ACC), Acetil-CoA sintasa (ACS),
Glicerol-3-fosfato 1-aciltransferasa (AGPAT), ligasa de triglicéridos del tejido adiposo (ATGL), Cluster de
diferenciacion 36 (CD36), carnitina palmitoil transferasa 1/2 (CPT1/2), diacilglicerol (DA), Diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT), dcidos grasos (FA), proteina de unién a dcidos grasos (FABP), oxidacion de dcidos
grasos (FAO), sintasa de dcidos grasos (FASN), proteina de transporte de dcidos grasos (FATP), Glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (GPAT), lipasa sensible a hormonas (HSL), dcido lisofosfatidico (LPA),
monoacilglicerol (MG), lipasa de monoacilglicerol (MGL), dcido fosfatidico (PA), fosfatasa de dcido
fosfatidico (PAP), perilipina (PLIN), triacilglicerol (TG), ciclo del dcido tricarboxilico (TCA). (Ward, Anderson,
& Sartorius, 2021).

1.1.4. Disfuncidn del tejido adiposo en obesidad

El tejido adiposo es el principal tejido que se ve afectado en condiciones de
sobrenutricion (Ahmed et al.,, 2021; Sun et al, 2011). En estas condiciones, la
homeostasis metabdlica de todo el organismo depende de la capacidad del tejido
adiposo para remodelar su estructura y acumular el exceso de calorias (Ahmed et al.,
2021). Una expansion patoldgica del tejido adiposo se caracteriza por la hipertrofia y
disfuncion de los adipocitos, asi como por la generacion de inflamacion local, lo que se
traduce finalmente en el establecimiento de un estado de inflamacion sistémica crénica
de bajo grado (Kawai, Autieri, & Scalia, 2021) y predispone al desarrollo de resistencia a
insulina (IR) (Fig. 6) que, a su vez, aumenta el riesgo para el desarrollo de T2D,
enfermedad cardiovascular, esteatosis hepatica, hipertensién o ciertos tipos de cancer

(Bluher, 2019; Rodriguez et al., 2015).
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Figura 6. Expansion patoldgica del tejido adiposo consistente en el aumento del tamafio de los adipocitos
con angiogénesis limitada, acumulacion de macréfagos y fibrosis, dando lugar a un fenotipo inflamatorio
que se asocia a insulinorresistencia (IR). (Sun et al., 2011).

En obesidad, el tejido adiposo sufre importantes cambios moleculares que
afectan tanto a sus componentes celulares como a la ECM (Crewe, An, & Scherer, 2017)
(Rodriguez et al., 2015; Sun et al, 2011; Sun et al., 2013). Existen pruebas
experimentales sélidas que asocian la IR ligada a obesidad con la fibrosis, hipoxia y con
una mayor infiltracién de macréfagos y otras células inmunes, como linfocitos B y
linfocitos T en el mismo (Zmora, Bashiardes, Levy, & Elinav, 2017). Se ha propuesto que
la hipertrofia de los adipocitos produce estrés mecanico asi como estrés del reticulo
endoplasmico (RE), disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo y alteraciones de la
autofagia, entre otros procesos, que contribuyen a la activacion de rutas pro-
inflamatorias en los adipocitos [c-Jun NH2-terminal kinase y nuclear factor kB (NF-kB)]
(Diaz-Ruiz et al., 2015; Malagon et al., 2013; Rodriguez et al., 2015; Zmora et al., 2017).
Esto provoca la liberacién por parte de los adipocitos de citoquinas pro-inflamatorias
(TNF-q, IL-6, PAI-1), quimioquinas (MCP-1, CCLs) y moléculas de adhesion (VCAM, ICAM)
que favorecen la infiltracién del tejido por macréfagos y el establecimiento de un
ambiente pro-inflamatorio. De hecho, aunque los adipocitos maduros pueden liberar
TNFa, los macrofagos son los principales responsables de su produccién en el tejido
adiposo, ocasionando un estado inflamatorio crénico de bajo grado que se encuentra
asociado a obesidad (Boutens & Stienstra, 2016; Sun et al., 2013). Ademas, distintos
estudios han demostrado que TNFa puede inhibir la sefializacion por insulina (Leguisamo

et al., 2012) motivo por el cual contribuye al desarrollo de la IR asociada a obesidad.
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A nivel de depdsitos grasos, estudios comparativos de adipocitos maduros
aislados de tejido adiposo SC y OM de individuos con obesidad con diferentes grados de
sensibilidad a insulina [normoglucémicos (NG) vs. IR] han demostrado que la IR en
obesidad se asocia a una activacion ineficaz tanto de las defensas antioxidantes como de
la maquinaria celular (del RE y citosdlica) responsable del plegamiento de proteinas y al
desequilibrio concomitante de la proteostasis (i.e., eliminacién deficiente de proteinas
oxidadas y/o mal plegadas debido a la disfuncidn del proteasoma) en los adipocitos de

los dos depdsitos (Diaz-Ruiz et al., 2015).

Aungue aun no se conocen con exactitud todos los procesos celulares alterados
en el tejido adiposo en obesidad o en qué medida éstos contribuyen (como factores
causales o como efectores) al desarrollo de enfermedad metabdlica, se acepta que, una
vez establecida la disfuncién en el tejido adiposo, los adipocitos dejan de cumplir su
funciéon como almacenadores de lipidos, que se acumulan entonces en localizaciones
ectopicas (Fruhbeck et al., 2014; Rodriguez et al., 2015; Rutkowski et al., 2015). Se ha
propuesto que la acumulacion de lipidos y el subsiguiente proceso de lipotoxicidad en
tejidos como musculo, higado o pancreas, junto con la alteraciéon en el patréon de
adipoquinas secretado por el tejido adiposo (de antiinflamatorio a proinflamatorio), son
responsables del desarrollo de la IR asociada a obesidad. En consecuencia, uno de los
procesos clave a controlar en obesidad es la capacidad del tejido adiposo para almacenar
lipidos lo que, a su vez, va a depender de su capacidad para aumentar de tamafio (i.e.,
expandirse) en relacidn con su entorno extracelular. Dada la composicion de los tejidos
en general, y del tejido adiposo en particular, la expansidn celular va a depender de las
caracteristicas especificas, tanto en cuanto a su composicion como a su organizacion, de

la ECM que alberga a las células del tejido.
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1.2. Matriz extracelular

1.2.1. Composicion y funciones

La ECM es una compleja red tridimensional (3D) de proteinas entrecruzadas que
constituye el microambiente que fisicamente sostiene a las células y mantiene la
estructura del tejido (Hynes & Naba, 2012; Theocharis, Manou, & Karamanos, 2019).
Ademas, la ECM contribuye de manera fundamental a la regulacion de la cantidad y la
disponibilidad de factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y enzimas (Hynes &
Naba, 2012). De esta manera, al modular las sefiales para la supervivencia celular,
proliferacion, diferenciacidon y movilidad, la ECM controla la actividad y el fenotipo de las
células (Karamanos, Theocharis, Neill, & lozzo, 2019; Shao, Taha, Clauser, Gao, & Naba,
2020). En resumen, la ECM proporciona sefiales mecdnicas y bioquimicas que actdan
sobre las células a través de efectores de la matriz, asi como mediante la union directa a
componentes de la ECM a receptores de la superficie celular como las integrinas (Hynes
& Naba, 2012; Theocharis et al., 2019), contribuyendo a la regulacion de la homeostasis
celular y tisular en virtud de la interaccidn dinamica existente entre ésta y las células

(Divoux & Clement, 2011; Mouw et al., 2014).

La ECM estd constituida por varios tipos de colagenos, glicoproteinas de adhesién
(fibronectina, laminina, etc), proteinas elasticas y proteoglicanos (PGs), que son
producidos primariamente por los fibroblastos residentes en los tejidos (Humphrey et
al., 2014; Mouw et al., 2014; Theocharis & Karamanos, 2019; Theocharis, Skandalis,
Gialeli, & Karamanos, 2016). No obstante, se ha demostrado que otros tipos celulares,
como los macréfagos presentes en el tejido, son capaces de modular la formacién y
arquitectura de la ECM. El principal efecto de los macrofagos sobre la ECM es la secrecidon
de metaloproteinasas y la eliminacion de restos como parte del proceso de
remodelacién del tejido. En humanos, la expresion de la metaloelastasa de macrofagos
MMP12 esta relacionada con la aparicion de resistencia a insulina en el tejido adiposo,
de manera paralela a la expresion de TNFa y el aumento de macréfagos M2 (J. T. Lee et
al., 2014). Los macréfagos también contribuyen de manera directa a la homeostasis de
la ECM mediante la secrecién de componentes de la matriz como ciertos colagenos, en

particular coldgeno VI (COL-VI) (Schnoor et al., 2008). En este sentido, ratones ob/ob
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knock out para COL-VI parecen tener una menor infiltracion de macréfagos en el tejido
adiposo en respuesta a dieta alta en grasa (HFD), aun cuando se produce hipertrofia de
los adipocitos (Khan et al., 2009). Por otro lado, los macréfagos, mediante la liberacién
de moléculas sefalizadoras como TGF-, PDGF, VGEF e IGF-1, pueden regular de manera
indirecta la respuesta de otras células, como los fibroblastos y preadipocitos, para que
proliferen y liberen componentes de la ECM (Braga, Agudelo, & Camara, 2015). En este
sentido, se ha observado que el medio condicionado de macrdéfagos del tejido adiposo
estimula la expresion de a-SMA (smooth muscle actin) en fibroblastos para inducir su
diferenciacidon a miofibroblastos productores de colageno (Martinez-Santibanez, Cho, &
Lumeng, 2014). Finalmente, es importante destacar que los tipos celulares
especializados de los tejidos también pueden producir componentes de la ECM bajo
ciertas circunstancias. Por ejemplo, los preadipocitos pueden producir ECM para facilitar

la expansion del tejido (Xiong et al., 2022).

Ademads de las moléculas citadas anteriormente, que constituyen el nucleo
principal de la ECM, existen una gran cantidad de enzimas que modifican la ECM, como
los factores de crecimiento que se unen a la ECM y otras proteinas asociadas a la matriz
gue interactian con ella (Hynes & Naba, 2012; Naba et al., 2016). El conjunto de
componentes de la ECM y proteinas asociadas se conoce como "matrisoma" (Naba et
al., 2012). Hace ya una década, se lanzo el "proyecto matrisoma", que tiene como
objetivo caracterizar y predecir los genes que codifican el matrisoma mediante analisis
bioinformaticos de la ECM de distintos tejidos y tumores (Naba et al., 2012; X. Shao et
al., 2020). La base de datos del matrisoma (MatrisomeDB) recopila informacién acerca
de todos los componentes del matrisoma humano y de ratén identificados a partir de
herramientas tanto in silico como experimentales, y donde se incluyen una gran cantidad
de datos protedmicos de la ECM (Naba et al., 2016; X. Shao et al., 2020). Asi, se ha
establecido que cualquier tejido contiene mas de 150 proteinas de la matriz y sus
proteinas asociadas y, ademas, que la composicion y estructura de la ECM son
especificas de tejido y altamente dinamicas en caso de lesiones y/o enfermedades (X.
Shao et al., 2020; Theocharis et al., 2019). Los colagenos son componentes principales
de la ECM. Hasta la fecha, se han identificado 42 genes diferentes de colageno que

codifican para 28 tipos diferentes de coldgeno (Karsdal et al.,, 2020). Existen varias
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familias de coldgenos que incluyen los colagenos fibrilares y no fibrilares. Los principales
coldgenos fibrilares son colageno | (COL-I), II, Ill, y V y son los mas abundantes en los
tejidos, proporcionando rigidez y fuerza a éstos (Humphrey et al., 2014). Por su parte,
los colagenos no fibrilares incluyen el coldgeno IV, que se ensambla formando una red
de tetrameros y hexameros para constituir, junto con la laminina, las membranas
basales. Se ha demostrado que este coldgeno se asocia a la membrana basal en muchos
tejidos, donde actia como una malla de anclaje (Bonnans, Chou, & Werb, 2014). Por su
parte, el COL-VI se organiza en tetrameros que se agregan formando filamentos para
constituir una red independiente de microfibrillas que interaccionan con otros

componentes de la ECM como COL-l y fibronectina (Karsdal et al., 2020).

Por su parte, los PGs constituyen la base de la estructura tridimensional de la
matriz que rodea a las células (Bonnans et al.,, 2014; Mouw et al., 2014). Los PGs
proporcionan hidratacion a la ECM, permiten la unidon de citoquinas y factores de
crecimiento y confieren integridad proporcionando el entrelazado de las proteinas
presentes en la matriz (Bonnans et al., 2014; Mouw et al., 2014). Entre los PGs se incluye
la familia de PGs de bajo peso molecular ricos en leucina (small leucine-rich
proteoglycans; SLRPs), que se unen a otros componentes de la ECM, como coldgenos,
glicoproteinas y componentes de la membrana celular, y confieren el marco estructural
a los tejidos (Karsdal et al.,, 2020; Mouw et al.,, 2014). Los SLRPs intervienen en la
formacion de las fibrillas de colageno y contribuyen a definir las interacciones célula-
matriz y las funciones celulares, participando en la reparacién tisular, el crecimiento
tumoral y la proliferacién, migracién y adhesion de las células, modulando ademas la
actividad de factores de crecimiento y citoquinas (Karsdal et al., 2020; Mouw et al.,
2014). Adicionalmente, en la homeostasis de la ECM intervienen distintos tipos de
enzimas, como las metaloproteasas de matriz (MMPs), que participan en su remodelado,
asi como en la liberacién de moléculas con actividad bioldgica, incluyendo factores de

crecimiento (Bonnans et al., 2014).
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1.2.2. Interacciones célula-ECM

En cuanto a la influencia de la ECM sobre la funcién celular, los puntos de
contacto de las células con la matriz y los contactos célula-célula contienen complejos
proteicos, formados por receptores y proteinas sensoras, capaces de detectar
fluctuaciones en las fuerzas de tensién en el tejido como rigidez o extension (Humphrey
et al., 2014; Iskratsch, Wolfenson, & Sheetz, 2014; Kai, Laklai, & Weaver, 2016; Sun et al.,
2013) (Fig. 7). Dichos cambios se traducen en modificaciones de la composicion y la
dinamica de dichos complejos que, a su vez, median la transformacién de las sefiales
fisicas en sefiales bioquimicas, constituyendo asi las bases de la mecanotransduccion
(Humphrey et al., 2014; Iskratsch et al., 2014; Ringer, Colo, Fassler, & Grashoff, 2017).
Los receptores bdsicos en los contactos focales, las integrinas, interaccionan
directamente con los componentes de la matriz, incluyendo el coldgeno |
(fundamentalmente via integrina alPf1l), y median la mecano-sefializacién desde el
exterior al interior (outside-in) y viceversa (inside-out) (Iskratsch et al.,, 2014). En
respuesta a tensiones en la ECM, las integrinas interaccionan con moléculas
sefalizadoras (FAK, Src) y conectan, via proteinas de unién (talina, vinculina, alfa-
actinina, ILK, etc) con elementos del citoesqueleto de actina, desencadenando el
proceso de mecanoregulacién conducente al depésito, reorganizacion o eliminacién de
la ECM vy a la regulacién de la proliferacidn, migracién, diferenciacion o muerte celular
(Humphrey et al., 2014; Sun, Li, & Scherer, 2023). Las rutas de senalizacion activadas por
integrinas incluyen las mediadas por las quinasas asociadas a proteinas Rho (ROCK) y
MAP quinasas (MAPKs), y los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ (Yes-associated
protein), que se translocan desde el citoplasma al nucleo, donde interaccionan
principalmente con el factor de transcripcion TEAD1 (TEA domain transcription factor 1)
(Rausch & Hansen, 2020), y de esta manera, traducen los cambios de rigidez de la ECM
y del citoesqueleto en respuestas transcripcionales (Humphrey et al., 2014; Iskratsch et
al., 2014; Kai et al., 2016; Sun et al., 2023). La localizacién celular de YAP/TAZ esta
regulada principalmente por la ruta Hippo, que mediante la acciéon de una cascada de
serina/treonina quinasas, incluyendo MST1/2 (sterile 20-like kinase 1), conduce a la
fosforilacion de LATS1/2 (Large tumor suppressor kinase 1/2) que, a su vez, se activa y

fosforila a los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ (Rausch & Hansen, 2020).
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Dependiendo tanto del residuo como del estado de fosforilacién, estas modificaciones
postraduccionales promueven la retencion citoplasmatica y la unidon de YAP/TAZ a la
proteina 14-3-3 o la degradacion de YAP/TAZ por parte del proteasoma (Hansen,
Moroishi, & Guan, 2015; Meng, Moroishi, & Guan, 2016). Ademas, la regulacion de
YAP/TAZ por parte de LATS1/2 puede ocurrir de manera independiente a la ruta Hippo
(MST1/2) a través de la familia de las MAP4K quinasas (Meng et al., 2016), que fosforilan
directamente e inhiben la traslocacidon de YAP al nucleo (Meng et al., 2016; Rausch &

Hansen, 2020).

Las integrinas también regulan la activacién de la sefializaciéon de factores de
crecimiento; asi, por ejemplo, ILK, tras activarse por integrinas (B1, B2, B3), recluta
proteinas sefalizadoras y adaptadores de la ruta de sefalizacién de la insulina, como

PI3K/Akt (Williams, Kang, & Wasserman, 2015).
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Figura 7. Senales y mecanismos regulados por la ECM en el microambiente que rodea al adipocito. Las
principales funciones de la ECM incluyen ser barrera para fdrmacos y anticuerpos, migracion celular,
activacion de la sefializacion de integrinas, reservorio de sefiales y factores de crecimiento, activacion de
receptores célula-ECM o regulacion de la transcripcion. (Bonnans et al., 2014).
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1.2.3. Matriz extracelular y Fibrosis

La pérdida de la homeostasis y la desregulacion del remodelado de la ECM
provoca el desarrollo de fibrosis, caracterizada por un desequilibrio en la produccién,
depdsito y acumulacion de los componentes de la ECM (Kai et al., 2016; Wernig et al.,
2017). La fibrosis altera profundamente la actividad celular y funcidn de los érganos (Kai
et al.,, 2016). Se caracteriza por una infiltracién de células inmunes, vasculares y
mesenquimales en respuesta a la produccion de citoquinas (IL4, IL-13, IL-6) y factores de
crecimiento profibréticos (TGF-B) que inducen la acumulacién de fibroblastos activados
y miofibroblastos en los focos de fibrosis en los tejidos (Kai et al., 2016; Wernig et al.,
2017). En este contexto, el equilibrio de la ECM se ve afectado no solo por el depdsito
de nuevos componentes de la matriz, si no también por las alteraciones que ocurren en
la degradacién de sus componentes que, en conjunto, interfieren en el remodelado
normal de la matriz (Kai et al., 2016; Mori, Ludwig, Garcia-Martin, Brandao, & Kahn,

2019; Sun et al., 2023).

Los tipos de coldgeno habitualmente mds abundantes en los depdsitos fibréticos
son los coldgenos fibrilares, en particular COL-1, que contribuye de manera fundamental
a las propiedades mecanicas de la ECM (Divoux & Clement, 2011; Sun et al., 2023).
Ademas de colagenos, la fibrosis conlleva la acumulacién de otras proteinas de la ECM
como fibronectina, y enzimas como lisil oxidasa (LOX) o transglutaminasas que, mediante
su accion entrecruzadora (crosslinking) del colageno, aumentan la rigidez de la ECM (Kai
et al., 2016). Por su parte, se ha relacionado a algunos SLRPs, como lumican (LUM) o
fiboromodulina, con el desarrollo de fibrosis (Nastase, lozzo, & Schaefer, 2014). En
conjunto, el aumento de la rigidez de la ECM en los tejidos fibroticos provoca la
alteracién de la mecanotransduccion celular. Asi, la fibrosis provoca el agrupamiento de
integrinas en la superficie celular y la activacidon de la via FAK/Src, y puede ademas
promover la sefializacién por PI3K o ERK, potenciando las sefiales mediadas por factores
de crecimiento (Kai et al., 2016). Otros mecanismos asociados al desarrollo de fibrosis
incluyen la activacion y/o aumento de la expresién mediada por integrinas de factores
de crecimiento, como TGF-B o de colagenos via YAP/TAZ (Kai et al., 2016; Karsdal et al.,

2020).
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1.3. La Matriz Extracelular del Tejido Adiposo

La ECM del tejido adiposo es fundamental para mantener la integridad del tejido,
asi como para el desarrollo de la adipogénesis y la formacion del propio tejido (Divoux &
Clement, 2011; Sun et al., 2023). El tejido adiposo contiene diversos tipos de coldgeno,
aungue la presencia y cantidad relativa de cada uno de ellos puede variar entre especies,
tipo de depdsito graso y fase de desarrollo (Mariman & Wang, 2010). Los colagenos son
producidos principalmente por los adipocitos y las células de la SVF (Mariman & Wang,
2010). Concretamente, los preadipocitos expresan y producen COL-l, Il y flbronectina,
constituyendo una red fibrilar (Mariman & Wang, 2010; Pellegrinelli et al., 2016).
Durante la adipogénesis, se produce una acumulacién de coldagenos |-Vl y laminina sobre
la superficie de los preadipocitos y una disminucién de la fibronectina, asi como una
reordenacién de la organizacién de los colagenos V y VI, de manera que la red fibrilar es
finalmente sustituida por una gruesa ldmina basal (Divoux & Clement, 2011; Mariman &
Wang, 2010; Sun et al.,, 2023). Se considera que los colagenos |, IV y VI son los
predominantes en el tejido adiposo, aunque hay variaciones regionales, de forma que el
tejido adiposo OM esta enriquecido en COL-1V, y el SC, en COL-I (Pellegrinelli et al., 2016).
Por su parte, el COL-VI, que interacciona con colageno IV, PGs y proteinas de la ECM, asi
como con las integrinas alPfl y a2B1, parece ser mas especifico de tejido adiposo

(Mariman & Wang, 2010; Sun et al., 2013).

Durante el desarrollo de obesidad, el aumento de tamafio y numero de
adipocitos, junto con la infiltracidon de células inmunes y la neovascularizacion del tejido
adiposo en expansidn conllevan una profunda remodelacién de la ECM, incluyendo tanto
la degradaciéon como la nueva produccién de componentes de la matriz (Baker et al.,
2017; Divoux & Clement, 2011; Pellegrinelli et al., 2016; Rutkowski et al., 2015). Si el
aporte de nutrientes y el estado inflamatorio persisten, se produce la disfuncién del
tejido adiposo que se caracteriza, entre otros procesos patoldgicos, por el desarrollo de
fibrosis, que limita la expansion del tejido (Pellegrinelli et al., 2016). Estudios pioneros
de transcriptémica de tejido adiposo SC de individuos delgados vs. individuos con
obesidad demostraron que la obesidad estaba asociada a un aumento significativo de

genes y rutas intracelulares relacionadas con constituyentes de la ECM, ademas de
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constatar la presencia de fibrosis en el tejido (Henegar et al., 2008). Posteriormente se
demostré que, en relacion con individuos delgados, en las personas con obesidad se
producia un aumento tanto de la fibrosis total como de la pericelular, que rodea a los
adipocitos, en tejido adiposo OM y SC (Divoux & Clement, 2011). En conjunto, se
considera que la disrupcién de la homeostasis de la ECM caracteristica de la fibrosis en
obesidad, que se asocia a la induccion de hipoxia por la expansion del tejido adiposo y a
su infiltracion por células inmunes e inflamacién, contribuye a la disfuncion metabdlica
del tejido adiposo asociada a la IR (Divoux & Clement, 2011; Pellegrinelli et al., 2016;
Rutkowski et al., 2015). En el tejido adiposo, como en el resto de tejidos, se desconoce
el orden en el que suceden estos procesos patogénicos aunque se ha establecido una
relacion entre inflamacion y fibrosis, si bien en algunos casos se puede desarrollar

fibrosis en ausencia de inflamacion (Datta, Podolsky, & Atabai, 2018).

Respecto a la composicion de la ECM en obesidad, diferentes estudios han
mostrado aumentos fundamentalmente en los tipos COL-l y VI en tejido adiposo (OM
y/o SC) de individuos con obesidad (con o sin sindrome metabdlico) respecto a
individuos delgados o en animales obesos (ob/ob, o sometidos a HFD) (Lawler et al.,
2016; Pellegrinelli et al., 2014). Asi, se ha visto que la eliminacidn de la metaloproteasa
que degrada el COL-I (MT1-MMP/MMP14) provocaba un aumento de la fibrosis
pericelular y la aparicion de complicaciones metabdlicas (Chun et al., 2006). En el caso
particular del COL-VI, Khan et al. (2009) mostraron que animales obesos (ob/ob) knock
out (KO) para este colageno aumentaban de peso en respuesta a HFD sin inflamacién y
manteniendo la sensibilidad a insulina (Khan et al., 2009). Sin embargo, estos resultados
aun estan en controversia ya que en otro trabajo se mostré que los ratones transgénicos
gue sobreexpresan el dominio C5 de la cadena a3 de COL-VI se caracterizaban por una
mayor deposicion de los coldgenos fibrdticos e inflamacidn en el tejido adiposo, asi como
por resistencia sistémica a la insulina en respuesta a HFD (Sun et al.,, 2014). Es
importante destacar que los animales deficientes en la cadena a3 de COL-VI bajo una
dieta normal mostraron una disminucion en el tamafio de los adipocitos, asi como una
menor acumulacién de grasa debido a una menor diferenciacion (adipogénesis) y a un
aumento en la actividad lipolitica de los adipocitos (Oh et al., 2021). Adicionalmente, la

influencia de las alteraciones de la ECM sobre la disfuncién del tejido adiposo en
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obesidad se ha visto reforzada en un estudio que demuestra que el cultivo de adipocitos
procedentes de individuos con obesidad pero sin patologias metabdlicas en ECM
extraidas a partir de tejido adiposo de individuos con obesidad y T2D provoca en éstos
una disminucién de la captacion de glucosa (Baker et al., 2017). Por su parte, la
combinacion opuesta (adipocitos de pacientes con obesidad y T2D cultivados en ECM de
tejido adiposo procedente de personas con obesidad sin T2D) recupera parcialmente los
niveles de la captacién de glucosa por parte de los adipocitos de estos pacientes (Baker

et al., 2017).

Figura 8. Tincion de coldgeno VI (azul) y de macréfagos (marron) en cortes histolégicos de tejido adiposo
humano de un individuo con obesidad e insulinoresistencia.(Spencer et al., 2010).

Es importante resaltar que, aunque actualmente se acepta que la fibrosis del
tejido adiposo es un proceso patogénico fundamental en obesidad, existen discrepancias
entre los diferentes estudios en cuanto a los cambios concretos que afectan a los
componentes de la ECM en obesidad. Asi, incluso se ha descrito que en obesidad y T2D
se produce una disminucidn de colagenos fibrdticos o la ausencia de cambios en ciertos
tipos de coldagenos en personas con obesidad y con o sin IR (Guglielmi et al., 2015). La
discrepancia existente entre la expresién de colagenos vy fibrosis ha llevado a proponer
qgue el aumento de la ECM podria depender de los factores que aumentan la estabilidad
y entrecruzamiento del colageno, lo que puede prevenir su degradacion (Crewe et al.,
2017; Guglielmi et al., 2015). Asi, en obesidad e IR, el tejido adiposo muestra niveles de
expresion mas elevados de proteinas de la ECM reguladoras de la fibrilogénesis, de la

actividad de las MMPs y de otros factores reguladores como TGF-f (SPARC,
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osteopontina) y proteasas (MMP7) (Divoux & Clement, 2011; Lawler et al., 2016).
Notablemente, varios estudios han demostrado el aumento de la expresion del PG, LUM,
en el tejido adiposo humano y murino en obesidad (Henegar et al., 2008; Vila et al.,
2014). De hecho, la exposicion de preadipocitos de individuos delgados a medio
condicionado de macréfagos aumenta la expresién de LUM mientras que su expresion
disminuye en animales ob/ob KO para COL-VI (i.e., metabdlicamente saludables) (Divoux
& Clement, 2011; Khan et al., 2009). Adicionalmente, se ha descrito que los ratones KO
para LUM muestran un aumento en la acumulacidon de grasa, inflamacién del tejido
adiposo e IR en respuesta a HFD (Wolff et al., 2019). A pesar de estas observaciones, aln
no se ha determinado la funcién del LUM en el tejido adiposo, para el que se han descrito
numerosas e importantes funciones en otros tejidos. Asi, diversos estudios han
demostrado que las interacciones moleculares del LUM con las fibrillas de colageno
influyen de manera fundamental en la arquitectura tisular del coldgeno y las
caracteristicas biomecanicas de los tejidos (Chakravarti et al., 1998; Stamov et al., 2013).
Curiosamente, se ha mostrado que la adicién de bajas concentraciones de LUM
recombinante a matrices de COL-| estabiliza las fibrillas de nueva formacion; de hecho,
la incubacidn de COL-I con concentraciones crecientes de LUM disminuye el didametro de
las fibrillas y aumenta el espaciado entre éstas, mientras que, a altas concentraciones,
LUM inhibe la fibrilogénesis (Stamov et al., 2013). Mds aun, se ha visto que, mediante su
interaccién con integrinas (a2B1) y activacién de FAK, LUM regula el turnover de las
adhesiones focales, la reorganizacion del citoesqueleto y la expresion de MMPs, jugando
asi un papel en cdncer (Brezillon, Pietraszek, Maquart, & Wegrowski, 2013). LUM
también interacciona con TGF-B, modulando la uniéon de este factor a sus receptores vy,
con ello, la expresién de integrinas y la adhesion celular (Brezillon et al., 2013) (Fig. 9).
Por otra parte, se ha mostrado que la expresién y secrecion de LUM por fibroblastos
aumenta en respuesta a estrés mecdanico o al tratamiento con TNF-a (Pilling, Vakil, Cox,
& Gomer, 2015). Curiosamente, el LUM secretado por fibroblastos en respuesta a TNF-a
induce la diferenciaciéon de monocitos a fibrocitos productores de colageno (Pilling et al.,
2015). Otras funciones del LUM en relacidn con el sistema inmune incluye la induccién

de secreciéon de IL-1B y TNF-a por macréfagos (Engebretsen et al., 2013).
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Figura 9. Mecanismos de accién y vias de sefalizacion activadas por lumican. (A) Interaccion con
integrinas y activacion de vias de sefializacion a través de quinasas de adhesion focal (FAK). (B) Interaccion
con TGF-8 y requlacion de la via Smad, requlando la expresion de integrina. (C) Interaccion con CD14 en
macrofagos favoreciendo la fagocitosis y con receptores tipo Toll (TLR), regulando la respuesta inmune. (D)
Interaccion con el ligando de Fas, mediando la apoptosis y la respuesta inmune. (Brezillon et al., 2013).

En conjunto, la informacién disponible hasta ahora sobre los componentes de la
ECM del tejido adiposo sugiere que LUM y COL-VI podrian desempefiar un papel
importante en la adaptacion de dicho tejido en el desarrollo de obesidad, tanto a nivel
extracelular, mediando la organizacién de la matriz extracelular, como a nivel intracelular
actuando como posibles sefiales mediadoras del ambiente extracelular. Estudios previos
del grupo de investigacidon donde se ha llevado a cabo esta Tesis Doctoral (“Metabolismo
y diferenciaciéon adipocitaria, sindrome metabdlico” del Instituto Maimodnides de
Investigacion Biomédica de Cérdoba, IMIBIC), de protedémica comparativa de muestras
pareadas de tejido adiposo SC y OM de individuos delgados vs. individuos con obesidad
y distintos grados de sensibilidad a insulina (NG, IR y T2D) nos permitieron observar
cambios en la expresion de LUM y COL-VI en relacion con la obesidad e IR (Guzman-Ruiz

et al., 2020).

En este contexto, a pesar del conocimiento adquirido a partir de modelos
animales, el uso de modelos in vitro permite el control de las condiciones experimentales
y la caracterizacién de estimulos individuales (o combinados) especificos para identificar

su influencia en las células (Lin, Chun, & Kang, 2016). Concretamente, los cultivos
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celulares 3D que incluyen componentes de la ECM, proporcionan un microambiente
bioquimico y biomecdnico mucho mas realista, que puede imitar la estructura de los
tejidos y permite analizar respuestas e interacciones célula-matriz complejas, en
comparacién con los cultivos celulares 2D convencionales (Hynes & Naba, 2012; Naba et
al., 2016). Asi, el uso de sistemas de cultivo 3D ha contribuido a una mejor comprensién
de la biologia de la ECM (Eiraku et al., 2011), ademas de ofrecer una amplia gama de
aplicaciones en la investigacidn basica, incluyendo desde el estudio del mecanismo de
accion de farmacos a la regeneracién de tejidos (Rossi, Manfrin, & Lutolf, 2018).
Utilizando informacidn de otros campos, como el de la bioingenieria, se han desarrollado
herramientas 3D mds sofisticadas y que proporcionan una arquitectura y funcionalidad
similar a los érganos in vivo, como es el caso de los organoides que se desarrollan a partir
de células madre o progenitores especificos del 6rgano (Clevers, 2016; Rossi et al., 2018).
Sin embargo, a pesar de los avances, la informacion disponible sobre el comportamiento
celular y los mecanismos moleculares regulados en un microambiente 3D sigue siendo

aun muy limitada (Shen et al., 2021).

Con el fin de comprender mejor el impacto de los cambios inducidos por la
obesidad en la ECM del tejido adiposo, en esta Tesis Doctoral nos planteamos como
objetivo principal analizar los mecanismos que median los efectos de LUM y COL-VI asi
como la interaccion entre estos dos componentes de la ECM, y su efecto en la
diferenciacidn y funcién de los adipocitos. Para ello, se ha realizado la puesta a punto y
caracterizacion de un sistema de cultivo de adipocitos en matrices 3D que mimetiza el
ambiente fibrético del tejido adiposo en obesidad e IR, y permite analizar, de manera

individual y combinada, el efecto de estos componentes de la ECM.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La apariciéon de fibrosis en el tejido adiposo se asocia con cambios en la
composicion y organizacion de la matriz extracelular que rodea a las células que
componen dicho tejido y que repercuten en el desarrollo de enfermedad metabdlica en
los pacientes con obesidad. Sin embargo, aun no se conocen con exactitud las
modificaciones, desde estructurales a moleculares y celulares, que afectan a la matriz
extracelular del tejido adiposo en obesidad y su impacto sobre las células maduras de
dicho tejido, los adipocitos. Por tanto, es esencial desentrafiar los procesos que definen
los cambios en la matriz extracelular asociados a la fibrosis del tejido adiposo con el fin
de identificar posibles dianas terapéuticas para la prevencién y tratamiento de las

enfermedades metabdlicas asociadas a obesidad.

En la presente Tesis Doctoral se plantea como objetivo principal el analisis de la
respuesta de los adipocitos a cambios en los componentes de la matriz extracelular, en
particular de lumican y colageno VI, que pueden definir o comprometer la funcién de
estas células y la capacidad de expansidn del tejido adiposo en condiciones de obesidad.

Para alcanzar este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1) Optimizacién de un sistema de cultivo 3D de adipocitos mimético de la matriz
extracelular del tejido adiposo.

2) Caracterizar el efecto del proteoglicano lumican en la reorganizacién de la matriz
extracelular y su impacto sobre la fisiopatologia de los adipocitos.

3) Analizar la influencia de coldgeno VI sobre la diferenciacidon y funcién de los
adipocitos y su interaccién con otros componentes extracelulares implicados en

la fibrosis del tejido adiposo en condiciones de obesidad (coldgeno I, lumican).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Biologico

Para abordar los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, se han utilizado
muestras de tejido adiposo humano, cultivos celulares primarios de preadipocitos y
adipocitos humanos aislados a partir de dichas muestras. También se ha utilizado como
modelo in vitro, la linea celular de fibroblastos embrionarios de ratén 3T3-L1, con

capacidad para diferenciarse a adipocitos maduros.

3.1.1. Cohorte de estudio

Se obtuvieron muestras pareadas de tejido adiposo subcutdneo (SC) y omental
(OM) de individuos con obesidad madrbida (indice de masa corporal (IMC) > 45 kg/m2).
Los sujetos fueron reclutados en la Unidad de Endocrinologia y Nutricion del Hospital
Clinico Virgen de la Victoria (Mdlaga, Espaiia) y la Unidad de Lipidos y Arterioesclerosis
del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espaiia). Las biopsias fueron obtenidas
durante procedimientos de cirugia baridtrica, siempre de la misma localizacién
anatédmica, el tejido adiposo OM se obtuvo del epiplén mayor y el tejido adiposo SC se

obtuvo del area abdominal.

Se evalud el historial médico, el examen fisico y la comorbilidad en todos los
sujetos antes de ser incluidos en el estudio. Se consideraron los siguientes criterios de
inclusion: hombres y mujeres caucdsicos entre 18-65 afios, sin patologias subyacentes
en la exploracion fisica y pruebas realizadas. Los criterios de exclusion fueron: 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, cancer, nefropatia o hepatopatia grave), asi como
enfermedad cardiovascular mayor en los 6 meses previos a la inclusién en el estudio y/o
enfermedad inflamatoria aguda o crdénica. Los sujetos fueron clasificados en dos grupos
segun el grado de resistencia a insulina que se estimé segun los criterios determinados
por la ADA (American Diabetes Association) [Normoglucemia (NG): Glucosa plasmatica
en ayunas < 100 mg/dL, hemoglobina glicosilada (HbAlc) < 5,7 %; e Insulinoresistencia
(IR): Glucosa plasmatica en ayunas: (100-126 mg/dL, HbAlc: 5.7%-6.4%) (American
Diabetes, 2019; ElSayed et al., 2023).
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Se obtuvo el consentimiento informado de todos los individuos que participaron
en el estudio. Los protocolos de estudio fueron aprobados por los Comités de Etica e
Investigacién de los correspondientes hospitales siguiendo todos ellos la Declaracién de

Helsinki y el protocolo de buenas practicas clinicas.

3.1.2. Cultivo primario de adipocitos humanos

Las biopsias de tejido adiposo se sometieron a un proceso de dispersion
enzimatico-mecanico. Para ello, las muestras se lavaron en tampdn Dulbecco (D-PBS;
Sigma-Aldrich; Madrid, Espafia) y se dispersaron mecanicamente en DMEM/F-12 (Lonza;
Basilea, Suiza) con ayuda de un bisturi. Posteriormente, se afiadid una solucién de
colagenasa tipo V (400 unidades/mL) (Sigma-Aldrich) y la mezcla se incubé durante 30
min a 37°C, en agitacion. El tejido no digerido se eliminé pasando la solucién por un filtro
celular (BDFalcon; Glendale, AZ) de 100 um de poro, y se centrifugd a 600 x g durante 10
min. El pellet resultante, se resuspedido en DMEM/F-12, se filtré a través de un filtro
celular de 40 um de poro (BDFalcon) y se centrifugd a 400 x g, durante 5 min. El nuevo
pellet, que contenia la fraccién de estroma vascular (SVF), se resuspendié en 500 pL de
tampdn de lisis de eritrocitos (RBC Lysis Solution, Purigene, MN, EE.UU.), se incubd
durante 3 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 400 x g durante 10 minutos. Las
células de la SVF se sembraron en medio de proliferacion de preadipocitos [DMEM/F-12
suplementado con biotina 8 mM, acido d-pantotenato 18 mM, ascorbato 100 mM y
penicilina-estreptomicina al 1% (v/v) (Sigma)] suplementado con 10% (v/v) de suero de
ternero recién nacido (NCS) (ThermoFisher Scientific; Madrid, Espafia), bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura (5% de CO2 y 37 ©C). Se realizaron 2-3
subcultivos de mantenimiento para purificar el cultivo (Sanchez-Ceinos et al., 2021)
mediante el uso de una solucién comercial de 0,5 g/L de tripsina y 0,2 g/L de EDTA
(Sigma-Aldrich). El medio fue reemplazado cada 2 dias por medio fresco de proliferacién
de preadipocitos hasta alcanzar el 80% confluencia. Posteriormente, los preadipocitos
primarios se diferenciaron a adipocitos maduros tras la administraciéon del medio de
diferenciacion [medio de proliferacion de preadipocitos con 3 % de NCS (v/v) y glucosa
17,5 mM] suplementado con 10 pg/mL de insulina, 0,1 uM dexametasona, 1 uM de

rosiglitazona e IBMX 0,5 mM (Sigma), durante 3 dias. Posteriormente, el medio se retird
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y se reemplazé por medio de diferenciacién, suplementado con insulina 10 pg/mL vy
dexametasona 0,1 uM. Pasados 3 dias (dia 6), el medio de diferenciacién se refrescé y

se mantuvo hasta el dia 10 de diferenciacion.

3.2. Cultivo de la linea celular 3T3-L1

Para este estudio se ha utilizado la linea celular 3T3-L1 procedente de fibroblastos

embrionarios de ratén ATCC (American Type Culture Collection).

3.2.1. Cultivo 2D de la linea celular 3T3-L1

Los fibroblastos 3T3-L1 fueron cultivados en botellas de 150 cm? (densidad de
2.000 cél/cm?) en medio de mantenimiento Dulbeco’s Modified Eagle Medium [DMEM,
Gibco] con 4.5 g/L de glucosa y suplementado con 10% (v/v) de suero de ternero recién
nacido (NCS) (ThermoFisher Scientific), 2% glutamina (ThermoFisher Scientific; Madrid,
Espafa), 1% (v/v) Gentamicina-Estreptomicina (ThermoFisher Scientific; Madrid,
Espafia) bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (5% de CO2 y 37 °C).
Los cultivos de mantenimiento se realizaron 2 veces a la semana mediante el uso de una
solucién comercial de 0,5 g/I de tripsina 'y 0,2 g/l de EDTA (Sigma-Aldrich). El medio fue
reemplazado cada 2 dias por medio fresco y el cultivo se mantuvo hasta alcanzar el 70-
80% confluencia. Las células obtenidas se sometieron a un test de viabilidad celular con
azul tripan y posteriormente se sembraron en placas de 12 pocillos (2.000 cél/cm?) con

medio de mantenimiento hasta alcanzar el 100% de confluencia.

Posteriormente, los fibroblastos se diferenciaron a adipocitos mediante la
administracion de un coctel hormonal. Para ello, las células se incubaron con medio de
diferenciacion 1 [dia 0; DMEM con 4.5 g/L de glucosa suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) Sigma-Aldrich), 0.01 mg/mL de insulina (ThermoFisher Scientific;
Madrid, Espafia), 41 mM IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine) (ThermoFisher Scientific;
Madrid, Espafia) y 600 uM Dexametasona (ThermoFisher Scientific; Madrid, Espafia).

Pasados 3 dias, el medio fue reemplazado por medio de diferenciacién 2 [dia 3; DMEM
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con 4.5 g/L de glucosa suplementado con 10% de FBS y 0.01 mg/mL de insulina], que se
mantuvo nuevamente durante 3 dias. A partir de ese momento (dia 6), los cultivos
celulares se mantuvieron con DMEM con 4.5 g/L de glucosa suplementado con 10% de

FBS (medio de diferenciacidon 3), hasta alcanzar el dia 9 de diferenciacién.

3.2.2. Cultivo 3D de la linea celular 3T3-L1

Para llevar a cabo los cultivos 3D, se puso a punto un modelo de hidrogel basado
en solucion de colageno tipo | (COL-I). Para ello, se preparé una solucién de COL-I (3,6
mg/mL) a partir de una solucién stock de 5 mg/mL (3D Culture collagen (Rat tail), Cultex)
previamente neutralizada en una solucidon de tampdn HEPES (0,24 g/L) a un pH éptimo
de 7.4. Las células 3T3-L1 fueron afiadidas a la solucién de COL-I a una densidad de 10°
células/mL solas o en combinacién de otros componentes de la matriz extracelular con
el fin de poder obtener diferentes modelos in vitro de matriz extracelular modulables.
Concretamente, a la solucién de COL-I se afadié lumican (LUM) a 10 6 30 ng/mL
(Recombinant Human Lumican, RD Systems), y/o colageno VI (COL-VI) a 36 pug/mL
(Corning) (lyengar et al., 2005; Llacua et al., 2018) con el fin de obtener las posteriores

condiciones experimentales de estudio:
i) Colageno-1 3.6 mg/mL (COL-I)
ii) COL-I + Lumican 10 ng/mL
iii) COL-l + Lumican 30 ng/mL (LUM)
iv) COL-I + Colageno-VI 36 pg/mL (COL-VI)
v) COL-I + LUM + COL-VI (LUM+COL-VI)

Inmediatamente tras la preparacion de las distintas soluciones de matrices en
hielo, se afadié un volumen final de 200 uL de las correspondientes mezclas por pocillo
en placas de 24 pocillos, que se repartié para cubrir el fondo del pocillo de forma
homogénea. Las placas se incubaron a 372C, durante 2 horas para la gelificacion de la
matriz de colageno. Pasado este tiempo, se afadio 1 mL de medio de

mantenimiento/pocillo. A continuacién, los fibroblastos se diferenciaron a adipocitos
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siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior, hasta el dia 10, cambiando el

50% del medio de diferenciacion cada 72 h.

3.3. Modelos in vitro de resistencia a insulina

3.3.1. Modelo de hiperglucemia e hiperinsulinemia

La linea celular 3T3-L1 se expuso a un ambiente de alta glucosa (4,5 g/L) y alta
insulina (100nm) (HGHI) durante 24 h, para simular las condiciones de hiperglucemia e
hiperinsulinemia asociada a la obesidad, con el fin de recrear un modelo resistencia a
insulina in vitro, en las principales células del tejido adiposo, preadipocitos y adipocitos

maduros.

Los experimentos se realizaron en cultivos convencionales (2D), se sembraron 2
placas de 12 pocillos, una de ellas se utiliz6 para el estudio de fibroblastos (dia O de
diferenciacion) y otra, para células diferenciadas a adipocitos (dia 9 de diferenciacidn).
Se retiré el medio de mantenimiento y se afiadid 1 ml de medio de pre-tratamiento
[DMEM con 1 g/L de glucosa y suplementado con 0,5% de seroalbumina bovina (BSA),
2% glutamina, 1% antibidtico-antimicético] durante 2h para conseguir un estado de
quiescencia en las células. Pasado este tiempo, se retird el medio de pre-tratamiento y
se afiadieron 500 pl de medio de tratamiento que consistia en medio de pre-tratamiento
enriquecido en alta glucosa y alta insulina [DMEM (4,5 g/L de glucosa), Glutamina 2%,
Antibidtico-antimicético 1%, Insulina 100 nM]. Para el control se utilizd6 medio de pre-
tratamiento. Las células se incubaron durante 24h a una temperatura de 37 °Cy con una
concentraciéon de CO; del 5%. Después se procedid a la recogida del medio de cultivo y

del extracto proteico para su posterior procesamiento y cuantificacién de proteina.
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3.4. Andlisis de las propiedades mecdnicas de los cultivos 3D

3.4.1. Ensayo de compresion

Se llevé a cabo un ensayo de compresién en hidrogeles del COL-I en ausencia o
presencia de LUM con el fin de determinar si la presencia de LUM podria modular el
comportamiento de los diferentes hidrogeles formados.

Para ello, se utiliza un émbolo o probeta que comprime el gel a una carga de compresién
continua de 10N hasta su rotura. Se fijan ademas las condiciones de altura (9 mm) vy
velocidad (10 mm/min) del émbolo constantes. El ensayo se llevd a cabo utilizando el
equipo twin column Zwick/ Roell Prssoline Z005 testing device (Roell, Alemania),
disponible en la Escuela de Ingenieria de la Universidad de Galway (Irlanda). Para el
estudio, se realizaron 2 medidas independientes incluyendo en cada media n=6 geles/
condicidn. Se registro la fuerza maxima (en Newton, N) ejercida para la rotura del gel en
cada condicion. Los datos se representaron como la media + ESM de las diferentes

medidas.

3.4.2. Ensayo de fibrilogénesis

Realizamos un ensayo de fibrilogénesis in vitro (Neame, Kay, McQuillan, Beales, &
Hassell, 2000) para monitorizar la formacion de fibras de COL-I en condiciones basales o

en condiciones experimentales modulando diversos componentes de la ECM:

i) en presencia de extracto proteico de tejido adiposo SC y OM de pacientes
con obesidad y normoglucemia (Ob-NG) o con resistencia a insulina (Ob-IR).

ii) en presencia del proteoglicano LUM y/o COL-VI.

En el caso del extracto proteico procedente de tejido adiposo humano, se
afiadieron 100 pL/pocillo de la solucién de COL-I (1 mg/mL) y se mezclaron con 100 pL
de extracto proteico (1 mg/mL) de cada grupo Ob-NG y OB-IR (SCy OM), en una placa
de 96 pocillos.
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En el caso de los hidrogeles, las muestras se prepararon en las mismas condiciones
que para los cultivos 3D (ver seccién 3.2.2) 100 pL de cada condicidn se cargaron en

placas de 96 pocillos.

Posteriormente, se monitorizo la turbidez de las diferentes soluciones midiendo la
absorbancia (340 nm) durante 2h a 37 °C, con medidas cada 10 min, en un
espectrofotometro (FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). Se
determinaron los siguientes pardmetros: turbidez mdaxima, medido como el valor
maximo de la absorbancia obtenida para cada mezcla, y que se corresponde con un
mayor grosor de las fibras formadas (Abs. Max u.a); velocidad de formacidn de las fibras,
medido como la pendiente de la curva que se obtiene tras la cinética monitorizada (Abs
(u.a)/tiempo (min)). En el caso de las muestras humanas, se utilizaron un total de n=5
sujetos/condicién; en el caso de los hidrogeles, se realizaron dos medidas

independientes con un total de n=5-6 geles/condicién.

3.5. Estudios funcionales

3.5.1. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular en los cultivos 3D de adipocitos 3T3-L1 fue evaluada
mediante el ensayo AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello, se retiré el medio de cultivo y se afiadié una solucion de PBS con
5% del reactivo AlamarBlue Cell Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific), que se
mantuvo en el cultivo durante 3 h, bajo condiciones controladas de humedad vy
temperatura (5% de CO2 y 37 ©C). Pasado el tiempo, se recogieron 100 pL de medio de
cultivo y se midid la fluorescencia (Exc/Em 560/590 nm) en un espectrofotometro
(FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). La fluorescencia fue
directamente proporcional a la viabilidad celular, que se representd en % respecto al

control.
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3.5.2. Ensayo de citotoxicidad celular

Del mismo modo, también se determiné la citotoxicidad celular de los adipocitos

diferenciados in vitro en las diferentes condiciones testadas en el cultivo 3D.

Para ello, se evalud la liberacidn de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al
medio de cultivo utilizando el kit comercial LDH assay kit (Abcam) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se recogid el medio de cultivo de la placa y se centrifugé
previamente 5 min, 600 x g para eliminar células flotantes. En una placa de 96 pocillos
se incubaron 50 pL de medio de cultivo de cada condicidn a testar con 50 ulL del reactivo
LDH y se mantuvieron durante 30 min, bajo condiciones controladas de humedad vy
temperatura (5% de CO2 y 37 °C). Pasado el tiempo, se midid la absorbancia a 450 nm.
La absorbancia obtenida fue directamente proporcional a la citotoxicidad celular, que se

representd en % respecto al control.

3.5.3. Estudio de secrecion de lumican en células 3T3-L1

El contenido de LUM en los medios de cultivo y en los extractos celulares fue
medido durante el proceso de diferenciacion de las células 3T3-L1, y después de la
exposicion a condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia en fibroblastos y
adipocitos 3T3-L1 mediante el ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)
utilizando un kit comercial Mouse Lumican ELISA Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.5.4. Estudio de captacion de glucosa en células 3T3-L1

La media de captacion de glucosa tras la estimulacién con insulina (200 nM; 1 h)
se realizd en adipocitos 3T3-L1 diferenciados (D10) en los cultivos 3D mediante el Kit
comercial Glucose Uptake-GloTM (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez diferenciadas (ver seccion 3.2.1), las células en cultivo se lavaron tres veces con
tampon PBS, y se afiadio finalmente 500 pl del mismo tampdn a cada pocillo durante 2h.

A continuacion, las células se incubaron en PBS conteniendo 200 nM de Insulinay 1mM
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de2-Deoxy-D-glucose (2DG), durante 1h a 37°C. Tras este tiempo, se pard y neutralizé la
reaccién afiadiendo los tampones proporcionados por el kit comercial (stop Buffer y
neutralization Buffer) y se incubaron durante 30 min a 25°C con 2DG6P detection
reagent. Pasado ese tiempo, la luminiscencia se midié a 578 nm usando un
espectrofotometro (FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE. UU.). Los datos
se expresaron como incremento de cambio (fold change) de captacién de glucosa en

respuesta a insulina, respecto al control.

3.5.6. Ensayo de bloqueo de receptor #1-integrina

Para analizar la respuesta de los adipocitos 3T3-L1 via receptor Bl-integrina, se

llevé a cabo un ensayo de bloqueo del receptor B1-integrina.

En primer lugar, se retird el medio de mantenimiento y se afiadié 1 mL de medio
de pre-tratamiento. Pasadas 2 h, las células fueron incubadas con el anticuerpo
blogqueante de B1-integrina (5 pg/mL) (Anticuerpo Monoclonal CD29, Invitrogen), o con
un isotipo IgG como control negativo (5 pg/mL) (Armenian Hamster 1gG Isotype Control,
Invitrogen), durante 1h a 37°C. Posteriormente, las células fueron tratadas con LUM (30
ng/ml) y/o con COL-VI (36 ug/mL) durante 15 minutos en presencia del control negativo
y del anticuerpo B1l-integrina. Finalmente, el extracto proteico fue recogido para su

posterior analisis por inmunoblotting (ver seccién 3.7.7).

3.6. Estudios de microscopia

3.6.1. Microscopia dptica

Se llevaron a cabo estudios de microscopia dptica con el fin de analizar
diferencias morfoldgicas entre las células diferenciadas en cultivos 3D y el grado de
diferenciaciéon. Concretamente, al final de los experimentos, las células en cultivo se
observaron con un microscopio dptico invertido (modelo Motic® AE31 Inverted) y se

tomaron imagenes a 400 x aumentos.
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Se evalué la morfologia de las células en los diferentes hidrogeles analizando la
forma de las células: alargada tipica de la morfologia de fibroblasto vs. célula redondeada

con la presencia de gotas lipidicas reflectantes, caracteristica del adipocito diferenciado.

3.6.2. Microscopia confocal

También se realizaron estudios de microscopia confocal en adipocitos 3T3-L1
para estudios de localizacién y traslocacién de proteinas, asi como estudios de
diferenciacion analizando el contenido lipidico. Se utilizaron células 3T3-L1
diferenciados hasta dia 10 en hidrogeles de COL-1 (3,6 mg/mL) en ausencia o presencia
de LUM y/o COL-VI, sembrados sobre cubreobjetos (10°/mL)). Al final de la
diferenciacion, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) durante 15 min, a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 3 veces en PBS (0,01 M, pH 7,4) y las

células se procesaron para inmunocitoquimica (ICC) o para tincién Nile Red.

3.6.3. Imnunocitoquimica de células 3T3-L1

Para llevar a cabo la ICC, las células, previamente fijadas, se incubaron con el
anticuerpo primario diluido en tampdn de anticuerpo [PBS conteniendo saponina al
0,3% (v/v) y BSA al 0,5% (m/v)] durante toda la noche a 4 °C. En la tabla 1 se indican los
diferentes anticuerpos primarios utilizados para los estudios de ICC. El exceso de
anticuerpo primario no unido fue eliminado mediante tres lavados con tampén PBS y las
células fueron incubadas con el anticuerpo secundario apropiado conjugado con el
fluorocromo Alexa 488 6 594 (Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.) a temperatura
ambiente durante 2 h. Pasado el tiempo, las células se lavaron 3 veces con tampdn PBS
1x frio para eliminar el exceso de anticuerpo no unido. Los nucleos de las células se
tiieron con 1 pg/mL DAPI (Sigma Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.) en PBS durante 5 min a
37°C y se montaron los cubreobjetos utilizando el medio de montaje (20 pl/muestra)
DAKO (Dako North America, CA) y DAPI (1pg/mL) (Sigma) para marcar los nucleos.
Finalmente, las preparaciones se guardaron a 42C, en oscuridad, hasta su visualizacion

en el microscopio confocal para su posterior analisis.
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3.6.4. Tincion de Nile Red

Para evaluar la presencia de lipidos neutros, componente principal de la gota
lipidica de los adipocitos, se usé la tincion Nile Red (Sigma). Para ello, las células
previamente fijadas, se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con la solucion de Nile
Red (1 mg/mL metanol) diluido 1/1000 en tampdn PBS durante 15 min. Pasado, el
tiempo, se realizaron nuevamente 3 lavados en PB y se montaron las preparaciones
afiadiendo a cada pocillo 20 pl de medio de montaje DAKO (Dako North America, CA) y
DAPI (1ug/mL) (Sigma). Por ultimo, las preparaciones se guardaron a 42C, en oscuridad,

hasta su visualizacidon en el microscopio confocal para su posterior analisis.

3.6.5. Anadlisis de imagen por microscopia confocal

Las imagenes obtenidas de cada ensayo se obtuvieron con un microscopio
confocal espectral LSM 710 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania), disponible en la Unidad
de Microscopia Optica Avanzada del Instituto Maiménides de Investigaciéon Biomédica

de Cérdoba (IMIBIC).

Para la visualizacidn de las diferentes proteinas incluidas en los estudios de
localizacion celular, las muestras incubadas con el anticuerpo secundario conjugado con
el fluorocromo Alexa 594 se excitaron a una A =594 nm y se recogié la emisidon a una A
= 600-700 nm; con Alexa 488, se excitaron a una A = 488 nm y se recogid la emision a
una A =500-550 nm. Parala visualizacién de los ntucleos marcados con DAPI, las muestras
se excitaron a una A = 305 nm y se recogid su emisién a una A = 350-460 nm. Los analisis
cuantitativos se llevaron a cabo tomando entre 5-10 planos confocales por cada canal,
basandose en el tamaio 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 con el programa ImageJ (v1.50b, NIH).

Para la visualizacién de las muestras tefiidas con Nile Red, se usd una excitacion
de A =594 nmy se recogi6 la emision entre 600-700 nm. Las imagenes correspondientes
se analizaron midiendo contenido lipidico total, medido por drea de tincion tefiida;

tamafio de gotas lipidicas/adipocito y nimero de gotas lipidicas/adipocito.
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3.6.6. Microscopia electrdnica de barrido

Con el fin de determinar la organizacion de las fibras de colageno en los cultivos,
se procedid a la puesta a punto y aplicacién de un protocolo de preparacion de los
mismos para su observacion mediante microscopia electrénica de barrido.
Concretamente, las células 3T3-L1 fueron cultivadas en hidrogeles de COL-l y
diferenciadas a adipocitos maduros hasta el dia 10 de diferenciacién. Tras retirar el
medio de cultivo y realizar un lavado de las muestras en PBS (0,01 M, pH 7,4), éstas se
fijaron con glutaraldehido al 2% (m/v) diluido en tampdn PBS, durante 48 h a 4°C. A
continuacidn, el proceso de deshidratacién y “spputtering” (recubrimiento de la muestra
con oro) se realizé en el Servicio de Microscopia Electrdnica del Servicio Central de Apoyo
a la Investigacién (SCAI) de la Universidad de Cérdoba (UCO). Las preparaciones fueron
examinadas mediante microscopia electrdnica de barrido utilizando un equipo JEOL JSM
7800F. Finamente, se analizé el grosor de las fibras y el espacio que queda entre ellas,

asi como su orientacién con el complemento Diameter), del software Imagel.

3.7. Identificacion de proteinas

3.7.1. Extraccion de proteinas de tejido adiposo humano

Se realizaron estudios de proteinas en muestras de tejido adiposo humano
mediante western blot. Para ello, se tomaron 50 mg de tejido adiposo/200 pL de tampdn
de lisis convencional (BLC) [0.5 M Tris-HCIl, pH 7.4, 5 M NacCl, 0.5 M EDTA, 5% Na-
Deoxicolato, 4% SDS, Tx-1000, H,O destilada, suplementado con los inhibidores de
proteasas (1 pL/mL PMSF 100 nM + 1 pL/mL CLAP]. Las muestras se homogenizaron con
un homogeneizador de tefldn en eppendorf, en frio y se realizaron dos series de
sonicacion (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 x g durante 15 min a 4°C, recogiendo la fase intermedia,
que contenia las proteinas citosdlicas y evitando coger la fase lipidica que queda por
encima de esta. La cuantificacién de proteinas se llevo a cabo mediante el método de

cuantificacion Bradford (ver seccion 3.7.6).
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3.7.2 Extraccion de proteinas de cultivos celulares

La extraccidn de proteina en los cultivos celulares se recogié tanto el medio de
cultivo como los extractos celulares en los cultivos 2D y 3D en los diferentes dias de

diferenciacion (dias 0, 3, 6, 9, y 10).

3.7.3. Obtencion de extracto proteico a partir del medio de cultivo

El medio de cultivo de cada dia correspondiente (500 uL) se centrifugd a 13.500
x g durante 5 min a 4 °Cy el sobrenadante, libre de células, se congeld a -20 °C hasta su
uso. Para concentrar proteinas secretadas al medio de cultivo, se realizd una
precipitacién con acetona-metanol. Para ello, se afladieron 4 volimenes de acetona fria
por cada volumen de muestra, se agitdé con vértex y se dejé a -20 °C durante toda la
noche. Posteriormente, se centrifugd a 1.000 x g durante 5 min a 4 °Cy el pellet formado
(contenido de proteina), se lavd con 100 pL de metanol frio. Finalmente, se elimind el
metanol y se dejé secar el pellet durante 5 min, que se resuspendié a continuacién en

tampon de lisis BLC y se cuantificé el contenido de proteina por el método de Bradford.

3.7.4. Obtencion de extracto proteico a partir de células 3T3-L1 en cultivos 2D

Para la obtencién de los extractos proteicos a partir de las células en cultivos 2D
(cultivos en monocapa), se realizaron 3 lavados con PBS frio y se afadieron 150
uL/pocillo de tampdn SDS-DTT (Tris-HCI 62.5 mM, pH 7.6, SDS 2%, Glicerol 20%, DTT 100
mM) previamente calentado a 65 °C. Con una pipeta de punta azul, se realiz6 un
movimiento en espiral sobre el fondo de la placa, consiguiendo levantar las células del
fondo y obteniendo un agregado del extracto proteico que se recogid, se sénico (3

pulsos, 3 s, A =30) y se congelé a -20 °C hasta su uso.
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3.7.5. Obtencion de extracto proteico a partir de células 3T3-L1 en 3D

Para la lisis celular a partir de cultivos 3D, se elimind el sobrenadante y se
realizaron 3 lavados con PBS 1X frio, y se afiadié 150 pL de BLC 2X. Las células se
sonicaron (3 pulsos, 3 s,) y el extracto celular se centrifugd a 13.500 x g, 10 min. El
sobrenadante (fraccidn citosélica) se recogid y se cuantificd el contenido de proteinas

por el método de Bradford.

3.7.6. Cuantificacion de proteinas: método de Bradford

Para las muestras recogidas en tampdn BLC, se determind la concentracion de

proteina final mediante el método de Bradfrod (Bradford, 1976).

Para ello, se usé como estandar la proteina seroalbimina bovina (BSA), y se
prepard una curva patron con BSA, a concentraciones comprendidas entre 0-1.5 mg/mL.
Tanto la muestra como la curva patrén se cargaron en una placa de 96 pocillos afiadiendo
5 uL de muestra/estandar y 200 uL de solucién de Bradford (Bio-Rad) por pocillo. La
mezcla se incubd 15 min, en oscuridad, 25 9C, y se midid la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro (FlexStation3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE. UU.).
Posteriormente, las muestras fueron ajustadas a 1 mg/mL de proteina con tampdn de
lisis BLC y el extracto proteico (20 ug) se mezclé con tampon LB (Loading Buffer: 30%
glicerol, 0.3% azul de bromofenol) mds 0.05 puL/mL de B-Mercaptoetanol y 0.2 uL/mL de

DTT 1M) y se congelaron a -20 °C hasta su uso.

3.7.7. Western blot: Electroforesis desnaturalizante, electrotransferencia e
inmunodeteccion

La deteccidon de proteinas en los medios de cultivo y extractos celulares, asi como

en extracto de tejido adiposo humano fue realizada mediante western blot.
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Las muestras, una vez preparadas y ajustadas, se calentaron a 95 °C durante 5
min y se cargaron (20-30 pg) en geles de acrilamida al 10%, que se introdujeron en una
cubeta de electroforesis con tampdn de migracion (Tris 25 mM, Glicina 190 mM, 01%

SDS, pH 8.3) y se realizé la electroforesis a 80-120 V durante 1,5 h.

Posteriormente, se realizd la transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa para lo que éstos se pusieron en contacto en un montaje en “sandwich” y
se introdujo en la cubeta con tampdn de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 190 mM, 20%
de metanol) a 300 mA durante 60 min. La transferencia se realizé en agitacion y hielo.
Tras la transferencia, las membranas se tifieron con 0.1% (p/v) rojo Ponceau en 1% de
acido acético durante 5 min en agitacién. La imagen se escaned para utilizar
posteriormente la intensidad de tincion como control de carga. Finalmente, las
membranas se bloquearon con leche al 5% diluida en TTBS [TBS (Tris 0.004 M, NaCl 0.3
M, pH 7.4) + 0.05% Tween 20] durante 1 h en agitacidn, para evitar uniones inespecificas

del anticuerpo.

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios (tabla 1) durante toda
la noche a 4 °C en agitacidn, tras lo cual se sometieron a 3 lavados con TTBS durante 10
min en agitacién. La incubacion con anticuerpos secundarios se realizd a temperatura

ambiente durante 1 h en agitacién.

El revelado de las membranas se realizé con el equipo ChemiDoc Touch Imaging
System que detecto la sefial fluorescente del fluoréforo conjugado con los anticuerpos
secundarios correspondientes (StarBright Blue 520 y StarBright Blue 700 (Bio-Rad)),

obteniendo una imagen que posteriormente fue cuantificada con el software Image..
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Anticuerpo  Casa comercial Referencia  Especie Dilucion
hospedadora
Adiponectin | Novus Biologicals NBP2- Mouse 1/1000
22450

MST-1 Cell Signaling #3682 Rabbit 1/750
YAP-1 Abcam ab205270 Rabbit 1/750
TAZ Abcam ab224239 Rabbit 1/1000
IRS Santa Cruz Sc-7200 Rabbit 1/1000
AS160 Millipore 07-741 Rabbit 1/1000
GLUT-4 Invitrogen MA5-17176  Mouse 1/250
p-AKT Cell Signaling #4060 Rabbit 1/1000
AKT Cell Signaling #9272 Rabbit 1/1000
Aldolase Novus Biological NB600-915 Goat 1/750
p-FAK Thermo Scientific 700255 Rabbit 1/1000
FAK Thermo Scientific 39-6500 Mouse 1/500
P-ERK Cell Signaling #4377 Rabbit 1/1000
ERK Santa Cruz Sc-154 Rabbit 1/750
B1-integrin | Santa Cruz sc-6622 Goat 1/500
Lumican Abcam ab70191 Mouse 1/100

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en el estudio.

3.8. Técnica de inmunohistoquimica

3.8.1. Tincion de Rojo Picrosirio

Se seleccionaron cortes de muestras pareadas de tejido adiposo de ambos
grupos de pacientes (6 cortes/grupo) que fueron tefiidos con Rojo Picrosirio, una tincién
especifica para las fibras de coldgeno (Henegar et al., 2008). En primer lugar, se procedio
al desparafinado de los cortes por inmersién en 2 bafios de xileno para eliminar
totalmente la parafina de las secciones. Posteriormente, fueron rehidratados
sumergiéndolas en una serie descendente de alcoholes (100-90-80-70), finalizando con
su inmersién en agua. Una vez rehidratados, se procedié a la tincion de los cortes con
Rojo Picrosirio durante una hora a temperatura ambiente. Tras sumergir los cortes en

una serie ascendente de alcoholes (70-80-90-100) y finalizando con su inmersién en
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Xileno, se procedié al montaje de las muestras afiadiendo a cada preparacién una gota

del medio de montaje EUKITT (PanReac Applichem).

3.8.2. Tincion de lumican

Para cuantificar la cantidad de LUM, después del proceso de desparafinado y
rehidratacion (descrito anteriormente), los cortes histolégicos se incubaron con peroéxido
de hidrogeno al 3% durante 10 min, después se realizaron dos lavados con agua destilada
durante 5 min y otro lavado con PBS 1X durante 5 min. La solucién de bloqueo (PBS 1X;
0.1% Triton; 1% BSA) se aplicé durante 30 min, a continuacion, se incubo con el
anticuerpo primario (anti-LUMICAN mouse, 1:50 en solucién PBS; 0.1% Triton; 1% BSA)
durante toda la noche a 4 °C. Tras realizar 3 lavados con PBS durante 5 min, se incubo
con el anticuerpo secundario (anti-mouse biotin, 1:100, en solucién de PBS; 0.1% Tritdn;
1% BSA) a temperatura ambiente durante 1 hora. Pasado el tiempo, las preparaciones se
incubaron con el reactivo ABC (ThermoFisher) a entre 45 min y 1 hora. Tras 3 lavados con
PBS durante 5 min se revelé con Diaminobencidina (DAB) (Agilent), que en presencia de
agua oxigenada generd un sustrato que reacciond con la enzima peroxidasa conjugada
con el anticuerpo secundario, dando como resultado un producto que precipitd y formd
una seial visible de color marrén oscuro de forma permanente.

La observacién y fotografia de las secciones de tejido adiposo se realizd con un
microscopio modelo DM 5000 B que incorpora una camara DC 500 (Leica, Alemania)
utilizando el software Leica IM 50 I/mage manager, ubicados en el Servicio de
Microscopia de la Universidad de Cérdoba (Servicio Central de Apoyo a la Investigacion,

SCAI).

En las imdagenes digitales obtenidas se cuantificd la cantidad de coldgeno y de
LUM presente en tejido adiposo SC y tejido adiposo OM en los 2 grupos de estudio
mediante la cuantificacidn del area total tefiida en la imagen con el programa de
procesamiento de imagen digital ImageJ. En el caso de la tincion de rojo picrosirio, se
analizé la presencia de fibrosis total, evaluando el drea de la imagen tefiida en imagenes

obtenidas a 20x. También se analizé la presencia de fibrosis pericelular, evaluando el area
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tefida alrededor de los adipocitos, en imagenes obtenidas a 40x. En el caso delo

contenido de LUM, se evalué el area teiida en imagenes obtenidas a 20x.

3.9. Expresion génica

3.9.1. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN a partir de las muestras recogidas en Trizol
(ThermoFisher), se afiadieron 200 pL de cloroformo/pocillo. Las muestras fueron
centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos, a 42C. Se recogieron aproximadamente
500 uL de la fase acuosa y se mezclaron con 500 plL de isopropanol en una proporcién
1:1 para la precipitacién del ARN. Tras una incubacién de 10 minutos a temperatura
ambiente, las muestras se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos, a 42 C. El pellet
obtenido se lavé con 1 mL de etanol al 75% (v/v) y se centrifugd a 7.500 g durante 5
minutos, a 42 C. Finalmente, el pellet se reconstituyé en 11 uL de H>O libre de nucleasas
(Promega). La concentracion y pureza del ARN obtenido se cuantific6 en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (DENOVIX DS11) mediante la determinacién de la

absorbancia a 260 nm y de la proporcion 260/280 nm, respectivamente.

3.9.1. Retrotranscripcion

Para la retrotranscripcién de ARN a ADN copia (ADNCc), se utilizé el kit comercial
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se ajustaron las muestras a 1 ug de ARN y se aifadié 1 pL de
Random hexamer primer y H,0 RNAse free hasta un volumen final de 12 uL. Esta mezcla
se incubd durante 5 minutos a 652 C y se prepard la Mdster mix segun la composicidén y
los volumenes indicados en la tabla 2 La mezcla de reaccidn se incub6 durante 5 minutos
a temperatura ambiente, seguida de 1 hora a 42° C, temperatura a la que las enzimas
llevan a cabo la reaccién de retrotranscripcion. Finalmente, la reaccion se pard
incubando las muestras durante 5 minutos a 70° C para la desnaturalizaciéon de las

enzimas y obtener asi el ADNc, que se guardd a -802C hasta su uso.
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Volumen/reaccién

5x Reaction buffer 4 uL

Ribolock RNAse inhibitor (200 U/ul) lul
10 mM dNTP mix 2L

RevertAid M-MulLV RT (200 U/ul) 1ul

Tabla 2. Composicion de la Master Mix utilizada para la realizacion de la retrotranscripcion.

3.9.2. Disefo de primers para los estudios de PCR cuantitavia a tiempo real (RT-Qpcr)
y validacién por PCR convencional

Todos los cebadores utilizados para la amplificacion del ADNc (tabla 3) fueron
disefiados para su hibridacidn entre dos exones para evitar la amplificacion de ADN
gendmico, en lugar de ADN transcrito. Las secuencias completas de los genes diana se
obtuvieron de la base de datos PubMed Nucleotide

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/nucleotide ). Para el disefio de cebadores se utilizé la

herramienta informatica Primer3 mediante la cual se seleccionaron las parejas de

cebadores que cumplieran las siguientes caracteristicas:

- Generacién de un producto de amplificacion entre 80-200 pb.
- Tamafio de cebador entre 18 y 23 pb.

- Temperatura de melting entre 60y 612 C.

- Contenido en GC entre el 45 y 55%.

- Complementariedad maxima entre primers igual a 4.

- Complementariedad maxima con el extremo 3’ igual a 0.

61


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide

MATERIALES Y METODOS

Gen Left Right

Srebp-1 5’-GTGGACAAGAACAGCAACGA-3’ 5’-TCACTGGTCAACTCCAGCAC-3’
C/ebpa 5’-GTGGACAAGAACAGCAACGA-3’ 5’-TCACTGGTCAACTCCAGCAC-3’
Ppary 5’-ACAGGAAAGACAACGGACAAA-3’ 5’-AGGCTCCATAAAGTCACCAAAG-3’
Fabp4 5-AAGAAGTGGGAGTGGGCTTT-3’ 5-CTGTCGTCTGCGGTGATTT-3’
Seipin 5'-CGTGATCGGGTACTGATGTATG-3’ 5'-CACTGAGCGTGAAGAAGTGG-3’
Cidea 5'-ATGGGATTGCAGACTAAGAAGGG-3’ 5’-TAACCAGGCCAGTTGTGATG-3’
Cidec 5’-TCCCAGAAGCCAACTAAGAAGA-3’ 5'-TAACCAGGCCAGTTGTGATG-3’
Plin-1 5’-AAGCATCGAGAAGGTGGTAGAG 5’-GTGTGTCGAGAAAGAGTGTTGG
Tead1 5’-CAAACTCAGGACGGGAAAGA-3’ 5’-GCTTGTTGTGGATGGCAGTAG-3’
Lamin A 5’-CGCAAGACCCTTGATTCTGT-3’ 5’-ACAAGTCCCCCTCCTTCTTG-3’

Insulin Receptor
Glut-4
Gapdh
Cd36

Acsl

Gpat
Agpat
Dgat-2
Acsl

Acly

Acc

Fasn
B-Integrin
Hprt

Tabla 3. Secuencia de cebadores validados utilizados para la RT-qPCR. Fueron disefiados usando como

5’- GTTCAAGACCAGACCCGAAG -3’

5’- GAGAAACGGAAGTTGGAGAGAG -3’
5’-CTCCTGGAAGATGGTGATGG-3’
5’-CCTCTGACATTTGCAGGTCTATC-3’
5’-AGCAGTTCATCGGCCTCTT-3’
5’-TTATCACCAGGACGGAAAGG-3’
5-CCTCATCCTGACGTTCTTGG-3’
5’-AGCTATCCAGACAACCTGACCTAC-3’
5’-AGCAGTTCATCGGCCTCTT-3’
5’-CACCTCCAAGAAGCCAAATC-3’
5’-TCCGCACTGACTGTAACCAC-3’
5’-CCGTCACTTCCAGTTAGAGCA-3’
5’-ATGCAGGTTGCGGTTTGT-3’
5’-TGGATACAGGCCAGACTTTGTT-3’

genoma de referencia de Mus musculus.

Los cebadores fueron validados previamente en las bases de datos Primer Blast

y Blast Nucleotide, asi como por PCR convencional para evitar amplificaciones

inespecificas.
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5’- TCCAGACCATAGACACGGAAG -3’
5’- TTGATGCCTGAGAGCTGTTG -3’
5’-GTGGCAAAGTGGAGATTGTTG-3’
5’-CAATGGTTGTCTGGATTCTGG-3’
5’-GTTTGGCTTTTTCTGGCTTG-3’
5’-TCTCTTTGAAAACCCCGATG-3’
5-CGGATCAGGTTATGGGTGTT-3’
5’-CAAGAACTCGTCGTAGCAGAAA-3’
5-GTTTGGCTTTTTCTGGCTTG-3’
5’-CCAATGAAGCCCATACTCCTT-3’
5’-ATTTCCATAGCCGACTTCCA-3’
5’-GAGGCGTAGTAGACAGTGCAGA-3’
5’-CAATACCACCAAGTTTCCCATC-3’
5’-TTGCGCTCATCTTAGGCTTT-3’
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3.9.3. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Los niveles de expresién de los genes de interés fueron cuantificados mediante
RT-gPCR haciendo uso del termociclador LightCycler® 480 System (Roche), disponible en
el Servicio de Gendmica del IMIBIC, y el kit comercial GoTag® qPCR Master Mix

(Promega, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Las condiciones de la reaccion de PCR se muestran en la tabla 4 Todas las medidas
de expresion fueron estandarizadas a la expresion de el gen de referencia HPRT. El ADNc
se utilizd en una dilucién 1:5 para el estudio de genes diana y de referencia. El calculo de
la expresion relativa de los todos los genes se realizé segin el modelo matemadtico 2/(-

delta delta CT) (AACT).

N@ ciclos Temperatura (°C) Tiempo (seg)
Activacion 1 95 120
Desnaturalizacion 40 95 15
Unidn/Extension 60 60
Disociacion 1 60-95

Tabla 4. Programacion del termociclador para la amplificacion de ADNc por RT-qPCR.

3.10. Docking proteina-proteina

3.10.1. Adquisicion de las estructuras 3D de las proteinas de interés

Se llevd a cabo la busqueda de las estructuras disponibles de las proteinas de
interés: COL-I, LUM vy COL-VI en la base de datos RCSB Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org). Se seleccionaron para el posterior estudio de docking proteina-

proteina, las diferentes estructuras de COL-I (PDB ID: 1K6F), COL-VI a3 dominio N2 (PDB
ID: 6SNK) y COL-VI a3 dominio N5 (PDB ID: 4IGl). Para la molécula de LUM, no se
obtuvieron resultados positivos por lo que se pasé a realizar el modelado de su

estructura tridimensional.

63


https://www.rcsb.org/

MATERIALES Y METODOS

3.10.2. Modelado de lumican

La prediccion de la estructura tridimensional de LUM (B99990003) se llevd a cabo
utilizando el software Modeller 10.1

(https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/cpbi.3). Para ello, la

secuencia del gen y de la proteina de LUM fue obtenida a partir de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/; GenBank ID: EAW97449.1) y de la base de

datos UniProt (https://www.uniprot.org; P51884 LUM_HUMAN), respectivamente. Se

realizd un modelado comparativo por homologia (NCBI BLAST protein) utilizando
fibromodulina (5MX0_A) con un 46.54% de identidad de secuenciay 2.2 A de resolucién

(RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). De los modelos generados por

Modeller, se selecciond el que tenia menor valor de DOPE (energia proteica optimizada

discreta).

3.10.3. Estudio de Docking proteina — proteina

Para determinar la estructura de los complejos macromoleculares formados
entre COL-I, LUM y COL-VI se realizd un estudio de docking proteina — proteina utilizando

el software ClusPro 2.0, (http://cluspro.bu.edu.) (Kozakov et al., 2017). Se llevaron a cabo

representaciones tridimensionales para los complejos macromoleculares de COL-I/LUM,
COL-I/COL-VI y LUM/COL-VI, asi como de COL-I/LUM/COL-VI. Se eligieron los complejos
macromoleculares que obtuvieron menor energia en la funcion de puntuacién (Model

score).

3.10.4. Visualizadores moleculares

Los enlaces de hidrégeno entre las diferentes proteinas se generaron usando
LIGPLOT version 1.4.5 (Laskowski & Swindells, 2011), y la visualizacién interactiva de las
interacciones entre las proteinas de interés se realizd usando UCSF Chimera 1.15 (Huang,

Meng, Morris, Pettersen, & Ferrin, 2014).

64


https://www.rcsb.org/
http://cluspro.bu.edu/

MATERIALES Y METODOS

3.11. Andlisis Fosfoproteomico cuantitativo de adipocitos 3T3-L1 en
cultivos 3D

3.11.1. Procesamiento inicial de la muestra

Para llevar a cabo en andlisis fosfoprotedmico en cultivos 3D de adipocitos 3T3-
L1, se llevd a cabo en primer lugar un proceso de eliminacién de la matriz de COL-I que
contenian o no LUM y/o COL-VI en la que estan embebidas las células. Para ello, tras un
lavado con PBS, se afiadieron Colagenasa tipo | (0,1 mg/mL) (de Clostridium histolytiycm,
Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) por pocillo, se incub6 30 min a 37°Cy posteriormente se
centrifugd a 13.500 x g, 10 min. El pellet formado (fraccién celular) se solubilizé en
tampdn de solubilizacion (0,1 M Tris, 4,44 % SDS) durante 30 min, a 37°C. A continuacion,
las células se centrifugaron (10 min, 13500 x g) y el pellet seco (fraccion celular) se lisé
con tampon de lisis celular (0,05 M Tris, 2,22 % SDS) y se sonicd (10 x 1s, 40% de
amplitud, Sonic Vibracell™) en hielo. El lisado celular se incubd durante 5 min en un
termomezclador (95°C, 300 x g) y se sonicaron (5 x 1s, 40 % de amplitud). Finalmente, el
lisado celular se centrifugd (20 min a 20.000 g, 13°C) para eliminar el material insoluble.
El contenido de proteinas se cuantificd utilizando el ensayo de proteinas Micro BCA

(Pierce™ Micro BCA™ Thermo Fisher).

El estudio fosfoproteémico fue realizado en el Servicio de Protedmica de la

Universidad de Auténoma de Barcelona (CSIC/UAB Proteomics Laboratory),

3.11.2. Digestion, ionizacion, y espectrometria de masa

El extracto proteico fue digerido utilizando el kit de digestidon de proteinas FASP
(Abcam, Cambridge, Reino Unido). Los péptidos se marcaron mediante etiquetado
masivo en tandem (Tandem Mass Tag™,TMT), se fraccionaron mediante cromatografia
de intercambio catidnico fuerte (SCX) y se enriquecieron en fosfopéptidos con columnas
de didxido de titanio (TiO2). A continuacion, las fracciones enriquecidas en fosfopéptidos
se analizaron mediante nanoLC-MS utilizando el sistema LTQ-Orbitrap XL equipado con
una fuente de iones microESI (Thermo Fisher). Se cargd 20 pL de cada muestra en el

sistema cromatografico (Agilent Technologies) con una fase estacionaria C18 (tubo de 15

65



MATERIALES Y METODOS

cm de largo y una columna con 100 um de d.i.) (Nikkyo Technos Co., Tokio, Japdn). La
separacion se realizé a 0,4 pl/min en un gradiente de acetonitrilo de 3 a 35 % durante
150 min (disolvente A: acido férmico al 0,1 %, disolvente B: acetonitrilo y acido férmico
al 0,1 %). El sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) estaba compuesto
por una Nano-bomba capilar Agilent serie 1200, una bomba binaria, un micro inyector
termostatizado y una vdlvula de micro interruptor. El LTQ XL Orbitrap se hizo funcionar
en el modo de iones positivos con un voltaje de pulverizacidon de 1,8 kV. El analisis
espectrométrico se realizd en un modo dependiente de datos, adquiriendo un escaneo
completo de Orbitrap seguido de un escaneo de 10 MS/MS de las 5 sefiales mas intensas
detectadas en el escaneo de MS (5 en modo CID y 5 en modo HCD). El MS completo

(rango 400-1800) fue adquirido en el Orbitrap con una resolucién de 60.000.

3.11.3. Identificaciéon de la secuencia fosfopeptidica

La identificacién de las proteinas fosforiladas se realizé utilizando la base de datos
Proteome Discoverer v1.4 y la base de datos SwissProt Mus musculus. La cuantificaciéon
de las proteinas se realizé en base a la intensidad de los iones indicadores derivados del
marcaje con TMT, y solo se consideraron péptidos Unicos. La probabilidad de localizacién
para cada sitio de fosforilacion se calculd utilizando la herramienta ptmRS mode
acoplada a Proteome Discoverer. La intensidad de TMT del ion “reporter” se normalizo
usando la abundancia total de cada etiqueta TMT para minimizar el error debido a la
diferente carga de proteina en cada canal. El analisis estadistico para determinar las
proteinas y los péptidos con distinto grado de fosforilacion se realizd utilizando el
software DanteR (http: //omics.pnl.gov/software/danter). Las diferencias entre los
grupos experimentales se analizaron empleando un analisis de varianza de una via (one
way ANOVA) y se consideraron estadisticamente significativas a partir de un nivel de

confianza superior al 95% (P<0,05).

66



MATERIALES Y METODOS

3.12. Anadlisis bioinformatico

Se realizd un andlisis de anotacidn funcional utilizando la Base de Datos para
Anotaciodn, Visualizacidon y Descubrimiento Integrado (DAVID, versién 6.8) identificando
los procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares en Gene
Ontology. El analisis de anotacion funcional se realizé por separado para las proteinas
fosforiladas y desfosforiladas obtenidas del estudio fosfoproteémico.

Este andlisis de anotaciones se complementd con un estudio de integracion
molecular, mediante la herramienta Cytoscape (version 3.8.2)

(https://www.cytoscape.org ) que permitié analizar redes de interaccién molecular y vias

bioldgicas integrando estas anotaciones con los perfiles de expresidn proteica.

Se utilizé el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (v2020; Ingenuity Systems,
QIAGEN) para identificar las vias candnicas de sefalizacién diferencialmente reguladas
en las distintas condiciones de estudio (LUM, COLVI, LUM+COLVI) a partir de los datos
obtenidos en el analisis fosfoprotedmico (Valores de fosforilacidon con fold change 21.5
o <0.5). En primer lugar, utilizamos las funciones “Core Analysis” y “expression of
phosphoproteomic analysis” para la identificacion de las rutas candnicas, y se calculé un
valor de Z que se considerd significativo cuando tiene un valor mayor a 2 (Z-score > 2)
para la activacidon y menor a 2 (Z-score < 2) para la inhibicién de las vias de sefializacién.

Las 10 rutas que fueron identificadas con un valor estadistico significativamente
mayor en los distintos hidrogeles (LUM, COLVI, LUM+COLVI) se ordenaron por -log (p
valor) y el “Fold enrichment” (nimero de proteinas diferencialmente fosforiladas que se
identificaron en el estudio fosfoprotedmico /nimero total de proteinas que componen
la ruta de sefializacién), en comparacién con la condicion control (COL-I).

Se utilizé la base de datos Kinase Enrichment Analysis 2 (KEA2)

(http://www.maayanlab.net/KEA2 ) para predecir la actividad de las quinasas y su

potencial capacidad para fosforilar las proteinas que aparecian significativamente
fosforiladas en el estudio fosfoprotedmico. El p valor fue corregido por el método

Benjamini-Hochberg; considerando diferencias significativas p valor corregido > 0,05.
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3.13. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé haciendo uso del software
estadistico GraphPad Prism7 (La Jolla, CA, USA). En los estudios en los que se
compararon Unicamente dos grupos experimentales, se utilizé una prueba t-Student
para datos paramétricos o la prueba de Mann-Whitney para datos no praramétricos. En
estudios con mas de dos grupos experimentales, se utilizé el andlisis de varianza de una
via (one way ANOVA) seguido de la prueba de comparacion de rangos multiples de Tukey
para datos paramétricos y Kruskal- Wallis seguido de la prueba de comparacion de
rangos multiples de Dunn’s para datos no paramétricos. Las diferencias entre los grupos
experimentales se consideraron estadisticamente significativas a partir de un nivel de
confianza superior al 95% (P<0,05). Los valores que se muestran en los histogramas y en
los diagramas de caja representan el % de la frecuencia muestral en intervalos y la
distribucién por cuartiles, respectivamente. En el resto de las graficas, los valores

representan la media + SEM (error estandar de la media).
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Capitulo 1. Caracterizacidon de las seiiales extracelulares e intracelulares especificas de
los depositos subcutaneo y omental del tejido adiposo que contribuyen a la
insulinoresistencia en individuos con obesidad.

4.1. Fibrosis y expansion del tejido adiposo en obesidad y resistencia a

insulina

En este estudio analizamos la presencia de fibrosis en el tejido adiposo
subcutdneo (SC) y omental (OM) de sujetos con obesidad mdrbida atendiendo a su grado

de sensibilidad a insulina: normoglucemia (Ob-NG) e insulino-resistencia (Ob-IR).

En la tabla 5 se muestran los pardmetros bioquimicos y antropométricos de los
pacientes incluidos en el estudio. En ella se puede observar cdmo los sujetos mostraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de glucosa, insulina y el indice
HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment), confirmando la correcta clasificaciéon de
estos sujetos en Ob-NG y Ob-IR. No se observaron diferencias en cuanto a su edad ni a
los pardmetros del metabolismo lipidico medidos (colesterol, LDL (Lipoproteinas de baja
densidad) o HDL (lipoproteinas de alta densidad)). Tampoco se observaron diferencias
en parametros antropométricos como el peso o el perimetro de circunferencia,
indicando que no hay diferencias en cuanto a la distribucién de la grasa corporal entre

los sujetos.
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Ob-NG (n=12) Ob-IR (n=16) T test
Género 8/4 8/8
(hombres/mujeres)
Edad (afios) 36+1.9 39+28 ns
Peso (kg) 155.9+11.6 152.0+6.1 ns
IMC (Kg/m2) 53.9+3.1 52.8+2.1 ns
Perimetro 146.2 + 8.8 152.9+6.1 ns
circunferencia (cm)
Presion sistdlica | 124.7 + 3.2 128.9+4.2 ns
(mm/Hg)
Presion diastdlica | 76.4 + 4.7 77.3%4.0 ns
(mm/Hg)
Colesterol (mg/dl) 187.3+14.4 194.8 +10.6 ns
LDL (mg/dl) 123.8+12.1 120.0+9.7 ns
HDL (mg/dl) 36.8+2.1 36.7+1.1 ns
Triglicéridos (mg/dl) 107.7 +13.0 171.9+13.7 <0.05
Glucosa (mg/dl) 87.1+3.0 106.9+2.7 <0.001
Insulina (mU/L) 16.7+1.5 27.8+2.8 <0.001
HbA1c (% | 5.7(38.4) £0.1(0.7) 6.4(46.0) + 0.1(0.1) <0.01
[mmol/mol])
HOMA-IR 3.6 0.4 7.3+0.8 <0.001

Tabla 5. Parametros antropomeétricos y bioquimicos de los sujetos incluidos en el estudio.

Para el estudio de la fibrosis, se utilizaron cortes histolégicos de muestras
pareadas de ambos depdsitos y se uso la tincidn de rojo picrosirio, un método especifico
para tefiir colageno fibrilar (Henegar et al., 2008). La cuantificacidon de la tincién de
colageno mostrd que la resistencia a insulina (IR) induce un mayor grado de fibrosis en
el tejido adiposo SC y OM de individuos con obesidad que las condiciones de
normoglucemia (NG) (Fig. 10). Concretamente, observamos un aumento del 37% vy 41%
de fibrosis total en los depdsitos SC y OM de individuos Ob-IR, respectivamente, en
comparacién con sujetos Ob-NG (Fig. 10A y C). Ademas, se profundizé en la localizaciéon
y la distribucién del coldgeno fibrilar, demostrando que, en condiciones de IR, se produce
un aumento significativo de la fibrosis pericelular (colageno que rodea a los adipocitos)

en el tejido adiposo OM de estos sujetos (Fig. 10B). Sin embargo, no se observaron
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cambios significativos en la cuantificacién de la fibrosis pericelular del depdsito SC en
Ob-IR vs. Ob-NG, a pesar de presentar los primeros un mayor grado de fibrosis total (Fig.

10D).

A continuacidn, se llevo a cabo un analisis del tamano celular de los adipocitos,
tanto medio como por su frecuencia de distribucion entre el tamafio maximo y minimo
(40-149 um), en los distintos depdsitos de grasa SC y OM y en sujetos Ob-NG y Ob-IR.
Como se muestra en la figura 10, los adipocitos del tejido adiposo SC presentan un
tamafio mayor y una predominancia de células en rangos de didmetro superiores (Fig.
1G y H) en sujetos Ob-IR que en Ob-NG. Sin embargo, no se observaron diferencias en
estos pardmetros para los adipocitos del depdsito OM entre las condiciones de estudio

(Fig. 10E y F).
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Figura 10. Caracterizacion de la fibrosis tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina. (A-D)
Distribucion y cuantificacion de coldgenos fibrilares en cortes histoldgicos de tejido adiposo omental (OM)
y subcutdneo (SC) de individuos con obesidad y normoglucemia (NG) y con resistencia a insulina (IR). (A)

Fibrosis total y (B) fibrosis pericelular. Los paneles de la derecha muestran imdgenes representativas de los
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cortes histoldgicos de tejido adiposo tefiidos con rojo picrosirio. Las grdficas de la izquierda muestran la
cuantificacion de la fibrosis total (100x) y pericelular (200x) en los cortes histolégicos como el % del drea
total tefiida con rojo picrosirio. n=4-6 individuos/grupo (5 campos microscépicos/individuo/grupo).
Tamafio medio de los adipocitos y la distribucion de frecuencias del tamafo de los adipocitos en el tejido
adiposo (Ey F) OM y (G y H) SC, respectivamente, de sujetos con obesidad NG e IR. n=4-6 individuos/grupo
(200 células/grupo). Los datos representan la media + SEM y el % de cada intervalo de frecuencias. Las
diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis t de Student para los datos paramétricos y
mediante la prueba U de Mann-Whitney para los datos no paramétricos. °p<0,05 vs. Ob-NG; “*p<0,01 vs.
Ob-NG. Ob-NG, individuos con obesidad y normoglucemia; Ob-IR individuos con obesidad y resistencia a

insulina.

Con el fin de caracterizar a nivel molecular la fibrosis observada en el tejido
adiposo en obesidad y resistencia a insulina, se analizé la expresion génica de coldgeno
| alfa 1 (COL-lal), coldgeno lll alfa 1 (COL-lllal), y colageno VI alfa 3(COL-VIa3), cuya
expresion génica ya se ha demostrado estar aumentada en el tejido adiposo de humanos
y ratones con obesidad respecto a sus controles delgados (Divoux et al., 2010; Kovacova
et al., 2012). Estos andlisis mostraron un aumento de la expresién de COL-lllal en el
depdsito OM de sujetos Ob-IR con respecto a Ob-NG (Fig. 11B). Por su parte, en el
depdsito SC de sujetos Ob-IR, se observd un nivel significativamente menor de expresién

de COL-Vla3 que en sujetos Ob-NG (Fig. 11F).

oM
A B C
Col-lx1 Col-lle 1 Col-Vlx3
1.5 aaa
i
s
g
€
ge 10
9
2
: &
S = S
8 n ¢ 10
0. 0.0¢ 0.4
ObNG  ObdR ObNG  ObdR ObNG  OBIR
SC
D E F
Col-la1 Col-lllx 1 Col-Vla3
1.5 20 15
T : < T
5
x Z s 4
et 5e oW
53 LT 53 3
g8 g8 g &
@ 0.5 ; 05 ; 0.5
& & 3
v X v [} T
Ob-NG Ob-NG Ob-IR Ob-NG Ob-IR

Figura 11. Caracterizacion molecular de la fibrosis del tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina.

Expresion génica de: (A) coldgeno I alfa 1 (Col-la1), (B) coldgeno Il alfa 1 (Colll-lal) y (C) coldgeno VI alfa
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3 (Col-Via3) en muestras de tejido adiposo OM y de (D) coldgeno | alfa 1 (Col-la1), (E) coldgeno Il alfa 1
(Colll-la1) y (F) coldgeno VI alfa 3 (Col-Via3) en muestras de tejido adiposo SC de individuos con obesidad
NG (Ob-NG) e IR (Ob-IR). Los datos representan la media + SEM. n=4-8 individuos/grupo. Las diferencias
estadisticas se evaluaron mediante el andlisis t de Student para los datos paramétricos y mediante la

prueba U de Mann-Whitney para los datos no paramétricos. °p<0,05 vs.Ob-NG; ?*°p<0,001 vs. Ob-NG.

Ademas de coldgenos, la fibrosis se ha relacionado con la acumulacién de otras
proteinas de la matriz extracelular (ECM) como fibronectina, laminina y proteoglicanos
(PGs) (Kai et al., 2016). En un estudio realizado previamente en nuestro laboratorio, se
llevé a cabo un analisis de protedmica cuantitativa (2D-DIGE) de muestras de tejido
adiposo SC y OM de individuos delgados y con obesidad con diferentes grados de
sensibilidad a la insulina (Ob-NG y Ob-IR). Entre las proteinas identificadas, se detectd
lumican (LUM), un pequefio proteoglicano rico en leucina (SLRP) que se ha propuesto
que regula la fibrilogénesis (Neame et al., 2000; Nikitovic, Katonis, Tsatsakis, Karamanos,
& Tzanakakis, 2008), y cuya expresion se encontré desregulada tras el andlisis de
muestras pareadas de tejido adiposo SC y OM de individuos con obesidad y distintos
grados de sensibilidad a insulina vs. delgados (Guzman-Ruiz et al., 2020). Por ello, nos
planteamos profundizar en el estudio de LUM en el tejido adiposo de individuos con

obesidad y su implicacién en el desarrollo de enfermedad metabdlica.

En primer lugar, se analizaron los niveles de LUM mediante inmunohistoquimica
usando cortes histoldgicos de tejido adiposo de individuos Ob-NG y Ob-IR. Este estudio
mostré Unicamente un amento de los niveles tisulares de LUM en el depdsito SC de Ob-
IR vs. Ob-NG (Fig. 12A). Estos datos diferian de lo observado en el estudio protedmico,
en el que no se identificd dicha proteina como alterada en este depdsito SC,
presumiblemente debido a diferencias entre las técnicas utilizadas (ver Discusion)
(Guzman-Ruiz et al., 2020). A continuacién, se cuantificé la sefial de LUM que se
localizaba alrededor de los adipocitos (LUM pericelular) (Fig. 12B) y se observd un
incremento significativo de la cantidad de este proteoglicano (PG) en este depdsito SC
en sujetos Ob-IR vs Ob-NG, aunque en estas mismas muestras no se observara un
aumento de fibrosis pericelular (Fig. 10D). Por el contrario, en el depdsito OM, los niveles

tisulares de LUM fueron cuantitativamente menores en sujetos OB-IR vs Ob-NG, en linea
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con los datos obtenidos en el analisis proteémico (Guzman-Ruiz et al., 2020). No se
observaron diferencias en el contenido pericelular de LUM en estos individuos respecto

a la condicidn Ob-NG, que si mostraban niveles mayores de fibrosis pericelular (Fig. 10B).

A continuacién, y sobre la base de los resultados obtenidos, se profundizé en el
estudio de LUM analizando la cantidad de este PG mediante la técnica de western blot
en muestras de tejido adiposo SC de individuos Ob-NG y Ob-IR. Asi, se detectaron dos
bandas inmunorreactivas para el anticuerpo utilizado, correspondientes, segiin su peso
molecular, al core proteico (37 kDa-LUM) y a la proteina glicosilada (50 kDa-LUM) (Fig.
12C-E). En ambos casos, se observd un aumento del contenido de LUM en individuos
Ob-IR respecto a Ob-NG, aunque dicho aumento solo llegd a ser significativo para la
isoforma 37 kDa-LUM (Fig. 12E). Finalmente, se analizé el contenido de LUM en los
distintos componentes celulares del tejido adiposo: la fracciéon de estroma vascular
(SVF), que incluye a los preadipocitos, entre otros tipos celulares, y los adipocitos
maduros. Nuestros estudios muestran que las dos fracciones, SVF y adipocitos maduros,
son capaces de producir LUM, aunque parece observarse una mayor produccién de LUM
por parte de los adipocitos maduros (Fig. 12F), lo que estaria en consonancia con el
analisis de la localizacién de este PG en el tejido adiposo SC (Fig. 12B). Adicionalmente,
este estudio reveld la presencia de una banda inmunorreactiva de 150 kDa,
correspondiente a una forma mas glicosilada de LUM, tanto en la SVF como en los

adipocitos maduros (Fig. 12F).
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Figura 12. Caracterizacion de lumican en el tejido adiposo en obesidad y resistencia a insulina. (A)
Contenido de lumican (LUM) total y (B) pericelular en el tejido adiposo OM y SC de individuos Ob-NG y Ob-
IR. Los paneles de la izquierda muestran imdgenes representativas de cortes histoldgicos de tejido adiposo
inmunotefidos con LUM (100x en Ay 200x en B). Las grdficas de la derecha muestran la cuantificacion de
LUM total y pericelular en los cortes histoldgicos como el % del drea total con inmunosefial de LUM. n=15-
20 individuos/grupo (5 campos microscopicos/individuo/grupo). (C) Inmunoblots representativos de LUM
y cuantificacion de (D) 50 kDa-LUM y (E) 37 kDa-LUM en muestras de tejido adiposo SC de individuos Ob-
NG y Ob-IR y. n=6 individuos/grupo. Los datos representan la media + SEM. Las diferencias estadisticas se
evaluaron mediante el andlisis t de Student para los datos paramétricos y mediante la prueba U de Mann-
whitney para los datos no paramétricos. °p<0,05 vs. Ob-NG; “’p<0,01 vs. Ob-NG. (F) Inmunoblots
representativo de LUM en la fraccion de estroma vascular (SVF) y de adipocitos maduros (AM) del tejido

adiposo SC de individuos Ob-NG y Ob-IR.

Atendiendo a las diferencias observadas en los estudios anteriores tanto en el
contenido y tipos de colageno como en el contenido de LUM, presentes en el tejido
adiposo en obesidad vy resistencia a insulina, se estudidé la capacidad de los extractos
proteicos obtenidos de tejido adiposo SC y OM de Ob-NG y Ob-IR para inducir la
formacion de fibrillas de colageno (fibrilogénesis) in vitro. Para ello, se utilizdé colageno |
(COL-1) comercial (1 mg/mL, 37 °C), que fue incubado con 1 mg/mL de extracto proteico
de los diferentes grupos de estudio. El ensayo de fibrilogénesis (Fig. 13A y B) fue
monitorizado durante 1 h, y la formacién de fibrillas se determiné evaluando la turbidez

de la solucion por espectrofotometria (340 nm). Los resultados mostraron que tanto la
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pendiente (0,006 + 0,003 vs 0,028 + 0,01, p< 0,05) como el valor maximo de turbidez
(0,097 + 0,003 vs 0,223 £ 0,05, p< 0,05) fueron superiores cuando COL-I se incubd con
los extractos proteicos de tejido adiposo SC de individuos Ob-IR en comparacién con Ob-
NG, mientras que no se observaron diferencias para el tejido adiposo OM entre los dos

grupos de pacientes.

Los componentes de la ECM no solo tienen funcidon sobre la organizacién y
arquitectura de la ECM, sino que también pueden actuar como moléculas seializadoras
ya que, tanto los coldgenos como LUM, interaccionan directamente con integrinas
(fundamentalmente Bl-integrina) (Brezillon et al., 2013; Iskratsch et al., 2014). Entre
otras, destaca la ruta de Akt, que es también una de las rutas de traduccién esenciales
de la insulina (Cignarelli et al., 2019; Petersen & Shulman, 2018). Por ello, a
continuacién, se evalué en el mismo grupo de individuos y mediante western blot, el
contenido de B-integrina (forma B1) y la activacion de Akt (medida como ratio de
pAkt/Akt). Asi, en relacidon con la B-integrina, observamos que la expresion de este
receptor era superior en el depdsito OM de individuos Ob-IR vs. Ob-NG, mientras que se
observé la tendencia opuesta en el tejido adiposo SC (Fig. 13C). Del mismo modo, los
individuos Ob-IR mostraron una menor fosforilaciéon de Akt (menor ratio pAkt/Akt) que
los individuos Ob-NG en el depdsito SC, mientras que no se observaron diferencias

significativas en el depdsito OM (Fig. 13D).
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Figura 13. Efecto extra- e intracelular de la fibrosis del tejido adiposo en obesidad y resistencia a
insulina. Cuantificacion de la capacidad de fibrilogénesis del tejido adiposo OM y SC de individuos Ob-NG

y OB-IR. Se incubaron extractos proteicos de tejido adiposo (A) OM y (B) SC de pacientes obesos NG e IR

78



RESULTADOS

con coldgeno | (COL-1) (1 mg/mL) y se midié la formacidn de fibrillas. Los datos representan la medida de
turbidez a 340 nm. (C) Inmunoblot representativo (panel superior) y cuantificacion (grdfica inferior) del
contenido total de B-integrina en muestras de tejido adiposo de individuos Ob-NG y Ob-IR. (D) Inmunoblot
representativo (panel superior) y cuantificacion (grdfica inferior) del ratio p-Akt/Akt en muestras de tejido
adiposo de individuos Ob-NG y Ob-IR. Los datos representan la media + SEM (n=5 individuos/grupo). Las
diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis t de Student para los datos paramétricos y
mediante la prueba U de Mann-Whitney para los datos no paramétricos. °p<0,05 vs. Ob-NG; “p<0,01 vs.

Ob-NG; ?*°p<0,001 vs. Ob-NG.

4.2. Caracterizacion funcional de lumican en adipocitos 3T3-L1

Partiendo de los resultados anteriores que muestran como las condiciones
patolégicas del tejido adiposo en obesidad alteran la produccion de LUM, y que esto
puede afectar a la funcionalidad de la matriz extracelular, en el presente trabajo
realizamos una caracterizacion funcional de LUM en los adipocitos usando como modelo

la linea celular 3T3-L1.

En primer lugar, se analizé la regulacién de LUM, tanto su produccién como su
secrecion durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1. Nuestros
estudios de western blot revelaron que el contenido intracelular de LUM (medido por
cuantificacion de la proteina core, 37 kDa-LUM) aumenté durante la induccién de la
diferenciacion a preadipocitos y, posteriormente, a adipocitos maduros, mientras que el
contenido de la proteina con glicosilaciones, 50 kDa-LUM, disminuyd a lo largo de la
diferenciacion (Fig. 14A y B). Los resultados obtenidos sobre la proteina core se validaron
cuando se evalué el contenido de LUM mediante un ELISA comercial (Fig. 14C). Los
estudios de ELISA se completaron mediante la cuantificacion de LUM en el medio de
cultivo (i.e., secrecidn), que mostraron mayores niveles tanto de LUM extracelular como
del ratio LUM extracelular/intracelular en adipocitos a dia 9 de diferenciacién que en

células sin diferenciar (dia 0).
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Figura 14. Regulacion de la produccién de LUM durante el proceso de diferenciacion de células 3T3-L1
en cultivos 2D. (A) Inmunoblot representativo y (B) medida del contenido de 50 kDa-LUM y 37 kDa-LUM
durante el proceso de diferenciacion: Dia 0 (D0), 3 (D3), 6 (D6), y 9 (D9) en cultivos 2D de células 3T3-L1. .
n= 3 replicados/dia de diferenciacién. Se representa la media + SEM. “*®p<0,001 vs. DO, °p<0,05 y **°p<0,01
vs. D3, n.s. No significativo vs. D6. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de
un factor. (C) Medida del contenido extracelular (grdfica izquierda) y del contenido intracelular (grdfica
central) de LUM mediante test ELISA en células 3T3-L1 indiferenciadas (DO) y diferenciadas a adipocitos -
L1 (D9) y del ratio contenido extracelular/intracelular de LUM (grdfica derecha) como medida de secrecion.
Los datos representan la media + SEM (n=4 replicados/condicion). Las diferencias estadisticas se evaluaron

mediante el andlisis t de Student. “*p<0,001 vs. DO.

Con el fin de profundizar en la regulacién de LUM en los pacientes en estudio,
gue se caracterizan principalmente por tener niveles plasmaticos de glucosa e insulina
elevados, se desarrollé un modelo in vitro de hiperglucemia/hipeinsulinemia y se analizé
el efecto de estas condiciones sobre la produccion de LUM. Para ello, se evalud la
produccion de LUM (secrecion y contenido intracelular) en adipocitos diferenciados (dia
9) mediante la exposicion durante 24 h a concentraciones elevadas de glucosa (4,5 g/L)
e insulina (100 nM) (HGHI) (Diaz-Ruiz et al., 2015). Este tratamiento produjo un aumento
significativo en el contenido intracelular de 37 kDa-LUM, sin que se observara ningln
efecto sobre |la forma glicosilada de la proteina (Fig. 15A y B). Por su parte, los estudios
de ELISA revelaron un aumento leve pero no significativo en el contenido intracelular de

LUM en adipocitos 3T3-L1 en respuesta a HGHI, mientras que estas condiciones
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aumentaron significativamente la liberacion de LUM al medio extracelular (Fig. 15C).
Respecto al ratio secrecidn/contenido intracelular de LUM, observamos un aumento
significativo de la capacidad secretora de dicha proteina por parte de los adipocitos en

condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia (Fig. 15C).
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Figura 15. Regulacion de la produccion de LUM en respuesta a altas concentraciones de glucosa e
insulina de adipocitos 3T3-L1 en cultivos 2D. (A) Imnunoblot representativo y (B) cuantificacion de la
produccién de 50 kDa-LUM y 37 kDa-LUM en adipocitos 3T3-L1 (D9) en respuesta al tratamiento con
concentraciones elevadas de glucosa (4,5 g/L) e insulina (100 nM) (alta glucosa, alta insulina; HGHI). Los
datos representan la media + SEM (n=6 replicados/condicion). Las diferencias estadisticas se evaluaron
mediante el andlisis t de Student. “°°p<0,001 vs. basal. (C) Medida del contenido extracelular (grdfica
izquierda) y del contenido intracelular (grdfica central) de LUM mediante test ELISA en adipocitos 3T3-L1
(D9) y del ratio contenido extracelular/intracelular de LUM (grdfica derecha) como medida de secrecién en
respuesta al tratamiento con HGHI. Los datos representan la media + SEM (n=4 replicados/condicion). Las

diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis t de Student. °p<0,05 vs. basal, “°p<0,01 vs. basal.

4.3. Respuesta de los adipocitos 3T3-L1 a cambios en lumican extracelular

4.3.1. Diferenciacion celular

Para llevar a cabo este objetivo, hemos desarrollado y optimizado un sistema de
cultivo tridimensional (3D) basado en hidrogeles de COL-l para el cultivo y la
diferenciacion de células 3T3-L1. Tras varios ensayos utilizando diferentes

concentraciones de COL-l, de densidad celular de los cultivos, y condiciones de
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gelificacién (datos no mostrados), establecimos un protocolo optimizado consistente en
el cultivo de las células 3T3-L1 en COL-l a una concentracién de 3,6 mg/mL, que permite
inducir el proceso de adipogénesis. Asi, como se muestra en la figura 16 en estas
condiciones, la administracion del coctel hormonal de diferenciacién indujo la
diferenciacion de las células 3T3-L1 (D0) en adipocitos maduros (D10) acumuladores de
gotas lipidicas (Fig. 16B), de forma similar a lo que se observa en cultivos convencionales

2D (Fig. 16A).
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Figura 16. Proceso de diferenciacion de adipocitos 3T3-L1. Imdgenes de microscopia optica (400 x)
representativas del proceso de diferenciacion de células 3T3-L1 (A) en cultivo convencional (2D) y (B) en
hidrogeles de coldgeno | (3,6 mg/mL) (Cultivos 3D). Las células 3T3-L1 se expusieron a un coctel hormonal

para inducir la diferenciacion durante 10 dias.

A continuacion, una vez optimizado el cultivo 3D, se analizd el impacto de LUM
en el proceso de diferenciacion de las células 3T3-L1 en las matrices de COL-I (3,6
mg/mL). Para ello, se testaron dos dosis de LUM (10 y 30 ng/mL) en funcién de la
respuesta de secrecidon de este PG por parte de los adipocitos 3T3-L1 en condiciones
basales vs. condiciones de HGHI, respectivamente (Fig. 15C), y se monitorizaron los
cambios morfoldgicos de las células mediante microscopia dptica. Como se observa en
la figura 17 (panel intermedio), los adipocitos cultivados en presencia de la dosis mas
baja testada de LUM (10 ng/mL) presentan una menor capacidad de acumular gotas
lipidicas, en comparaciéon con los cultivos control (sin LUM). Por el contrario, en

presencia de LUM a concentracién mas elevada (30 ng/mL) (Fig. 17, panel derecho), los
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adipocitos no adquirieron la morfologia redondeada caracteristica de las células
maduras y acumularon menos lipidos que en condiciones control (Fig. 17, panel
izquierdo) o a dosis mas bajas del PG (Fig. 17, panel intermedio).

COL- | LUM LUM
(control) 10 ng/ml 30 ng/ml

LN

Figura 17. Proceso de diferenciacion de adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Los fibroblastos 3T3-L1 se

embebieron en matrices de coldgeno tipo I (3,6 mg/mL), en ausencia (control) o presencia de lumican (10
y 30 ng/mL). Se afiadié un coctel hormonal para inducir la diferenciacién durante 10 dias. Las imdgenes se

obtuvieron mediante microscopia dptica (400x).

4.3.2. Diferenciacion y viabilidad de las células 3T3-L1 en cultivos 3D

Puesto que la presencia de LUM parece afectar a la diferenciacién de los adipocitos,
se realizaron estudios complementarios orientados a determinar el contenido lipidico de
los adipocitos 3T3-L1 diferenciados a término en hidrogeles de COL-I con o sin LUM,
mediante microscopia confocal. Concretamente, las células se tifieron con Nile Red para
visualizar las gotas lipidicas (Lipid droplets; LDs) (Fig. 18A), calculandose tanto el nimero
de LDs, como el area celular ocupada por el conjunto de LDs de las células individuales

y el drea media de las LDs (Fig. 18B).

Como se muestra en las imagenes representativas de microscopia confocal tanto los
adipocitos cultivados en presencia de COL-I solo o con LUM a baja concentracién (10
ng/mL) mostraron una morfologia redondeada (Fig. 18A), asi como un contenido
abundante de lipidos, siendo numéricamente mayor, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas, en la condicién control (COL-l), confirmando las
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observaciones realizadas mediante microscopia éptica. Por el contrario, se observé que
una concentracion mas elevada de LUM (30 ng/mL) daba lugar a la aparicion de
adipocitos con LDs de pequefio tamafio en los cultivos 3D (Fig. 18A), lo que estd en
consonancia con la morfologia alargada que muestran estas células, mds tipica de
preadipocitos, a pesar de haber estado expuestas al coctel de diferenciacién durante 10
dias. Estas observaciones fueron confirmadas mediante el andlisis morfométrico de las
imagenes de microscopia confocal, que mostraron que los adipocitos en cultivos 3D con
LUM 30 mg/mL contienen LDs de menor tamafio, asi como un contenido lipidico total
menor que las células diferenciadas en las matrices control (COL-1) o en presencia de una

dosis baja de LUM (10 ng/mL) (Fig. 18B).

En vista de los resultados obtenidos mediante microscopia, evaluamos la expresion
de dos factores adipogénicos principales, PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) y C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein, Alfa) (Rutkowski et al.,
2015). Como se observa en la figura 18C, la adicidon de LUM, a cualquiera de las dosis
testadas, a los cultivos 3D provocd una disminucién significativa de la expresion de
C/ebpa y Ppary en los adipocitos. Estas observaciones, junto con los resultados de
microscopia, indican que LUM induce una disminucién significativa de la capacidad

adipogénica de una manera dosis dependiente.
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Figura 18. Efecto de lumican en la adipogénesis de los adipocitos 3T3-L1 en cultivo tridimensional (3D).
(A) Imdgenes representativas de microscopia confocal de los adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices
de COL-I (3,6 mg/mL), solo (COL-1) o combinado con lumican (LUM) a 10 ng/mL o 30 ng/mL. Los lipidos se
tifieron con Nile Red (Rojo) y los nicleos con DAPI (azul). Se emplearon micrografias para la cuantificacion
del (B) numero de gotas lipidicas (LDs), el contenido total de LDs y el tamafio de LDs. (n = 15 células/grupo
de tres experimentos independientes). (C) Niveles de expresion de ARNm de C/ebpa y Ppary determinado
por RT-qPCR. Los datos representan la media + SEM (n = 12 repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas
se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos y mediante el andlisis

Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. %°p<0,01; ®®°p<0,001 vs. COL-I, ®p<0,05 vs. LUM 10 ng/mlL.

Adicionalmente, se evalud en dichos cultivos la viabilidad y la citotoxicidad
celular medida mediante los ensayos de AlamarBlue, que mide la actividad metabdlica
celular, y de lactato deshidrogenasa (LDH), que se libera desde el citoplasma de las
células dafiadas o lisadas. No se observaron cambios significativos ni en la proliferaciéon
celular (Fig. 19A), ni en los niveles de LDH secretados al medio de cultivo (Fig. 19B) en
ninguna de las condiciones testadas, demostrando que la presencia de LUM no afecta a

la viabilidad celular.
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Figura 19. Viabilidad y citotoxicidad en adipocitos 3T3-L1 en cultivo tridimensional (3D celular). (A)
Viabilidad celular medida por la actividad metabdlica de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). (B)
Citotoxicidad celular evaluada mediante el ensayo de AlamarBlue. Los datos representan la media + SEM

(n = 3 repeticiones/grupo).

4.4. Caracterizacion ultraestructural de las matrices 3D

Con el fin de analizar el efecto de LUM sobre el ambiente extracelular medido
mediante su impacto en la organizacion de las fibrillas de COL-I, se tomaron micrografias
de los cultivos celulares tras su procesamiento para microscopia electrénica de barrido
(Fig. 20). Como se muestra en las imagenes, los adipocitos quedan embebidos en la
matriz tridimensional de fibrillas de COL-Il, en las que es posible visualizar el bandeado

caracteristico de dichas fibrillas (Fig. 20A).

Para realizar la evaluacién cuantitativa de las imdagenes, éstas se procesaron con
el programa Diameter) incluido en el paquete Image). De cada imagen, se obtuvo una
digitalizacion binaria en blanco (fibrillas) y negro (poro) para su analisis. Tras el
procesamiento de las imagenes, se obtuvo una nueva imagen en la que se marcé la linea
media de cada fibra para la cuantificacién del diametro medio de las fibrillas (Fig. 20B) y
el area existente entre las fibrillas (espacio libre de fibrillas) (Fig. 20C). La figura 20B
muestra la distribucidén de frecuencias del diametro de las fibrillas de COL-I (hm) en
intervalos, donde se observa que la mayoria de las fibrillas presentan un grosor inferior
a 100 nm, tanto en los cultivos 3D control como en los expuestos a las diferentes dosis
de LUM. Sin embargo, la presencia de LUM 10 ng/mL indujo un aumento del 36% en las
fibrillas con radio comprendido entre 200-300 nm, mientras LUM 30 ng/mL incrementé

en un 106% y 450% la frecuencia de fibrillas de 200-300 nm y 300-400 nm,
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respectivamente, con respecto al intervalo control correspondiente (Fig. 20B). Por su
parte, la medida del tamafio de poro (espaciado entre fibrillas), distribuido en cuartiles,
mostré que el 75% de los espacios existentes entre las fibrillas de COL-I en las matrices
tratadas con LUM 30 ng/mL eran menores de 3 um?, un valor significativamente inferior

al encontrado en ausencia o en presencia de bajas concentraciones de este PG (Fig. 20C).
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Figura 20. Caracterizacion ultraestructural de los cultivos 3D. (A) Microscopia electrénica de barrido de
adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices 3D de coldgeno | (COL-1) en ausencia o presencia de lumican
(10-30 ng/mL) durante 10 dias, y sus respectivas ampliaciones de las micrografias, donde se observa la
estriacion de las fibrillas de COL-I. (B) Histogramas de frecuencia (%) del didmetro de las fibrillas de COL-I
(nm) distribuidas en intervalos de 0-400 nm (grdfica superior) y 200-400 nm (grdfica inferior). (C) Diagrama
de caja representando el tamafio del poro (espacio interfibrilar) (um?). Las diferencias estadisticas se

evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor. °p<0.05 vs. COL-I. n= 20 micrografias/condicion.

Adicionalmente, se realizd un ensayo de fibrilogénesis para estudiar el efecto de
LUM (10 y 30 ng/mL) sobre la dindmica de formacién de fibrillas de COL-I (3,6 mg/mL).
Como se observa en la figura 21, la adicion de LUM (ambas dosis) a la solucién de COL-I
parece aumentar la capacidad del COL-I de formar fibrillas, alcanzandose una mayor
turbidez cuando se afadid la dosis mas alta de LUM (30 ng/mlL) (Fig. 21A).
Paralelamente, se midio la resistencia a la compresion de las matrices 3D para definir su
resistencia mecdnica, observandose que este parametro era mayor en las matrices de

COL-I conteniendo la concentracion mas alta de LUM (30 ng/mL) (Fig. 21B).
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Figura 21. Efecto de lumican sobre la mecdnica de la estructura de las matrices de coldgeno I. (A) Efecto
y dindmica de lumican (LUM) (1 y 30 ng/mL) sobre la formacion de fibrillas del coldgeno | (COL-I) (3,6
mg/mL). La turbidez de la solucién se monitorizé durante 150 min, a 37°C, por absorbancia a 340 nm. (B)
Efecto de LUM sobre la resistencia a la deformacion evaluada mediante un ensayo de compresion en
hidrogeles de COL-I solo o en presencia de LUM (10y 30 ng/mL). Los resultados se expresan como la media

+ SEM; n=4 repeticiones/condicién. “°p<0,01 vs. COL-I, ®®p<0,01 vs. LUM 10 ng/mL.

4.5. Efecto de lumican sobre la funcion de los adipocitos

Puesto que LUM estaba incrementado en el tejido adiposo de individuos con Ob-
IR, y se observd un incremento significativo de su nivel de expresion en el modelo in vitro
de hiperglucemia/hiperinsulinemia, el siguiente paso fue estudiar si LUM podia tener
algun efecto sobre la respuesta a la insulina. En este caso, observamos que LUM, tanto
a dosis bajas como a dosis altas, disminuyd la expresidn tanto del receptor de insulina
como del transportador de glucosa GLUT-4 y el contenido proteico del mediador de la

sefializacién de la insulina, Akt (Fig. 22A).

A continuacién, se evaluaron varios marcadores funcionales de los adipocitos,
incluyendo tanto la adipoquina con propiedades insulino-sensibilizantes y caracteristica
de adipocitos maduros, adiponectina (Makki, Froguel, & Wolowczuk, 2013), como los
niveles de expresidn de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo como la glutation
sintetasa (GSS) y el estrés de reticulo como la chaperona de reticulo endopldsmico
GRP78 (BiP). Estos experimentos mostraron que las dos dosis de LUM testadas indujeron
una disminucién numérica, aunque no significativa, del contenido de adiponectina en

los medios de cultivo mientras que ambas incrementaron el contenido intracelular de
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esta adipoquina en los adipocitos, especialmente la dosis mas baja investigada (Fig. 22B).
El ratio extracelular/intracelular de adiponectina fue significativamente inferior en los
cultivos 3D conteniendo LUM que en los cultivos control, indicando un efecto inhibitorio

de este PG sobre la capacidad de secrecidn de esta adipoquina por los adipocitos.

Por su parte, la presencia de LUM provocéd un aumento en el contenido
intracelular de BiP en los cultivos tratados con las dos concentraciones de LUM
analizadas (Fig. 22C). De manera similar, observamos un aumento del contenido
intracelular de la enzima GSS, que no obstante sélo llegd a ser significativo a la

concentracion de 10 ng/mL de LUM (Fig. 22D).
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Figura 22. Efecto de lumican sobre la funcién de los adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. (A) Niveles de
expresion de ARNm del receptor de insulina determinado por RT-qPCR (grdfica superior), cuantificacion de
la cantidad de Akt total e imunoblot representativo (grdfica media), y niveles de expresion de ARNm del
transportador de glucosa, Glut4, determinado por RT-qPCR (grdfica inferior). (B) Cuantificacion de
adiponectina en el medio extracelular (grdfica superior) y en los extractos celulares (grdfica media) y el
ratio secrecién/contenido intracelular de adiponectina (grdfica inferior). (C) Cuantificacién de la chaperona
del reticulo endopldsmico, BiP (D) y de la enzima glutation sintetasa (GSS). Se muestran los inmunoblots

representativos para cada proteina. Los datos representan la media + SEM (n = 12 repeticiones/grupo).
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Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos
paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; *°p<0,01;

9995<0,001 vs. COL-1, °p<0,05 vs. LUM 10 ng/mL.

En conjunto, estos resultados muestran que la presencia de LUM en el medio
extracelular afecta a la funcionalidad de los adipocitos, disminuyendo su capacidad de

diferenciacidn e incrementando el estrés celular de los mismos.

A partir de los resultados obtenidos en los cultivos 3D de adipocitos 3T3-L1,
intentamos replicar los experimentos usando células de la SVF aisladas a partir de
muestras frescas de tejido adiposo obtenidas de sujetos con obesidad sometidos a
cirugia baridtrica. Desafortunadamente, la viabilidad de estas células se vio gravemente
comprometida cuando se cultivaron en matrices 3D enriquecidas con COL-l, incluso a

concentraciones bajas (1 mg/mL) (Fig. 23).

Adipocitos maduros (dia 10) diferenciados in vitro de Tejido Adiposo SC

Figura 23. Imdgenes representativas de microscopia dptica (400 x) de adipocitos procedentes del tejido
adiposo subcutdneo de un individuo con obesidad y normoglucemia. Las células de la fraccion del
estroma vascular fueron se expusieron a un coctel hormonal para inducir la diferenciacion hacia adipocitos
en cultivos convencionales 2D (imagen izquierda) o cultivos 3D basados en hidrogeles de coldgeno | (1

mg/mL) (imagen derecha).
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Capitulo 2. Contribucion de los componentes de la matriz extracelular y de la fibrosis
(lumican y colageno VI) en la fisiopatologia del tejido adiposo.

El estudio previo demostré que el tejido adiposo de individuos con obesidad en
presencia o ausencia de resistencia a insulina muestra diferencias en contenido y
distribucién de componentes de la ECM tan relevantes como COL-I o LUM, demostrando
ademas que este PG, a concentraciones elevadas, como ocurre en obesidad e
insulinoresistencia (IR), puede ejercer efectos negativos sobre la capacidad adipogénica
de los adipocitos e inducir estrés celular en estas células. Estos estudios también
mostraron que otros componentes de la ECM, como colageno VI (COL-VI) también
mostraban una regulacién diferencial dependiente del grado de sensibilidad a la insulina
de los pacientes con obesidad, como el COL-Vla3 (Fig. 11). De hecho, en linea con
nuestras observaciones, otros estudios han mostrado aumentos fundamentalmente en
isoformas de COL-l (COL-lal) y COLI-VI (COL-Vla3) en tejido adiposo SC y OM de
individuos con obesidad, (Ob-NG o Ob-IR), respecto a individuos delgados, y en animales
con obesidad genética (ob/ob) o inducida por dieta alta en grasa (Guzman-Ruiz et al.,
2020; Lawler et al., 2016; Pellegrinelli et al., 2016). Asi, el siguiente objetivo fue evaluar
el impacto de la presencia de COL-VI sobre los adipocitos y su posible interacciéon con

LUM.

4.6. Caracterizacion ultraestructural de matrices 3D en presencia de LUM

y COL-VI.

En primer lugar, llevamos a cabo una estrategia multiple para determinar si COL-
VI puede modificar la formacién y el ensamblaje de las fibrillas de COL-I, ya que se habia
descrito previamente la interaccion entre ambos colagenos (Bonaldo, Russo, Bucciotti,
Doliana, & Colombatti, 1990; Keene, Ridgway, & lozzo, 1998). Asi, se llevé a cabo un
estudio de fibrilogénesis utilizando una concentracién de COL-VI de 36 pug/mL (lyengar
et al., 2005; Llacua et al., 2018). En paralelo, se realizaron estudios con la concentracién

de LUM (30 ng/mL) compatible con la respuesta de secrecion de este PG por parte de
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los adipocitos expuestos a condiciones HGHI (Fig. 15) para seguir profundizando en la

accion de este componente de la ECM.

De acuerdo con nuestros resultados del capitulo 1 de esta Tesis, LUM aumentd la
capacidad de COL-I para formar fibrillas, alcanzando la mezcla una mayor turbidez que
la observada para la solucion de COL-I solo (Fig. 24; tabla 6). Por su parte, tanto la
pendiente como el valor maximo de turbidez fueron mayores cuando se afiadié COL-VI
a la solucién de COL-I. Sin embargo, la adicién de LUM a la mezcla de COL-1 y COL-VI no
produjo cambios significativos en ninguno de los parametros estudiados en relacion con

los observados en ausencia del PG (Fig. 24; tabla 6).
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Figura 24. Efecto de lumican y coldgeno-VI sobre la fibrilogénesis de coldageno I. La solucion de Coldgeno-
1 (COL-I, 3,6 mg/mL) se incubd en ausencia o presencia de lumican (LUM, 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI,
36 ug/mL) o la combinacién de lumican y coldgeno VI (LUM+COL-VI). La turbidez se midié como

absorbancia a 340 nm. Los datos representan la media + SEM, n = 3-4 repeticiones/grupo.

COL-I LUM COL-VI LUM+COL-VI
Pendiente 0.00044 + 0.00029 0.0021 +0.00078 0.004 +0.0013 0.0047 + 0.0015
Turbidez max. 0.54+0.028 0.94+0.017 1.21+0.021 1.27+0.012

Tabla 6. Efecto de lumican, coldgeno VI en la formacién de fibrillas de coldageno I. La formacidn de fibrillas
se midid por absorbancia a 340 nm y las tasas de estabilidad se midieron determinando la pendiente de la
curva y la turbidez mdxima. Los ensayos se realizaron para mezclas que contenian coldgeno | (COL-I) (3,6
mg/mL) solo, o en combinacién con lumican (LUM) (30 ng/mL) y/o coldgeno VI (COL-VI) (36 ug/mlL). Los

datos representan la media de tres experimentos + SEM.
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A continuacién, se realizd un andlisis morfométrico en micrografias de las
matrices generadas en las distintas condiciones experimentales (COL-I, LUM, COL-Vly la
combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI)) pero en ausencia de células (Fig. 25A-
D). El analisis ultraestructural de estas matrices (Fig. 25B-D) mostré que la presencia de
LUM indujo una disminucion, aunque no significativa, en el nidmero de fibrillas de
coldgeno con didmetro comprendido entre 200-300 nm en comparacién con los cultivos
3D control (COL-I). Por su parte, COL-VI solo y su combinacidon con LUM indujeron
aumentos significativos en la proporcion de fibrillas de COL-1 mas delgadas (< 100 nm),
mientras que disminuyeron en un 91% y 70%, respectivamente, y también de forma
significativa, la frecuencia de las fibrillas de COL-I con un didmetro comprendido entre
200 — 300 nm, en comparacién con lo observado en las matrices de COL-I solo o
combinado con LUM (Fig. 25B). De esta manera, COL-VI también indujo un aumento
significativo en la densidad de las fibrillas de COL-I en las matrices y, a pesar de que en
presencia de LUM (LUM+COL-VI), los efectos inducidos por COL-VI sobre el grosor de las
fibrillas de COL-I tendieron a recuperar los valores observados en las matrices control, la
densidad de las fibrillas de COL-I no varié con respecto a las matrices que contenian COL-
VI (Fig. 25C). Finalmente, COL-VI también aumentd significativamente el espaciado entre
las fibrillas de COL-l, efecto que también se observd, aunque en menor medida, en

presencia de LUM solo o combinado con COL-VI (Fig. 25D).

Estd ampliamente aceptado que las células remodelan activamente la ECM que
las rodea, mientras que la matriz influye simultdneamente en el comportamiento celular
(Frantz, Stewart, & Weaver, 2010). Por ello, también se estudid la formaciéon vy
organizacion de las fibrillas de COL-I en respuesta a LUM y COL-VI (solos o combinados)
en cultivos 3D conteniendo células. Para ello, las células 3T3-L1 se diferenciaron a
adipocitos (dia 10) en los diferentes hidrogeles de COL-I, solo o en presencia de LUM o
COL-VI, solos y en combinacién (LUM+COL-VI) (Fig. 25E-I). A diferencia de lo observado
en ausencia de células, LUM aumentd significativamente el grosor de las fibrillas de COL-
I, a la vez que disminuyd el tamafio del poro de la matriz (o espacio interfibrilar) en
comparacién con el grupo control (Fig. 25F y G), confirmando los resultados obtenidos
previamente en este trabajo (Fig. 20) (Guzman-Ruiz et al., 2020). Por el contrario, como

se puede observar en las imagenes de microscopia electrénica de los cultivos 3D de
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adipocitos que contenian COL-VI, al igual que en ausencia de células, la frecuencia de las
fibrillas de COL-I con un didmetro superior a 200 nm disminuyd con respecto a dicho
intervalo en condiciones control (COL-I) (Fig. 25F). A su vez, COL-VI también aumenté la
densidad de las fibrillas de COL-I en los cultivos 3D de adipocitos, aunque en menor
medida que la observada en ausencia de células (33,3 vs. 39,9 fibrillas/u?; p = 0,01) (Fig.
25G). Sin embargo, la combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI) bloqueé el efecto
inducido por LUM sobre el grosor de las fibrillas de COL-I (Fig. 25F), pero no modificé el
tamafio del poro de las matrices (Fig. 25H). LUM tampoco tuvo ningun efecto sobre los
cambios inducidos por COL-VI sobre la densidad de las fibrillas de COL-I cuando se

combinaron las dos proteinas en presencia de células (Fig. 25G).
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Figura 25. Caracterizaciéon ultraestructural de las matrices tridimensionales (3D). (A) Imdgenes
representativas de microscopia electrénica de barrido de las fibrillas de coldgeno | (COL-1) solo, o en
combinacion con lumican (LUM), coldgeno VI (COL-VI) o la mezcla de ambas proteinas (LUM+COL-VI) en
ausencia de células. (B) Andlisis cuantitativo del grosor de las fibrillas COL-I en las matrices 3D. Se
representa en intervalos de % de frecuencia. (C) numero de fibrillas/u2 y (D) tamafio de poro (espacio
interfibrilar) en hidrogeles sin células. (E) Micrografias representativas de las fibrillas de COL-I solo, o en
combinacion con LUM, COL-VI o ambas proteinas (LUM+COL-VI) en presencia de células 3T3-L1. (F) Andlisis
cuantitativos del grosor de las fibrillas de COL-I en las matrices 3D representadas en intervalos de % de

frecuencia. (G) Numero de fibrillas/u2 y (H) tamafio del poro en los cultivos 3D que contienen células 3T3-

94



RESULTADOS

L1. (1) Micrografias representativas de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en cultivos 3D que contienen COL-I
solo, o en combinacién con LUM, COL-VI o ambas proteinas (LUM+COL-VI). Se analizaron 40 micrografias
por grupo experimental procedentes de dos experimentos independientes. Las diferencias estadisticas se
evaluaron mediante el andlisis ANOVA de dos vias para el andlisis de la distribucion de frecuencias y la
prueba de ANOVA de una via para el resto de los andlisis de datos. °p < 0,05, “°p< 0,01, “*p< 0,001 vs COL-
I; ’p< 0,05; *°p < 0,01; **°p < 0,001 vs. LUM; p < 0,05 y “°p < 0,001 vs. COL-VI.

En relaciéon con estas observaciones, y para profundizar en el estudio de la
influencia reciproca entre los adipocitos y la ECM, se llevd a cabo un analisis comparativo
sobre la orientacidn de las fibrillas de COL-I en ausencia vs. presencia de células (Fig. 26).
Para ello, se realizod el analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia electrdnica
con el programa Orientation) incluido en el paquete Diameter). Como se muestra en los
histogramas (Fig. 26A-D), los patrones especificos de alineamiento de fibrillas de COL-I
que fueron observados en las matrices 3D estuvieron influenciados por la presencia de
células (Fig. 26E-H). No obstante, la orientacion de las fibrillas de COL-I no presentd una
direccién de alineamiento predominante en los hidrogeles en ausencia de células (sin
células, linea roja) ni en las fibrillas de COL-I que rodean a los adipocitos (con células,

linea negra) en respuesta a la presencia de LUM y/o COL-VI.

Sin Células vs Con Células

Orientacion de Fibrillas

coL

20 R*=0054 20 R?=0.0005 20 R?=015 LuMscoLvI

18 R%=0.18

Con Células
B
2
1
.

-.
BZRR
?'; !

Con Células
Con Células

Con Células

0. o a. 05 10 15
o0 05 10 15 20 25 Y] 05 10 15 20 00 05 10 15 20 25 o5 Sin Células
Sin Células Sin Calulas Sin Células.

Figura 26. Andlisis de alineacion de las fibrillas de coldgeno I. Distribucion de la frecuencia de los dngulos
de orientacion de las fibrillas de (A) coldgeno | (COL-1) solo, (B) o en combinacion con lumican (LUM), (C)
COL-VI o (D) ambas proteinas (LUM+COL-VI), en ausencia (linea roja) o presencia (linea negra) de

adipocitos 3T3-L1. Correlaciones entre los datos de alineacion de fibrillas en matrices 3D que contienen o
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no células 3T3-L1 en presencia de (E) COL-I, (F) LUM, (G) COL-VI o (H) LUM+COL-VI. Las imdgenes se

procesaron con el programa OrientationJ incluido en el paquete Imagel.

En conjunto, estos resultados sugieren que los adipocitos tienen la capacidad de
regular la organizacidn de las fibrillas de coldgeno y, por tanto, remodelar la estructura
del microambiente, estando este efecto condicionado por la presencia de componentes
especificos de la ECM que, a su vez, son producidos por las células del tejido tanto en

condiciones fisiolégicas como patoldgicas.

4.7. Prediccion in silico de la interaccion entre componentes de la matriz

extarcelular. Estudios de docking proteina-proteina

Atendiendo a los resultados obtenidos en los ensayos de fibrilogénesis (Fig. 24),
junto con los datos publicados por otros autores sobre la interaccién entre COL-I y COL-
VI (Bonaldo et al., 1990; Keene et al., 1998), y de estos coldgenos con LUM (Stamov et
al., 2013; Takahashi, Cho, Kublin, & Cintron, 1993), se realizé un estudio de docking
proteina-proteina para predecir la estructura molecular de los complejos formados por
estos componentes de la ECM. Para ello, se obtuvo el modelado de la estructura de LUM
y a continuacidn, se realizé el docking tanto con la triple hélice de COL-I (PDB ID: 1K6F)
como con la estructura cristalina del dominio a3N2 COL-VI (PDB ID: 6SNK) y a3N5 COL-
VI (PDB ID: 4IGl) (ver procedimientos experimentales). Ambos dominios de COL-VI
exhibieron pardmetros de interaccion similares con COL-l y/o con LUM (datos no
mostrados), por lo que solo se mostraran los datos de a3N2 COL-VI (COL-VI, de ahora en

adelante).

Los resultados de este estudio confirman y amplian los datos previos referentes
a la interaccién entre COL-I con LUM o COL-VI, con valores de puntuacion del modelo de
-666,3 y -482, respectivamente (Fig. 27A y B), asi como entre LUM y COL-VI (valor de
puntuacion del modelo = 949,60) (Fig. 27C). Concretamente, nuestro modelo de docking
proteina - proteina predijo que la estabilizacion del complejo COL-I/LUM a través de

puentes de hidrogeno ocurre entre cuatro aminoacidos de la molécula de COL-I (Pro2,
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Gly9, Prolly Prol4) y del dominio central constituido por repeticiones en tandem ricas
en leucina (LRRs) [Tyr20y Tyrd7 en el dominio N-terminal de LRR (LRRNT); Tyr72 en LRR1
y GIn143 en LRR4] de la molécula de LUM (Fig. 27A). En el caso del complejo COL-1/COL-
VI, los enlaces de hidrégeno se establecen entre cuatro aminodcidos de la molécula de
COL-1 (Gly6, Prol11, Pro19 y Pro20) y cinco aminoacidos de la molécula de COL-VI (Arg
1715, Lys1754, Argl742 y Lys1772) (Fig. 27B). A su vez, COL-VI forma 24 puentes de
hidrogeno con los dominios LRRNT, LRR1-LRR6, LRR9 y LRR11 de la estructura en lamina
B de la molécula de LUM (complejo LUM/COL-VI; Fig. 27C).

Puntuacion del modelo : -949,60

Figura 27. Docking proteina-proteina. Estructuras 3D predictivas de la interaccion de coldgeno | (COL-I)
(PDB ID: 1K6F; morado), lumican (LUM) (modelado; azul) y a3N2 COL-VI (PDB ID: 65NK; verde). Complejo
formado por la unién de (A) COL-1 y LUM, (B) COL-l y a3N2 COL-VI, y (C) LUM y a3N2 COL-VI. Se indican
para cada combinacion las puntuaciones del modelo de acoplamiento basadas en las afinidades de unién

de los complejos de proteinas.
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A continuacién, se realizd una simulacidn adicional de docking en el que se
combinaron los tres componentes de la ECM (COL-I, LUM y COL-VI). Este analisis reveld
gue las interacciones que se establecen entre cada par de proteinas pueden estar
modificadas cuando se combinan los tres componentes, generando asi tres posibles
estructuras moleculares del complejo COLI/LUM/COL-VI (Fig. 28). De esta manera,
cuando COL-VI estd presente desaparecen los puentes de hidrégeno formados entre
COL-l y LUM (Fig. 28A; estructura molecular 1), mientras que, a su vez, se reducen las
interacciones establecidas entre COL-I y COL-VI cuando se combinan con LUM (Fig. 28B;
estructura molecular 2). Por su parte, la presencia de COL-I limita la unién entre LUM y
COL-VI al dominio LRRNT y reduce el nimero de enlaces de hidrogeno entre las dos
proteinas (de 24 a 5 enlaces) (Fig. 28C; estructura molecular 3). De hecho, los puentes
de hidrogeno establecidos entre los dominios LRR1 (Tyr72) y LRR4 (GLn143) de LUMy la
molécula de COL-VI, fueron sustituidos por la unién de estos dominios a dos aminoacidos
(Prol1y Prol4, respectivamente) de la triple hélice de COL-I cuando se combinaron las

tres proteinas (Fig. 28).
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Figura 28. Docking proteina-proteina. Estructuras 3D predictivas de la interaccion de coldgeno | (COL-1)
(PDB ID: 1K6F; morado), lumican (LUM) (modelado; azul) y «a3N2 COL-VI (PDB ID: 65NK; verde. Complejo
formado por la unién de (A) LUM-a3N2 COL-VI Y COL-I (estructura molecular 1), (B) COL-I- LUM y a3N2
COL-VI (estructura molecular 2), y (C) COL-I-a3N2 COL-VIy LUM (estructura molecular 3). Se indican para
cada combinacion las puntuaciones del modelo de acoplamiento basadas en las afinidades de union de los
complejos de proteinas. Los enlaces de hidrégeno se muestran en dorado y los residuos involucrados en el

efecto competencia se muestran en naranja.
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En resumen, nuestro modelo de docking proteina—proteina apoya nuestros datos
experimentales, y refuerza la idea de que tanto la formaciéon como la organizacién de las

fibrillas de COL-I se ven afectadas por la composicidn especifica de la ECM.

4.8. Respuesta de los adipocitos a Lumican y COL-VI en cultivos 3D

4.8.1. Analisis de la diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D

En primer lugar, se analizé si los cambios en COL-VI, solo o en combinacién con LUM,
podrian afectar al proceso de diferenciacién de las células 3T3-L1, tal y como

demostramos que ocurre en presencia de LUM (capitulo 1).

Como en los estudios descritos en la primera parte de esta Tesis, la observacién
microscépica de los cultivos de adipocitos en matrices 3D conteniendo LUM mostraban
signos morfoldégicos de una alteracidon de la adipogénesis (Fig. 29). Por su parte, en
presencia de COL-VI, observamos que las células acumulaban numerosas LDs,
aparentemente mas numerosas que en las células diferenciadas en los cultivos control
(COL-l), exhibiendo una morfologia redondeada (Fig. 29). Las células 3T3-L1
diferenciadas en las matrices 3D conteniendo LUM+COL-VI mostraron una morfologia

intermedia a la descrita para cada proteina por separado (Fig. 29).

COL-I LUM COL-VI LUM+COL-VI

Figura 29. Adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Los fibroblastos 3T3-L1 se embebieron en matrices de
coldgeno | (3,6 mg/mL), en ausencia (COL-I) o presencia de lumican (30 ng/mL) (LUM), coldgeno VI (36
ug/mL) (COL-VI) o la combinacién de ambas proteinas (LUM+COL-VI). Se afiadié un coctel hormonal para

inducir la diferenciacion durante 10 dias. Las imdgenes se obtuvieron mediante microscopia éptica (400x).
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Estas observaciones morfolégicas se confirmaron cuando cuantificamos la
acumulacién de lipidos en las células 3T3-L1 cultivadas y diferenciadas en las distintas
matrices 3D (COL-I, LUM, COL-VI, LUM+COL-VI) mediante el analisis de imagenes de
microscopia confocal (Fig. 30A) y la cuantificacién del contenido lipidico, tamafio y
numero de LDs y tamafio celular en las mismas (Fig. 30B-E). De acuerdo con lo descrito
en la primera parte de la Tesis, los adipocitos 3T3-L1 cultivados en los hidrogeles que
contenian LUM exhibieron una reduccion del 75% del contenido lipidico en comparacion
con los adipocitos en matrices que contenian solo COL-I (Fig. 18B y Fig. 30B). Por el
contrario, la presencia de COL-VI en los hidrogeles aumentd significativamente la
capacidad para acumular lipidos por parte de los adipocitos 3T3-L1 (aumento del 51%
vs. COL-l) y, en menor medida, pero también de forma significativa, cuando el COL-VI se
administré conjuntamente con LUM (LUM+COL-VI) (reduccién del 49% vs. COL-I) (Fig.
30B). Por su parte, los cambios en el tamafio de las LDs y del tamafo celular fueron
paralelos a lo observado para el contenido de lipidos en todas las condiciones
experimentales. Asi, LUM provocd una disminucion, mientras que COL-VI aumento
significativamente ambos pardmetros y la combinacién de ambos componentes
(LUM+COL-VI), provocé nuevamente un fenotipo celular y de LDs intermedio (Fig. 30D y
E). Aunque se observé un aumento en el nimero de LDs, especialmente en respuesta a

COL-VI, éste no alcanzo significancia estadistica (Fig. 30C).
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Figura 30. Diferenciacién de adipocitos 3T3-L1 en matrices 3D. (A) Imdgenes representativas de
microscopia confocal de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-I) (3,6 mg/mL)
solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mlL) o la combinacién de

ambas proteinas (LUM+COL-VI). Las gotas lipidicas (LDs) se visualizaron mediante la tincion Nile Red (rojo)
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y los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Se utilizaron imdgenes de microscopia confocal para la
cuantificacion del (B) contenido total de lipidos, (C) nimero de LDs y (D) la distribucion de la frecuencia de
tamarfio de LD. Para la cuantificacion del (E) tamario celular se utilizaron imdgenes de microscopia dptica
(figura 29). (n = 10 células/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA
de una via para los datos paramétricos, o la prueba de Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p <
0,05, “p <0,001 vs. COL-I; ***p<0,001 vs. LUM; ““p<0,001 vs. COL-VI. Los datos representan la media *+

SEM (n = 10 imdgenes/grupo).

Se analizaron también los factores de transcripcidén que dirigen la diferenciacion
adipogénica en las células 3T3-L1 cultivadas en los diferentes hidrogeles 3D (Fig. 31). En
linea con las observaciones microscépicas, LUM disminuyd significativamente la
expresion de factores adipogénicos como C/ebpa o Ppary, y de genes que son regulados
por estos factores, como FAPB4 (Fig. 31A-D). Ademas, LUM indujo la acumulacién
intracelular de adiponectina en los adipocitos disminuyendo significativamente la
capacidad para secretar esta adipoquina al medio extracelular (Fig. 31E y F), lo que
confirma y amplia los resultados descritos en apartados anteriores (Fig. 22B) (Guzman-
Ruiz et al., 2020). Por su parte, COL-VI indujo el efecto contrario a LUM, asi indujo un
aumento significativo en los niveles de expresion de C/ebpa, Ppary y de FABP4 (fatty acid
binding protein) (Fig. 31A-D) asi como del ratio secrecién/contenido intracelular de
adiponectina (Fig. 31E y F), lo que, en conjunto, probablemente contribuya al aumento
en el contenido y tamano de LDs observados en los adipocitos diferenciados en matrices
3D conteniendo COL-VI (Fig. 30). Por su parte, los cultivos que contenian LUM y COL-VI
combinados mostraron un fenotipo intermedio. Concretamente, estos adipocitos
mostraron niveles de expresidn similares a los obtenidos en los cultivos control (COL-I)
en todos los factores adipogénicos (C/ebpa, Ppary y FABP4) (Fig. 31A-D). Sin embargo,
en dichos cultivos si se vio aumentada significativamente la capacidad para secretar
adiponectina por parte de las células, alcanzando un contenido extracelular similar al

encontrado en los cultivos que contenian solo COL-VI para esta adipoquina (Fig. 31Ey F).
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Reguladores de la Adipogénesis
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Figura 31. Adipogénesis in vitro de adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Cuantificacion por RT-gPCR de los
niveles de expresion de ARNm de los marcadores de adipogénesis (A) Srebp-1, (B) C/ebpa, (C) Ppary, y (D)
Fabp4 en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL)
solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mlL) o la combinacion de
ambas proteinas (LUM+COL-VI). Los datos representan la media + SEM (n = 12-18 repeticiones/grupo). (E)
Inmunoblots representativo del (F) contenido proteico de Adiponectina en el medio de cultivo (grdfico
izquierdo), y extractos celulares (grdfico central) de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en las matrices 3D. El
ratio extracelular/intracelular de adiponectina (grdfica derecho) se calculé como una medida de la
secrecion de adiponectina. Los datos representan la media + SEM (n = 3 repeticiones/grupo). Las
diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos
y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; “p<0,01; **p<0,001 vs.

COL-l, °p<0,05; *Pp<0,01; **°p<0,001 vs. LUM, p<0,05; “p<0,01; “p<0,001 vs. COL-VI.

En vista de los resultados obtenidos respecto a la expresiéon de los genes
relacionados con el fenotipo adipogénico, se evalud la expresion de genes determinantes
de la formacion (Seipin) y crecimiento (Cidea, Cidec/Fsp27) de las LDs, asi como el
contenido de perilipina (Plin-1), una proteina presente en la monocapa de las LDs que
desempefiia un importante papel en la movilizacién y acumulacion de grasa (Moseti et
al., 2016), en los adipocitos en los distintos modelos de cultivos 3D. Los estudios de
expresion génica mostraron que cuando estas células se mantienen en un ambiente rico
en LUM solo o combinado con COL-VI, se produce una disminucién en los niveles de

expresion de todos los genes estudiados en comparacion con lo observado en los
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hidrogeles que contenian COL-I solo o combinado con COL-VI (Fig. 32). Por el contrario,
el cultivo de los adipocitos en presencia de COL-VI indujo un aumento numérico, aunque
no significativo, de todos los marcadores génicos relacionados con la formacién y el
crecimiento de LDs en comparacién con las matrices de COL-I (Fig. 32). Solo en el caso
de Cidea, una proteina que participa en el proceso de fusion de LDs, se observaron

niveles significativos de expresion tras la exposicion a COL-VI (Fig. 32B).
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Figura 32. Formacion, crecimiento y metabolismo de las gotas lipidicas en adipocitos 3T3-L1 en cultivos
3D. Cuantificacion por RT-gPCR de los niveles de expresion de ARNm de los marcadores de formacién, (A)
Seipin, crecimiento (B) Cidea, (C) Cidec y metabolismo, (D) Perilipin 1 (Plin-1) de gotas lipidicas (LDs) en
adipocitos 3T3-L1 en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-I)
(3,6 mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la
combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI). Los datos representan la media + SEM (n = 12
repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor
para los datos paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. “°p<0,01;

9n<0,001 vs. COL-I, *P°p<0,001 vs. LUM, “p<0,01; ““p<0,001 vs. COL-VI.

4.8.1. Estudios de senalizacion: Fosfoprotedmica de adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D

Con el fin de profundizar en los posibles mecanismos moleculares implicados en la
respuesta a los componentes de la ECM observados en los adipocitos, se llevd a cabo un
analisis del fosfoproteoma de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en las matrices de COL-I
solo o con LUM y/o COL-VI. De esta manera, se identificaron las fosfoproteinas que
sufrian cambios en alguna de las condiciones testadas, asi como los residuos fosforilados
concretos en cada una de ellas. A partir de estos datos, se realizaron diferentes estudios

bioinformaticos utilizando distintos softwares para la identificacion de los procesos
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bioldgicos y las rutas de sefalizacién afectadas, asi como para la realizacidon de analisis
de enriquecimiento funcional y de redes de interaccién de proteinas. También se
realizaron estudios de identificacidon de las quinasas que serian responsables de los
cambios observados en las proteinas fosforiladas identificadas en cada condicién

experimental (regulacion up-stream).

Asi, se identificaron un total de 2244 residuos fosforilados y 1534 fosfopéptidos
(1518, 1514 y 1513 fosfopéptidos para LUM, COL-VI y LUM+COL-VI, respectivamente),
gue corresponden a un total de 770 fosfoproteinas identificadas en las distintas matrices
3D (Fig. 33A). Entre ellas, el ~80 %, ~10 % y ~2 %, de las fosforilaciones ocurrieron en
residuos de serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina (Tyr), respectivamente (Fig. 33B).
Concretamente, como se muestra en el diagrama de dispersiéon de la figura 33C, 40
fosfopéptidos presentaron diferencias estadisticamente significativas en el grado de
fosforilacion, (16 fosfopéptidos con el grado de fosforilacién aumentado (fosforilados), y
24 fosfopéptidos con el grado de fosforilacion disminuido (desfosforilados); p<0.05) en
las matrices que contenian LUM en comparacién con las matrices control (COL-I) (Fig.
33C). Adicionalmente, se identificaron 159 fosfopéptidos (92 fosforilados y 67
desfosforilados; p<0.05) y 151 fosfopétidos (87 fosforilados y 64 desfosforilados; p<0.05)
con diferencias significativas en el grado de fosforilacién en las matrices que contenian

COL-VI solo (Fig. 33D) o combinado con LUM (Fig. 33F) respectivamente.
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Figura 33. Analisis fosfoproteémico de adipocitos 3T3-L1 en matrices 3D. (A) Resumen del nimero de
fosfositios (morado), fosfopéptidos (azul) y fosfoproteinas (rosa) identificados en el estudio
fosfoproteémico en adipocitos 3T3-L1 en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en diferenciados en hidrogeles
de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI;
36 ug/mL) o la combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI). (B) Frecuencia de los residuos fosforilados
de serina (pS), treonina (pT) y tirosina (pY) en el conjunto de datos. Volcano plots que muestran la
fosforilacion diferencial de los fosfositios en adipocitos 3T3-L1 en matrices 3D. El eje Y muestra el log10 (p
valor) frente a log2 (fold change (FC)) en el eje X. Los residuos que presentan diferencias significativas en
el grado de fosforilacion en comparacion con el control (COL-I) se muestran en rojo (fosforilados) y verde

(desfosforilados) (p<0,05).

En términos de las fosfoproteinas correspondientes, se identificaron un total de
34, 203 y 136 proteinas con distinto grado de fosforilacién en respuesta a LUM, COL-VIy
la combinacién de ambas proteinas (LUM+COL-VI), respectivamente (Fig. 34A-C). Dichas
proteinas fueron categorizadas por procesos bioldgicos y agrupadas para visualizar las
redes de interaccién molecular mediante el uso del software Cytoscape. Asi, el analisis
de la interaccién entre las fosfoproteinas significativamente diferentes aportd
informacidn sobre los procesos celulares y rutas metabdlicas, comunes y no comunes,
gue dirigen las funciones bioldgicas de los adipocitos en respuesta al microambiente
generado por las distintas matrices 3D. Entre los procesos celulares comunes en las tres
condiciones experimentales, se identificaron mecanismos de unién a ARN/proteinas,

procesos de traduccidn intracelular de sefiales y organizacion de citoesqueleto (Fig. 34A-
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C). Adicionalmente, este estudio también permitié la identificacién de dos proteinas
asociadas con la mecanotransduccion de sefiales, el coactivador transcripcional YAP
(proteina 1 asociada a Yes) y la proteina nuclear lamina A, que estaban significativamente
fosforilada y desfosforilada, respectivamente, en los tres tipos de cultivos 3D en
comparacién con las matrices que contenian solo COL-l (Fig. 34A-C). En todas las
condiciones estudiadas, también se encontraron proteinas diferencialmente reguladas
relacionadas con procesos celulares como metabolismo y la unién de carbohidratos y/o
lipidos, asi como proteinas que participan en las rutas de seializacién y resistencia a

insulina (Fig. 34A-C).

Adicionalmente, se realizd un estudio para identificar rutas candnicas
diferencialmente reguladas entre las distintas matrices 3D mediante el software
bioinformatico Ingenuity Pathways (IPA) (Fig. 34D). De las rutas identificadas, se
consideraron significativamente diferentes aquellas que obtuvieron un valor Z mayor a
2 (Z-score > 2) para la activacidon y menor a 2 (Z-score < 2) para la inhibicién de las vias
de senalizacion (Z. Shao et al.,, 2020). Este andlisis mostro un total de 68 rutas
diferencialmente reguladas, de las cuales, en su mayor parte, se activaron
significativamente en los tres grupos experimentales, aunque en diferente medida (Z-
score), en comparacién con los hidrogeles control (COL-I) (Fig. 34D). Entre las rutas que
se encontraron inhibidas en los cultivos 3D, se identificaron la sefializacién por
receptores activados por PPARs (especialmente en los hidrogeles que contenian LUM) y
la via de sefializacién RhoGDI (especialmente en los cultivos que contenian LUM+COL-
VI), mientras que la regulacién del ciclo celular en G1/S y la ruta de sefializacién que
induce apoptosis se encontraron especialmente inhibidas en LUM y COL-VI,

respectivamente (Fig. 34D).
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Figura 34. Andlisis de redes bioldgicas y rutas candnicas en adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Andlisis de
la interaccion de las proteinas con diferencias significativas en el grado de fosforilacion en adipocitos 3T3-
L1 diferenciados en hidrogeles (A) que contienen lumican (LUM; 30 ng/mL), (B) coldgeno VI (COL-VI; 36
ug/mL) o (C) la combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI) en comparacién con los hidrogeles de
coldgeno I (COL-I) (3,6 mg/mL) solo, usando el software Cytoscape. Los procesos bioldgicos se representan
en un mapa de categorias funcionales. Los circulos rojos y azules representan las proteinas fosforiladas y
desfosforiladas, respectivamente. La intensidad del color indica el grado de fosforilaciéon. (D) Heat Map
generado por el andlisis de rutas candnicas del software Ingenuity Pathways Analysis (IPA). El color rojo y
azul indican las rutas candnicas que se encuentran activas o inactivas, respectivamente. La intensidad del

color indica el grado de activacién/inactivacion de las vias determinado por el Z-score de IPA.
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En la figura 35 se muestran las 10 rutas con mayor cambio para cada condicidn
(LUM, COLVI, LUM+COLVI) (ordenadas por -log2 (p valor) y “Fold enrichment”) (Fig. 35A-
C), asi como los sitios especificos de fosforilacion identificados (residuos fosforilados) de
las proteinas que componen las distintas rutas de sefializacion (Fig. 35D-W). Entre las
principales vias de sefializacion asociadas a la presencia de LUM, se encontraron la ruta
de la glucdlisis (Glycolysis 1), la sefializacién mediada por el citoesqueleto de actina (Actin
Cytoskeleton Signaling) y la sefializacion a través de la activacion del receptor de insulina
(Insulin Receptor Singnaling) (Fig. 35A). Entre ellas, tanto glucdlisis como sefializacién
por receptor de insulina se encontraban entre los 10 primeros procesos regulados en los
hidrogeles que contenian COL-VI, solo o combinado con LUM (Fig. 35B y C). En los
adipocitos diferenciados en presencia de COL-VI, solo o en combinacién con LUM, se
identificaron otras rutas de interés como la sefalizacidén inducida por AMPK (AMPK

Signaling) y la via de sefializacion HIPPO (HIPPO Signaling) (Fig. 35B y C).

Con el fin de poder profundizar en las rutas diferencialmente reguladas, se llevd
a cabo un andlisis de fosfopéptidos de las proteinas para cada ruta identificada. Estos
resultados mostraron distintos patrones de fosforilacién en respuesta a la diferente
composicion de las matrices 3D. En particular, el patron de residuos fosforilados
identificados en los adipocitos cultivados en presencia de LUM, siguié una tendencia
distinta en comparacién con los sitios de fosforilacion encontrados en los adipocitos
cultivados en hidrogeles que contenian COL-VI, solo o combinado con LUM (LUM+COL-

VI), en todas las rutas de sefializacién estudiadas (Fig. 35D-W).
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Figura 35. Ingenuity Pathways Analysis (IPA) en adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Andlisis de las 10 vias

candnicas con mayores diferencias estadisticas en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles (A) que
contienen lumican (LUM; 30 ng/mL), (B) coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o (C) la combinacién de ambas
proteinas (LUM+COL-VI) en comparacion con los hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo. Heat
Maps de los fosfositios diferencialmente fosforilados en las 10 principales rutas con mayores diferencias
estadisticas para cada condicion experimental: (D) Glycolisis; (E) Actin cytoskeleton signaling; (F) Hypoxia
Inducible Factor alfa (HIF1a) signaling; (G) Gluconeogenesis; (H) Insulin receptor signaling; (1)
Nicotinamide adenine dinucleotides (NADH) repair; (J) Pyridoxal 5’-phosphate salvage; (K) Synaptogenesis
signaling pathway; (L) Epithelial adherens junction signaling; (M) Protein kinase A signaling; (N) AMP-
activated protein kinase (AMPK) signaling; (O) Cell cycle: G1/S Checkpoint regulation; (P) HIPPO signaling;
(Q) Estrogen receptor signaling; (R) ATM signaling; (S) RhoA signaling; (T) PPAR signaling; (U) ERK/MAPK
Signaling; (V) Hereditary breast cancer signal; and (W) EIF2 signaling. Los residuos fosforilados y
desfosforilados se muestran en rojo y azul, respectivamente. El grado de fosforilacion se representa como

log2 (fold change) y se indica mediante la intensidad del color.
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Por ultimo, también se llevd a cabo un analisis de las quinasas potencialmente
responsables de la activacién/inhibicion de las fosfoproteinas identificadas (Savage &
Zhang, 2020) utilizando la herramienta Kinase Enrichment Analysis 2 (KEA2)

(http://www.maayanlab.net/KEA2). Este analisis revelé que, en los hidrogeles que

contenian COL-VI, solo o combinado con LUM (LUM+COL-VI), se produciria un aumento
significativo de la activacion de la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) y de la quinasa
dependiente de ciclina 2 (CDK2) (Fig. 36), dos quinasas que estan estrechamente
vinculadas con el proceso de diferenciacion en los adipocitos (Li et al., 2007; Zaragosi et
al., 2008). Respecto a LUM solo, se observé un menor grado de activacion de quinasas
up-stream, que, en cualquier caso, parece también afectar a las dos quinasas indicadas

para COL-VI.
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Figura 36. Kinase Enrichment Analysis 2 (KEA2) en adipocitos 3T3-L1 en matrices 3D. Andlisis de las
quinasas potencialmente responsables de la fosforilacon/desfosforilacion de las fosfoproteinas
identificadas usando el software KEA2 en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles que contienen
lumican (LUM; 30 ng/ml), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la combinacion de ambas proteinas
(LUM+COL-VI) en comparacion con los hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo. La intensidad del

color indica el grado de activacion segun lo determinado por el -log (p valor).
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4.9. Efectos de los componentes de la matriz extracelular en la

sefalizacion de insulina y la captacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1

Como se ha descrito en el apartado anterior, el estudio fosfoprotedmico en células
3T3-L1 cultivadas y diferenciadas en las diferentes matrices 3D revelé cambios
significativos en el grado de fosforilacién de proteinas relacionadas con la ruta de la
sefializacion por receptor de insulina en los adipocitos expuestos a todas las condiciones
experimentales estudiadas (Fig. 35A-C). Con el fin de validar estos resultados y evaluar
el efecto especifico de los distintos componentes de la ECM sobre la fisiologia de los
adipocitos, se analizé tanto el receptor de insulina como los mediadores que participan
en la ruta de sefializacion de esta hormona, asi como de la respuesta celular asociada a
cambios potenciales en dicha ruta (Fig. 37). Asi, se observé que los adipocitos cultivados
en las matrices que contenian LUM presentaban un nivel de expresion significativamente
inferior del gen del receptor de insulina (Fig. 37 A), asi como una disminucién, también
significativa, de la expresion del transportador de glucosa caracteristico de los
adipocitos, GLUT-4 (Fig. 37C). La disminucién de la expresién génica de GLUT-4 estuvo
acompafada ademas de una disminucién del contenido de la proteina GLUT4, como
determinamos mediante la cuantificacién de la sefial inmunofluorescente para dicha
proteina en las imagenes de microscopia confocal de los adipocitos en matrices 3D
conteniendo LUM (Fig. 37C y E). Mas aun, la sefial inmunofluorescente para GLUT4 en
los cultivos tratados con LUM presentaba una localizacidn intracelular mucho mas
dispersa que en el resto de las condiciones experimentales (Fig. 37E). Por su parte, la
presencia de COL-VI en los cultivos 3D produjo un aumento en el contenido del sustrato
del receptor de insulina 1 (IRS-1) con respecto a lo observado en los cultivos control
(COL-I) (Fig. 37B). De manera similar, COL-VI también indujo un incremento significativo
de la expresion de GLUT-4 en estas células (Fig. 37C), asi como un aumento de la sefial
de inmunofluorescencia obtenida para GLUT-4 mediante el andlisis de las imagenes de
microscopia confocal (Fig. 37E). Curiosamente, en las células expuestas a COL-VI, la
inmunosefial para GLUT-4 se localizé principalmente asociada a la superficie celular (Fig.
28E). También se observé un aumento cuantitativo, aunque no significativo, en el

contenido intracelular de AS160 (Fig. 37D), una Rab GTPasa que participa en el trafico
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vesicular de GLUT-4 (Sharma & Dey, 2021) y que, ademads, encontramos diferencialmente
fosforilada en nuestro estudio fosfoproteémico (Fig. 35). Estos resultados permiten
sugerir una mayor traslocacién de este transportador de glucosa a la membrana

plasmatica de los adipocitos cultivados en las matrices que contenian COL-VI.
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Figura 37. Andlisis de la via de sefnalizacion de la insulina en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices

Glut-4

DAPI

3D. (A) Niveles de expresion de ARNm del receptor de insulina; (B) contenido proteico e inmunoblot
representativo del sustrato del receptor de insulina (IRS), (C) niveles de expresion de ARNm de GLUT-4; y
(D) contenido proteico e inmunoblot representativo de AS160 en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en
diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mlL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30
ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI). Los datos
representan la media + SEM (n = 6-12 repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron
mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis
para los datos no paramétricos. °p<0,05; °°p<0,01; vs. COL-I, ®p<0,05; *’p<0,01vs. LUM, “°p<0,001 vs. COL-
VI. (E) Imdgenes representativas de microscopia confocal de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices

3D e inmunotediidos para GLUT-4 (rojo). Los ntcleos se tifieron con DAPI (azul).
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Para completar el estudio de la ruta de sefializacién de insulina, se evalud la
respuesta a la insulina de los adipocitos 3T3-L1 cultivados en las distintas matrices 3D
(Fig. 38). En esta ruta, la quinasa Akt desempefia un papel clave como mediador de las
acciones celulares de la insulina, favoreciendo, entre otros procesos, la incorporacion de
glucosa en los adipocitos a través de la translocacion de GLUT-4 a la superficie celular
(Habtemichael, Brewer, Romenskaia, & Mastick, 2011). En este contexto, nuestros
experimentos en adipocitos 3T3-L1 mostraron que la insulina promovié un aumento de
la cantidad de inmunoseial para la forma fosforilada de la Akt (p-Akt) tanto en los
hidrogeles control (COL-I) como en las matrices que contenian LUM (Fig. 38A y B). De
hecho, estos datos son consistentes con el aumento observado en la activacién de Akt
(ratio p-Akt/Akt total) inducido por insulina en estas células (Fig. 38B). Sin embargo, en
los cultivos 3D con COL-VI, solo o combinacion con LUM, la insulina no fue capaz de
activar la sefializacién de esta ruta, atendiendo a la falta de efecto sobre p-Akt (Fig. 38A
y B). Por su parte, ninguna de las matrices 3D analizadas indujo cambios significativos en
el contenido total de la quinasa Akt (Fig. 38B), aunque en las células cultivadas en
presencia de LUM, se observé una disminucién del 17 % en comparacion con los cultivos
de COL-I solo (Fig. 38B). Curiosamente, en presencia de LUM, la activacion de Akt (ratio
p-Akt/Akt total) no parece dirigir la captacidon de glucosa, ya que este efecto no estuvo
acompafiado por cambios en la incorporacién de glucosa en estas células (Fig. 38C). Por
el contrario, la presencia de COL-VI en los cultivos 3D, en los que no se observd la
activacion de Akt (ratio p-Akt/Akt total) en respuesta a la administracién de insulina,
indujo un aumento significativo de la captacién de glucosa en comparacién con los
adipocitos cultivados en COL-l, tanto en condiciones basales como tras la estimulacién

con esta hormona (Fig. 38C).
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Figura 38. Respuesta a la insulina de los adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices 3D. Andlisis de la
respuesta a la insulina de los adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6
mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la combinacién
de ambas proteinas (LUM+COL-VI) tras la estimulacién con 200 nM de insulina (+) vs. condiciones basales
(sin insulina (-)). (A) Inmunoblot representativo y (B) Cuantificacion del contenido proteico de p-AKT (5473)
(grafica izquierda), AKT (grafica central), y el ratio p-AKT/AKT (grafica derecha). (C) Captacién de glucosa
por parte de las células 3T3-L1 en cultivos 3D. Los datos representan la media + SEM (n = 3-4
repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor
para los datos paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05

vs. COL-, °p<0,05 vs. LUM.

4.10. Regulacion del metabolismo glucidico y lipidico en los adipocitos en

matrices 3D

La glucdlisis constituye una ruta metabdlica fundamental en los adipocitos, ya que,
mediante la oxidacidn de la glucosa, se generan moléculas intermediarias que, entre
otros procesos, intervienen en la biosintesis de acidos grasos (Cisa-Wieczorek &
Hernandez-Alvarez, 2020). En este contexto, nuestros resultados sobre la captacion de
glucosa, junto con el andlisis fosfoproteémico de los adipocitos diferenciados en las
distintas matrices 3D, sugerian que tanto LUM como COL-VI, solos o en combinacion,
podian alterar rutas metabdlicas relacionadas con carbohidratos y/o los lipidos en los
adipocitos. En esta linea, el analisis de dos enzimas que intervienen en la glucdlisis, la

fructosa-bisfosfato aldolasa (Aldolasa) y la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

115



RESULTADOS

(GAPDH), mostré una disminucion significativa del contenido intracelular de aldolasa
(Fig. 39A), asi como, una pequeiia, aunque no significativa diminucién en la expresién
génica de GAPDH (Fig. 39B) en los cultivos 3D conteniendo LUM, lo que sugeria que este
PG podria actuar inhibiendo la ruta glucolitica en estas células. Por el contrario, en los
adipocitos cultivados en presencia de COL-VI observamos un aumento significativo de la
expresién de GAPDH (Fig. 39B). Por su parte, el contenido de aldolasa fue superior,
aungue esta variacion no resultd significativa, en comparacién con los adipocitos control
(COL-I solo), aunque si se observd un aumento significativo en el contenido de esta

enzima cuando lo comparamos con las matrices que contenian LUM (Fig. 39A).
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Figura 39. Regulacion del metabolismo de glucosa en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices 3D.
(A) Cuantificaciéon del contenido proteico e inmunoblot representativo de Aldolasa y (B) niveles de ARNm
de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo o en presencia de
lumican (LUM; 30 ng/ml), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la combinacion de ambas proteinas
(LUM+COL-VI). Los datos representan la media + SEM (n = 3-4 repeticiones/grupo). Las diferencias
estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos y mediante
el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; “®°p<0,001 vs. COL-I, ®p<0,05; ***p<0,001
vs. LUM, “p<0,01 vs. COL-VI.

Existen dos rutas bioquimicas que permiten la sintesis y acumulacion de lipidos
en los adipocitos: la lipogénesis, que conlleva la activacion y esterificacion de acidos
grasos procedentes del exterior celular para su almacenamiento en forma de

triglicéridos (Cisa-Wieczorek & Hernandez-Alvarez, 2020) y la lipogénesis de novo,
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proceso por el que la célula sintetiza acidos grasos y otros lipidos a partir del acetil-CoA
derivado de carbohidratos, aminodcidos y otras fuentes (Cisa-Wieczorek & Hernandez-
Alvarez, 2020). Ambas rutas fueron evaluadas mediante la cuantificacion de la expresion
génica de moléculas clave de estas rutas en los adipocitos cultivados en las diferentes

matrices 3D.

Concretamente, se analizd el transportador de acidos grasos CD36 y las enzimas
lipogénicas Acil-CoA sintetasa (ACSL), Glicerol-3-fosfato acil-transferasa (GPAT-3), Acil-
glicerol-fosfato acil-transferasa (AGPAT-3) y Diacilglicerol acil-transferasa (DGAT-2) para
evaluar la primera ruta. Como muestra la figura 40, la presencia de LUM en los cultivos
3D provoco una disminucion significativa en los niveles de ARNm de ACSL, GPAT-3 y
DGAT-2 asi como una disminucién, aunque no significativa, en el transportador CD36 y
en la enzima lipogénica AGPAT-3 (Fig. 40A-E). Por el contrario, todos los componentes de
esta ruta lipogénica mostraron niveles de expresién significativamente incrementados
en los adipocitos diferenciados en presencia de COL-VI con respecto a los cultivos control
(COL-1) y/o conteniendo LUM (Fig. 40A-E). Curiosamente, la combinacion de LUM con
COL-VI (LUM+COL-VI) restablecio los niveles de expresion de todos los marcadores de la
ruta lipogénica hasta niveles similares a los observados en las matrices de COL-1 (Control)

(Fig. 40A-E).

Por su parte, el analisis de las enzimas implicadas en la lipogénesis de novo (ATP
citrato liasa (ACLY), Acetil-CoA carboxilasa (ACC), y la Acido graso sintetasa (FAS)), mostré
que la presencia de COL-VI solo (COL-VI) o combinado con LUM (LUM+COL-VI) tendia a
disminuir, aunque no de forma significativa, la expresion génica de las enzimas que

dirigen la sintesis de lipidos por esta ruta en particular (Fig. 40F-H).
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Figura 40. Regulacion del metabolismo de los lipidos en adipocitos 3T3-L1 en cultivos 3D. Cuantificacion
del los niveles de ARNm de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL)
solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mlL) o la combinacién de
ambas proteinas (LUM+COL-VI) de genes reguladores de la lipogénesis, (A) CD36; (B) acil-CoA sintetasa
(Acls); (C) glicerol-3-fosfato aciltransferasa 3 (Gpat-3); (D) 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa 3
(Agpat-3); (E) diacilglicerol O-aciltransferasa 2 (Dgat-2), y de la lipogénesis de novo, (F) ATP-citrato sintasa
(Acly); (G) acetil-CoA carboxilasa (Acc); y (H) dcido graso sintasa (Fasn) . Los datos representan la media
+SEM (n = 9-12 repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA
de un factor para los datos paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no
paramétricos. °p<0,05; “°p<0,01 vs. COL-I, ®p<0,05; *°p<0,01; ***p<0,001 vs. LUM; “p<0,05; “p<0,01;
¢p<0,001 vs. COL-VI.

4.11. Implicacion de los componentes de la matriz extracelular en procesos

de mecanotransduccion en adipocitos 3T3-L1

El estudio fosfoprotedmico puso de manifiesto la existencia de cambios en varias
rutas relacionadas con procesos de mecanotransduccién en los adipocitos 3T3-L1 en
respuesta a cambios en el ambiente extracelular, incluyendo la sefializacion mediada por
el citoesqueleto de actina, la via de sefializacion RhoA y la via de sefalizacidn Hippo (Fig.
35). Ademas, también se observaron diferencias significativas en el grado de

fosforilacion de la proteina YAP-1 (Yes-associated protein), un co-activador
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transcripcional implicado, entre otros procesos, en mecanostrasducién (Dupont et al.,
2011) y de la proteina de la envoltura nuclear, Lamina A, que también estd asociada con
fendmenos de mecanotransducién a nivel nuclear (Dahl, Ribeiro, & Lammerding, 2008)

(Fig. 33).

Por ello, y para profundizar en los mecanismos que regulan las rutas de
mecanotransduccién de sefales desde la ECM hasta el interior de los adipocitos, en
primer lugar, se evalud la distribucidn intracelular de YAP-1 en las células diferenciadas
en las matrices 3D que contenian LUM y/o COL-VI (Fig. 41A). El andlisis de los resultados
obtenidos mediante microscopia confocal reveldé que, en los adipocitos control (COL-I
solo), el inmunomarcaje de YAP-1 se localizd principalmente en el citosol (Fig. 41A),
mientras que éste se concentro principalmente en el nicleo de los adipocitos que fueron
diferenciados en presencia de LUM (Fig. 41A). Estos resultados fueron validados
mediante la cuantificacién de la inmunosefial de YAP-1 en ambos compartimentos
celulares (citosol y nucleo) (Fig. 41B y C), asi como determinando el nimero de células
con localizacion nuclear de YAP-1 (Fig. 41D). Por su parte, COL-VI disminuyd la sefal de
inmunofluorescencia de YAP-1 en el citosol de los adipocitos 3T3-L1 (Fig. 41A), mientras
gue provoco un aumento en la cantidad de YAP-1 nuclear (Fig. 41C), asi como de la
proporcién de células que contenian YAP-1 en el nucleo (Fig. 41D), aunque estos efectos
no fueron significativos respecto a los valores observados en el grupo control (COL-I).
Curiosamente, también se observd una tendencia, aunque no resultd significativa, a
aumentar la localizacion de YAP-1 en el nucleo de los adipocitos cultivados en presencia

de las dos proteinas de la ECM combinadas (LUM+COL-VI) (Fig. 41D).

Dado que se ha propuesto que la via de sefializacién Hippo interviene en la
translocacion de YAP-1 al nucleo, lo que esta controlado por su fosforilacidén en distintos
residuos de YAP-1 por la quinasa Mammalian sterile 20-like kinase 1 (MST-1) (Rausch &
Hansen, 2020), evaluamos el contenido total de esta quinasa mediante western-blot (Fig.
41E). Como se muestra en la figura 41, LUM disminuyd los niveles intracelulares de MST-
1, lo que, junto con el aumento del coactivador transcripcional YAP-1 en el nucleo (Fig.
41C), sugeriria que este PG podria actuar como un regulador negativo de la ruta de
sefializacion Hippo. En los cultivos 3D que contenian COL-VI solo o combinado con LUM,

nuevamente observamos un efecto contrario respecto a la regulacion de MST-1,
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observandose un aumento significativo del contenido total de esta quinasa en
comparacién tanto con los cultivos control (COL-1), como en comparacidon con las
matrices que contenian solo LUM (Fig. 41E). Estos resultados son consistentes con los
datos de nuestro analisis fosfoprotedmico, que, junto con los resultados del estudio de
microscopia confocal sobre la localizacién citoplasmatica de YAP-1 en presencia de COL-
VI (Fig. 41Ay B), indican, que, en estas condiciones, la activacién de la via de sefalizacion
Hippo podria estar inducida por este colageno en particular. También se analizé la
expresion génica del factor de transcripcién de la familia TEA domain transcription factor
(TEAD1), con el que se asocia YAP-1 cuando se transloca al nucleo (Rausch & Hansen,
2020), si bien no observamos ningin cambio en dicho pardmetro en las condiciones
testadas con respecto a lo observado en los cultivos 3D que contenian COL-l solo

(control) (Fig. 41F).
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Figura 41. Mecanotransduccién en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices 3D. (A) Imdgenes
representativas de microscopia confocal de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de coldgeno |
(COL-1) (3,6 mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36 ug/mL) o la
combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI) e imunotefiidos con YAP (verde). Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul). Se utilizaron micrografias confocales (n = 10 células/grupo) para la cuantificacion de (B)
YAP citoplasmdtico, (C) YAP nuclear y (C) numero de celular con nucleos inmunomarcados con YAP. (E)
Contenido proteico e inmunoblot representatio de MST-1 en extractos de células 3T3-L1, y (F) niveles de
expresion de ARNm de TEADI1. Los datos representan la media + SEM (n = 3 repeticiones/grupo). Las
diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos
y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; “°p<0,01; “*°p<0,001 vs. COL-

I, °p<0,05; Y°p<0,01; **°p<0,001 vs. LUM; “p<0,05; vs. COL-VI.
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También se estudié tanto la distribucidon intracelular como los niveles de
expresion de la proteina de la envoltura nuclear Lamina A, que actla como proteina
mecanosensora en respuesta al estrés mecdanico (Cho et al., 2019). Como se puede
observar en la figura 42, los adipocitos 3T3-L1 cultivados en presencia de LUM exhibieron
una inmunosefial mas intensa, asi como niveles de expresion génica significativamente
mayores para esta proteina nuclear en comparacion con las células control (COL-I) (Fig.
42A y B). Curiosamente, estos efectos no se detectaron en los adipocitos diferenciados
en las matrices ricas en COL-VI solo o combinado con LUM, que presentaron
caracteristicas similares a las encontradas en los adipocitos cultivados en las condiciones

control (COL-I) (Fig. 42Ay B).

Adicionalmente, se realizd6 un andlisis de la morfologia de los nucleos de los
adipocitos 3T3-L1 en respuesta a los distintos componentes de los cultivos 3D empleados
(LUM, COL-VI, LUM+COL-VI). Para ello, se marcaron los nucleos con la tincion de DAPI,
se determinaron los contornos de los nucleos utilizando el software Imagel y se
clasificaron utilizando el parametro de circularidad (4 * m * &area /perimetro * 2),
estableciendo cuatro intervalos en el rango entre 0 y 1 (> 0,35-0,6; > 0,6-0,7; > 0,7-0,8;
> 0,8- <1,0) (Schochlin et al., 2014). En este analisis, se observd un cambio importante
en la forma de los nucleos de los adipocitos cultivados en las matrices 3D ricas en LUM.
De esta manera, solo el 35,7 % de los adipocitos diferenciados en presencia de este PG
mostraron valores de circularidad cercanos a 1. Un porcentaje similar de células (30,6 %)
contenian nucleos ovalados, correspondientes a valores de circularidad < 0,7 (Fig. 42C).
Por el contrario, las células con nucleos mds redondeados, que ademads presentaron
valores de circularidad > 0,7, se encontraron predominantemente en los cultivos 3D que
contenian COL-VI solo (67,9%) o combinado con LUM (59,3%) en comparacién con las

matrices control (COL-1) (51,4 %) (Fig. 42C).
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Figura 42. Efectos de la mecanotransduccién en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en matrices 3D. (A)
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Imdgenes representativas de microscopia confocal de adipocitos 3T3-L1 diferenciados en hidrogeles de
coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI (COL-VI; 36
ug/mL) o la combinacién de ambas proteinas (LUM+COL-VI) e imunotefiidos con Lamina A (verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). (A) Niveles de expresion de ARNm de Lamin A en células 3T3-L1
diferenciadas en cultivso 3D. Los datos representan la media + SEM (n = 12 repeticiones/grupo). Se
emplearon micrografias confocales (n = 10 células/grupo) para la cuantificacion de (C) la redondez nuclear
representada como % de circularidad. Los datos representan la media + SEM (n = 3 repeticiones/grupo).
Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos
paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; vs. COL-I,

bp<0,05; **°p<0,001 vs. LUM.
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Asi, en conjunto podemos sugerir que LUM ejerce un efecto inhibitorio sobre la
via Hippo, mientras que COL-VI ejerceria un efecto activador, evidenciando nuevos
mecanismos que podrian ayudar a explicar los efectos opuestos que muestran estos

componentes de la ECM sobre la funcion del adipocito.

4.12. Seializacion mediada por lumican y coldgeno VI en adipocitos

Finalmente, se estudio la sefializacién mediada por B-Integrina, un receptor de
membrana que conecta la matriz con el entorno celular (Bonnans et al., 2014) y que,
ademds, actia como molécula mecanosensora de la ruta Hippo, regulando Ia
translocacion de YAP/TAZ (Rausch & Hansen, 2020). Curiosamente, se observd que solo
en los cultivos 3D de células 3T3-L1 que contenian LUM, la expresion de B-Integrina
estaba modificada, en concreto aumentada, con respecto a las condiciones control (Fig.

43A).

En estas condiciones, se evalud la respuesta celular potencialmente transmitida
al interior celular via B-Integrina, mediante el analisis de mediadores intracelulares
especificos relacionados con integrinas: Akt, FAK (Focal Adhesion Kinase) y ERK
(Extracellular Signal-regulated Kinases) (Brezillon et al., 2013). Para ello, se diferenciaron
adipocitos 3T3-L1 en cultivos convencionales (2D) y se bloqued el receptor B-Integrina
mediante la preincubacidn de las células con un anticuerpo bloqueante anti-B-Integrina,
estimulando posteriormente las células con LUM o COL-VI durante 15 min (ver seccion
3.5.6). Como se muestra en la figura 43, la exposicidon de las células al anticuerpo
blogueante no modificé los niveles de fosforilacidn basales de ninguna de las proteinas
estudiadas (Fig. 43B-D). Por su parte, la administracion de LUM en condiciones control
(en presencia de IgGs no bloqueantes) indujo un incremento significativo en el grado de
fosforilacion de FAK y Akt (Fig. 43B y C), lo que resulté en un aumento del ratio (proteina
fosforilada/proteina total) en dichas condiciones con respecto a la condicién control (Fig.
43By C). Notablemente, los efectos de LUM sobre FAK y p-FAK/FAK se revirtieron cuando
los adipocitos 3T3-L1 habian sido expuestos al antisuero anti-B-Integrina (Fig. 43B y C),

lo que no se observd para Akt. No se observé ningun efecto de LUM sobre la activacion
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de ERK, tanto en condiciones control como tras la incubacién con anticuerpos anti-3-

integrina (Fig. 43D).
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Figura 43. Rutas de sefializacion activadas por Lumican (LUM) a través de B-integrina en adipocitos 3T3-
L1. (A) Cuantificacion de los niveles de ARNm de B-integrina en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en
hidrogeles de coldgeno | (COL-1) (3,6 mg/mL) solo o en presencia de lumican (LUM; 30 ng/mL), coldgeno VI
(COL-VI; 36 ug/mL) o la combinacion de ambas proteinas (LUM+COL-VI). (B-D) Inmunoblot representativo
y andlisis de sefializacion activada por LUM en adipocitos 3T3-L1 tras el bloqueo del receptor 8-integrina
con anticuerpos neutralizantes. Los adipocitos 3T3-L1 se diferenciaron en cultivos convencionales (2D) y se
incubaron con un anticuerpo neutralizante de B-integrina o IgG (control) (5 ug/mL, 1 h, 37 °C) y se
expusieron a LUM (30 ng/mL), durante 15 min a 37 °C. Los extractos proteicos se analizaron para: (B)
Contenido proteico de p-FAK, FAK y el ratio p-FAK/FAK, (C) p-AKT, AKT y el ratio p-AKT/AKT y (D) p-ERK, ERK
y el ratio p-ERK/ERK. Los datos representan la media + SEM (n = 3 repeticiones/grupo). Las diferencias
estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de un factor para los datos paramétricos y mediante
el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. °p<0,05; “°p<0,01 vs. control, °p<0,05; ***p<0,001

vs. LUM; “p<0,01 vs. 81 integrina bloqueada.
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De forma similar, estudiamos la fosforilacion de FAK, Akt y ERK en adipocitos 3T3-
L1 tas la exposicién a COL-VI durante 15 min (Fig. 44). A diferencia de lo observado para
LUM, el tratamiento con COL-VI solo incrementd significativamente el grado de
fosforilacion de ERK, asi como el ratio p-ERK/ERK (Fig. 44C). Dicho efecto se bloqued
cuando las células fueron tratadas previamente con el antisuero anti-B-Integrina (Fig.
35C), lo que indica que la activacidon de ERK por parte de COL-VI podria ocurrir via B-
integrina. No se observaron cambios en la fosforilacion de FAK o Akt en respuesta a COL-

VI en las condiciones experimentales testadas (Fig. 44A y B).

Q@
&
A
o @
5 &
& @ L KN
< * A
& & v ~
[<s & 00 00 p-FAK (Y387) FAK P-FAK (Y397)IFAK
150 150- 1.5
126 kDa‘ p-FAK (Y397) N .
E-] 2 b
125 kDa EAK I i—w s & 10 b
33 38 i
60 kDa p-AKT (S473) HER 3w 05
60 kDa AKT H £
[ 0 0.0
42-44 kDa e e e e e~ |p-ERK (T202rY204) & & 8 & S s 8 & & & @
P ( ) nﬁa‘ & #{\Qﬁ '*\\cw s @\@ ‘:‘\@ﬁ & )‘\{\@w .;\@q
42-44 kDa BERK ‘,p* & ﬁ'ﬁ o "ﬁ L
o <F o
B P-AKT (S473) AKT P-AKT (S473)/AKT c p-ERK (T202/Y204) ERK P-ERK (T202/Y204)/ERK
150- 1350 20
3 e i g I
2 T 100- az 100 ):: . ™
3 i i i §
3L w0 € % 32
£ £ £ o
o N o T 0.0 7
& & @ & & & & @ RS
& P & "o\'f@ R & & 5 @ \;@
Ab@ ol & & S
Gp# Qﬁ 6@“

Figura 44. Rutas de seializacion activadas por coldageno VI a través de 8-integrina en adipocitos 3T3-L1.
(A-C) Inmunoblot representativo y andlisis de sefializacién activada por coldgeno VI (COL-VI) en adipocitos
3T3-L1 tras el bloqueo del receptor 8-integrina con anticuerpos neutralizantes. Los adipocitos 3T3-L1 se
diferenciaron en cultivos convencionales (2D) y se incubaron con un anticuerpo neutralizante de 8-
integrina o IgG (control) (5 ug/mL, 1 h, 37 °C) y se expusieron a COL-VI (36 ug/mL), durante 15 min a 37
oC. Los extractos proteicos se analizaron para: (A) Contenido proteico de p-FAK, FAK y el ratio p-FAK/FAK,
(B) p-AKT, AKT y el ratio p-AKT/AKT y (C) p-ERK, ERK y el ratio p-ERK/ERK. Los datos representan la media
+ SEM (n = 3 repeticiones/grupo). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el andlisis ANOVA de
un factor para los datos paramétricos y mediante el andlisis Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos.

9p<0,05; “p<0,01; “**p<0,001 vs. control, °p<0,05; *°p<0,01 vs. COL-VI; “p<0,01 vs. 81 integrina bloqueada.

126



RESULTADOS

En conjunto nuestros resultados evidencian la importancia de analizar la
composicion de la matriz extracelular que rodea a los adipocitos. En concreto, LUM y
COL-VI ejercen efectos opuestos sobre la diferenciacién celular, la captacion de glucosa
y el metabolismo lipidico y glucidico de los adipocitos, aun cuando ambas proteinas, en

exceso, inducen resistencia a insulina en estas células.
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Capitulo 1. Caracterizacion de las seiiales extracelulares e intracelulares especificas de
los depositos subcutaneo y omental del tejido adiposo que contribuyen a la
insulinoresistencia en individuos con obesidad.

La matriz extracelular (ECM) juega un papel fundamental en la homeostasis de
los tejidos y érganos, proporcionandoles integridad y elasticidad, ademas de servir de
soporte para el desarrollo y mantenimiento de éstos mediante la regulacion de la
concentracidn de factores de crecimiento, el nivel de hidratacion y el pH del entorno
celular (Bonnans et al., 2014; Mouw et al., 2014). La ECM es una estructura altamente
dinamica que es constantemente remodelada en respuesta al estado de sus
componentes celulares y del ambiente extracelular. A su vez, las propiedades
bioquimicas y biofisicas de la ECM determinan el comportamiento de las células
especificas que componen los diferentes tejidos (Bonnans et al., 2014; Mouw et al.,
2014). En estalinea, la deposicion excesiva de ECM y/o la alteracion en el equilibrio entre
sus componentes, que cambia la arquitectura de los tejidos y conduce a su disfuncion,

se ha asociado al desarrollo de muchas enfermedades crénicas (Agarwal, 2014).

Cada tejido u érgano tiene una ECM con una composicidn Unica que contribuye
a definir su funcion especifica (Bonnans et al., 2014). El tejido adiposo, como otros
tejidos, presenta varios tipos de coldgeno, predominando en este caso los colagenos |
(COL-l), IV y VI (COL-VI), aunque sus cantidades relativas varian durante el crecimiento
del tejido, asi como en funcion del depdsito graso (tejido adiposo subcutdneo (SC) y
omental (OM)). Otros componentes habituales de la ECM del tejido adiposo son
laminina, fibronectina y diversos proteoglicanos (PGs) (Divoux et al., 2010; Pellegrinelli
et al.,, 2016). En condiciones de sobrenutricion crénica, el tejido adiposo sufre un
importante proceso de remodelacidn, que se transforma en patoldgica cuando se llega
al estado obeso (Marcelin et al., 2017). De hecho, esta aceptado que, en individuos con
obesidad, se acumula un exceso de ECM vy la fibrosis subsecuente se ha asociado a los
cambios patoldgicos en la funcién metabdlica y endocrina que ocurren en dicho tejido y
gue se propone que contribuyen al desarrollo de las comorbilidades asociadas al exceso
de grasa corporal (Pellegrinelli et al.,, 2016). En este sentido, el analisis histoldgico
realizado en este estudio nos ha permitido demostrar que se produce una acumulacién

anomala de componentes de la ECM en el tejido adiposo SC y OM de individuos con
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obesidad y enfermedad metabdlica. En linea con estas observaciones microscopicas,
mediante estudios de expresién hemos demostrado que la transicién del estado de
normoglucemia (NG) a insulinoresistencia (IR) en las personas con obesidad se asocia
con una mayor acumulacién de colagenos en el tejido adiposo. En esta linea, en estudios
previos se ha descrito que se produce un aumento del contenido total de coldgenos en
el tejido adiposo de individuos con obesidad respecto a individuos delgados (Divoux et
al., 2010; Guzman-Ruiz et al., 2020). Concretamente, se ha establecido que, tanto en
humanos como en modelos animales, la obesidad lleva consigo fundamentalmente un
aumento de la produccién de COL-1 y COL-VI asi como cambios en la concentracion de
otras proteinas de la ECM como fibronectina o laminina (Divoux et al., 2010). No
obstante, también existen publicaciones que proponen que ocurre una disminucién en
la deposicion de estos componentes de la ECM, en ambos depdsitos, en pacientes con
obesidad y diabetes tipo 2 (T2D), en comparacién con pacientes con obesidad sin

enfermedad metabdlica (Muir et al., 2016).

Por otra parte, y continuando con los cambios que se producen en la ECM en el
tejido adiposo durante la obesidad, recientemente se ha demostrado, que, ademas del
contenido total de coldgenos, otros pardametros como la distribucidén y organizacién de
estos colagenos, que son especificos de los distintos depdsitos, pueden contribuir a los
mecanismos patogénicos asociados a la fibrosis (Crewe et al.,, 2017; Wernstedt
Asterholm & Scherer, 2016). En esta Tesis Doctoral hemos observado que los individuos
con obesidad e IR exhiben un aumento de la fibrosis pericelular en los adipocitos del
tejido adiposo OM en comparacién con individuos NG, mientras que no se observaron
diferencias en el tamafio de los adipocitos, lo que sugiere que la acumulacién de
colageno en la zona pericelular podria limitar la expansion de los adipocitos del depdsito
OM. De hecho, se ha propuesto que la fibrosis del tejido adiposo OM podria contribuir a
mantener la homeostasis de los adipocitos restringiendo la hipertrofia celular, ya que se
considera que esto podria prevenir la disfuncién celular inducida por la acumulacién
excesiva de lipidos (Muir et al., 2016). Sin embargo, en contraste con esta propuesta,
estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacién muestran que los
adipocitos del tejido adiposo OM de individuos con obesidad e IR presentan una menor

capacidad para responder al daino oxidativo, asi como al exceso de actividad del reticulo
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endoplasmico (i.e., estrés del reticulo) que ocurren en la obesidad que los individuos con
IR (Diaz-Ruiz et al., 2015). Los procesos de estrés celular descritos, que concurren con la
disfuncién del proteasoma, producen la acumulacion de proteinas oxidadas y/o mal
plegadas en las células de dichos pacientes, dando lugar a fendmenos de proteotoxicidad
celular (Diaz-Ruiz et al., 2015). En definitiva, a pesar de mantener un tamafio similar a
los adipocitos de pacientes con obesidad pero normoglucémicos, los adipocitos en
obesidad e IR muestran rasgos indicativos de un mayor grado de disfuncionalidad. En
este contexto, cabria la posibilidad de que la disfuncionalidad de los adipocitos del tejido
adiposo OM de individuos con obesidad e IR esté asociada a un entorno local en el que
se produce un aumento de la rigidez de la ECM. Estas observaciones estan respaldadas
por los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre B-integrina, que demostraban
niveles mas elevados de esta proteina en el tejido adiposo OM de pacientes con
obesidad e IR. En linea con esto, un estudio previo ha demostrado que el aumento de
las quinasas ligadas a integrinas en adipocitos del tejido adiposo OM de pacientes obesos
e IR, se asocia a una mayor rigidez de la ECM, un proceso que estaria mediado por la
traduccion de senales que dirigen las fuerzas de tensién en el tejido (Vakaloglou,
Chrysanthis, Rapsomaniki, Lygerou, & Zervas, 2016). Estas observaciones, junto con
nuestros resultados sobre B-integrina, sugieren que el anclaje de los adipocitos a la ECM
y la mecanotransduccién de sefiales al interior celular podrian estar alterados en el tejido
adiposo OM de los individuos con obesidad e IR, lo que, a su vez, apoya la idea de que la
alteracién de la interaccion células-ECM en el tejido adiposo contribuye a las
complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad. Curiosamente, de forma contraria,
nuestros datos sobre B-integrina en el tejido adiposo SC indicaban la existencia de
niveles disminuidos de este receptor de membrana en pacientes con obesidad e IR en
comparacién con los individuos NG. De manera similar, se ha descrito que la regulacién
negativa de B-integrina provoca el desarrollo de IR en musculo esquelético de ratones
obesos debido a la pérdida de la fosforilacion inducida por la insulina de la quinasa Akt
en el residuo Serd73 (Zong et al., 2009). Estas observaciones estan de acuerdo con
nuestros datos indicativos de la disminucion de la activacion de la sefializacion de Akt
(i.e., disminucidn del ratio pAkt(Ser473)/Akt) en el tejido adiposo SC de sujetos con
obesidad e IR. Teniendo en cuenta estos resultados, parece razonable proponer que la

acumulacién excesiva de lipidos y la expansion de los adipocitos del tejido adiposo SC
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pueden ser tan perjudiciales como la restriccion del crecimiento de los adipocitos del
tejido adiposo OM en individuos con obesidad e IR, dado que los adipocitos del tejido
adiposo SC son mas grandes (segun el presente estudio) y muestran niveles mas altos de
marcadores de estrés celular (inflamatorio, oxidativo y de reticulo endopldsmico) en
comparacién con los individuos con obesidad sin IR (individuos NG) (Diaz-Ruiz et al.,

2015).

Estos hallazgos apoyan laidea de que la arquitectura de la ECM influye de manera
fundamental en la funcidn de los adipocitos y contribuye al mantenimiento de la
homeostasis celular. Respecto a los PGs, que cumplen importantes funciones en el
mantenimiento de la arquitectura y funcién de la ECM (Brezillon et al., 2013; Mouw et
al., 2014), se ha descrito que, dentro de la familia de los proteoglicanos de bajo peso
molecular ricos el leucina (SLRPs), el lumican (LUM) estd aumentado en el tejido adiposo
SC de individuos con obesidad y sindrome metabdlico en comparacién con individuos
delgados (Vila et al., 2014) y en la grasa gonadal de ratones con obesidad inducida por
una dieta alta en grasa (HFD) (Wolff et al., 2019). En esta misma linea, nuestros estudios
han demostrado que, en pacientes con obesidad, los niveles de esta proteina en el
depdsito SC son mas altos en aquellos que presentan IR respecto a individuos NG con
indice de masa corporal (IMC) comparables. Sin embargo, el contenido de LUM fue
menor en el tejido adiposo OM de individuos con obesidad y NG respecto a lo observado
en pacientes con obesidad e IR, e incluso en comparacion con sujetos delgados (Guzman-
Ruiz et al., 2020). El conjunto de todas estas observaciones permite sugerir que la
produccién de LUM puede ser regulada de forma diferencial y especifica,

independientemente de la especie, a nivel de depdsito graso.
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5.1. Regulacion de la produccion de lumican en respuesta a estimulos

obesogénicos

Nuestros estudios de diferenciacién de las células 3T3-L1, que son de tipo
fibroblastico pero que, en presencia de una combinacién especifica de hormonas, se
diferencian a adipocitos (Rutkowski et al., 2015), han permitido descubrir informacién
original sobre los mecanismos que subyacen a la acumulaciéon anormal de este PG en el
tejido adiposo SC de pacientes con obesidad e IR. En este escenario, observamos que el
contenido de LUM (37 kDa) aumenta fundamentalmente cuando las células comienzan
a adquirir un fenotipo adiposo (i.e., acumulacién de lipidos), alcanzando valores
maximos en células diferenciadas. De hecho, atendiendo a los datos observados sobre
contenido intracelular y secrecion de LUM, las células adiposas en estadios mas
diferenciados (adipocitos maduros, D9) son las principales productoras de este PG (vs.
células indiferenciadas, D0). Mds aun, los adipocitos aumentan su capacidad de
secrecion de este PG cuando se exponen, in vitro, a altas concentraciones de glucosa e
insulina, que, de hecho, simulan el ambiente que caracteriza a los pacientes en los que
observamos previamente niveles elevados de LUM (tejido adiposo SC de individuos con
obesidad e IR). El conjunto de estas observaciones nos permite sugerir que las
condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia normalmente asociadas a obesidad
podrian contribuir a la induccién de la produccién de LUM por parte de los adipocitos y,
con ello, al aumento de la concentracidn local de este PG en la ECM del tejido adiposo.
No obstante, como se ha indicado anteriormente, el tejido adiposo OM de los pacientes
con obesidad e IR no observamos niveles elevados de LUM en comparacién con el mismo
depdsito graso de los individuos con obesidad y NG, sino que, por el contrario,
presentaron una tendencia a disminuir. Estos datos indican que existe una regulacién
diferencial de la produccion de LUM que es dependiente de depdsito graso, pero
independiente de los estimulos metabdlicos producidos por el ambiente de
hiperglucemia/hiperinsulinemia, sugiriendo la existencia de varias vias de control de la

produccion de LUM en el tejido adiposo en condiciones de obesidad.
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5.2. Impacto de los cambios en la matriz extracelular sobre los adipocitos

en condiciones de obesidad

Uno de los objetivos especificos que persiguid este trabajo fue esclarecer la
funcién de LUM en la ECM y el analisis de la fisiologia celular del adipocito en respuesta
a cambios en este componente extracelular. En condiciones fisiolégicas, entre otras
funciones, LUM es fundamental para la correcta formacion de las fibrillas de coldgeno,
ya que regula su tasa de crecimiento, tamafio y morfologia (Chakravarti et al., 1998;
Mouw et al., 2014). El proceso de ensamblaje del COL-l, que representa el principal
coldgeno fibrilar de los tejidos (incluido el tejido adiposo), comienza con la sintesis y
union de trimeros de procoldgeno que, una vez secretados al exterior celular, son
procesados (pérdida de extremos N- y C- terminal) y las moléculas de colageno
resultantes se autoensamblan en estructuras de mayor complejidad, las fibrillas de
coldgeno (10-300 nm) (Mouw et al., 2014). En éstas, las moléculas de colageno se
mantienen unidas gracias a enlaces covalentes entre residuos Lys, dando lugar a un
patron organizado y escalonado responsable de la tipica estriacion periddica (cada 67

nm) de las fibrillas de colageno (Mouw et al., 2014).

Sobre la base de esta informacidn, decidimos investigar la influencia del LUM en
células cultivadas en matrices de COL-I. Para ello, en primer lugar, pusimos a punto un
sistema de cultivo tridimensional (3D) mediante el uso de matrices de COL-l, para
reproducir, al menos en parte, las condiciones fisiolégicas (Pope, Warren, Parker, &
Cowan, 2016). Concretamente, se realizé una busqueda bibliografica de cultivos
celulares 3D basados en COL-lI de varios tipos celulares, incluidos fibroblastos, y
coincidian en el uso de concentraciones en torno a 3 mg/mL (Doyle, 2016; Doyle,
Carvajal, Jin, Matsumoto, & Yamada, 2015), lo que estd en consonancia con la
concentracion usada en nuestros estudios (3.6 mg/mL). No obstante, ensayamos
diferentes concentraciones de COL-lI y de preparaciéon de la solucion de la matriz,
consiguiendo desarrollar y optimizar el protocolo de cultivo 3D que se ha descrito en la
seccion de materiales y métodos (ver seccion 3.2.2) de esta Tesis Doctoral y que hemos
utilizado para nuestros trabajos. Segun las imagenes obtenidas mediante microscopia

electrénica de barrido de los cultivos 3D generados, las células quedaban perfectamente
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embebidas en una red de fibrillas de COL-I que mostraban su estriacién transversal
caracteristica. Adicionalmente, las imagenes obtenidas de los cultivos mediante
microscopio invertido o tras la tincién con Nile Red y observacidn con microscopia
confocal demostraban que las células 3T3-L1 se diferenciaban de forma correcta [i.e.,
acumulan lipidos en LDs] de forma progresiva a lo largo de la diferenciacién en las
matrices 3D de COL-I utilizadas. En relacién con cultivos paralelos de células 3T3-L1 en
formato 2D, la diferenciacidn de los adipocitos en el sistema 3D es basicamente idéntica,
aunque se observa un cierto retraso en la aparicion de las primeras LDs (D3 en cultivos
2D, D5 en cultivos 3D), de manera que para todos los estudios de diferenciacién a
término llevados a cabo en cultivos 3D, las células se mantuvieron hasta el D10 de

diferenciacion.

Una vez optimizado el método de cultivo 3D para células 3T3-L1, procedimos a
investigar la influencia del LUM sobre la arquitectura de la ECM y su repercusién sobre
la adipogénesis, asi como sobre la morfologia y funcidn de los adipocitos diferenciados
en dichos cultivos. Seleccionamos dos dosis de LUM (10-30 ng/mL) sobre la base de
resultados publicados en ensayos con otros modelos celulares (Yamamoto, Matsuda,
Kawahara, Ishiwata, & Naito, 2012), algunos de los cuales senalaban la dosis menor
testada como la concentracidn existente en los tejidos (D. Chen et al., 2020; Svensson,
Narlid, & Oldberg, 2000). Curiosamente, la observacion de los cultivos 3D durante la
diferenciacién puso de manifiesto la existencia de diferencias entre, por una parte, los
cultivos de COL-I sin LUM o con LUM a una concentracion de 10 ng/mL y, por otra, los
cultivos 3D con LUM 30 ng/mL. De esta forma, los adipocitos acumulaban LDs y adquirian
una morfologia redondeada de forma progresiva en las dos primeras condiciones,
mientras que los expuestos a LUM 30 ng/mL mostraron un retraso en el proceso de
diferenciaciéon, de manera que, incluso a dia 10, mantenian una forma alargada y
contenian pocas LDs y de menor tamafio que en los cultivos no tratados o expuestos a
bajas dosis de LUM. Estos resultados indican que la dosis mas alta empleada de LUM
resulta nociva para el desarrollo normal de los adipocitos y sugieren que la adipogénesis
se puede ver comprometida en condiciones de exceso de este PG. De hecho, observamos
una disminucion en la expresidn génica de los factores de transcripcidn responsables de

la expresion de los factores adipogénicos que inducen la diferenciacién de los
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fibroblastos a adipocitos, C/EBPa y PPARy (Rutkowski et al., 2015), en los extractos
celulares de los cultivos 3D que contenian LUM respecto a las matrices control (con COL-
| solo). Atendiendo a estas observaciones, se podria especular que la disfuncién
observada en la diferenciacidn de los adipocitos cultivados en matrices 3D ricas en LUM
podria deberse a un efecto de este PG sobre el ensamblaje del COL-I presente en la
matriz. Para abordar esta hipoétesis, llevamos a cabo estudios de fibrilogénesis, que
mostraron que LUM 30 ng/mL inducia una dindmica de polimerizacidon de COL-I distinta
de la observada en condiciones control y, curiosamente, también a bajas
concentraciones de este PG. Mas aun, el estudio morfométrico de las fibrillas de
colageno en los cultivos 3D mostré que la presencia de LUM 30 ng/mL alteraba la
organizacion de las fibrillas. Concretamente, en los cultivos 3D con LUM a alta
concentracién, observamos que se formaba una red de fibrillas de mayor didmetro junto
con una reducciéon del espaciado entre las fibrillas. Notablemente, estos cambios
estructurales se acompafiaron de una mayor resistencia a las fuerzas de compresién por
parte de las matrices 3D con LUM 30 ng/mL. Estos resultados estan en linea con estudios
previos in vitro (sin células) que muestran que el aumento de la concentracidon de LUM
relativa a la de colageno altera el espaciado de las fibrillas (Stamov et al., 2013). En estas
condiciones, es previsible que la organizacién de las fibrillas observada con LUM 30
ng/mL se acompafie de un aumento de la rigidez de la matriz. Este fenédmeno de
aumento de rigidez de la ECM se ha descrito que ocurre en la ECM en condiciones de
fibrosis (Wernig et al., 2017), un proceso que, como se ha indicado a lo largo de esta
Tesis Doctoral, caracteriza al tejido adiposo en condiciones de obesidad (Henegar et al.,
2008; Sun et al., 2011). En esta linea, se ha demostrado que la aplicacion de fuerzas
compresivas sobre los preadipocitos inhibe el proceso de adipogénesis (Pope et al.,

2016).

Ademas de alterar la adipogénesis, LUM 30 ng/mL también provocd cambios
importantes en los adipocitos diferenciados en los cultivos 3D. Asi, nuestros resultados
de western blot muestran que, en comparacion con los cultivos 3D con COL-l solo, las
células diferenciadas en los geles 3D que contenian LUM a alta concentracién mostraron
signos de estrés del reticulo endoplasmico, lo que se ha asociado con la disfuncion de

los adipocitos, incluyendo un aumento de la lipdlisis (Rutkowski et al., 2015). Esto podria
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justificar la presencia de LDs de pequefio tamafio en las células expuestas a LUM 30
ng/mL. Ademas, observamos que los adipocitos cultivados en matrices 3D ricas en LUM
presentaban una menor capacidad secretora de adiponectina, una adipoquina que se ha
demostrado que es secretada fundamentalmente por los adipocitos diferenciados (Fain,
Madan, Hiler, Cheema, & Bahouth, 2004). Curiosamente, los niveles circulantes de
adiponectina, que tiene propiedades insulino-sensibilizantes y antiinflamatorias y es
producida en mayor proporcion por el tejido adiposo SC comparado con el OM (Esfahani,
Movahedian, Baranchi, & Goodarzi, 2015), disminuyen en condiciones de obesidad e IR
(Chandran, Phillips, Ciaraldi, & Henry, 2003). Teniendo en cuenta nuestros resultados,
cabe la posibilidad de que el aumento de LUM en el tejido adiposo SC de individuos con
obesidad e IR pudiera contribuir a la disminucién de la producciéon de adiponectina
caracteristica de estos pacientes. En un estudio reciente se ha demostrado que el
aumento de la expresion de LUM en el tejido adiposo gonadal de ratones inducia una
ganancia moderada de tejido adiposo en respuesta a una HFD, pero, curiosamente,
mejoraba la sensibilidad periférica a la insulina (Wolff et al., 2019). Por otra parte,
nuestras observaciones en tejido adiposo SC sugieren un papel patogénico potencial
para LUM cuando este PG se produce por encima de los niveles normales. Las
discrepancias entre el modelo murino y nuestras observaciones en humano podrian
explicarse por la existencia de diferencias tanto de especie como de depdsito graso. Es
importante resaltar que, aunque la dosis menor de LUM testada no provocd cambios
aparentes en la adipogénesis y en la acumulacion de lipidos en los adipocitos, si indujo
algunos cambios celulares, incluyendo la induccidn de estrés oxidativo y del reticulo
endoplasmico vy la retencién de la adiponectina a nivel intracelular. Cabe la posibilidad
de que la concentracion baja de LUM empleada esté aun por encima de los niveles
existentes en el tejido adiposo en condiciones fisioldgicas y/o que su combinacién con
la concentracion de COL-I utilizada pueda resultar, en conjunto, desfavorable para la

funcién de los adipocitos maduros.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, no obstante, a partir de nuestros
resultados podemos proponer que LUM efectivamente es importante para el ensamblaje
del colageno y que su produccién patolégica puede provocar dafio en los preadipocitos

y adipocitos y, con ello, contribuir a la disfuncion del tejido adiposo debido, al menos
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parcialmente, a su accion sobre el propio coldgeno. Ademas, nuestros estudios permiten
sugerir que el ambiente generado por la hiperglucemia/hiperinsulinemia que ocurre en
condiciones de obesidad e IR, promueven la produccion de LUM por las células
residentes en dicho tejido, lo que podria potenciar el dafio inducido por la fibrosis (i.e.,
acumulacién de la cantidad de coldgeno, como muestran los datos de tincién de rojo

picrosirio).
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Capitulo 2. Contribucion de los componentes de la matriz extracelular y de la fibrosis
(lumican y colageno VI) ena la fisiopatologia del tejido adiposo.

5.3. Papel de Lumican y Colageno VI en la fisiologia de los adipocitos

Como se ha mencionado anteriormente, la fibrosis es un sello distintivo de la
expansion patoldgica del tejido adiposo en la obesidad. Ademads, la remodelacién y la
composicion de la ECM (matrisoma) del tejido adiposo juegan un papel crucial en la
renovacion de los adipocitos y en la arquitectura del tejido adiposo. Ademds del
colageno tipo | y otras proteinas asociadas al matrisoma como LUM, existen otros tipos
de coldgeno, como el COL-VI, que también estan desregulados en el tejido adiposo en
condiciones de obesidad (Divoux & Clement, 2011; Guzman-Ruiz et al., 2020). Sin
embargo, aun se desconoce cémo afectan estos cambios a la funcidn del adipocito y si

contribuyen al dafio patoldgico relacionado con la fibrosis del tejido adiposo.

En esta seccidon de la presente Tesis Doctoral se utilizé6 nuevamente el modelo de
cultivo en 3D para investigar si dos de los componentes de la ECM del tejido adiposo que
se encuentran alterados en el depdsito SC de individuos con obesidad, LUM y COL-VI
(Guzman-Ruiz et al., 2020), interactuan y modifican la organizacién de las fibrillas de
COL-I. Ademas, estas proteinas de la ECM, que se ha demostrado que actuan sobre
distintas vias intracelulares, podrian regular la funcién del adipocito y su capacidad de
respuesta a la insulina mediante una accién directa sobre las células. En linea con estas
hipdtesis de partida, nuestros estudios muestran que los adipocitos expuestos a LUM (a
una dosis de 30 ng/mL, de acuerdo con los resultados obtenidos en el Capitulo I) y COL-
VI, solos o en combinacién, presentan alteraciones en el metabolismo lipidico y de la
glucosa, lo que constituye dos de las principales caracteristicas del tejido adiposo
disfuncional en obesidad. En particular, nuestros resultados muestran que los adipocitos
diferenciados y cultivados en hidrogeles de COL-I enriquecidos con LUM, presentaron
una disminucion tanto de la acumulacién de lipidos como de la secrecion de
adiponectina. Estas observaciones sugieren que el incremento de la concentracidn de
LUM, como se observa en el tejido adiposo de individuos con obesidad, podria tener un

efecto patogénico sobre la adipogénesis (Guzman-Ruiz et al., 2020).
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En esta parte del estudio, confirmamos y ampliamos los resultados previos
obtenidos con LUM, demostrando que otra adipoquina y marcador de diferenciacién de
los adipocitos, FABP4 (Moseti et al.,, 2016), también se encuentra disminuida en los
adipocitos cultivados en matrices 3D que contienen LUM. Ademas, nuestros resultados
son consistentes con las observaciones descritas en el Capitulo | de la Discusion en
cuanto a la disminucién observada de la expresidn de los factores de transcripcién clave
que regulan la adipogénesis, C/EBPa y PPARy (Lowe et al., 2011). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que el aumento de la concentracién de LUM, como la encontrada en
el tejido adiposo de individuos con obesidad e IR, podria tener un efecto inhibidor tanto
sobre la diferenciacion de los adipocitos como en la regulacién de la produccién de
adipoquinas, lo que podria contribuir a la disfuncion del tejido adiposo observada en
estos pacientes. Cabe destacar que, entre otras dianas, los factores de transcripciéon
estudiados regulan la expresidn de varias proteinas asociadas a la superficie de las LDs,
como CIDEc y Plinl (Lowe et al., 2011; Slayton, Gupta, Balakrishnan, & Puri, 2019), las
cuales también se encontraron disminuidas en los adipocitos diferenciados en presencia
de LUM. En consonancia con estos resultados, las células expuestas a este PG también
mostraron niveles reducidos de Seipin, una proteina asociada al reticulo endoplasmico
gue promueve la biogénesis y acumulacién de triglicéridos en las LDs y que, a su vez,
activa la sefalizacion y la transcripcion génica dirigida por PPARy (Rao & Goodman,
2021). Existen otras evidencias experimentales obtenidas en nuestro estudio que
permiten apoyar adicionalmente esta propuesta. Asi, nuestras observaciones
microscépicas demuestran la presencia de LDs de menor tamano en los adipocitos
diferenciados y cultivados en las matrices 3D ricas en LUM en comparacién con las
matrices utilizadas como control en este estudio (hidrogeles de COL-I). Otras vias que
parecen estar desreguladas en los adipocitos cultivados en presencia de LUM incluyen
la sintesis de triglicéridos, tal y como indican los niveles reducidos de expresion de las
enzimas ACSL, GPAT-3 y DGAT-2, y el transporte de lipidos, como sugiere la expresiéon

disminuida del transportador de membrana CD36.
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Por otra parte, nuestros resultados también sugieren que la accién inhibitoria de
LUM sobre la acumulacién de lipidos podria estar reforzada por su efecto sobre el
metabolismo de la glucosa. Asi, nuestros datos de expresidén génica junto con nuestros
estudios funcionales apoyan la idea de que, en el ambiente fibrético asociado a la
obesidad, LUM podria afectar a la sefializacion de la insulina y reducir tanto la expresiéon
del transportador de glucosa GLUT4 como el trafico de esta proteina a la superficie del
adipocito. Esta sefializacidon alterada resultaria en una inhibicidn de la glucélisis lo que, a
su vez, podria reducir la produccion de glicerol-3-fosfato, un sustrato utilizado para la
sintesis de triglicéridos (Maraschin et al., 2019), estableciendo con ello una alteracién de
la relacién funcional entre el metabolismo glucidico y lipidico en los adipocitos. En este
sentido, nuestro estudio ha permitido establecer, por primera vez, una descripcién
detallada de las vias metabdlicas y los mediadores que pueden ser regulados por LUM,
un componente esencial de la ECM del tejido adiposo en individuos con obesidad e IR,
gue, como hemos demostrado, también regula el proceso de diferenciacién de los

adipocitos.

Por otra parte, la accidn inhibitoria de LUM sobre la diferenciacion de los
adipocitos podria estar relacionada con su efecto en la organizacidn de las fibrillas de
COL-l, que, como hemos mostrado en la primera parte de nuestro estudio, se vuelven
mas gruesas y se encuentran mas densamente empaquetadas cuando las células son
expuestas a este PG (Guzman-Ruiz et al., 2020). Como se ha mencionado anteriormente,
en este trabajo hemos demostrado que los cultivos 3D que contienen LUM son mas
resistentes a las fuerzas de compresién que los hidrogeles 3D utilizados como control
(COL-I solo) (Guzman-Ruiz et al., 2020), lo cual es consistente con un efecto promotor de
este PG sobre la rigidez de la ECM. De acuerdo con esta idea, en esta seccion del trabajo
mostramos que LUM también alteré la expresion, distribucion y/o estado de
fosforilacion de varias proteinas involucradas en rutas de mecanotransduccién en los

adipocitos.

Estd claramente establecido que los cambios en la ECM, bioquimicos y/o
mecanicos, son transmitidos al interior celular via integrinas de la membrana plasmatica,
provocando respuestas celulares adaptadas al nuevo entorno, lo que constituye la base

del proceso de mecanotransduccién (Kai et al., 2016). Notablemente, hemos
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demostrado que LUM aumentd los niveles de expresion del receptor Bl-integrina, y
alterd la seializacién a través de rutas intracelulares especificas activadas por B-integrina
que alteran la funcién celular, como la via iniciada por FAK (activacion determinada por
el incremento de la relacion pFAK/FAK) (Brezillon et al., 2013). Ademas, LUM también
provocé cambios significativos en la sefializacién acoplada al citoesqueleto de actina
(i.e., organizaciéon del citoesqueleto), lo que, junto con la via FAK, representan vias de
transmisidon de sefiales mecdanicas extracelulares al interior celular (Noguchi, Saito, &
Nagase, 2018). Se ha descrito que estas vias inducen la translocacién de los
componentes centrales de la ruta Hippo, los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ, de
su localizacion citosdlica al nucleo (Noguchi et al., 2018). A su vez, la localizacién nuclear
de YAP se puede ver favorecida por el efecto que provocan los sustratos rigidos sobre las
células, i.e., aplanamiento del nucleo y estiramiento del poro nuclear, lo que se ha
demostrado que reduce la resistencia mecdnica de los complejos del poro nuclear al
transporte molecular (Elosegui-Artola et al., 2017). Adicionalmente, se ha descrito que
el aumento de la rigidez de la ECM conduce a la acumulacién de la proteina nuclear
lamina A (Cho et al., 2019). La observacién de que LUM provoco la elongacién de los
nucleos y aumentd tanto el contenido nuclear de YAP como el de lamina A en los
adipocitos 3T3-L1, junto con los resultados que muestran un aumento en el grado de
fosforilacion del residuo T48 de la proteina YAP (un fosfositio que se ha propuesto que
desempefiia un papel en la activacion de YAP en el nucleo) (Quinn et al., 2021), nos llevan
a proponer que los cambios inducidos por LUM en las propiedades mecanicas de la ECM
desencadenan respuestas de mecanotransduccion a través de la via YAP/TAZ.
Consistente con esta idea, se ha descrito que TAZ regula la diferenciacion de las células
madre mesenquimales ejerciendo un efecto negativo sobre la actividad de PPARy (Hong
et al., 2005). De acuerdo con estas observaciones, Seo y colaboradores (2013) han
demostrado que la sobreexpresion de YAP disminuye en particular la expresion de PPARy
(Seo et al., 2013). Estos resultados estarian en consonancia con los datos obtenidos en
nuestro trabajo que muestran una disminucién de la expresion de este factor
adipogénico en los adipocitos cultivados en matrices 3D ricas en LUM. Atendiendo a la
funcion mecanotrasductora que proponemos para LUM, nuestros resultados
proporcionan nueva evidencia experimental que apoya la idea de que los cambios

mecanicos mediados por LUM en el microambiente del adipocito regulan cascadas de
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sefializaciéon intracelular que conducen consecuentemente a una disminucién en la

adipogénesis y a la pérdida de la respuesta a la insulina.

Por otra parte, Seo y colaboradores (2013) demostraron que la adipogénesis
ocurre cuando las células contienen niveles moderados de YAP (Seo et al., 2013). Es
interesante destacar que, a diferencia de lo encontrado para LUM, observamos un
aumento leve pero que no llegd a ser no significativo en la inmunotincién nuclear de YAP
cuando las células 3T3-L1 se diferenciaron en matrices enriquecidas en COL-VI,

sugiriendo un menor efecto de esta proteina a nivel transcripcional en estas células.

Ademads, LUM y COL-VI también mostraron patrones opuestos en el grado de
fosforilacion de YAP en varios residuos, como T48 (activacion; (Quinn et al., 2021) y T95
(funcidn desconocida). Estas diferencias podrian estar relacionadas, a su vez, con las
distintas proteinas reguladoras y efectoras que, seglin nuestros datos de
fosfoprotedmica, se asocian a LUM o COL-VIy que, en ultimo término, deben contribuir
a las diferentes respuestas transcripcionales y fenotipos celulares inducidos por cada una
de estas proteinas de la ECM. De esta manera, nuestros datos sobre COL-VI revelaron un
aumento de la expresién de C/EBPa y PPARy asi como de las proteinas reguladas por
estos factores de transcripcion (FABP4, adiponectina, GLUT4, AGPAT y DGAT-2), y de
varias proteinas asociadas a la biogénesis y crecimiento de LDs (Seipin, CIDEA, CIDEC).
Del mismo modo, en concordancia con estudios previos (Stockli et al., 2011), nuestros
estudios sugieren que, en presencia de COL-VI, se produce una activacién de las vias de
sefializacion de la insulina y el trafico de GLUT4 a la membrana plasmatica (de acuerdo
a nuestros datos sobre AS160), lo que nos lleva a proponer que este colageno podria
contribuir al aumento tanto de la captacién de glucosa como del contenido de lipidos

gue hemos observado que ocurre en los adipocitos cultivados en presencia de COL-VI.

Curiosamente, los efectos estimuladores de COL-VI sobre las rutas de
sefalizacidon de la insulina se observaron incluso en ausencia de esta hormona. Mas aun,
no observamos cambios de la fosforilacion de Akt o en el transporte de GLUT4 hacia la
membrana plasmatica tras la estimulacidn con insulina, lo que indica que los adipocitos
cultivados en presencia de COL-VI presentan una alteracion en la sefializacion mediada
por esta hormona. Todos estos datos, en conjunto, indican que el exceso de COL-VI,

como ocurre en la obesidad, puede contribuir al desarrollo de IR en los adipocitos del

145



DISCUSION

tejido adiposo. Si comparamos las respuestas de los adipocitos a LUM y COL-VI, que
inducen fenotipos metabdlicos opuestos, es razonable proponer que la IR a nivel de los
adipocitos se puede establecer tanto en condiciones que induzcan una disminucién (en
respuesta a LUM) como un aumento (en respuesta a COL-VI) del contenido intracelular

de lipidos en estas células.

Si analizamos los resultados de fosfoprotedmica obtenidos de los cultivos
celulares expuestos a COL-VI, junto con los datos de inmunoblotting cuantitativo sobre
MST-1, una quinasa que regula la localizacion subcelular de YAP mediante su
fosforilacion diferencial (traslocacion al nucleo de YAP o mantenimiento y destruccion
de YAP en el citosol) (Piccolo, Dupont, & Cordenonsi, 2014), y la disminucién en el
contenido citoplasmatico de YAP provocado por este colageno, es razonable proponer
que los efectos inducidos por COL-VI podrian estar mediados por la activaciéon de la via

Hippo.

Aparte de la ruta Hippo, existen otras rutas intracelulares que, segin nuestros
estudios, se regulan de manera diferencial por LUM y COL-VI. Asi, el estudio protedmico
presentado en este trabajo reveld diferencias entre ambas proteinas en cuanto a su
regulacién de las cascadas de sefializacidn a través de las vias Rho, AMPK, PKA, mTOR y
ERK/MAPK, todas ellas implicadas en varios procesos bioldgicos que afectan a la
diferenciacion de los adipocitos (Ahmad et al., 2020; Bost, Aouadi, Caron, & Binetruy,
2005; P. L. Lee, Jung, & Guertin, 2017; London & Stratakis, 2022; Sordella, Jiang, Chen,
Curto, & Settleman, 2003; Wei & Shi, 2022). Puesto que todas estas vias pueden
modificar la expresién génica y el comportamiento celular en respuesta a los cambios en
las propiedades mecanicas y/o bioquimicas de la ECM (Hastings, Skhinas, Fey, Croucher,
& Cox, 2019), no resulta posible discriminar la contribucion especifica de cada ruta a los
efectos de LUM y COL-VI sobre la diferenciacién de los adipocitos. Ademads, es muy
probable que ocurran eventos de interaccién entre estas vias en los adipocitos en las
matrices 3D; como ejemplo de estos fendmenos de cross-talk, se ha demostrado que
PKA puede inducir la activacién de la via Hippo y alterar con ello la adipogénesis (Yu et

al.,, 2013).
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En resumen, nuestros estudios nos han permitido identificar dos nuevos
reguladores, LUM y COL-VI, y sus efectores en el control de la funcidn de los adipocitos.
Sin embargo, para obtener una comprension completa de las respuestas de los
adipocitos a los cambios en la composicién y organizaciéon de la ECM, es necesario
realizar nuevos estudios que establezcan con precision los eventos de interaccién y la
jerarquia de los factores de sefalizacién intracelular que estan involucrados en dichas

respuestas.

Finalmente, es importante resaltar que la activacidn o desactivacidn de las vias
de seializacién observadas podrian resultar de una interaccion directa de las proteinas
de la ECM, LUM y COL-VI, con integrinas de la membrana de los adipocitos, tal y como
se ha descrito para ambas proteinas en otros tipos celulares (Cescon, Gattazzo, Chen, &
Bonaldo, 2015; Lamande & Bateman, 2018; Voiles et al., 2014). Nuestros estudios
usando anticuerpos anti-B-integrina estan en consonancia con esta propuesta e indican
que la sefnalizacion via integrinas es necesaria para que LUM y COL-VI activen las
cascadas de senalizacion en las que participan FAK y ERK, respectivamente, en los
adipocitos. Ademas de poder interaccionar directamente con las integrinas de la
membrana de los adipocitos, LUM y COL-VI también podrian ejercer sus efectos sobre
las células 3T3-L1 mediante su interaccidn directa con el COL-I presente en el ambiente
extracelular, tal y como sugieren datos previos proporcionados por otros autores que
avalan dicha interaccion (Bonaldo et al., 1990; Kalamajski & Oldberg, 2009; Keene et al.,
1998; Stamov et al., 2013), y como sugieren nuestros propios resultados sobre el efecto
de ambas proteinas sobre la organizacién de las fibrillas de COL-l. En este sentido,
nuestros estudios de docking molecular predicen que LUM podria interaccionar con COL-
| a través de su dominio central, el cual contiene repeticiones en tandem ricas en leucina
(LRR) y proporciona la estructura caracteristica en forma de herradura de las proteinas
SLRP (Gesteira et al., 2017; Nikitovic et al., 2008). Notablemente, el dominio central
también contiene numerosos enlaces de hidréogeno potenciales de uniéon de LUM con
COL-VI. La presencia de sitios de interaccion comunes entre COL-l y COL-VI a nivel del
dominio central del LUM permiten suponer la existencia de interferencias entre las tres
proteinas cuando estan presentes en la ECM. De hecho, nuestros modelos de prediccién

de interacciones proteina-proteina indican que los enlaces de hidrégeno formados entre
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COL-1 y LUM desaparecerian en presencia de COL-VI, mientras que aquellos formados
entre COL-l y COL-VI se verian reducidos e involucrarian ademas a diferentes residuos en
presencia de LUM con relacién a los establecidos cuando los dos colagenos estan solos.
A su vez, COL-l también podria interferir en la interaccion molecular entre LUM y COL-
VI. Estos estudios de prediccion estarian en consonancia con las observaciones de
microscopia electrénica obtenidas en las matrices 3D conteniendo tanto LUM como COL-
VI, en cuanto a que la organizacion de las fibrillas de COL-I exhibié caracteristicas
ultraestructurales intermedias (grosor de fibras) o similares (tamafio de poro para LUM
o la densidad de fibras para COL-VI) a aquellas impuestas por cada proteina de forma
individual. Nuestros estudios también demostraron que los adipocitos cultivados en las
matrices 3D suplementados con LUM y COL-VI mostraban un fenotipo metabdlico
intermedio al exhibido por los adipocitos expuestos a solo una de estas proteinas. Estos
datos refuerzan aun mads la idea de que los cambios en el microambiente de los
adipocitos se traducen en respuestas bioldgicas especificas. En sentido reciproco, la
sefalizacion activada por LUM y/o COL-VI "de fuera hacia dentro" (exterior a interior
celular) estd acompanada por una respuesta celular "de dentro hacia fuera" (interior a
exterior celular), como indica nuestro andlisis comparativo de las matrices 3D sin células
vs. matrices 3D que contienen adipocitos, demostrando la capacidad de los adipocitos

para cambiar la ultraestructura de la red de COL-I.

En resumen, nuestros estudios amplian nuestra comprension actual sobre la
importancia de la ECM en el tejido adiposo para mantener la homeostasis tisular, y
describen los mecanismos subyacentes que pueden conducir a la progresiéon de la IR en
los adipocitos en respuesta a los diferentes cambios en la organizacion y composicion de
la ECM asociados con la obesidad. Finalmente, los resultados obtenidos en nuestro
modelo 3D ponen en relieve la importancia que tiene el conocimiento de la interacciéon
entre las células del tejido adiposo y la ECM para entender las bases moleculares de la
fibrosis, proporcionando nuevas vias de investigacidon para identificar posibles dianas
terapéuticas para la prevencion y el tratamiento de las enfermedades asociadas a

obesidad.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los sistemas de cultivo 3D, como los desarrollados en esta Tesis, pueden ser
utiles para profundizar en el conocimiento de los cambios cuantitativos y
cualitativos que ocurren en la matriz extracelular y contribuyen a la disfuncién
de los adipocitos en obesidad.

Condiciones obesogénicas como la hiperglucemia/hiperinsulinemia estimulan la
produccién de lumican por los adipocitos, lo que puede modificar la estructura 'y
funcion de la matriz extracelular.

La acumulacién de lumican en un ambiente fibrético, como ocurre en el tejido
adiposo subcutdneo en obesidad y resistencia a insulina, previene la
diferenciacién y la acumulacién de lipidos y la secrecién de adipoquinas por los
adipocitos, presumiblemente mediante la induccion de cambios en las
propiedades mecdnicas de la matriz extracelular y por un efecto directo sobre
las células via integrinas.

En condiciones de fibrosis, la presencia de coldgeno VI provoca importantes
alteraciones en el metabolismo glucidico y lipidico de los adipocitos,
probablemente a través de la activacion de la via Hippo.

Los cambios en el contenido de lumican o de colageno VI que ocurren en el tejido
adiposo fibrotico en obesidad conducen al desarrollo de resistencia a insulina en
los adipocitos.

La interaccidn entre la matriz extracelular y los adipocitos, en ambas direcciones
(outside-in e inside-out), es fundamental para mantener el equilibrio funcional
del tejido adiposo y su pérdida puede contribuir de manera significativa al

desarrollo de resistencia a insulina en obesidad.
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