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1. LA OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad crénica y compleja, de origen multifactorial, que se produce al
ingerir mas nutrientes de los que el individuo necesita, y se desarrolla por la interaccidn del genotipo
y el medio ambiente. Se caracteriza por una acumulacidn excesiva de grasa o hipertrofia general del
tejido adiposo en el cuerpo, es decir, cuando la reserva natural de energia almacenada en forma de
grasa corporal se incrementa hasta un punto donde estd asociada con numerosas complicaciones y
comorbilidades, y con un incremento de la mortalidad. Las causas del desarrollo de la obesidad son
varias y muchas de ellas aln no estan claras, pero se conoce que tiene su raiz en factores sociales,
culturales, de comportamiento, fisioldgicos, metabdlicos y genéticos, los cuales condicionan su
tratamiento de forma decisiva. De hecho, se trata de un trastorno que comienza en la infancia,

florece en la edad adulta y da origen a multiples problemas de salud (Barness et al., 2007).

La obesidad es considerada la epidemia del siglo XXI y afecta a un gran nimero de paises, no solo
desarrollados sino también en vias de desarrollo. Durante los ultimos cincuenta afios, la humanidad
ha experimentado cambios drasticos en su entorno, su comportamiento y su estilo de vida. Estos
cambios han derivado en un alarmante incremento global de la incidencia de obesidad (Hossain et
al.,, 2007). Uno de los ultimos estudios de prevalencia de sobrepeso llevado a cabo por Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con la International Obesity Task Force (IOTF)
encontré una prevalencia mundial, ajustada por diferencias étnicas, de 1.700 millones de personas
con sobrepeso de las que 312 millones eran obesos (Figura 1) (Haslam and James, 2005; Hossain et
al., 2007). Del mismo modo, se ha observado en los ultimos afios un importante aumento de la
prevalencia de obesidad infantil (Rocchini, 2002). La tendencia en las cifras de obesidad ha
propiciado que, junto con el hambre, la desnutricién y las enfermedades infecciosas, se la considere
una de las mayores amenazas del mundo desarrollado. De hecho, el sobrepeso y la obesidad son el
quinto factor principal de riesgo de defuncién en el mundo. Segun la OMS, cada afio mueren, como

minimo, 2,8 millones de personas a causa de la obesidad o sobrepeso.

Existen tres caracteristicas importantes a destacar en cuanto a la prevalencia global de Ia

obesidad:

La prevalencia de sobrepeso y obesidad en regiones donde tradicionalmente dominaba la
malnutricion ha aumentado drdsticamente, por lo que se ha llegado a una situacidon donde

casi la mitad de la poblacion mundial presenta sobrepeso u obesidad.
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La prevalencia maxima de sobrepeso y obesidad en una poblacion adulta se encuentra entre
los 45 y 59 afios, justo cuando la poblaciéon adulta presenta mas riesgo de padecer las

comorbilidades asociadas a la obesidad.

La prevalencia de obesidad en mujeres es superior que en hombres en la mayoria de los
paises o regiones afectadas. Esto es importante ya que las mujeres son mds propensas de

desarrollar diabetes que los hombres.

Porcentaje de hombres adultos con obesidad (IMC > 30 kg/m?)
S I
0 6 12 18 24

Figura 1. Prevalencia mundial de la obesidad (www.iotf.org).

En Europa la obesidad esta presente en el 20% de la poblacién adulta en edad media y en los
Estados Unidos esta prevalencia es mucho mayor. En Espafia hay numerosos estudios sobre
prevalencia de obesidad en la poblacion general (Aranceta et al., 2003; Salas-Salvado et al., 2007;
Catalina Romero et al., 2012; Gutierrez-Fisac et al., 2012). En la Figura 2 se presentan, a modo de
ejemplo, los del registro MESYAS sobre 18.778 trabajadores sanos (el 78% varones) (Alegria et al.,

2005).

La obesidad, hoy en dia, es considerada una patologia no sélo de gran prevalencia, sino también
de gran impacto social. En las Ultimas décadas el interés por investigar en esta patologia ha sido
creciente y se ha centrado no sélo en su epidemiologia, sino también en la fisiopatologia, sus
complicaciones o el tratamiento de la misma, entre otros aspectos. El surgimiento de la obesidad
como una problematica de salud, y particularmente como un objeto de andlisis desde una
perspectiva de salud publica, ha cobrado un gran interés en los Ultimos afios llevando a la OMS a
establecer que esta afeccidon constituye un grave problema de salud publica mundial (World Health

Organization, 2000).



INTRODUCCION

A B
100 100
90 %07
80+ 801
70 =l 704 u
2 601 & 60
S 50 5 504
§ 404 E 40
30+ 30
204 20
101 10
0- 0
21-25 26-30 31-35 36-40 41-4546-50 51-5556-60 61-65 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55 56-60 61-65
Edad (afios) Edad (afos)
M Normopeso [ Sobrepeso [ Obesidad |.|-mee5[J [ Sobrepeso Cl0besidad ‘

Figura 2. Prevalencia de alteraciones del peso en el registro MESYAS. Datos de 18.778 individuos sanos y espafioles: (A)
varones y (B) mujeres. Figura de Alegria y col. (Alegria Ezquerra et al., 2008).

1.1. GRADOS DE OBESIDAD

Existen dos tipos de obesidad segun el origen de ésta: la obesidad exdgena, debida a una
alimentacién excesiva; y la obesidad enddgena, originada por alteraciones metabdlicas. Igualmente,
dentro de las causas endégenas podemos distinguir entre las que estan provocadas por disfunciones
de alguna glandula endocrina, como la tiroides (obesidad hipotiroidea), o por deficiencia de las

hormonas sexuales (obesidad gonadal).

De forma practica, la obesidad puede ser diagnosticada tipicamente en términos de salud
midiendo el indice de masa corporal (BMI, del inglés Body mass index) que determina el contenido
de la grasa corporal total, pero también en términos de su distribucion de la grasa a través de la
circunferencia de la cintura o la medida del indice cintura-cadera (WHR, del inglés Waist to hip ratio)

que determinan los niveles de grasa intra-abdominal (National Institutes of Health, 1998).

El BMI o indice de Quételet es un indicador simple de la relacion entre el peso v la altura (kg/m?)
que se utiliza frecuentemente para identificar el grado de obesidad de un individuo adulto. Se ha de
tener en cuenta que el valor obtenido por el BMI no es constante, varia con la edad y el género, y
depende de otros factores como la raza, la etnia y las proporciones de tejidos muscular y adiposo.

Segun la OMS, se definen diferentes grados de obesidad a partir de los valores de BMI:

BMI menor de 18,5 kg/m2: por debajo del peso normal.
BMI de 18,5-24,9 kg/m2: peso normal.

BMI de 25-29,9 kg/m2: sobrepeso.

BMI de 30-34,9 kg/ m2: obesidad de tipo I.

BMI de 35-39,9 kg/ m2: obesidad de tipo Il.
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BMI de 40-49,9 kg/ m2: obesidad de tipo Ill, o mérbida.
BMI mayor de 50 kg/ m2: obesidad de tipo IV, o extrema.
Dentro del concepto de obesidad, se han descrito algunos subtipos que complementan la
relacidon aparente dosis-respuesta que existe entre el BMI y sus consecuencias para la salud. Los mas
clasicos son los que corresponden a la obesidad androide (abdominal) y la ginoide (parte inferior del

cuerpo) (Allison and Heshka, 1991; Walton et al., 1995).

Otros subtipos, aunque menos conocidos, también son de gran interés. Asi, se ha observado la
existencia de un fenotipo correspondiente a individuos con peso normal pero metabdlicamente
obesos (metabolically obese normal-weight), es decir, tienen un BMI normal pero presentan las
alteraciones tipicas de los pacientes obesos: resistencia a la insulina, adiposidad central, bajos niveles
de colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés High density
lipoprotein), elevadas concentraciones de triglicéridos, asi como hipertensién arterial (Ruderman et
al., 1981). Al mismo tiempo, existen los que se han denominado obesos metabdlicamente sanos
(metabollically healthy obese) (Karelis et al., 2005). Estos individuos tienen un BMI > 30 kg/m?, pero
ninguna de las alteraciones metabdlicas tipicas de los individuos obesos. Estos dos subtipos
«paraddjicos» llevaron a que en las ultimas dos décadas se realizaran varios estudios de
caracterizacion metabdlica y cuantificacion del tejido adiposo visceral en contraposicién al
subcutdneo. Dichos estudios han puesto de manifiesto que aunque es cierto que la obesidad
incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades crdnicas, parece claro que son los pacientes con
obesidad visceral los que forman el subgrupo de individuos que presentan las alteraciones mas

graves del metabolismo.

Desde que en 2001 se publicé la primera descripcion de la relacion entre el aumento del BMl y la
insuficiencia cardiaca (Horwich et al., 2001), el BMI se ha utilizado en numerosos estudios como
definicion de la obesidad y ha adquirido la reputacidon de ser un buen indicador prondstico de la
evolucion clinica de los pacientes con insuficiencia cardiaca. Sin embargo, a la hora de hablar de
riesgo metabdlico y cardiovascular, se ha visto que la obesidad abdominal tiene una vinculacion mas
importante con el desarrollo de la enfermedad cardiovascular (Rexrode et al., 1998). Teniendo en
cuenta que el BMI es una medida que no distingue entre las diferentes formas de adiposidad, no
podemos usarlo como un unico predictor clinico y epidemiolégico de la salud cardiovascular. Es por
ello que otra medida complementaria para determinar mejor la relacién del peso con el riesgo
cardiovascular es el WHR, que relaciona el perimetro de la cintura con el de la cadera. De hecho el
WHR ha sido el indice mas ampliamente usado para clasificar anatdmicamente la obesidad en
androide y ginoide. La OMS establece unos niveles normales de WHR de 0,85 en mujeres y 0,9 en

hombres, valores superiores indicarian una obesidad abdominovisceral, la cual esta asociada con un
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mayor riesgo cardiovascular. Por lo tanto, hoy en dia la clasificacién de la obesidad y la probabilidad

de desarrollar otras enfermedades esta basada tanto en el BMI como en el WHR (Figura 3).

BMl bajo BMl bajo
WHR bajo  WHR bajo

Riesgo bajo

A
BMlalto BMl bajo BMl alto
WHR bajo WHR alto WHR alto

—

e :
R
B (A

Riesgoalto

Figura 3. Riesgo de desarrollar otras enfermedades o factores de riesgo cardiovascular

asociados a la obesidad. Unos niveles elevados del indice de masa corporal y/o del indice

cintura-cadera darian lugar a un mayor riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular.
BMI, del inglés Body mass index; WHR, del inglés Waist and hip ratio.

1.2. OBESIDAD: FACTOR DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Existen diversos tipos de enfermedades cardiovasculares: hipertension arterial, enfermedad

arterial coronaria, enfermedad valvular cardiaca, accidente cerebrovascular (trombosis o derrame

cerebral), y fiebre reumatica o enfermedad cardiaca reumatica. Segin la OMS las enfermedades

cardiovasculares causan mas de 17 millones de muertes en el mundo cada afio, representan la mitad

de todas las muertes en los paises desarrollados, y son una de las principales causas de muerte en

muchos paises en vias de desarrollo. En conjunto, son la primera causa de muerte en adultos.

La obesidad es un factor de riesgo conocido para varias enfermedades como la diabetes mellitus

tipo 2, la hipertensién arterial y las enfermedades cardiovasculares, entre otras (Tabla 1).

ENFERMEDADES RELACIONADAS
CON EL EXCESO DE PESO

ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LAS ALTERACIONES
METABOLICAS DE LA OBESIDAD

- Osteoartritis (rodillas, tobillos, columna lumbar)
- Insuficiencia cardiaca congestiva

- Insuficiencia respiratoria

- Disnea (dificultad respiratoria)

- Hernias (inguinales, incisionales)

- Alteraciones psicoldgicas y psicosociales

- Reflujo gastroesofagico

- Enfermedades psiquiatricas (depresion, bulimia)
- Intertrigo y micosis en pliegues cutdneos

- Incontinencia urinaria (especialmente en la mujer)
- Varices y edema en piernas

- Pseudotumor cerebral

- Sindrome de apnea-hipoapnea obstructiva del
suefio

- Diabetes mellitus tipo 2 (e intolerancia a la glucosa)

- Resistencia a la insulina

- Colelitiasis

- Hipertension arterial

- Dislipemias

- Infertilidad

- Estrato-hepatitis no alcohdlica

- Sindrome de ovario poliquistico en mujeres en edad fértil
- Gota (hiperuricemia)

- Aumento de factores pro-trombéticos (fibrindgeno y PAI-1)
- Litiasis biliar

- Cancer (endometrio, mama y colon)

- Enfermedad cardiovascular aterosclerética (coronaria,

cerebral y periférica)

Tabla 1. Comorbilidades asociadas a la obesidad. Adaptacion de Lavie y col. (Lavie et al.,, 2009). PAI-1, Plasminogen

activator inhibitor-1.
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De hecho, la obesidad también es un factor de riesgo cardiovascular independiente (Tabla 2)
(Hackam and Anand, 2003), y estd asociado a un incremento en la morbilidad y mortalidad asi como
a una disminucion de la esperanza de vida (Drenick et al., 1980; Fontaine et al., 2003). Por lo tanto, la
obesidad puede predisponer a desarrollar enfermedad cardiovascular a través de sus factores de
riesgo asociados mds importantes como la dislipemia, hipertensién arterial, resistencia a la insulina,
diabetes, y el estado proinflamatorio y proaterogénico al que se le asocia (Poirier et al., 2006). El
estudio INTERHEART, realizado en 30.000 pacientes de 52 paises de los cinco continentes, mostré
que la obesidad era uno de los factores de riesgo modificables con mayor peso en la determinacion
del infarto de miocardio en todo el mundo y confirmd la importancia de la adiposidad, en particular
de la adiposidad abdominal, como factor de riesgo del infarto agudo de miocardio (Yusuf et al.,
2004). De hecho, recientemente se ha demostrado que los individuos obesos metabdlicamente sanos
no presentan un mayor riesgo cardiovascular cuando se comparan con individuos sanos o

normopeso (Verburg et al., 2010).

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

MODIFICABLES NO MODIFICABLES
Hipertension Antecedentes familiares de
Obesidad enfermedad cardiovascular
Diabetes mellitus Edad
Hipercolesterolemia Género
Hipertrgliceridemia Etnia

Niveles elevados de LDL
Niveles bajos de HDL
Dieta rica en grasas saturadas
Tabaco
Inactividad fisica
Estrés

Tabla 2. Factores de riesgo cardiovascular. Datos de la Federacidn
Mundial del Corazén (http://www.world-heart-federation.org). HDL, del

inglés High density lipoprotein; LDL, del inglés Low density lipoproteins.

Ademas, la obesidad forma parte del sindrome metabdlico, también conocido como sindrome X,
sindrome plurimetabdlico, sindrome de insulinorresistencia, sindrome de Reaven o CHAOS en
Australia. Se denomina sindrome metabdlico a la conjuncion de varias enfermedades o factores de
riesgo en un mismo individuo que aumentan su probabilidad de padecer una enfermedad
cardiovascular o diabetes (Figura 4) (Liese et al., 1998). La presencia de este sindrome hace aumentar
hasta 2 y 3 veces el riesgo de mortalidad debido a las enfermedades cardiovasculares (Isomaa et al.,

2001; Lakka et al., 2002).
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Sindrome Metabdlico

Obesidad Factores
abdominal genéticos

Muiltiples factores de riesgo —> Enf(.ermedad
cardiovascular

Diabetes de tipo 2 4 Otras

complicaciones
Figura 4. Evolucidn y patologia del sindrome metabdlico. Figura adaptada de Alegria y col. (Alegria Ezquerra et al., 2008).

Desde la primera definicidn oficial del sindrome metabdlico realizada por el grupo de trabajo de
la OMS en 1999 (Alberti and Zimmet, 1998), se han propuesto diversas definiciones alternativas.
Aunque todas las clasificaciones incluyen los componentes esenciales del sindrome, difieren en los
detalles o en la inclusidon de componentes dificilmente mesurables. Las mds aceptadas han sido las
elaboradas por el European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) en 1999 (Balkau and
Charles, 1999), el Adult Treatment Panel Il (ATP-III) del National Cholesterol Education Program en
2001 (ATP-Ill, 2001), y la International Diabetes Federation (IDF) en 2005 (Alberti et al., 2005) (Tabla

3), siendo las dos ultimas las mas utilizadas.

Como consecuencia de lo dicho, es evidente que el sindrome metabdlico es un factor de riesgo
de primer orden para las complicaciones aterotrombdticas. Por tanto, su presencia o ausencia debe
considerarse como marcador de riesgo a largo plazo. En cambio, a corto plazo (5-10 afios) el riesgo se
calcula mejor con los baremos clasicos (Framingham, SCORE, REGICOR), pues incluyen la edad vy el
género, el colesterol total o las lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés Low density

lipoproteins), y el tabaquismo (Grundy, 2006).
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OMS (1999)

EGIR (1999)

ATP-11l (2001)

IDF (2005)

Diabetes o alteracién de la
tolerancia a la glucosa o
resistencia frente a la insulina

Mas dos o mas de los factores
siguientes:
1. Obesidad:

BMI > 30 kg/m?

o WHR >0,9 en los varones
o> 0,85 en las mujeres

2. Dislipemia:
TG > 1,7 mmol/I

o HDL< 0,9 en los varones

0< 1,0 en las mujeres
3. Hipertensién: presion
arterial

>140/90 mmHg

o tratamiento

medicamentoso
4. Microalbuminuria

Resistencia a la insulina o
hiperinsulinemia
(Unicamente a las personas
no diabéticas)

Mas dos o mas de los
factores siguientes:
1. Obesidad central:

WC 294 cm en los
varones

0280 cm en las mujeres
2. Dislipemia:

TG > 2,0 mmol/|

oHDL<1,0

3. Hipertension: presion
arterial
> 140/90 mmHg

o tratamiento en los
varones

medicamentoso
0 ambos
4. Glucemia en ayunas

Tres o mas de los factores
siguientes:
1. Obesidad central:

WC > 102 cm en los
varones

0> 88 cm en las mujeres
2. Hipertrigliceridemia:
TG > 1,7 mmol/I
0<1,3mmol/len las
mujeres
3. Disminucién del HDL:

<1, 0mmol/l
4. Hipertension: presion
arterial
>130/85 mmHg
o tratamiento
medicamentoso
5. Glucemia en ayunas
>6,1 mmol/I

Obesidad central (Perimetro de la cintura b.
con especificidad respecto a los distintos
grupos étnicos)

Mas dos cualquiera de los factores
siguientes:
1. Aumento de los TG:

21,7 mmol/I (150 mg/dl)

o tratamiento especifico de esta
alteracion lipidica
2. Disminucién del HDL

< 1,03 mmol/I (40 mg/dl) en los
hombres

< 1,29 mmol/I (50 mg/dl) en las mujeres

o tratamiento especifico de esta
alteracion lipidica

3. Aumento de la presion arterial
Sistélica: 2 130 mmHg
o diastdlica: 2 85 mmHg
o tratamiento de hipertension
diagnosticada previamente

4. Incremento de la glucemia ©
Glucemia en ayunas > 5,6 mmol/I (100
mg/dl)
o diabetes tipo 2 diagnosticada
previamente
Si la glucemia en ayunas en > 5,6
mmol/l o > 100 mg/dl, se recomienda
fuertemente la realizacién de una
OGTT, aunque no es necesaria para
definir la presencia del sindrome
metabdlico

Tabla 3. Definiciones del Sindrome Metabdlico. Adaptacion de Zimmet y col. (Zimmet et al., 2005). ATP-IIl, Adult Treatment
Panel Ill; EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance; IDF, International Diabetes Federation; OGTT, del inglés
Oral glucose tolerance test; TG, del inglés triglyceride; WR, del inglés waist circumference. ® Definida como el cuartil superior
de la concentracién de insulina en ayunas en personas no diabéticas. ®Si el BMI es > 30 kg/mz, se puede asumir la presencia
de obesidad central y no es necesario medir el perimetro de la cintura. “ En la practica clinica también es aceptable la
demostracién de la alteracion de la tolerancia a la glucosa, pero en todos los estudios epidemioldgicos relativos a la
prevalencia del sindrome metabdlico se deben utilizar Unicamente la glucemia en ayunas y la presencia de una diabetes
previamente diagnosticada para evaluar este criterio. Las cifras de prevalencia que también incorporan los resultados de la
glucemia a las 2h se pueden afiadir como un hallazgo complementario.

1.2.1. LA PARADOJA DE LA OBESIDAD

A pesar del efecto descrito de la obesidad en la funcidn cardiovascular, varios estudios han
observado que en diferentes contextos de enfermedad, los pacientes con exceso de peso y obesidad
de tipo | presentaban un menor riesgo de muerte y nuevos eventos cardiovasculares que los de peso
normal y por debajo del peso normal (Horwich et al., 2001; Curtis et al., 2005). La aparente
proteccidén de la obesidad se observaba en los seguimientos de los pacientes que habian sufrido un
evento o intervencidon coronaria (post-infarto, angioplastia, cirugia de revascularizacién), una
insuficiencia cardiaca crénica o un accidente cerebrovascular. Este fendmeno se ha denominado “la

paradoja de la obesidad”.

10
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La mayor revision del tema consideré6 40 estudios que abarcaron 250.152 pacientes con

enfermedad coronaria seguidos a 3.8 afios (Romero-Corral et al.,, 2006). Romero-Corral y col.

concluyeron que el mayor riesgo de mortalidad lo tenian las personas delgadas, luego seguian los de

peso normal y los muy obesos, y los grupos de mejor evolucién eran los que presentaban sobrepeso

u obesidad moderada (de tipo I) (Figura 5).

Riesgo relativo de mortalidad

Bajo Normal Sobrepeso Obesol muy Obeso

BMI

Figura 5. Relacion entre las categorias de peso segun el indice de masa corporal y el riesgo de muerte de
cualquier causa. El estudio conllevé un seguimiento durante 3,8 afios en mas de 250.00 pacientes con
coronariopatia. Como riesgo relativo 1 (linea punteada) se consideré al grupo de peso normal. Figura
modificada de Romero-Corral y col. (Romero-Corral et al., 2006). BMI, del inglés Body mass index.

Hoy en dia existen varias hipdtesis que intentan explicar la paradoja de la obesidad en la

enfermedad coronaria:

Comprensién inadecuada de factores confundidores: la presencia de otros factores de riesgo,
como la edad, podrian adelantar la aparicion de la enfermedad coronaria (Canto et al., 2011;
Boden et al., 2007). No obstante, estadisticamente, la relacién paraddjica entre el BMl y la

mortalidad no ha podido ser corregida por factores confundidores.

El indice de masa corporal no es un buen discriminador del porcentaje de peso graso: los
hallazgos podrian ser explicados por la falta del poder discriminatorio del BMI para
diferenciar entre la grasa corporal y la masa magra (Heitmann et al., 2000). Pero esta no
parecia ser la explicacion en pacientes coronarios y fue refutada por un minucioso estudio
prospectivo en el cual se estimd el porcentaje de grasa corporal con mediciones de los

pliegues cutaneos y su distribucidn (Lavie et al., 2011).

Tras un diagndstico de enfermedad los pacientes con exceso de peso, aunque no modifiquen
su peso, disminuyen su riesgo con tratamientos en mayor medida que los pacientes
normopeso o delgados: el aumento de peso se asocia con el desarrollo de hipertensidn

arterial, dislipemia y diabetes y gran parte del riesgo asociado se explica por estos factores.

11
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Definieron como tratamiento dptimo el uso de por lo menos tres de las cuatro medicaciones
probadas que reducen la mortalidad alejada: aspirina, estatinas, betabloqueantes e

inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (Schenkeveld et al., 2012).

iv. La distribucion de la grasa corporal tiene mas importancia que su magnitud absoluta y
contendria el verdadero mensaje de riesgo de la obesidad: mayor perimetro de cintura y
mayor WHR se asocian con mayor riesgo cardiovascular (Yusuf et al., 2005; Balkau et al.,
2007). Existen varias hipdtesis para explicar este fendmeno dada la compleja actividad
metabdlica y hormonal de los adipocitos, que es muy diferente en la grasa visceral que en la
subcutanea (McCarty, 2003; Manigrasso et al., 2005). Sin embargo, Despres y col. aclara que
no existe un valor de perimetro abdominal o WHR que se pueda considerar con

independencia del nivel de peso corporal o BMI (Despres, 2011).

v. La asociacién entre obesidad, riesgo cardiovascular y mortalidad no es similar en diferentes
grupos etarios y de riesgo y estd mal comprendida: se ha visto que las curvas de la relaciéon
entre el BMI y la mortalidad en pacientes coronarios son practicamente idénticas a las de los

grupos etarios mayores

Sin embargo, este fendmeno no es homogéneo y se acentua en los pacientes post-infarto y post-
angioplastia. Ademas, estos estudios no son generalizables ya que son pequefios, llevados a cabo en
centros individuales y estan limitados a pacientes con fallo cardiaco severo y disfuncién del
ventriculo izquierdo (Horwich et al., 2001; Osman et al., 2000; Lavie et al., 2003). Por lo que no
queda claro si estos resultados son aplicables a una poblacion con fallo cardiaco estable o funcién

sistélica preservada.

Por lo tanto, falta por demostrar si la mejor supervivencia de los enfermos obesos se debe a que
el propio exceso de grasa es el que aporta un efecto beneficioso directo, o si son los factores
asociados a este exceso de grasa los responsables del beneficio. Hoy en dia se acepta de forma
universal la definicién de obesidad como un BMI mayor de 30 kg/m?, pero quizas un BMI elevado no

solo representa un exceso de grasa sino también otros factores potencialmente beneficiosos.

1.3. CIRUGIAS PARA LA OBESIDAD

La base del tratamiento de la obesidad reside en realizar un plan dietético hipocaldrico
apropiado a cada persona junto con un programa de actividad fisica individualizado. En ocasiones,

ademas es necesario un apoyo farmacolégico adecuado y la necesidad de educacidon nutricional.
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El fracaso repetido de los tratamientos convencionales en los pacientes con obesidad, sobre todo
los pacientes con obesidad mérbida, junto con la presencia de problemas de salud causados por la
obesidad ha impulsado el desarrollo de la cirugia bariadtrica. Estas técnicas quirdrgicas ayudan a
perder peso en gran medida limitando la cantidad de comida que cabe en el estdmago, lo que hace
que la persona se sienta saciada tras comer muy poco, pero a veces, puede provocar una

malabsorcién de los nutrientes que el cuerpo necesita (Livingston, 2002).

De entre los diferentes tipos de cirugia bariatrica, la eleccion de una u otra dependerd de las
caracteristicas clinicas del paciente, de las posibles complicaciones que presente asi como de su
comportamiento alimentario y perfil psicolégico (Livingston, 2002). Hoy en dia todas ellas pueden
realizarse mediante cirugias minimamente invasivas como la laparoscopia. Las técnicas mas

frecuentemente utilizadas son:

Técnicas restrictivas: reducen el tamafio y la capacidad del estdbmago para obtener una
sensacion de saciedad precoz y duradera (baldn intragastrico, banda gastrica ajustable,

gastrectomia vertical o sleeve gastrectomy) (Figura 6A-C).

Técnicas malabsortivas: inutilizan gran parte del intestino delgado para reducir la superficie

absortiva intestinal. Actualmente no se suelen utilizar debido al alto riesgo de complicaciones

gue aparecen con el tiempo (derivacion biliopancredtica con cruce duodenal) (Figura 6D).

Técnicas mixtas: es una técnica restrictiva a la que se le asocia un procedimiento que genera

malabsorcién combinando y potenciando ambos efectos. Ademas de reducir el tamafo del
estdmago, se consigue una menor absorcién de los alimentos ingeridos al reducir el intestino
delgado funcional. Su eficacia es mayor que la de las técnicas restrictivas y posibilita una

buena calidad de vida (Bypass gastrico en Y de Roux) (Figura 6E).

—— ()%

Figura 6. Ejemplos de cirugias bariatricas. (A) Baldn intragastrico, (B) banda gastrica ajustable, (C) gastrectomia vertical, (D)
derivacion biliopancreatica con cruce duodenal y (E) bypass gastrico en Y de Roux. llustraciones modificadas de
Laparoscopic Associates of San Francisco (http://www.lapsf.com/).
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2. EL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es uno de los tejidos mas abundantes del ser humano. Constituye entre el 15% y
el 20% del peso corporal en los hombres, y entre el 20% y el 25% en las mujeres, y se encuentra
ampliamente distribuido por distintas zonas del organismo. Es un tejido de origen mesenquimal
especializado y constituido por el conjunto de tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo o marrdn,

ambos con una funcién, morfologia y distribucion diferentes (Figura 7).

TEJIDO ADIPOSO MARRON TEJIDO ADIPOSO BLANCO
2 SUBCUTANEO
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_ \
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Espacio orbitario

Paravertebral __/ . PR
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Figura 7. Distribucion de los depdsitos de tejido adiposo en humanos. Figura adaptada de Gesta y col. (Gesta et al., 2007).

El tejido adiposo juega un papel crucial en la regulacién y la disfuncién patolégica de la
homeostasis energética. En mamiferos, la homeostasis energética es un compromiso entre el aporte
y el gasto energético y, en buena parte, el equilibrio se consigue a través de la respuesta coordinada
entre el sistema nervioso y los tejidos adiposos, siendo estos ultimos la fuente principal de reserva
del organismo (tejido adiposo blanco) y el sistema de disipacion energética (tejido adiposo marrdn).
En ambos tejidos encontramos que la célula principal es el adipocito, entre uno y dos tercios del
total, y el resto de tejido estd compuesto por diferentes tipos celulares que presentan distintas
funciones. Sin embargo, mientras que los adipocitos del tejido adiposo blanco se caracterizan por
presentar una Unica vacuola lipidica, los adipocitos del tejido adiposo marrdn son multiloculares y
poseen una gran cantidad de mitocondrias que le confieren su color caracteristico (Trujillo and

Scherer, 2006).
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2.1. TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco constituye el mayor componente de tejido adiposo en el organismo y
estd situado estratégicamente debajo de la piel y alrededor de los érganos vitales para protegerlos
de infecciones o traumatismos. Su funcién principal es la de regular la homeostasis energética del
organismo bajo el control del sistema nervioso y endocrino. De este modo, en periodos de exceso
calérico el tejido adiposo almacena acidos grasos en forma de triglicéridos y, en momentos de
demanda energética, los libera a la circulacidon para ser usados como fuente energética por otros
tejidos como el higado, el rifidn, el musculo esquelético y el miocardio (Wronska and Kmiec, 2012).
Sin embargo, actualmente el tejido adiposo blanco es reconocido como un érgano multifuncional ya
que, ademas de su funcion energética, actia como érgano endocrino y como reservorio de células

madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal stem cells).

2.1.1. ESTIRPES CELULARES DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo estd constituido por adipocitos maduros y el tejido intercelular o fraccién

vascular del estroma (SVF, del inglés Stromal vascular fraction).

= ADIPOCITOS

Los adipocitos constituyen las células mas abundantes del tejido adiposo y son los encargados de
almacenar energia en forma de lipidos, fundamentalmente triglicéridos. Estan formados por una gran
vacuola citoplasmatica Unica, compuesta principalmente por triglicéridos y ésteres de colesterol, que
desplaza al resto de los organulos a la periferia de la célula. Ademas, estan adaptados para
almacenar y liberar acidos grasos bajo la forma de triglicéridos, lo que conlleva que en funcion del

estado nutricional los adipocitos pueden modificar su tamafio entre 25y 200 um (Figura 8).
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Figura 8. Cortes histoldgicos representativos de tejido adiposo blanco subcutdneo abdominal
de individuos delgados y obesos. Foto de Goossens G H y col. (Goossens et al., 2011).
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Los adipocitos contienen la maquinaria necesaria para el metabolismo de los lipidos. Llevan a
cabo la lipogénesis, la sintesis de triglicéridos, y también realizan la lipolisis, proceso mediante el cual
los triglicéridos son convertidos en glicerol y acidos grasos libres que pasan al torrente sanguineo
donde son dirigidos hacia los tejidos para proporcionar la energia necesaria (Figura 9). Ambos
procesos estan fuertemente regulados por factores hormonales como la insulina o las catecolaminas
(Jaworski et al., 2007). Una alteracién de estas vias y, por consiguiente, un aumento de los acidos
grasos circulantes asociado a un aumento de peso desencadena una resistencia a la insulina. Este
efecto se debe a que ademas de tener una funcidn como moléculas energéticas, los acidos grasos
actian también como sefiales reguladoras de la expresién génica de proteinas implicadas en el
metabolismo lipidico (Duplus et al., 2000), crean un estado protrombdtico y se asocian con procesos
inflamatorios (Sheehan and Jensen, 2000). Es por ello que uno de los mayores vinculos entre la
obesidad y el desarrollo del sindrome metabdlico, la enfermedad cardiovascular y el cancer es el

exceso de acidos grasos circulantes (lipotoxicidad).
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Figura 9. Esquema que ilustra los procesos de lipogénesis y lipolisis que se llevan a cabo en los adipocitos maduros. Después
de una comida y un aumento de insulina en sangre, ésta activa la lipogénesis en los adipocitos. En este proceso el adipocito,
por medio del enzima lipoprotein lipase (LPL), degrada los triglicéridos (TG, del inglés Triglyceride) de los quilomicrones
(CM, del inglés Chylomicron) y de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés Very low-density lipoprotein) a
4cidos grasos. Estos entran en el adipocito para ser esterificados con el glicerol-3P y sintetizar asi los TG que se almacenaran
en la vacuola lipidica. En el adipocito, la insulina no solo estimula la sintesis de la LPL, sino que también estimula la
captacion y el metabolismo de la glucosa a glicerol-3P. Contrariamente, durante la lipolisis los TG almacenados son
movilizados para producir acidos grasos libres y glicerol y cubrir asi las necesidades energéticas del organismo. Mediante
hormonas catabdlicas, secretadas en respuesta a bajos niveles de glucosa sanguinea, se activa la sintesis y movilizacién de
la lipasa sensible a hormonas (HSL, Hormone-sensitive lipase) del citosol a la superficie de la vacuola lipidica donde podra
hidrolizar a los TG. Los acidos grasos producidos son secretados a la circulacion como acidos grasos libres donde seran
transportados por la albumina hasta los érganos de destino donde seran oxidados para producir energia. Igualmente, el
glicerol derivado de la lipolisis también es liberado a la circulacion para ser utilizado por el higado como fuente de carbono
(Wang et al., 2008; Jaworski et al., 2007). AQP7, aquaporin-7; FABP, Fatty-acid-binding proteins; FAT/CD36, Fatty acid
translocase; FATP, Fatty-acid transport protein; Glycerol-3P, Glycerol 3-phosphate; Glut4, Glucose transporter type 4.

16



INTRODUCCION

En situaciones donde se da un mayor consumo de calorias respecto a su gasto, se produce un
estado metabdlico en el que se promueve la hipertrofia (aumento del tamafio) y la hiperplasia
(incremento del niumero) de los adipocitos (Shepherd et al., 1993). Esto ultimo implica la movilizacidn
de las células madre hacia el linaje adipocitico (adipogénesis). Los adipocitos nuevos o de pequefio
tamafio son mas insulino-sensibles, y presentan una gran capacidad de captar acidos grasos libres y
triglicéridos presentes en el periodo postpandrial (lbrahim, 2010). A medida que los adipocitos
aumentan de tamafo (hipertrofia), se vuelven disfuncionales, pierden su capacidad protectora
contra la lipotoxicidad sistémica, y la grasa empieza a acumularse ectépicamente. Estos adipocitos
distendidos se hacen resistentes a la insulina, hiperlipoliticos y resistentes a las sefiales anti-lipoliticas

de la insulina.

Otra funcién muy importante llevada a cabo por los adipocitos es la de célula endocrina. En los
adipocitos se sintetizan, metabolizan y secretan un gran nimero de hormonas que participan en la
regulacién del metabolismo y la homeostasis energética del organismo. Esta funcidon estd mas

ampliamente explicada en el apartado 2.1.3.

= FRACCION VASCULAR DEL ESTROMA (SVF)

El SVF esta constituida por las células que quedan una vez se han eliminado los adipocitos
maduros del tejido adiposo. Aunque las células que forman el SVF no estan del todo definidas, se
sabe que incluye las células vasculares, células sanguineas y células precursoras de adipocitos
(Gimble et al., 2007). Todas estas células ejercen un gran niumero de funciones importantes para el
mantenimiento de la homeostasis del tejido adiposo. De hecho, la composicion del SVF del tejido
adiposo puede variar en funcién del tipo de tejido adiposo, asi como del estado fisioldgico o
patolégico en el que se encuentre. Varias de las diferencias encontradas en la expresidon genética
entre los diferentes tipos de tejido adiposo se deben en parte al contenido en el SVF (Trujillo and

Scherer, 2006).

Los pericitos, junto con las células endoteliales y las células musculares lisas forman la
vasculatura del tejido adiposo. La extension de esta red capilar y las caracteristicas de las células
endoteliales son determinantes para el desarrollo de procesos como el crecimiento, la funcionalidad
y el desarrollo del tejido adiposo (Rutkowski et al., 2009; Rupnick et al., 2002). De hecho, la secrecion
de factores proangiogénicos por parte de los adipocitos y de otras células del SVF contribuyen a que

el tejido esté generosamente irrigado.

Otro tipo celular que forma parte del SVF son las células sanguineas: monocitos, macréfagos,
eritrocitos, linfocitos, eosindfilos, neutrdfilos y mastocitos. Se ha observado que el tejido adiposo

ejerce un gran control en el metabolismo del organismo a través de las células del sistema inmune
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residentes en él. En individuos delgados, estas células estan implicadas en la eliminacién de los
adipocitos necrdticos, el remodelado de la matriz extracelular, la angiogénesis, la adipogénesis y el
mantenimiento de la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, en individuos obesos el nimero de de
células del sistema inmune aumenta, adquieren un fenotipo proinflamatorio, y liberan un gran
numero de citoquinas encargadas de reclutar y activar a otras células del sistema inmune e inducir
una resistencia a la insulina en el tejido adiposo (Schipper et al., 2012). Los macréfagos son una de las
células que juega un papel mas importante en la adquisicién del estado proinflamatorio crénico de
bajo grado que se caracteriza en los sujetos obesos. Esto se debe a que, durante la expansion del
tejido adiposo que ocurre en la obesidad, se produce un incremento de macrdéfagos M1 (fenotipo
proinflamatorio) que suelen ser reclutados por tejidos dafiados, en vez de los macréfagos M2
(fenotipo antiinflamatorio) que son los que residen normalmente en el tejido adiposo (Figura 10)
(Lumeng et al., 2007). Estudios recientes han demostrado que los macréfagos infiltrados son los
encargados de secretar la mayoria de las citoquinas proinflamatorias que encontramos en el tejido

adiposo obeso (Weisberg et al., 2003; Fain, 2006).

Macréfago M1
o ' ROS,RNS, IL-1,
Activacion clasica IL-6, IL-12, IL-23, Citotoxicidad
Monocito WY, LPS, TNFa quemoquinas, Dafio tisular
TNFa
Macréfago M2

IL-10, IL-1B, TGFB,
Activacion alternativa PDGF, VEGF, EGF, L.
IL-4,1L-13, IL-10, TGFB arginasa Reparacidn tisular

Supresién actividad inmune

Figura 10. Tipos de macréfagos. Las citoquinas producidas en el tejido adiposo blanco dan lugar a macréfagos con
diferentes fenotipos. Mientras que los macréofagos M1 (activados clasicamente) presentan un fenotipo citotdxico y
proinflamatorio, los macréfagos M2 (activados alternativamente) inhiben la respuesta inmune e inflamatoria y promueven
la angiogénesis y reparacion tisular. EGF, epidermal growth factor; IFNy, Interferon y; IL, interleukins; LPS, lipopolisacarido
del ingles Lipopolysaccharide; PDGF, platelet-derived growth factor; RNS, del inglés reactive nitrogen species; ROS, del inglés
reactive oxygen species; TGFB, transforming growth factor 8; TNFa, tumor necrosis factor a VEGF, vascular endothelial
growth factor.

Por ultimo, en el SVF encontramos las células madre derivadas del tejido adiposo (ASC, del inglés
Adipose-derived stromal/stem cells) y los preadipocitos. Estas poblaciones celulares son las
encargadas de mantener la renovacidon de la poblacién de adipocitos en condiciones normales y
estan implicados en la expansidn del tejido adiposo que se da en la obesidad. Las ASC son las MSC
adultas que residen en el estroma vascular del tejido adiposo y que, bajo determinados estimulos
inductores del proceso de diferenciacién, se convierten en preadipocitos una vez son comprometidas
hacia el linaje adipocitico (Rodriguez et al., 2005a) (Figura 11). Las diferencias entre estos dos grupos

celulares no estan muy definidas. Tanto las ASC como los preadipocitos presentan una morfologia

18



INTRODUCCION

muy similar. Sin embargo, mientras que las ASC pueden diferenciarse a otros linajes, como a
osteocitos, condrocitos y miocitos, y presentan una gran capacidad de autorenovacién, los
preadipocitos han perdido estas capacidades y solo pueden dar lugar a adipocitos maduros

(Cawthorn et al., 2012).
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Figura 11. Evolucién de la diferenciacidon adipogénica. La adipogénesis es el proceso por el cual se generan adipocitos
maduros a partir de células progenitoras. Este proceso se puede dividir en dos fases: (i) Determinacion: las ASC se
comprometen a preadipocitos y pierden su capacidad multipotencial; y (ii) diferenciacion: los preadipocitos terminan de
diferenciarse a adipocitos maduros. Este proceso estd estrechamente regulado a nivel molecular por un gran nimero de
vias de sefializacion y diversos factores de transcripcion (Tang and Lane, 2012). Figura modificada de Cristancho y col.
(Cristancho and Lazar, 2011). ASC, del inglés Adipose-derived stromal/stem cells; ASXL2, Additional sex combs like 2; BMP,
Bone morphogenetic protein; C/EBP, CCAAT/enhancer-binding protein; CREB, cAMP response element-binding; ECM, del
inglés Extracellular matrix; EPAC, Exchange proteins directly activated by cAMP; EZH2, Enhancer of zeste homologue 2;
GATA, GATA-binding protein; GEFT, Guanine nucleotide exchange factor T; GR, Glucocorticoid receptor; HDACY, Histone
deacetylase 9; JAK2, Janus kinase 2; JMIDC2C, Jumonji domain-containing 2C; KLF4, Kriippel-like factor 4; KROX20, Early
growth response 2 (EGR2); MLL3, Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukaemia 3; MMP14, Matrix metalloproteinase 14;
p190 RHOGAP, p190B RHO GTPase-activating protein; PKA, Protein kinase A; PPARy, Peroxisome proliferator-activated
receptor-y; PTIP, PAX transactivation domain-interacting protein; RAC, Rho family of GTPases; REV-ERBa, Nuclear receptor
subfamily 1, group D, member 1 (NR1D1); ROCK2, RHO-associated kinase 2; SETD8, SET domain-containing 8; SETDB1, SET
domain bifurcated 1; SHN2, Schnurri 2; SIRT, sirtuin; SMAD, SMAD family member; STAT, Signal transducer and activator of
transcription; TAZ, Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif; TCF7L1, T cell-specific transcription factor 7-like 1;
TGFB, Transforming growth factor-8; TIMP3, Tissue inhibitor of MMPs 3; TLE3, Transducin-like enhancer 3; WNT, Wingless-
type MMTV integration site family; YAP, Yes-associated protein; ZFP423, Zinc-finger protein 423.

2.1.2. TIPOS DE TEJIDOS ADIPOSOS BLANCOS

El tejido adiposo blanco se encuentra distribuido a lo largo de todo el organismo. Sus mayores
depdsitos se encuentran en la zona visceral o intra-abdominal recubriendo el omento, los intestinos y
la zona perirrenal; y a nivel subcutaneo en los gliteos, muslos y abdomen. Igualmente, el tejido
adiposo blanco también se puede encontrar en el espacio orbitario, en la cara, en el pericardio, en las

extremidades y en la médula ésea (Figura 7) (Gesta et al., 2007). Cada subgrupo de tejido adiposo
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presenta funciones especificas y diferentes. Sin embargo, son los tejidos adiposos subcutaneo vy
visceral los dos tipos de tejido adiposo blanco mejor caracterizados debido a su importante

contribucion en diversas enfermedades (Tabla 4).

En condiciones normales el 80% del tejido adiposo blanco del cuerpo se encuentra en las zonas
subcutdneas, mientras que el tejido adiposo visceral representa entre el 10-20% del tejido adiposo
blanco en hombres y el 5-8% en mujeres (Wajchenberg, 2000). La situacién anatémica de ambos
tejidos tiene un gran efecto en su funcién endocrina. Mientras los factores liberados por el tejido
adiposo subcutdaneo son secretados a la circulacidn sistémica, los factores derivados del tejido
adiposo visceral se secretan al sistema portal y van directamente al higado (Rytka et al., 2011). Como
consecuencia, las adipoquinas, citoquinas y acidos grasos liberados por el tejido adiposo visceral

tienen un efecto directo en el metabolismo hepatico.

Ademds, tanto el tejido adiposo subcutdneo como el tejido adiposo visceral presentan
diferencias en el perfil de expresion de adipoquinas (Kershaw and Flier, 2004), en las funciones
metabdlicas del tejido (Gil et al., 2011), asi como en la densidad de la vasculatura e inervacion. El
tejido adiposo visceral presenta una mayor cantidad células endoteliales presentando un mayor
potencial angiogénico que el tejido adiposo subcutaneo, y un perfil inflamatorio mas acentuado

(Villaret et al., 2010).

FUNCION DIFERENCIA REGIONAL ENTRE TEJIDOS ADIPOSOS
Produccién de leptina y adiponectina subcutaneo > visceral
Produccidn de angiotensindgeno, PAI-1, resistina visceral > subcutaneo
Produccidn de citoquinas proinflamatorias visceral > subcutaneo
Contenido en células inflamatorias visceral > subcutaneo
Vascularizacion e innervacién visceral > subcutaneo
Respuesta lipolitica a catecolaminas visceral > subcutaneo
Captacion de glucosa visceral > subcutaneo
Liberacidn de acidos grasos libres visceral > subcutaneo
Efecto antilipolitico de la insulina subcutaneo > visceral
Absorcidn de acidos grasos y triglicéridos subcuténeo > visceral
Receptor de insulina visceral > subcutaneo
Afinidad del receptor de insulina subcutaneo > visceral
Receptores B-adrenérgicos visceral > subcutaneo
Receptores a-adrenérgicos subcutaneo > visceral
Receptores de estrégenos subcutdneo > visceral
Receptores de glucocorticoides visceral > subcutaneo
Receptores androgénicos visceral > subcutaneo
Diferenciacion preadipocitos subcutdneo > visceral
Actividad de 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa visceral > subcutaneo

Tabla 4. Comparacion funcional entre el tejido adiposo subcutaneo y el visceral. Adaptacion de Ibrahim
y col.(lbrahim, 2010). PAI-1, Plasminogen activator inhibitor-1.

El tejido adiposo subcutaneo se caracteriza por presentar adipocitos pequefios los cuales tienden
a ser mas sensibles a la insulina y absorber rapidamente los dcidos grasos y los triglicéridos presentes

en la circulacidon durante el periodo postprandial (Ibrahim, 2010). Sin embargo, el tejido adiposo
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visceral estd formado por adipocitos de mayor tamafio que han disminuido su capacidad de
almacenamiento, son mas insulino-resistentes y mas sensibles a estimulos adrenérgicos. Estos
exhiben una tasa lipolitica y de resintesis (turnover) de los acidos grasos mayor que los adipocitos
subcutdneos, y presentan una menor respuesta a la actividad antilipolitica de la insulina (Ibrahim,
2010). Como consecuencia, los adipocitos viscerales liberan una mayor cantidad de acidos grasos a la
circulacién. De la misma manera, el tejido adiposo visceral libera mas IL-6 que el tejido adiposo
subcutdneo, una citoquina proinflamatoria que inhibe la respuesta a la insulina, y niveles mas bajos
de adiponectina y leptina que estan implicadas en la sensibilidad de la insulina (Bahceci et al., 2007).
Estas diferencias proporcionan una relacién entre el exceso de tejido adiposo visceral y el estado

proinflamatorio y de resistencia a la insulina que se desarrolla como consecuencia.

La acumulacion del tejido adiposo subcutaneo representa la respuesta fisioldgica normal a
situaciones con un exceso en la ingesta (dieta alta en calorias) y un gasto energético limitado
(inactividad fisica), actuando como “sumidero de energia”. Individuos que presentan una obesidad
periférica (distribucidén subcutanea) no presentan las complicaciones médicas caracteristicas de la
obesidad. Pero cuando el tejido adiposo subcutdneo presenta un déficit en esta capacidad de
almacenaje, incrementa el flujo de acidos grasos circulantes que da lugar a un aumento en la

acumulacidn de grasa alrededor de diversos drganos (depdsito de grasa ectdpico) (Freedland, 2004).

Contrariamente al tejido adiposo subcutaneo, el aumento de tejido adiposo visceral (obesidad
central) se asocia con un estado de hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, disminucién en los niveles circulantes de HDL, disminucién de la tolerancia a la
glucosa, aumento de lipoproteinas ricas en apolipoproteina-B (VLDL y LDL) y esteatosis hepdtica.
Todas estas situaciones son caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina, por lo que el
riesgo de desarrollar diabetes es mayor en individuos con un exceso de tejido adiposo visceral
(Ibrahim, 2010) (Figura 12). Es por ello que hoy en dia el tamafo de la cintura, considerado como un
indicador de la cantidad de grasa visceral, es un elemento importante en el diagndstico del sindrome
metabdlico y se ha identificado como un factor de riesgo independiente para otras enfermedades
como las enfermedades cardiovasculares, los accidentes cerebrovasculares, la hipertensidn, y la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (Dobbelsteyn et al., 2001; Kanai et al., 1990; Ayonrinde et
al., 2011).
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Figura 12. Desarrollo de la resistencia a la insulina en individuos obesos. En un estado de obesidad, el tejido adiposo blanco
se encuentra bajo un constante estrés metabdlico que desencadena una respuesta proinflamatoria y un reclutamiento de
macroéfagos. En este estado, los adipocitos liberan de forma disregulada citoquinas, adipoquinas y acidos grasos libres que
actian de forma autocrina y paracrina amplificando este estado proinflamatorio y desarrollandose una resistencia a la
insulina. Estos factores liberados también actian en otros tejidos generando un acumulo lipidico ectdpico, un estado
proinflamatorio, y una disminucién de la sensibilidad a la insulina que acaba alterando el metabolismo de estos tejidos.
Como resultado, estos drganos desencadenan una resistencia a la insulina local. Figura adaptada de Galic y col. (Galic et al.,
2010).

2.1.3. FACTORES LIBERADOS POR EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Hoy en dia se reconoce que el tejido adiposo es un érgano endocrino debido a su importante
implicacion en la regulaciéon del metabolismo y la homeostasis corporal (Galic et al., 2010). En 1987
se identifico al tejido adiposo como el lugar de mayor metabolizaciéon de las hormonas esteroideas
(Siiteri, 1987) y de produccién de la adipsina, un factor endocrino que se encontraba disminuido en

roedores obesos (Flier et al., 1987). La posterior identificacién y caracterizacion de la leptina en 1994

22



INTRODUCCION

establecié de manera definitiva la idea del tejido adiposo como un drgano endocrino (Zhang et al.,
1994), y desde entonces se han identificado mds de 100 de estos factores secretados. Estos péptidos
bioactivos secretados, los cuales fueron denominados bajo el término comun de adipocitoquinas o
adipoquinas (Kim and Moustaid-Moussa, 2000), incluyen mds de 50 citoquinas, quimiocinas, factores
hormonales y otros mediadores (Tabla 5) (Ronti et al., 2006). Sin embargo, muchos de estos factores
liberados por el tejido adiposo no sélo son secretados por el adipocito sino que son secretados
también por las células que componen el SVF, como los macrdéfagos o las ASC. Es por ello que se

propuso utilizar el término de adipoquinas sélo para aquellas proteinas que se sintetizan y se

secretan exclusivamente por los adipocitos maduros (Trayhurn and Wood, 2004).

Adipoquinas

Funcion

Célula secretora

Regulacion metabdélica

11b-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1

Metabolismo esteroideo

Adipocitos, preadipocitos

" obesidad

Acidos grasos libres Metabolismo lipidico Adipocitos 1 obesidad
Adiponectina Aumenta la sensibilidad a la Adipocitos { obesidad
insulina, inflamacion y

ateriosclerosis
Adipsina y Proteina estimuladora de acilacién Estrés y respuesta inmune Adipocitos, macréfagos M2 1 obesidad
Angiotensindgeno Homeostasis vascular Adipocito, SVF 1 obesidad
Apelina IR Adipocito, SVF, macréfagos 1 obesidad
Aromatasa Metabolismo lipidico Adipocito, ASC, 1 obesidad

macrofagos
Factor Crecimiento parecido Insulina tipo 1 Metabolismo lipidico, IR Adipocito, preadipocito,
ASC

Factor de necrosis tumoral-a Inflamaciodn, ateriosclerosis, IR Adipocitos, macréfagos M1 I obesidad
Factor inhibidor de la migracion de macréfagos Inflamacién Adipocitos, ASC, células SI P obesidad
Factor-beta de crecimiento transformador Adhesidn y migracion celular,  Adipocitos, SVF, ASC 1 obesidad

crecimiento y diferenciacién
Hormonas esteroideas Metabolismo lipidico, IR Adipocitos, preadipocitos I obesidad
Inhibidor-1 del activador del plasminégeno Homeostasis vascular Adipocitos, SVF 1 obesidad
Interleuquina-1 Inflamacién, IR Macréfagos M1 M obesidad
Interleuquina-6 Inflamaciodn, ateriosclerosis, IR Adipocito, SVF 1 obesidad
Interleuquina-8 Proaterogénesis Adipocito, SVF 1 obesidad
Interleuquina-10 Inflamacion, IR Adipocitos, macréfagos M2 1 obesidad, |, MetS
Leptina Ingesta de alimentos, Adipocitos M obesidad

reproduccion, angiogénesis y

sistema inmune
Lipasa sensible a hormona Metabolismo lipidico Adipocitos J obesidad
Lipoproteina lipasa Metabolismo lipidico Adipocitos " obesidad
Metalotioneina Estrés y respuesta inmune Adipocitos, SVF 1 obesidad
Monobutirina Angiogénesis Adipocitos 1 obesidad
Omentina IR SVF, macréfagos J obesidad
Perilipina Metabolismo lipidico Adipocitos 1 obesidad
Prostaglandinas (PGE2, prostaciclina, PG2Fa) Flujo sanguineo, lipolisis, Adipocitos, ASC 1 obesidad

diferenciacion celular
Proteina C reactiva Inflamacidn, ateriosclerosis, IR SVF M obesidad
Proteina de unidn a acidos grasos Metabolismo lipidico Adipocitos, macrofagos M obesidad
Proteina quimiatrayente de monocitos-1 Proaterogénesis, IR Adipocitos, macréfagos M1 I obesidad
Proteina transportadora de ésteres de colesterol ~ Metabolismo lipidico Preadipocitos, adipocitos I obesidad

Proteina transportadora del retinol

Metabolismo lipidico

Adipocitos

variable en obesidad

Resistina Inflamacion, IR Adipocitos, macréfagos M2 variable en obesidad
Trombospondina Angiogénesis Adipocitos 1 obesidad
Visfatina IR Adipocitos, preadipocitos, variable en obesidad

Glicoproteina zinc-alfa 2

Metabolismo lipidico, cancery
caquexia

neutrdfilos
Adipocitos, SVF

J obesidad

Tabla 5. Factores secretados por el tejido adiposo blanco. Adaptacidn de Ronti y col. (Ronti et al., 2006), Balistreri y col.
(Balistreri et al., 2010) y Wellen y col. (Wellen and Hotamisligil, 2005). ASC, del inglés Adipose-derived stromal/stem cells;
IR, del inglés Insulin resistance; PG, Prostaglandin; MetS, Metabolic syndrome; SVF, del inglés stromal vascular fraction.
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A través de todos estos factores secretados, el tejido adiposo participa en la regulacidén autocrina
y paracrina del propio tejido, y tiene efectos en la funcion de otros 6rganos como el musculo, el
pancreas, el higado y el cerebro. Ademas, el tejido adiposo se encarga de regular la homeostasis
energética y el peso corporal, la sensibilidad a la insulina, y varias de las funciones del sistema
inmune, vascular y reproductor (Tabla 5) (Ronti et al., 2006; Balistreri et al., 2010). El conocimiento
de esta nueva funcién endocrina por parte del tejido adiposo ayudé a la comprensién de la relacién
fisiopatoldgica entre el exceso de la grasa del cuerpo y los estados patoldgicos que se le asocian, ya
que la obesidad y/o el sindrome metabdlico provocan una desregulacién de los niveles secretados de

estas moléculas (Wellen and Hotamisligil, 2005; Tesauro et al., 2011).

2.1.4. REMODELADO DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

La reparacién de un tejido dafiado es un proceso bioldgico fundamental que permite, de una
forma ordenada, la substitucién de las células muertas o dafiadas en respuesta a procesos
inflamatorios. El proceso de reparacién empieza con una fase regenerativa, en la cual las células
danadas son reemplazadas por otras sanas y del mismo tipo celular. Si el daino persiste, esta fase
inicial se continda con una fase de acumulacién fibrosa en la cual el tejido conectivo substituye al
tejido parénquima. A pesar de que este proceso de remodelado se inicia de una manera beneficiosa,
puede volverse patogénico produciendo un continuo remodelado tisular y la formacién de una

cicatriz tisular permanente que provocara una disfuncion del érgano.

Los adipocitos estan rodeados por una densa matriz extracelular que no sélo sirve de soporte
mecanico sino que también regula los procesos fisiolégicos y patoldgicos del tejido adiposo, como el
remodelado (Khan et al., 2009). El remodelado del tejido adiposo es un proceso que ocurre
normalmente de manera continuada debido a su capacidad de respuesta rapida y dinamica a las
variaciones nutricionales. Sin embargo, este proceso se vuelve patolégico cuando existe una gran
expansion del tejido, como ocurre durante la obesidad. Como consecuencia, disminuye el
remodelado angiogénico, aumenta la sintesis de matriz extracelular, la infiltracién de células
inmunoldgicas y, finalmente, permanece una respuesta proinflamatoria (Sun et al., 2011). Un factor
limitante en la expansidon del tejido adiposo blanco es la angiogénesis, ya que aporta oxigeno,
nutrientes, factores de crecimiento, hormonas, células inflamatorias y células madre que ayudan a

mantener la homeostasis del tejido (Cao, 2007).

No obstante, no todas las expansiones del tejido adiposo son necesariamente “patoldgicas”. Una
expansion “sana” ocurre cuando el tejido aumenta de tamafio a través de la diferenciacion de los
precursores adipogénicos, se incrementa la vascularizacién y existe una induccion minima de la

matriz extracelular y de la inflamacidn. Por el contrario, la expansion “patolégica” ocurre cuando hay
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un rdpido y gran crecimiento de los adipocitos ya existentes, un aumento de la infiltracidon de los
macroéfagos, un desarrollo limitado de la vasculatura asi como una fibrosis masiva (Sun et al., 2011).
Como consecuencia se crea un estado proinflamatorio crénico que resulta en el desarrollo de una

resistencia a la insulina sistémica.

La expansidon “sana” del tejido adiposo corresponderia con el fenotipo de obesidad
metabdlicamente sana, la cual evita las consecuencias patoldgicas asociadas a la obesidad asi como
los efectos lipotdxicos asociados. Existen tres factores que influyen directamente sobre la capacidad
de expansion del tejido adiposo y su funcionalidad, y que son una diana de estudio para encontrar la
explicacién a la existencia de sujetos obesos metabdlicamente sanos: la capacidad lipogénica del
tejido adiposo, la capacidad angiogénica y la capacidad adipogénica por neoformacién a partir de las

células progenitoras.

A pesar de que se conoce que los adipocitos juegan un papel importante controlando los
cambios que ocurren en el tejido adiposo, varias evidencias apuntan a que es la respuesta
inflamatoria generada por los macréfagos existentes en el tejido la que desencadena el estado de
resistencia a la insulina inducido por la obesidad (Weisberg et al., 2003). Sin embargo, estudios
recientes han revelado que los macréfagos no son las uUnicas células inmunes implicadas en el
remodelado del tejido adiposo blanco. Entre ellas se encuentran las células del linaje de linfocitos T
(linfocitos CD4", CD8" y T-reguladores) y los mastocitos (Nishimura et al., 2009; Winer et al., 2009; Liu
et al., 2009). La hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos producen un estado de hipoxia, muerte
celular, aumento de la secrecién de citoquinas y una desregulacién del flujo de acidos grasos (Sun et
al.,, 2011). Como consecuencia, se crea un ambiente proinflamatorio y de reclutamiento de
macrofagos y células inflamatorias que propicia el remodelado tisular. Por lo tanto, los adipocitos son

considerados los encargados del reclutamiento de los macrdfagos a través de varios mecanismos:

i. Muerte celular: La muerte de los adipocitos (necrética o apoptdtica) como consecuencia de
una hipertrofia excesiva es un potente estimulo fagocitico que regula la infiltracién de los

macradfagos (Cinti et al., 2005).

ii. Quimiotaxis: Las quimiocinas son las principales moléculas proinflamatorias que movilizan a
los macréfagos desde la médula dsea a los tejidos. Un tejido adiposo obeso presenta una
desregulacion de estas moléculas, aumentando particularmente la secrecién de las de tipo
proinflamatorio: tumor necrosis factor a (TNF-0), interleuquina-6 y Monocyte chemotactic

protein-1 (MCP-1, también conocida como quimoquina 2 -CCL2-)(Weisberg et al., 2003).

iii. Hipoxia: La hipertrofia de los adipocitos al inicio de la expansién del tejido causa que diversas

zonas sufran microhipoxia (Kabon et al., 2004). Esto provoca que varias adipoquinas
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relacionadas con la inflamacidon sean sobreexpresadas por esta hipoxia (macrophage
migration inhibitory factor —MIF—-, matrix metalloproteinases —-MMP2 y MMP9-,
interleuquina-6, Plasminogen activator inhibitor-1 —PAIl-1—-, vascular endothelial growth
factor -VEGF—, Leptina), y que se induzca la fibrosis local del tejido adiposo estimulando las

repuestas inflamatorias locales (Halberg et al., 2009).

iv. Flujo de acidos grasos: El aumento de lipidos extracelulares debido a una tasa elevada de

lipolisis por los adipocitos hipertrofiados, o un gran flujo de acidos grasos saturados en los
adipocitos, activa la respuesta inflamatoria cldsica a través del complejo toll like receptor 4

(TLR4), provocando una acumulacion de macréfagos (Suganami et al., 2005; Shi et al., 2006).

2.2. TEJIDO ADIPOSO MARRON

La principal funcidn descrita hasta el momento para el tejido adiposo marrén o grasa parda es la
de generar calor mediante la oxidacién de los acidos grasos (Frontini and Cinti, 2010). Esto es posible
gracias a la proteina de la membrana interna mitocondrial uncoupling protein-1 (UCP-1) que disipa el
gradiente electroquimico en forma de calor. El tejido adiposo marrdn aparece Unicamente en
mamiferos y es especialmente abundante en los recién nacidos. En éstos les permite mantener el
calor corporal al pasar del vientre de la madre, donde la temperatura es dptima, al exterior, donde la
temperatura puede llegar a ser bastante inferior. Con el desarrollo, el tejido adiposo marrén va
desapareciendo e incluso se llegd a pensar que desaparecia por completo. Se ha descubierto, sin
embargo, que en los adultos se encuentran algunos acimulos de tejido adiposo marrén muy escasos

y dispersos (Virtanen et al., 2009).

Los adipocitos marrones, los cuales representan un 40% de las células del tejido, presentan
multiples gotas lipidicas pequefias y numerosas mitocondrias circulares de gran tamafo que
confieren una cierta tonalidad oscura, que es lo que da el nombre a este tejido. Igual que el tejido
adiposo blanco, el tejido adiposo marrdén esta fuertemente inervado y vascularizado. Sin embargo, la
estimulacién simpatica de la lipolisis estimula la cadena respiratoria para liberar calor en lugar de
producir energia en forma de adenosin trifosfato (ATP, del inglés Adenosine triphosphate) (Cannon

and Nedergaard, 2004).

A pesar de las diferencias descritas entre los adipocitos del tejido adiposo blanco y marrén,
ambas células se diferencian a partir de MSC mediante el proceso de adipogénesis (Gesta et al.,
2007). Sin embargo, estudios recientes han revelado que los adipocitos del tejido adiposo marrén

estdn mas relacionados con los miocitos del musculo esquelético, que también proviene de MSC, que

26



INTRODUCCION

con los adipocitos del tejido adiposo blanco, y que esta divergencia ocurre durante el desarrollo

temprano de los tejidos adiposos (Figura 13) (Seale et al., 2008).
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Figura 13. Relacién entre los adipocitos blancos, marrones y los miocitos. Contrariamente a lo que se creia,
los adipocitos marrones comparten el mismo precursor celular que los miocitos esqueléticos. Sin embargo,
existen evidencias indirectas que indican que los adipocitos blancos podrian adquirir caracteristicas tipicas
de los adipocitos marrones si son estimulados por sefiales B-adrenérgicas, exposiciones a bajas
temperaturas y con el uso de tiazolidinediona (Himms-Hagen et al., 2000). Figura de Cristancho y col.
(Cristancho and Lazar, 2011). BMP7, Bone morphogenetic protein 7; C/EBPs, CCAAT-enhancer-binding
proteins; MSC, del inglés Mesenchymal Stem Cells; MYF5, Myogenic factor 5; PAX7, Paired box 7; PGCla,
PPARy coactivator 1-a; PPARy, Peroxisome proliferator-activated receptor y; PRDM16, PR domain containing
16; SMAD3, SMAD family member 3.
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3. CELULAS MADRE DERIVADAS DEL TEJIDO ADIPOSO

Durante muchos afios se ha creido que el crecimiento hiperplasico del tejido adiposo se debia a
la existencia de una poblacién unipotente de células progenitoras, los preadipocitos. Sin embargo, en
2001 Zuck y col. identificaron la existencia de MSC en el tejido adiposo capaces de diferenciarse,
tanto a adipocitos como a otros linajes celulares (Zuk et al., 2001). Utilizando ensayos clonogénicos
se ha demostrado la capacidad autorenovadora y de multipotencialidad que tienen estas células in
vitro. Desde entonces, el tejido adiposo ha sido considerado como una fuente de MSC para su uso en

la terapia celular (Zuk et al., 2001).

Se han utilizado una gran variedad de nombres para definir estas células: adipose-derived adult
stem cells (ADAS), adipose derived adult stromal cells, adipose-derived stromal cells (ADSC), adipose
stromal cells (ASC), adipose mesenchymal stem cells (AdMSC), preadipocytes, processed lipoaspirate
(PLA) cells, y adipose-derived stromal/stem cells (ASC). Teniendo en cuenta que la metodologia
utilizada para aislarlas es la misma (adherencia al plastico), y que probablemente se trate de la
misma poblacién celular, en 2004 la International Fat Applied Technology Society alcanzé el consenso
de adoptar el término de adipose-derived stromal/stem cells (ASC) para identificarlas (Gimble et al.,

2007).

Hoy en dia se utilizan tres tipos de procedimientos quirurgicos para obtener tejido adiposo y
aislar las ASC: extraccidn quirurgica, liposuccién tumescente y liposuccion con ultrasonidos. Varios
estudios independientes han comparado si el tipo de procedimiento quirdrgico afecta de alguna
manera a las caracteristicas de las ASC. Determinaron que la liposuccion tumescente por si sola no
influia en la viabilidad de las células aisladas, mientras que la liposuccién con ultrasonido obtenia un
menor nimero de células y con una menor capacidad de proliferacion (Oedayrajsingh-Varma et al.,

2006).

3.1. CARACTERISTICAS DE LAS ASC

Las ASC presentan las caracteristicas tipicas de las MSC propuestas por el Mesenchymal and

Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy (Dominici et al., 2006):

i. Las MSC deben adherirse al material plastico mientras se mantengan en condiciones de

cultivo estandar.

ii. Las MSC deben presentar la habilidad de diferenciarse a los linajes osteogénico, adipogénico

y condrogénico.
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iii. Las MSC deben expresar los siguientes marcadores de superficie: CD105, CD73 y CD90; y no
expresar: CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19, ni moléculas de superficie HLA-II

(Human leukocyte antigen).

Inicialmente las MSC mas estudiadas fueron las derivadas de la médula dsea (BM-MSC, del inglés
Bone-marrow mesenchymal stem cells), sin embargo, y a pesar de que las ASC y las BM-MSC
presentan un fenotipo y unas caracteristicas muy similares, las ASC obtuvieron un gran interés
debido a la gran cantidad de tejido adiposo blanco que se podia obtener a través de un
procedimiento quirdrgico menos invasivo y con una menor morbilidad, obteniendo asi un mayor

numero de células.

Las ASC no presentan un unico marcador de superficie que permita identificarlas, sino que
expresan los marcadores caracteristicos de las MSC junto con algunos que se expresan en lineas no
progenitoras (Tabla 6). Sin embargo, varios grupos han encontrado diferencias en el perfil de

marcadores de superficie entre las diferentes poblaciones de MSC (Wagner et al., 2005).

Marcadores presentes en ASC Marcadores ausentes en ASC
aSMA  a-Smooth muscle actin (ACTA2) CD104 * 84 Integrin
CD10 Neutral Endopeptidase (NEP) CD106 * Component of vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
CD105 Endoglin (SH2) CD117  c-Kit
CcD13 Alanine aminopeptidase CD11b oM Integrin
CD146 Melanoma cell adhesion molecule (MCAM) CD11lc aXIntegin
CD166 Activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) C€D133  Prominin 1
CD24 Heat Stable Antigen (HSA) CcD14
CD29 81 Integrin CD144 VE-Cadherin
CD44 Hyaluronic acid / fibronectin receptor CD15 Stage specific embryonic antigen 1(SSEA-1)
CD49d * a4 Integin CD16 Fc receptor for IgG
CD49e a5 Integin CD19 B-lymphocyte surface antigen B4
CD54 * Intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) CcD3 T cell Receptor (TCR)
CD55 Complement Decay-Accelerating Factor (DAF) CD31 Platelet endothelial cell adhesion molecule 1(PECAM-1)
CD58 CcD33
CD59 Membrane attack complex inhibition factor (MACIF) CD34 #
CD71 Transferrin Receptor CD38
CD73 Ecto-5"-nucleotidase (SH3) cD4 MHC-II coReceptor
CcD9 CD45 Leukocyte common antigen (LCA)
CD90 Thymus cell antigen-1 (Thy-1) CD56 Neural cell adhesion molecule (NCAM)
HLA-I Human leukocyte antigen class | (A, B, C) CD61 63 Integrin
Sca-1 Stem Cell Antigen 1, ly-6A/E CD62E  E-selectin

CD62P  P-selectin

CD79a Immunoglobulin-associated a

CD80 B7.1

gly-A Glycophorin A

HLA-DR Human leukocyte antigen class Il (DR, DP, DQ)
Lin" Lineage antigen

MyD88 Myeloid differentiation primary response-88
Stro-1* Stromal cell antigen-1 (a niveles bajos)

VEGFR2 Vascular endothelial growth factor receptor 2 (FIk-1, KDR)

Tabla 6. Marcadores de superficie caracteristicos de las ASC (Badimon et al., 2013; Cawthorn et al., 2012). ASC, del inglés
Adipose-derived stromal/stem cells; BM-MSC, del inglés Bone-marrow mesenchymal stem cells. * Marcador que se expresa
de manera opuesta entre ASC y BM-MSC. # Marcador que presenta controversias en la expresion en las ASC, algunos
autores lo detectan mientras otros no. ' Lin antigens consiste en el siguiente conjunto de marcadores de linaje: CD2, CD3,
CD4, CD5, CD8, NK1.1, B220, Ter-119, y Gr-1 (Granulocyte differentiation antigen 1).
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Las ASC se caracterizan por presentar una forma fibroblastica, adherirse al pldstico, expandirse
facilmente al ser cultivadas in vitro y ser capaces de diferenciarse a otras lineas celulares. Se ha
descrito que in vitro, las ASC no sdélo se diferencian a células de linaje mesenquimal (trans-
differentiation), como serian los adipocitos, condrocitos, osteocitos, miocitos del musculo
esquelético, y adipocitos marrdn; sino que también se diferencian a células de otro linaje (cross-
differentitaion), como células del sistema nervioso, células B-pancreaticas, células endoteliales,
hepatocitos, cardiomiocitos, y miocitos del musculo liso (Cawthorn et al., 2012). En general, estos
analisis de multipotencialidad se basan en cambios morfoldgicos y en la expresién de marcadores
caracteristicos para cada tipo celular (Figura 14). En algunos casos, la diferenciacién terminal se
analiza funcionalmente, como seria el caso de la contractibilidad de los miocitos (Rangappa et al.,

2003; Rodriguez et al., 2006), o la produccion de mielina en las células de Schwann (Xu et al., 2008).

Potencial diferenciacion ASC

! }

Trans-diferenciacién Cros-diferenciacion
Adipocitos Miocitos esqueléticos Célula endotelial vascular Hepatocitos
+Tincién Oil Red O Células multinucleadas +PECAM-1  +Tie-2 + Albumina
+LPL +Cadena pesada de Miosina +CD34 +PCAM-1 . + a.-feto-proteina
+FABP4 || +Myod1 ) +VWF +VE-Caderina Captacion LDL
- +VEGFR2 1. Produccién de urea |
--
lpcicnicafianina +Tincién Rojo Alizarina Be
:Colageno tipo Il +OCN + B-tubulina tipo Il +Isl-1
Qelscane | [+OPN +GAFP +Pax-6
+RUNX2 J +MAP-2 +Ipf-1
- +Nestina +Ngn-3
+ Filamentos intermedios | +Glucagén
+a-actina musculo liso Slleeks “ | +Somatostatina
+Calponina +Troponina |
+Caldesmona + Conexina 43 |

+Cadena pesada de Miosina
musculo liso
+Smotelina

Figura 14. Potencial de diferenciacion de las ASC. Las ASC tienen la capacidad de diferenciarse a otros tipos celulares de su
mismo linaje mesodérmico (trans-diferenciacidn), o de otro linaje (cros-diferenciacién) (Schaffler and Buchler, 2007). ASC,
del inglés Adipose-derived stromal/stem cells; FABP4, Fatty Acid Binding Protein 4; GAFP, glial acidic fibrillar protein; Ipf-1,
insulin promoter factor 1; Isl-1, Insulin gene enhancer protein; LDL, del inglés Low-density lipoprotein; LPL, Lipoprotein
lipase; MAP-2, Microtubule-associated protein 2; Myodl, Myogenic differentiation 1; NeuN, Neuronal Nuclei; Ngn-3,
neurogenin 3; Nkx2.5, NK2 homeobox 5; OCN, Osteocalcin; OPN, Osteopontin; Pax-6, Paired box protein 6; PECAM-1,
Platelet endothelial cell adhesion molecule 1; RUNX2, Runt-related transcription factor 2; Tie-2, TEK tyrosine kinase
endothelial o Angiopoietin receptor; VEGFR2, Vascular endothelial growth factor receptor 2; vWF, Von Willebrand factor.

Las ASC juegan un papel muy importante en la revascularizacion de los tejidos dafiados, la
inhibicidn de la apoptosis y en la inmunomodulacién debido a que son células metabdlicamente
activas. Se ha descrito que las ASC secretan una gran cantidad de factores de la matriz extracelular

asi como un gran numero de citoquinas, factores de crecimiento, angiogénicos y antiapoptdticos
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como el VEGF, Epidermal growth factor (EGF), Hepatocyte growth factor (HGF), Insuline-like growth
factor 1 (IGF-1), Platelet-derived growth factor (PDGF), Transforming growth fator-8 (TGFp),
Granulocyte/macrophage growth factor (GM-CSF), MCP-1, Stromal derive factor-1 (SDF-1 o CXCL12),
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), basic Fibroblast growth factor (bFGF), Keratinocyte growth
factor (KGF), Angiopoietin-1 (Ang-1), Tumor necrosis factor-o (TNF-a) y un gran numero de
interlequinas. (Salgado et al., 2010). De hecho, se cree que una gran parte de los efectos beneficiosos
que tiene la terapia celular con ASC se debe a la gran secrecién de factores que actuan de forma
paracrina. Probablemente, el HGF sea el factor angiogénico mas importante secretado por las ASC ya
gue tiene una gran importancia en los efectos paracrinos producidos por las ASC (Cai et al., 2007). Es
importante recalcar que los factores angiogénicos y anti-apoptdticos son secretados en niveles

bioactivos, y que esta secrecidn se ve incrementada en condiciones de hipoxia (Rehman et al., 2004).

3.2. ORIGEN DE LAS ASC

Parece ser que la generacién de nuevos adipocitos es un fendmeno permanente tanto en
animales como en humanos, aproximadamente un 10% de los adipocitos son renovados cada afo en
humanos (Spalding et al., 2008). Sin embargo, se desconoce de ddnde provienen los precursores
adipociticos, por cuanto tiempo y bajo qué circunstancias pueden generar adipocitos o incluso

participar en otras funciones del organismo.

Varios estudios han intentado identificar la localizacién de las ASC dentro del tejido adiposo. Sin
embargo, ha sido complicado debido a que no existe un marcador uUnico y especifico que las
identifique. Diversos estudios histolégicos indican que las poblaciones de MSC, incluidas las ASC,
residen en la zona perivascular del tejido (Tang et al., 2008; Gupta et al., 2012). De esta manera, ya
qgue se ha observado que los adipocitos se desarrollan al mismo tiempo que la vasculatura, las ASC
podrian dar lugar tanto a los adipocitos como a los pericitos, células endoteliales y células de la
musculatura lisa. Por lo tanto, parece que la vasculatura del tejido adiposo funcionaria como un
nicho de progenitores celulares, liberando sefiales estimuladoras de diferenciaciéon. De ahi que se
plantee la posibilidad de que estos precursores pudieran provenir de fuera del tejido adiposo

(Crossno et al., 2006).

Desde que se definid que los adipocitos y sus progenitores derivaban de MSC (Gesta et al., 2007),
se ha sugerido que las ASC podrian proceder de células de linaje mesenquimal de la médula dsea. De
hecho, las células del SVF presentan varias similitudes con las de la médula ésea. Ambos estromas
contienen una poblacién heterogénea de células mesenquimales con capacidad de diferenciacién a

varios linajes (adipocitico, condrocitico y miogénico) en funcién de las condiciones de cultivo (De
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Ugarte et al., 2003). De hecho, Mansilla y col. sugieren que la médula ésea es el drgano central
productor de MSC que abastece a las poblaciones de MSC que se encuentran en el resto de érganos

(Figura 15).

Tejido adiposo

Cor.d.on Endometrio
umbilical
i Msc Endoteli
Liquido de la médula dsea ndotetio
amnidtico vascular

MSCcirculantes en

Otros tejidos el
sangre periférica

Figura 15. Reservorios de MSC. Las diferentes poblaciones de MSC se encuentran distribuidas por
todo el organismo y coordinadas entre si. La poblacién de la médula dsea seria la poblacion central,
mientras que el resto de tejidos serian los reservorios periféricos. Normalmente, las células se
mantienen en estado quiescente e indiferenciado, hasta que son “llamadas” a proliferar y
movilizarse a los tejidos requeridos. Figura adaptada de Mansilla y col. (Mansilla et al., 2011). MSC,
del inglés Mesenchymal stem cells.

A pesar de que en individuos sanos es practicamente inexistente la presencia de MSC en
circulacion, éstas son movilizadas hacia zonas que han sido dafiadas donde participan en Ia
reparacion y la regeneracion del tejido (Kolonin et al., 2012). Teniendo en cuenta que las MSC son
probablemente las células especializadas en reparacion mas importantes (Kode et al., 2009), seria
posible pensar que el tejido adiposo blanco obeso, al ser una fuente importante de factores
qguimioatrayentes, fuera un nicho donde las MSC circulantes podrian anidar y diferenciarse a

adipocitos (Mansilla et al., 2011).

3.3. ASCEN LOS DIFERENTES TEJIDOS ADIPOSOS BLANCOS

Se ha sugerido que la diferencia metabdlica que se observa entre los tejido adiposo subcutaneoy
tejido adiposo visceral se debe a las caracteristicas intrinsecas que presentan las células residentes
en cada tejido, incluidas las ASC. De hecho, se ha observado que adipocitos diferenciados in vitro a
partir de ASC derivadas de los tejido adiposo subcutaneo y tejido adiposo visceral presentan
diferencias inherentes de ambos tejidos (Perrini et al., 2008), y que estas diferencias son estables y
se mantienen incluso después de que las ASC se hayan aislado y cultivado in vitro (Tchkonia et al.,

2006). Varios estudios han descrito que las ASC de diferentes tejidos adiposos presentan diferencias
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en su potencial de proliferacidn, de diferenciacidon y apoptosis, asi como en el patrén de expresion

genético (Van Harmelen et al., 2004; Tchkonia et al., 2007; Gesta et al., 2006).

Tchkonia y col. compararon ASC humanas de tejido adiposo subcutaneo, y de los tejidos adiposos
visceral, mesentérico y omental, y observaron que la expresion de genes implicados en el desarrollo
temprano variaba entre las diferentes ASC (Tchkonia et al., 2007). De hecho, las ASC del tejido
adiposo mesentérico y subcutdneo presentaban un perfil de expresion mas parecido entre si que con
las del tejido adiposo omental. Van Harmelen y col. describieron que las ASC del tejido adiposo
subcutdneo proliferaban mas que las derivadas del tejido adiposo visceral (Van Harmelen et al.,
2004). Ademas, encontraron que la edad sélo afectaba a la proliferacién de las ASC subcutdneas y no
a las del tejido adiposo visceral. Estos resultados sugerian que el efecto de la edad sobre las ASC
dependia del tipo de tejido, pudiendo explicar asi tanto el crecimiento de tejido adiposo visceral

como la pérdida de tejido adiposo subcutaneo que se observan con la edad (Sepe et al., 2011).

Del mismo modo, se ha descrito que las ASC del tejido adiposo subcutaneo presentan una mayor
capacidad de diferenciacién adipogénica que las ASC del tejido adiposo visceral (omental). Esta baja
capacidad de diferenciacion por parte de las ASC omentales podria en parte explicar que la grasa se
acumulara en los adipocitos ya existente y, como consecuencia, el tamafio de sus vacuolas lipidicas
incrementara. En cambio, la mayor capacidad de diferenciacion de las ASC subcutdneas resultaria en
un acumulo lipidico en adipocitos nuevos y con vacuolas mas pequefias (Majka et al., 2011). De
hecho, el tamafo de las vacuolas lipidicas de los adipocitos viscerales correlacionan con los niveles
lipidicos circulantes, mientras que el nivel de hiperplasia y el tamafio de los adipocitos subcutaneos
estan mds relacionados con los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, y la sensibilidad a la insulina

(Hoffstedt et al., 2010).

Sin embargo, hoy en dia aun se desconoce coémo y en qué momento del desarrollo las ASC de los
diferentes tejidos adiposos adquieren el fenotipo caracteristico de cada tejido. Podria ser que las
caracteristicas regionales de las diferentes ASC fueran reguladas epigenéticamente, apareciendo
durante etapas tempranas del desarrollo y estableciéndose posteriormente por el ambiente de cada
tejido adiposo, y de cada individuo. El conocimiento de las diferencias de las ASC de los diferentes
tejidos adiposos seria de gran interés para una mejor comprension de la biologia del tejido vy el

desarrollo de sus diferentes depdsitos.

3.4. AFECTACION DE LAS ASC POR SITUACIONES PATOFISIOLOGICAS

Estudios recientes sugieren que una alteracion de la homeostasis de las células madre debido a

un constante y repetido estimulo nocivo puede provocar un desequilibrio persistente en el reservorio
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de éstas células desencadenando una disminucién prematura e irreversible de su potencial

regenerativo.

Diversos estudios han demostrado como la presencia de hipercolesterolemia, diabetes de tipo
1/2, hipertension, diferentes grados de riesgo cardiovascular o el tabaco afectan de forma negativa a
las células progenitoras endoteliales (EPC, del inglés Endothelial progenitor cells) circulantes. Estos
individuos presentan un menor numero de células con una senescencia mas avanzada y una menor
supervivencia (Hill et al., 2003; Hamed et al., 2010). Ademas, estas células tienen disminuida su
capacidad angiogénica y de migracion celular (Fadini et al., 2006b; Fadini et al., 2006a; Chen et al.,
2004; Tepper et al., 2002). Por otro lado, también se ha descrito que los individuos con diabetes
tienen afectadas las BM-MSC, presentando una mayor expresion de marcadores de senescencia y

apoptosis y una disminucién de marcadores de supervivencia (Khan et al., 2011).

La edad es otro claro ejemplo de deterioro de érganos y tejidos, y que provoca una deficiencia en
las células madre del organismo. Se ha descrito que en individuos mayores el nimero de EPC
circulantes estd reducido, presentando un fenotipo proapoptético, una mayor senescencia y una
menor funcionalidad (Hoetzer et al., 2007; Heiss et al., 2005). Las BM-MSC tienen disminuido su
potencial de proliferacidn y de diferenciacidn en individuos con edad avanzada (Stolzing et al., 2008;
Zaim et al., 2012). Y del mismo modo, se ha descrito que las ASC también se ven afectadas por la
edad disminuyendo su capacidad de proliferacion asi como su potencial angiogénico y de
diferenciacion (Madonna et al., 2011; Zhu et al.,, 2009; Efimenko et al., 2011). De hecho, los
preadipocitos de individuos mayores adquieren un fenotipo de “célula parcialmente diferenciada a
adipocito” (MAD, del inglés Mesenchymal adipocyte-like default cells), y no son capaces de

diferenciarse a células adipociticas maduras y funcionales (Kirkland et al., 2002).

La obesidad también ha sido descrita como una enfermedad que afecta a la poblacién de EPC
circulantes asi como a las BM-MSC y las ASC. Los individuos obesos presentan un menor numero de
EPC y con una menor capacidad clonogénica comparado con individuos delgados (Muller-Ehmsen et
al., 2008; MacEneaney et al., 2009). Asimismo, la respuesta osteogénica de las BM-MSC se ve
afectada en individuos con un BMI elevado (Friedl et al., 2009). Van Harmelen y col. observaron que
la capacidad de diferenciacion adipogénica de las ASC del tejido adiposo subcutaneo mamario
disminuia en mujeres con un BMI elevado (van Harmelen et al., 2003). Posteriormente, Nair y col.
identificaron que las ASC de tejido adiposo subcutdneo de individuos Indios Pima obesos
presentaban una mayor expresion de genes proinflamatorios comparado con los individuos delgados
(Nair et al., 2005). Sin embargo, el estudio de cdmo las ASC se ven afectas por la obesidad esta

empezando a estudiarse y hay poca informacién al respecto.
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3.5. ASCEN LA TERAPIA CELULAR

Idealmente, las células madre que se usan para la terapia celular suelen presentar las siguientes

caracteristicas:
i. Se han de encontrar de forma abundante (de millones a billones de células).
ii. Se han de obtener mediante un procedimiento minimamente invasivo.
iii. Se han de poder diferenciar a diversos linajes celulares de manera controlada y reproducible.
iv. Se han de poder trasplantar de forma segura y eficaz de forma autéloga y alogénica.

v. Se han de poder preparar siguiendo los estandares de control y calidad de las guias de

Buenas Practicas de Preparacion.

Durante muchos afios se han utilizado las BM-MSC como fuente principal de células madre para
medicina regenerativa, y como alternativa al uso de las células madre embrionarias (Smart and Riley,
2008). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las ASC presentan una gran ventaja
debido a su fécil obtencion y aislamiento, y la gran cantidad obtenida (Gimble et al., 2012; Mizuno et

al., 2012).

Se han propuesto varios mecanismos por los cuales las ASC llevarian a cabo su capacidad
regenerativa. Inicialmente se sugirio que era mediante la diferenciacion a otras lineas celulares
reemplazando asi a las células dafiadas, aunque varios estudios en animales no aprueban este
modelo (Rehman et al., 2004; Miranville et al., 2004; Puissant et al., 2005). En segundo lugar se
sugirié que era a través de los factores paracrinos liberados por las ASC, factores de crecimiento, por-
angiogénicos y anti-inflamatorios, los que actuaban acelerando el proceso de reparacidn, siendo este

ultimo el mas corroborado (Mizuno et al., 2012; Gimble et al., 2012).

Se han llevado a cabo varios estudios preclinicos y algunos clinicos en diversos ambitos de la
medicina regenerativa: neuronal, adipogénica, musculo esquelética, hematopoyética, hepatica,
cardiovascular, trastornos inmunolégicos, cirugia plastica y terapia génica. En la Tabla 7 se muestra
un resumen del nimero de ensayos clinicos que se han hecho o se estan llevando a cabo utilizando

ASC (segun clinicaltrials.gov).
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Enfermedad N2 de estudios Enfermedad N2 de estudios
Enfermedad metabdlica Enfermedad del Sistema Nervioso
Lipodistrofia 2 Ataxia 1
Diabetes 5 Hemiatrofia facial 1
Enfermedad Cardiovascular Esclerosis multiple 2
Enfermedad vascular 2 Parkinson 1
Cardiopatia isquémica 11 Lesiones de la médula espinal 3
Ictus 2 Dafio cerebral 2
Trastornos Musculo-esqueléticos Trastornos Mentales 1
Tenddn 1 Enfermedades del Sistema Digestivo
Artritis 6 Trastornos intestinales 2
Enfermedad degenerativa discal 1 Cirrosis hepatica 1
Necrosis 1 Fibrosis 11
Trastornos Renales y Urolégicos 1 Enfermedades Mamarias 4
Incontinencia urinaria 4 Enfermedad de injerto contra huésped 7
Insuficiencia renal 1 Enfermedad de Crohn 2
Trastornos de la uretra 1 Injerto de Grasa Autodloga 3
Enfermedades del Sistema Endocrino 1 Sindrome de Fragilidad 1
Trastornos Respiratorios 2

Tabla 7. Ensayos clinicos realizados con ASC (clinicaltrials.gov). Los datos estan actualizados hasta julio del 2013.

3.5.1. APLICACIONES TERAPEUTICAS

= Tejidos blandos:

Actualmente se estan utilizando diversos materiales para la regeneracién de los tejidos blandos
como el colageno, el acido hialurdnico vy el silicico, entre otros. Sin embargo, éstos presentan varios
inconvenientes como un alto coste, la posibilidad de desencadenar respuestas alérgicas o de
transmitir enfermedades infecciosas. Una alternativa muy eficaz ha sido el uso de injertos de tejido
adiposo autdlogo, desde que en 1983 se utilizaran por primera vez para llevar a cabo una
reconstruccion mamaria (Locke and de Chalain, 2008). No obstante, con el tiempo estos injertos se
van reabsorbiendo llegando a disminuir del 20-90% su volumen inicial, posiblemente debido a la
poca revascularizacién del injerto y por consiguiente la muerte de los adipocitos (Cherubino and

Marra, 2009).

El descubrimiento de las ASC ha despertado un gran interés en la regeneracion de los tejidos
blandos ya que, ldgica y tedricamente, parece ser la aplicacion mas simple de estas células para la

terapia celular debido a que no tendrian que diferenciarse a otro tipo celular.

Recientemente se han llevado a cabo varios estudios en los que se han utilizado ASC para
regenerar lesiones cutaneas crénicas en pacientes diabéticos, inmunodeprimidos o que han sufrido
tratamientos de radiacion, asi como en cicatrices profundas. Se ha observado que las ASC
permanecen viables en el lugar de la herida secretando de forma continua, regulada y en respuesta a
las sefiales del ambiente factores de crecimiento implicados en la cicatrizacién de las heridas y en el

aumento de la vascularizacion.
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En modelos murinos diabéticos se ha observado una aceleracion en la cicatrizacién de Ulceras
diabéticas (Nambu et al., 2009). Dos ensayos clinicos han utilizado ASC humanas para tratar los
dafios tisulares producidos por radiacidon observando un aumento en la hidratacién tisular asi como
la formacion de nuevos vasos (Rigotti et al., 2007; Akita et al., 2010). Ademas, se ha llevado a cabo
otro ensayo clinico en el que se han tratado cicatrices profundas con ASC y, tras 1 afo, se ha

asegurado la seguridad y eficacia del tratamiento (Kim et al., 2011b).

Sin embargo, mientras varios estudios sostienen que los efectos paracrinos de las ASC son
beneficiosos para el tratamiento de las lesiones cutdneas, se ha visto que la liberacion de las mismas
citoquinas podria tener un efecto perjudicial en presencia de células tumorales. Estudios in vitro e in
vivo en canceres de mama, préstata y en el sarcoma de Kaposi han mostrado que las citoquinas
secretadas por las ASC podrian promover el reclutamiento y la proliferacion de las células
cancerigenas (Zhang et al., 2009). Es por ello que el uso de estas células para la reconstruccién
mamaria post-mastectomia continda siendo controvérsico y no probada su eficacia (Pearl et al.,

2012).

= Tejidos musculo-esqueléticos:

La reparacién désea usando ASC ha sido un gran objetivo para los investigadores desde que se
describié que durante el desarrollo existe una gran relacién entre la adipogénesis y la osteogénesis.
Se han publicado resultados prometedores en la reparacion de los tejidos esqueléticos en modelos
animales (Lee et al., 2011; Levi et al., 2010), trasladando estos hallazgos a la practica clinica. Se han
inyectado ASC junto con injertos (scaffold) dseos autdlogos o de fosfato tricdlcico, y proteina
morfogenética dsea-2, para reconstruir defectos craneales producidos por traumatismos (Lendeckel
et al., 2004; Thesleff et al., 2011) o maxilares (Mesimaki et al., 2009). En ambos casos se obtuvieron

resultados beneficiosos.

Otros estudios han analizado la capacidad de las ASC de recuperar la funcién de un musculo
atrofiado. Se ha observado una recuperacion de la funcion muscular de un modelo murino de
distrofia muscular al inyectar ASC alogénica (Rodriguez et al., 2005b), y una regeneracion del tejido
muscular en modelos murino (Kim et al., 2006b). Aunque no se conoce si las ASC se diferencian o se
fusionan con otras fibras musculares, parece ser que son capaces de desarrollar ambas funciones (Di

Rocco et al., 2006).

La regeneracion del tenddn y del tejido periodontal es otra aplicacion en este campo. Algunos
estudios en animales han observado que la implantacidn de ASC promueve la regeneracién del tejido
periodontal (Tobita et al., 2008) y acelera la reparacion del tendén aumentando su fuerza de tension

(Uysal and Mizuno, 2011).
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= Lesiones isquémicas:

En los ultimos afios se han llevado a cabo un gran nimero de estudios preclinicos y algunos
clinicos que analizan el uso, el comportamiento y el efecto de las ASC en el tratamiento de lesiones
isquémicas, con principal interés en la regeneracién del miocardio isquémico (Mazo et al., 2011). Se
han utilizado diversidad de modelos animales para el tratamiento de los infartos de miocardio como
roedores, conejos, monos y cerdos, el modelo mds parecido al humano (Bel et al., 2010). En estos
estudios se ha observado, in vivo, la capacidad de las ASC para diferenciarse a varios tipos celulares
del miocardio asi como secretar un gran numero de factores pro-angiogénicos y anti-apoptdticos.
Como resultado, estos estudios han observado un aumento de la funcién ventricular y una
disminucién del tamafio de la zona infartada disminuyendo la posibilidad de desarrollar arritmias

fatales. Actualmente los ensayos clinicos que se estan llevando en esta area estan en fase I-II.

Aunque en menor grado, también se ha investigado el uso de las ASC en modelos de isquemia
periférica e ictus. En los estudios de isquemia periférica, las mejoras observadas se atribuyen a la
secrecién de factores proangiogénicos por parte de las ASC (Nakagami et al., 2005).De hecho, ya se
ha llevado a cabo un estudio piloto en pacientes con isquemia periférica critica, observando una
mejoria en el 66,7% de los pacientes (Lee et al., 2012). Por otro lado, en el estudio de la isquemia
cerebral, los investigadores observaron una mejora neurolégica y una disminucién de la zona

infartada al inyectar ASC inducidas hacia la diferenciaciéon neuronal (Yang et al., 2011).

= Trastornos inmunoldgicos:

Debido a que las ASC presentan funciones inmunomoduladoras, se estan llevando a cabo una
gran investigacién preclinica y clinica para su aplicacion en el tratamiento de enfermedades

inmunolédgicas.

En modelos animales de lupus eritematoso sistémico, artritis, colitis y de la enfermedad de
injerto contra huésped, el tratamiento con ASC ha provocado un aumento de la supervivencia de los
animales asi como una disminucién de los anticuerpos antinucleares, de los procesos inflamatorios y
de la pérdida de peso (Yanez et al., 2006; Choi et al., 2012; Gonzalez et al., 2009; Gonzalez-Rey et al.,
2009). Del mismo modo, se ha observado una disminucion de la pérdida axonal y un aumento de las
citoquinas antiinflamatorias en el modelo murino de encefalomielitis autoinmune (Constantin et al.,
2009), homdlogo a la esclerosis multiple humana, y por ello se estdan empezando a realizar ensayos

clinicos en pacientes.

Otras enfermedades en las que se estan llevando a cabo ensayos en pacientes son la enfermedad

de Crohn y la diabetes insulino-dependiente. En los ensayos mencionados anteriormente, las ASC se
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inyectaban sistémicamente mientras que en la enfermedad de Crohn y en la diabetes insulino-
dependiente las ASC se inyectan localmente. El equipo del Dr. Garcia-Olmo de la Universidad
Autéonoma de Madrid ha estudiado la aplicaciéon autdloga de las ASC para el tratamiento de las
fistulas de pacientes con enfermedad de Crohn, llevando a cabo ensayos clinicos de fase I-1l (Garcia-
Olmo et al., 2009a; Garcia-Olmo et al., 2005). Ademas, compararon el uso de ASC y el SVF
observando que usando las ASC se obtenia una reparacién del 75% de las fistulas crénicas, mientras
que usando el SVF sélo obtuvieron el 25% de reparacion (Garcia-Olmo et al.,, 2009b). Los
investigadores propusieron que la diferencia entre los resultados podria ser debido a la capacidad
antiinflamatoria e inmunosupresora que presentan las ASC al contrario del SVF que no solo no las

posee, sino que estimula la proliferacion de las células T (MclIntosh et al., 2006).

Para mejorar la produccion de insulina en pacientes diabéticos insulino-dependientes, se han
llevado a cabo varios estudios en animales en los que les co-implantaban ASC junto injertos de
pancreas (Fumimoto et al., 2009), o ASC productoras de insulina (Chandra et al., 2009). En el
primero, se observd un aumento de la vascularizacién de la zona y una disminucion de la infiltracion
de células inmunoldgicas (Ohmura et al., 2010; Fumimoto et al., 2009). Mientras que con las ASC
productoras de insulina, los animales restablecieron sus niveles glucémicos y aumentaron los niveles
plasmaticos de péptido-c (Chandra et al., 2009; Chandra et al., 2011). Del mismo modo, se ha llevado
a cabo un ensayo clinico en la India donde han utilizado ASC productoras de insulina observando una
disminucién del porcentaje de hemoglobina glicosilada, de la necesidad de insulina exégena, asi

como un aumento de la produccién enddgena de insulina (Vanikar et al., 2010).

= Terapia génica:

Otro uso terapéutico de las ASC es el de utilizarlas como vehiculo celular para la terapia génica,
ya que utilizar células autélogas para la introduccién de material genético es una estrategia muy
atractiva, y han demostrado una facil capacidad de ser transducidas con vectores virales para

introducir genes terapéuticos (Morizono et al., 2003).

Se han trasplantado ASC humanas transducidas con el gen de la proteina al-antitripsina en el
higado para mantener su expresion a largo plazo en animales con deficiencia de al-antitripsina (Li et
al.,, 2011), o que expresan el anticuerpo quimérico CTLA4-Ig (Cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4
fusionado con anticuerpos) en ratones con enfermedad tiroidea autoinmune para inhibir la

activacion de los linfocitos T (Choi et al., 2011).

Recientemente se han utilizado ASC modificadas para suministrar farmacos anticancerigenos
directamente en el tumor, ya que se ha descrito que las ASC inyectadas de manera intravenosa son

atraidas hacia zonas tumorales (Zhang et al., 2009; Muehlberg et al., 2009; Walter et al., 2009).
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Varios estudios preclinicos han usado este tipo de tratamiento anticancerigeno observando una
inhibicién del crecimiento tumoral sin afectar, aparentemente, al resto de los tejidos (Kucerova et al.,
2007; Grisendi et al., 2010; Ciavarella et al., 2012). Sin embargo, hay que tener en cuenta que aunque
las perspectivas de este tipo de terapia sean prometedoras, las cuestiones de seguridad/eficacia son

aun dudosas y ciertos aspectos administrativos estan todavia muy poco reglamentados.

Debido a que las ASC estan siendo una gran alternativa para la terapia celular en varios campos
de la medicina, es necesaria una gran comprension de los mecanismos por los que las células
llevarian a cabo la regeneracion tisular. Existen varios puntos que se deberian tener en cuenta ya que
pueden modificar la funcionalidad de las células, como el lugar anatémico del que se aislan, el género
y la edad del donante. Igualmente, se desconocen los factores moleculares claves que promueven la
diferenciacién de las ASC a los diferentes linajes. Sin embargo, y a pesar de estas limitaciones, las ASC
solo presentan ventajas para su uso en la clinica. Es importante considerar también la posibilidad de
usar tanto ASC autdlogas como aldgenas, ya que varios estudios independientes han determinado
gue las ASC no promueven la activacién del sistema inmunitario de manera alogénica (Kode et al.,
2009; Puissant et al., 2005). Si es asi, este tipo de transplante tendria un profundo impacto ya que

disminuiria el coste de las terapias celulares.
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La obesidad es una disfuncién metabdlica crénica y compleja que se caracteriza por una
acumulacidn excesiva del tejido adiposo. Igualmente, la obesidad es un factor de riesgo para la
diabetes, cancer y las enfermedades cardiovasculares, entre otras. En la obesidad, el tejido adiposo
se encuentra bajo un constante estrés metabdlico que desencadena un estado protrombdtico y

proinflamatorio crénico que promueve la hipertrofia del tejido adiposo.

El tejido adiposo es reconocido como un drgano multifuncional ya que, ademas de su funcién
energética, también actia como odrgano endocrino y como reservorio de células madre
mesenquimales. A pesar de que se conoce que lo adipocitos juegan un papel muy importante
controlando los cambios del tejido adiposo, actualmente se ha descrito que tanto las células del
sistema inmune como las células madre (ASC) estan implicadas en el remodelado del tejido adiposo

blanco.

El uso de las células madre como terapia celular es considerado como una de los tratamientos
mas novedosos. A pesar de que en los ultimos afios se han utilizado diversos tipos de células madre,
de entre todos ellos, las ASC son las células que han adquirido un mayor interés debido a su facil
obtencidon y su gran potencial terapéutico. No obstante, aun se desconocen los mecanismos por los
cuales las ASC podrian llevar a cabo su capacidad reparadora. Las ASC juegan un papel importante en
la revascularizacion de los tejidos dafiados, en la inhibicién de la apoptosis y en la
inmunomodulacién. Inicialmente se propuso que la capacidad regenerativa de las ASC se debia a la
capacidad que tenian de diferenciarse a otras lineas celulares. Sin embargo, parece ser que son los
factores paracrinos liberados por las ASC los que juegan un papel importante en su funcidn

reparadora.

Estudios recientes sugieren que una alteracion de la homeostasis de las células madre, debido a
un constante y repetido estimulo nocivo, podria provocar un desequilibrio persistente en el
reservorio de éstas células desencadenando una disminucién prematura e irreversible de su
potencial regenerativo. Diversos estudios han demostrado que la presencia de hipercolesterolemia,
diabetes de tipo 1/2, hipertension, el tabaco y la edad afectan de forma negativa a las células

progenitoras circulantes, y a las células mesenquimales de la médula ésea.

Teniendo en cuenta todo esto, la hipoétesis de este trabajo de tesis se basa en que la obesidad,
asi como la acumulacion de diversos factores de riesgo cardiovascular, alteran el potencial
regenerador de las ASC disminuyendo sus capacidades proliferativas, multipotenciales vy
angiogénicas, y modificando su perfil de expresién génico induciéndolas a un fenotipo menos

indiferenciado.
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Para llevar a cabo esta hipdtesis, se plantearon diversos objetivos:

Objetivo 1: Estudiar la dindmica de proliferacion de las células madre residentes en el tejido

adiposo y su afectacién por las condiciones de oxigeno.

Objetivo 2: Estudiar si los pacientes con obesidad mdrbida presentan un mayor nimero de ASC

en el tejido adiposo subcutdneo y si expresan los marcadores de superficie caracteristicos de las ASC.

Objetivo 3: Analizar si las propiedades caracteristicas de las ASC se ven afectadas por la

obesidad: la capacidad proliferativa, de diferenciacidn y angiogénica.
Objetivo 4: Estudiar el transcriptoma de las ASC de pacientes con obesidad mérbida.

Objetivo 5: Estudiar el efecto de la acumulacién de diversos factores de riesgo cardiovascular

sobre el transcriptoma de las ASC.
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1. GRUPOS DE PACIENTES

En este estudio se ha trabajado con dos grupos de pacientes agrupados seguin su BMI: un grupo
de pacientes obesos que presentaban obesidad mérbida (BMI > 40kg/m?), y un grupo de pacientes
no-obesos o normopeso (BMI < 25kg/m?). Ambos grupos de pacientes fueron sometidos a
intervenciones quirdrgicas en las que obtuvimos las muestras utilizadas, todas ellas obtenidas con

consentimiento informado por parte de los pacientes.

Los pacientes obesos fueron sometidos a cirugia bariatrica de bypass gastrico en Y de Roux por
laparoscopia. En cambio, los pacientes no-obesos fueron sometidos a diferentes intervenciones
quirdrgicas: lipectomia abdominal, colecistectomia, hernia de hiato o apendicectomia. Los pacientes
seguian la medicacidon acorde con su historial médico. El protocolo del estudio fue previamente
aprobado por el Comité Etico del Centro Médico Teknon en concordancia a los principios de la

Declaracién de Helsinki.

El grupo de pacientes obesos no sdlo se caracterizaba por presentar un grado de obesidad
determinado, sino que muchos de ellos presentaban otros factores de riesgo cardiovascular como la
hipertension, diabetes tipo 2, dislipemia, algunos eran fumadores, y otros habian sufrido un evento
cardiovascular previo. Es por ello que dividimos a los pacientes obesos en 3 grupos en funcién del

numero de factores de riesgo que presentaban:

1) pacientes que soélo presentaban obesidad
2) pacientes obesos + 1 factor de riesgo adicional
3) pacientes obesos + 2 o mas factores de riesgo adicionales (pacientes con sindrome

metabdlico)

2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Durante las cirugias se obtuvieron muestras de sangre y de tejido adiposo.

=  SANGRE

Se recogid sangre de los pacientes en tubos separadores de suero con gel (TAPVAL® Monlab), y
se mantuvieron en hielo hasta su procesamiento en el laboratorio. Una vez en el laboratorio, los
tubos se centrifugaron a 1800g durante 15min a temperatura ambiente para obtener el suero. Este

se guardo alicuotado a -20°C hasta el dia de la valoracién bioquimica.
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= TEJIDOS ADIPOSOS

Se obtuvo tejido adiposo subcutdaneo de los diferentes pacientes para la obtencién de las ASC. El
tejido se mantuvo en medio de transporte (Dulbecco’s Modified Eagle Medium —DMEM-, Penicilina
100U/ml y Estreptomicina 100pg/ml; Gibco®, todo de Life Technologies) hasta el aislamiento de las

células.

3. ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

A partir de las muestras congeladas de suero, se determinaron los niveles séricos de varios
parametros bioquimicos para cada individuo: glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL, urea,
proteinas totales, transamglutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), glutamato-piruvato
transaminasa (GPT) y creatinina. Para ello, se usaron los reactivos de bioquimica de la casa RAL, y se

siguieron sus instrucciones.

4. OBTENCION DE LAS ASC

Se aislaron ASC del tejido adiposo subcutdneo tanto de pacientes no-obesos (ASCn) como de
pacientes obesos mérbidos (ASCmo). El aislamiento de las ASC se realizé siguiendo una modificacion

del protocolo previamente publicado por Zuck y col. (Zuk et al., 2001).

Las soluciones que se utilizaron fueron:

- PBS1X (del inglés Phophate buffered saline)
- Medio de digestién (DMEM + Colagenasa I-A 1mg/ml de Sigma-Aldrich)
- Medio completo (DMEM + 10% Fetal bovine serum —FBS— + Penicilina 100U/ml +

Estreptomicina 100pg/ml; todo de Gibco®, Life Technologies)

El protocolo que se siguid fue (Figura 16):

i. El tejido adiposo se lavd extensivamente con PBS1X, se eliminaron los posibles restos de vasos

y/o piel, y se peso.

ii. El tejido limpio se disgregd exhaustivamente con ayuda de un bisturi en una placa de Petri con

2ml de medio de digestidn.
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iii. El tejido disgregado se puso en un falcon de 50ml con medio de digestion. Por cada 2gr de tejido
obtenido se pusieron 10ml de medio de digestidn. Se puso a digerir la grasa durante 1h, a 37°Cy

en agitacion suave, en un horno giratorio precalentado previamente.

iv. Una vez pasado el tiempo de digestion, se inhibid la accién de la colagenasa afiadiendo el mismo
volumen de medio completo. El falcon se centrifugd durante 10min a 280g y a 22°C para separar

los adipocitos, que al flotar quedan en la fase superior, del SVF, que queda en forma de pellet.

v. Una vez eliminados la fase superior de adipocitos y el resto del sobrenadante, se resuspendio el

pellet, correspondiente al SVF, en 10ml| de PBS1X.

vi. La suspensidn celular se filtré a través de un filtro de 100um, y se centrifugd durante 10min a
280g y a 22°C. Se elimind el sobrenadante celular y se volvié a resuspender el pellet en 10ml de

medio completo.

vii. Por ultimo, se sembrd la suspensiéon celular en 2 flascones de 25cm? (5ml/flascon) y se
incubaron durante toda la noche a 37°C. Cada flascdn se incubé bajo una condicidn de oxigeno
diferente: normoxia (21% de O,), e hipoxia (1% de 0,). Para el crecimiento en condiciones de
normoxia se utilizé un incubador Nirco con un ambiente del 74% N,, 5% CO, y 21% O,; y para la
condicién de hipoxia se utilizd un incubador Hypoxic/Anoxic Workstation H35 de Don Whitely

Scientific Ltd. con una mezcla de gases del 1% O,, 94% N, y 5% CO..

Adipocitos
Digerir
Filtrar
Disgregar Centrifugar Sembrar SVF _
, Centrifugar, _Sembrar SVE, =

—,

o

Tejido adiposo ASC

\ Pellet/ SVF

Figura 16. Esquema del método de aislamiento de las ASC a partir de un trozo de tejido adiposo. ASC, Células madre
derivadas del tejido adiposo del inglés Adipose-derived stromal/stem cells; SVF, Fraccidn vascular del estroma del inglés
Stromal vascular fraction.

viii. Al dia siguiente se cambid el medio a los flascones para eliminar las posibles células no
adheridas. Las células adheridas correspondian a las ASC y se encontraban a pasaje 0. Para el

mantenimiento del cultivo cada 2-3 dias se cambié el medio a las células.

ix. Una vez las células llegaron a la subconfluencia (75-90%), se levantaron y se resembraron para
expandirlas. Para levantar las células se utilizd Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich). Las células fueron

mantenidas siempre bajo sus condiciones de oxigeno iniciales.
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X. Tras levantar las células una segunda vez, se congelaron en N, liquido hasta su posterior
utilizacién. Las células se congelaron a una densidad de 1x10° cel/ml de medio de congelacién

(FBS + Dimetil sulfoxido 7,5%).

5. CARACTERIZACION FENOTIPICA

Se analizo la presencia de marcadores de superficie caracteristicos de las ASC tanto en el SVF
como en las ASC de los dos tejidos adiposos de ambos grupos de pacientes. El SVF se analizo el dia
del aislamiento de las ASC, mientras que las células se analizaron una vez fueron aisladas vy
cultivadas: a pasaje 0 y pasaje 3. Se analizaron las células crecidas tanto en condiciones de normoxia

como de hipoxia.

Para llevar a cabo el analisis se utilizd la técnica de citometria de flujo. Se analizaron los
marcadores positivos caracteristicos de las ASC: CD29 (81 Integrin), CD105 (Endoglin), CD44
(Hyaluronic acid/fibronectin receptor) y CD90 (Thymus cell antigen-1); y los marcadores negativos
CD34 y CD45 (Leukocyte common antigen). Se utilizaron anticuerpos monoclonales marcados con
fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) y phycoerythrin Cyanin 5 (PC5): CD105-FITC,
CD90-FITC, CD29-PE, CD44-FITC, CD45-PE, CD34-PC5, y utilizamos sus respectivos isotipos como

control negativo para ajustar los voltajes (BD Biosciences).

La solucion que se utilizé fue:

- Solucion de citometria (PBS1X + Albumina de suero bovino 3% + Azida sddica 0,1%)

El protocolo que se siguié fue:

i. Partimos de una suspension celular en PBS1X de 9x10° de células, tanto del SVF como de las
ASCn y ASCmo. La suspension celular se centrifugd a 280g durante 10min y a 22°C, se
resuspendié en 1ml de solucién de citometria, y se volvid a centrifugar en las mismas

condiciones.

ii. Las células se resuspendieron en 900ul de solucién de citometria y se repartieron en tubos de

base redonda para citometria a una concentracién de 10*10° células/tubo.

iii. A cada tubo se le afiadieron 10ul del anticuerpo correspondiente. Se dejé un tubo sin anticuerpo
como control negativo para ajustar la posible autofluorescencia de las células y definir el tamano

celular.

iv. Los tubos se incubaron 30min a 4°Cy protegidos de la luz.
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Vi.

Vii.

La reaccion se inhibid y se fijaron las células afiadiendo 500ul/tubo de solucion de citometria +

paraformaldehido 0,1%.

Antes de adquirir las células del SVF, los eritrocitos se lisaron afiadiendo 1ml de la solucién
QuickLysis (Cytognos) en cada tubo que se incubd durante 10min a temperatura ambiente en la

oscuridad.

Por cada tubo se adquirieron y se analizaron 30.000 eventos celulares, determinados por su
tamafio y complejidad, utilizando el citometro de flujo Coulter EPICS XL y el programa Expo32

(Beckman Coulter).

6. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO CELULAR

Se estudié la cinética de crecimiento (Jurgens et al., 2008) de las ASCn y ASCmo crecidas tanto en

normoxia como en hipoxia.

El medio que se utilizd fue:

- Medio completo (DMEM + 10% FBS + Penicilina 100U/ml + Estreptomicina 100pg/ml)

El protocolo que se siguié fue:

. Se sembraron ASC a pasaje 3, en medio completo, y en placas de cultivo celular de 6 pocillos a

una concentracién de 10" células/pocillo y 2ml de medio/pocillo. Se sembraron células de 5

individuos/grupo de pacientes.

Las células se cultivaron durante 10 dias y se les cambié el medio cada 2 dias.

iii. Cada 2 dias se levantaron las células con Tripsina-EDTA de 2 pocillos por cada condicidon y se

contaron con una cdmara de Neubauer. Este proceso se realizd durante 10 dias.

Se relaciond el niumero de células obtenidas con el nimero de dias que llevaban en cultivo para
obtener una curva de crecimiento celular (Figura 17A). Calculamos la tasa de duplicacién celular
(PDT, del inglés Population doubling time) usando los datos de los dias que las células habian

I”

pasado en la fase de “crecimiento exponencial”. La PDT se calculé segun la formula de la Figura

178B.
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Fasede Fase de Fase de Dias on fase ocparmesial

latencia crecimiento confluencia FOT = —
encial L (logN2 - log Nﬂﬁagz

Ne Células

Tiempo {Dias}

Figura 17. Cinética de crecimiento celular. (A) Curva de crecimiento celular tipica de lineas celulares. Consta de
diferentes fases del cultivo: fase de latencia (periodo /ag), las células se fijan al sustrato e inician el ciclo celular;
fase de crecimiento exponencial, el nimero de células se duplica; fase de confluencia, las células del cultivo
dejan de dividirse. (B). Férmula para calcular la tasa de duplicacion celular (PDT, del inglés Population doubling
time). N1 y N2 equivalen al nimero de células al principio y al final, respectivamente, de la fase de crecimiento
exponencial (Jurgens et al., 2008).

7. ANALISIS DE LA EXPRESION DE THROMBOSPONDIN-1

Se analizaron los niveles de Thrombospondin-1 (TSP-1) en las ASC y se compararon entre las ASCn
y ASCmo. Se analizaron los niveles de expresién de TSP-1 tanto a nivel génico (Acido ribonucleico
mensajero —mRNA, del inglés Messenger Ribonucleic acid-) y proteico (proteina total intracelular y

proteina liberada al sobrenadante celular).

El medio que se utilizé fue:

- Medio completo (DMEM + 10% FBS + Penicilina 100U/ml + Estreptomicina 100ug/ml)

El protocolo que se siguié fue:

i. Se sembraron ASCn y ASCmo (pasaje 3) en placas para cultivo celular de 6 pocillos (10*
células/pocillo), y se cultivaron en condiciones de hipoxia hasta que llegaran a la subconfluencia

(90%). Se les cambidé el medio a las células cada 2-3 dias.

ii. Una vez las células estaban subconfluentes, se recogio el sobrenadante celular, se centrifugd a
280g durante 10min a 22°C, para eliminar los posibles restos celulares, y se guardé a -80°C hasta

su posterior utilizacion.

iii. Se lavaron los pocillos con PBS1X, y a cada pocillo se les afiadio la solucidn correspondiente para
obtener mRNA o proteina total (ver apartados 10.1. y 11.1. para los protocolos de obtencién de

MRNA y proteina total, respectivamente).
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Utilizamos diferentes técnicas para medir los diferentes niveles de TSP-1: los niveles de expresion
los determinamos mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
Polymerase chain reaction) a tiempo real (ver apartado 10.4.); los niveles proteicos intracelulares se
determinaron mediante la técnica de Western-blot (ver apartado 11.3.); y los niveles de proteina
secretada se midieron mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico en fase solida (ELISA, del
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) utilizando el kit comercial Quantikine® Human

Thrombospondin-1 (R&D Systems).

Para la realizacion de la ELISA se siguid el protocolo de la casa comercial, aunque previamente
diluimos el sobrenadante %. Los valores obtenidos en la ELISA se corrigieron por los mg de proteina

total de cada sobrenadante.

8. ENSAYO DE FORMACION DE TUBOS EN MATRIGEL

Se estudié el potencial angiogénico de las ASC in vitro y si éste variaba entre las ASCn y las
ASCmo. Para ello, realizamos un ensayo de formacién de tubos sobre Matrigel donde comparamos la
capacidad de las Células Endoteliales de la Vena del Cordén Umbilical (HUVEC, del inglés Human
umbilical vein endothelial cells) para formar redes tubulares en presencia del sobrenadante celular

condicionado por las ASCn o las ASCmo.

Los diferentes medios que se utilizaron fueron:

- Medio-HUVEC 20% FBS (Medio 199 + FBS 20% + L-glutamina 1% + Suplemento de crecimiento
endotelial + Piruvato 1% + Penicilina 100 U/ml + Estreptomicina 100 ug/ml; todo de Live
Technologies).

- Medio-HUVEC 0% FBS.

- Sobrenadante celular de ASCn (8 pacientes diferentes) o ASCmo (16 pacientes diferentes). Las
células fueron crecidas en condiciones de hipoxia.

- Medio completo de ASC no condicionado (DMEM + 10% FBS + Penicilina 100 U/ml +
Estreptomicina 100 pg/ml)

- Matrigel con factores de crecimiento reducido (BD Bioscience).

El protocolo que se siguié fue:

i. Se recubrieron los pocillos de una placa de cultivo celular de 96 pocillos con 50ul de Matrigel por

pocillo.

ii. Seincubd la placa a 37°C durante 30min.

53



MATERIALES Y METODOS

iii. En cada pocillo se sembraron 50ul de células HUVEC (400células/pl; a pasaje 5). Se utilizaron

diferentes medios para sembrar las células y cada condicion se sembré por triplicado:
- Medio-HUVEC 20% FBS como control positivo.
- Medio-HUVEC 0% FBS como control negativo.
- Medio-HUVEC 20% complementado con sobrenadante condicionado de ASCn o ASCmo (1:1).
- Medio-HUVEC 20% complementado con medio completo ASC no condicionado (1:1).
iv. Las células se incubaron durante 30min a 37°C en condiciones de normoxia.

v. A cada pocillo se le afiadieron 25ul del medio correspondiente suplementado con el 10% de

Matrigel.
vi. Seincubaron las células durante 6h en condiciones de normoxia.

vii. Se sacaron fotografias de cada pocillo y se cuantificd la longitud total de las estructuras

tubulares formadas con el programa ImageJ 1.43u (NIH).

9. DIFERENCIACION CELULAR

Para llevar a cabo los estudios de diferenciacion celular de las ASC se utilizaron células ASCn (7
pacientes diferentes) y ASCmo (13 pacientes diferentes) que hubieran crecido en condiciones de
hipoxia y a pasaje 3. Se sembraron 2x10° cells/cm? en cada pocillo de una placa de cultivo celular de 6
pocillos, por duplicado, y se dejaron crecer con medio completo de ASC (DMEM + 10% FBS +

Penicilina 100U/ml + Estreptomicina 100pg/ml) en condiciones de hipoxia.

Una vez las células alcanzaron la confluencia, se les cambid el medio por un medio especifico

para cada diferenciacion: Adipogénesis o Diferenciacién endotelial.

9.1. DIFERENCIACION ADIPOGENICA

La diferenciacion adipogénica consistid en cultivar las células durante 21 dias con el medio de
diferenciacion especifico (DMEM + FBS 10% + Penicilina 100 U/ml + Estreptomicina 100 pg/ml + 3-
isobutil-1-metilxantina 0,5 mM + Dexametasona 1 uM + Indometacina 200 uM + Insulina 1,7 uM; Life
Technologies y Sigma-Aldrich). El medio se cambid cada 2-3 dias. Las células se mantuvieron bajo

condiciones de hipoxia durante todo el tratamiento.
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Una vez acabado el tratamiento, se obtuvo mRNA para identificar marcadores caracteristicos de
célula adipocitica madura (LPL, Lipoprotein lipase; y FABP4, Fatty Acid Binding Protein 4) mediante
PCR a tiempo real (ver apartados 10.1. y 10.4.). También se realizé una tincién de lipidos (Tincién de

Herxheimer) para detectar la formacion de vacuolas lipidicas.

El protocolo que se siguié para la Tincion de Herxheimer fue:

i. Se fijaron las células con Formalina 10% durante 10 min a temperatura ambiente.
ii. Se lavé cada pocillo con agua destilada.
iii. Se lavd 2 veces cada pocillo con PBS1X.
iv. Seincubd cada pocillo con agua del grifo (con sales) durante 3 min.
v. Se incubd cada pocillo con agua destilada durante 1 min.
vi. Seincubd cada pocillo, dos veces, con alcohol 50% durante 2 min.

vii. Se incubd cada pocillo con la tincion de Herxheimer (Sudan IIl 0,5gr + Sudan IV 0,5gr + Alcohol

70° 50ml + Acetona 50ml), filtrada previamente, durante 5 min.
viii. Se lavd cada pocillo rdpidamente dos veces con alcohol 50%.

ix. Se lavd cada pocillo con agua destilada. Las muestras se dejaron en agua destilada para sacar las

fotos.

9.2. DIFERENCIACION A CELULA ENDOTELIAL

La diferenciacidn a célula endotelial consistié en cultivar las células durante 7 dias con el medio
de diferenciacion especifico (Medio 199 + FBS 3% + Penicilina 100 U/ml + Estreptomicina 100 pg/ml +
bFGF 10ng/ul + VEGF 50ng/ul). El medio se cambid cada 2-3 dias. Las células se mantuvieron bajo

condiciones de hipoxia durante todo el tratamiento.

Una vez acabado el tratamiento, se obtuvo mRNA para identificar marcadores caracteristicos de
célula endotelial (VEGFR1-2, Vascular endotelial growth factor receptor 1-2; vWF, Von Willebrand
factor; y PECAM-1, Platelet/endotelial cell adhesion molecule 1) (ver apartados 10.1. y 10.4.).
Ademas, se realizd un ensayo in vitro de formacion de tubos sobre Matrigel para analizar la
capacidad de estas células para formar neovasos. Se siguié el mismo protocolo que en el apartado 8
pero, en vez de HUVEC, se utilizaron ASCn y ASCmo no/diferenciadas a célula endotelial. El medio
con el que se sembraron las células fue medio completo de ASC, las células se incubaron durante

7,5h.
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10. ANALISIS DE EXPRESION GENICA

10.1. OBTENCION DEL mRNA

Para llevar a cabo todas las extracciones del mRNA de las células se utilizaron las columnas con
membrana de silice del RNeasy Mini Kit de Qiagen, siguiendo las instrucciones de la casa comercial
(resumen en la Figura 18). Posteriormente, se cuantific6 el mRNA obtenido utilizando el ND-1000

Spectrophotometer de NanoDrop Technologies Inc.

Lisary o
- homogenizar =
—
Il'\-L" RNA total
Células Afadir etanol Capturar el 3x Lavados Eluir en agua
RNA total Rnasa-free

Figura 18. Esquema resumen del proceso de extraccion del RNA a partir de células en cultivo. Se utilizé el RNeasy Mini Kit
de Qiagen.

10.2. GENECHIP® DE AFFYMETRIX

Se realizé un analisis de expresion del genoma completo de las ASC de 3 pacientes no-obesos y
de 3 pacientes obesos. Todas las células fueron cultivadas a pasaje 3 y en condiciones de hipoxia.
Para llevar a cabo el estudio se utilizaron los microarrays GeneChip® Human Gene 1.0 ST Arrays

(Affymetrix).

Después de obtener y cuantificar el mRNA, se analizd su calidad usando el Agilent 2100
Bioanalyzer junto con el Agilent RNA 6000 Nano Kit, ambos de Agilent Technologies. La calidad se
valoré mediante el valor RIN (RNA integrity number) que utiliza valores del 1 al 10, siendo 10 un RNA
sin nada de degradacion. Sélo se aceptaron las muestras de mRNA con un RIN superior a 7, y

preferentemente aquellas con un mismo RIN.

Utilizando el Ambion WT Expression Kit (Ambion, Life Technologies) se amplificaron 200ng de
RNA total (mRNA mezclado con controles poly-A; Affymetrix) (Figura 19). Para ello, se sintetizé cDNA
(del inglés complementary Deoxyribonucleic acid) de doble cadena (dscDNA, del inglés double-
stranded cDNA), y mediante transcripcidn in vitro se obtuvo una mayor cantidad de cRNA (del inglés
complementary Ribonuclei acid). A partir de 10ug de cRNA se sintetizé cDNA de cadena simple (de

segundo ciclo), y 5,5ug de este cDNA se fragmentd y se marcd con biotina utilizando el WT Terminal
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Labeling Kit (Affymetrix). Posteriormente, se afadieron a la muestra marcada los controles de

hibridacion del Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix).

Cada muestra se hibridé en un microarray durante 16h, a 45°C y a 60rpm. Las hibridaciones, los
lavados y el marcaje de los microarrays se realizaron siguiendo las instrucciones de la casa comercial
y utilizando el Affymetrix GeneChip® 3000 7G System (incluye el GeneChip® Scanner 3000 7G, la
Fluidics Station 450, el Hybridization Oven 645 y una estacién de trabajo con el Affymetrix®

GeneChip® Command Console® Software).
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Figura 19. Andlisis del transcriptoma usando Microarrays de DNA. Esquema del proceso de sintesis, amplificacion y marcaje
del cDNA, e hibridacion de un microarray GeneChip® de Affymetrix. B, Biotina del inglés Biotin; cDNA/RNA, del inglés
complementary Deoxyribonucleic acid/Ribonuclei acid; dscDNA, del inglés double-stranded cDNA.

10.3. ANALISIS BIOINFORMATICO

Se utilizaron andlisis bioinformaticos para analizar los resultados obtenidos de los microarrays.
Los analisis de control de calidad se realizaron usando el programa Integromics Biomarker Discovery
(Integromics). Para el analisis estadistico se utilizé el programa Partek Genomics Suite (Partek Inc.).
Usamos el Analisis de componentes principales (PCA, del inglés Principal component analysis), que es
una técnica estadistica descriptiva, para relacionar el conjunto de las muestras analizadas por
microarray en funcién de la variabilidad en la expresidon genética global. Este andlisis reduce la
dimensionalidad de las muestras a 3 dimensiones, donde se le asigna a cada muestra una
representacién tri-dimensional basada en sus 3 primeros componentes principales que caracterizan

la mayoria de los genes expresados.
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Se realizd un analisis de la varianza (ANOVA, del inglés Analysis of variance) modificado por
Partek Inc. para realizar el analisis estadistico entre el grupo de células estudiadas. Los p-valores
obtenidos se ajustaron con el método de Benjamini y Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995) para
estudios de comparaciones multiples, dando lugar al False Discovery Rate (FDR). Para definir qué
genes se expresaban significativamente, se seleccionaron aquellos que presentaran un FDR<0,6 y un
ratio de expresidén 2 +1,5. Para ello utilizamos tanto la informacién de la base de conocimiento de

Ingenuity® Systems (www.ingenuity.com) asi como de diversas publicaciones.

A partir de la informacién encontrada, se selecciond un grupo de genes que validamos
posteriormente en ASC de diversos individuos mediante PCR a tiempo real (explicada en el punto
10.4). Una vez analizados los genes con una expresidn significativamente diferente, se realizd un
estudio de las vias de sefializacién en las que podrian estar implicados estos genes usando el
programa Pathway Analysis de Ingenuity® (IPA). A partir de la informacién obtenida, definimos
posibles interacciones proteicas (directas o indirectas) entre nuestros genes modificados y otras

proteinas para intentar explicar la situacidon observada en nuestras células.

10.4. PCR A TIEMPO REAL

Mediante la técnica de PCR a tiempo real se validaron los genes significativos seleccionados del
microarray, asi como se analizaron otros genes de interés (Tabla 8). Para ello se utilizaron tarjetas
microfluidicas (TagMan® Array Micro Fluidic Cards) de 384 pocillos, disefiadas por nosotros, asi como
assays comerciales individuales (TagMan® Gene Expression Assays) (explicados en los puntos 10.4.1

y 10.4.2, respectivamente)

A partir de 0,5-1 ug de mRNA se realizé la sintesis de cDNA por retrotranscripcion, utilizando el
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Para un volumen final de 20 pl

utilizamos:

- 10 pl muestra (0,5-1 ug mRNA, ajustado con agua RNasa-free)
- 2 ul reverse transcription Buffer 10X

- 0,8 ul Mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfato 25X

- 2 ul reverse transcription Random Primers 10X

- 1 pl MultiScribe™ Reverse Transcriptase

- 4,2 ul agua RNasa-free
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La transcripcion inversa se llevé a cabo en un termociclador (Applied Biosystems® GeneAmp®
PCR System 9700) programado con los siguientes ciclos: 10 min a 25°C, 2h a 37°C, 5min a 85°C,y o~ a
4°C.

La PCR a tiempo real se realizd usando el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Independientemente de si se usaban tarjetas microfluidicas o assays individuales, se

siguieron los siguientes ciclos: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10min, y 40 ciclos de

amplificacion que constan de 15sg de desnaturalizacion a 95°C y 1min de

reasociacion/polimerizacion a 60°C.

Assays utilizados

Assays utilizados

Simbolo Codigo Nombre del gen Simbolo Cdédigo Nombre del gen
ACTA2 Hs00909449_m1 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta LIF Hs00171455_m1 Leukemia inhibitory factor
CCL2  Hs00234140_ml Monocyte chemotactic protein 1 LPL Hs00173425_m1 Lipoprotein lipase
(MCP-1)
CXCL12 Hs00171022_m1 Chemokine ligand 12; stromal cell- OLR1 Hs00234028_m1 Oxidized low density lipoprotein
derived factor 1 (SDF-1) receptor 1
DAPK1 Hs00234480_m1l1 Death-associated protein kinase 1 PECAM1 Hs001697777_m1 Platelet/endothelial cell adhesion
molecule 1 (CD31)
FABP4 Hs01086177_m1l Fatty acid binding protein 4 PITX2 Hs00165626_m1  Paired-like homeodomain
transcription
FLT1  Hs01052937_m1 Vascular endothelial growth factor RUNX2  Hs01047976_m1l Runt-related transcription factor 2
receptor 1 (VEGFR1)
HAPLN1 Hs00157103_m1 Hyaluronan and proteoglycan link TBX15 Hs00537087_ml1 T-box 15
protein 1
HOXC10 Hs00213579_ml1 Homeobox C10 TCF21  Hs00162646_m1l  Transcription factor 21
IL1B Hs00174097_m1 Interleukin 1 8 TNFRSF11B Hs00171068 _m1  Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 11b
IL8 Hs00174103_m1 Interleukin 8 THBS1  Hs00962908_m1 Thrombospondin 1
KDR Hs00911703_m1 Vascular endothelial growth factor VWF Hs00169795_m1  von Willebrand factor

receptor 2 (VEGFR2)

Tabla 8. Listado de los assays utilizados.

10.4.1. TARJETAS MICROFLUIDICAS

Las TagMan® Array Micro Fluidic Cards son tarjetas de 384 pocillos donde se les ha introducido
previamente a cada pocillo un assay individual (Figura 20A). Estas tarjetas permiten analizar una gran
cantidad de genes a la vez, por lo que son muy utilizadas para validar resultados de microarrays.
Ademas, el volumen de muestra utilizado es muy pequefio en comparacién con el utilizado con los

assays individuales.

Las tarjetas utilizadas en este estudio fueron disefiadas por nosotros, eligiendo los assays que
gueriamos incluir en cada pocillo, siempre y cuando fueran assays inventariados de Applied
Biosystems. Cargamos y analizamos las tarjetas siguiendo las instrucciones de la casa comercial, y

usando el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

En nuestro estudio se utilizaron 200ng de mRNA de cada muestra por cada puerto cargado (se

pueden cargar desde 30 hasta 500ng de mRNA) (Figura 20A). En la Figura 20B se esquematiza el
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protocolo que se siguid para cargar estas placas. En cada puerto se cargaron 95 ul de la mezcla de la

muestra + agua + TagMan® master mix (50 pl de cDNA con agua+50 pl de Master Mix).

Puertos/reservorios para la muestra (8)

Orificio para
la muestra

Orificio parala
salida del aire

B
Preparar la Cargarla Centrifugar Sellar la Cargar los Realizar el Analizar los
muestra tarjeta latarjeta tarjeta datos analisis resultados
L]

28 —

50ul cDNA + agua

1 puerto .
50ul TagMan® master mix

Figura 20. TagMan® Array Micro Fluidic Cards. (A) Esquema de una tarjeta microfluidica de Applied Biosystems. (B)
Esquema del protocolo a seguir para analizar la expresidn de genes utilizando tarjetas microfluidicas. Figura modificado de
Applied Bisoystems. cDNA, del inglés complementary DNA.

Una vez obtenidos los resultados, se calculd la expresién relativa de los genes de interés
mediante el método de Ct comparativo, también llamado el método de AACT, con el que se
relacionan los valores Ct de los genes de interés con los valores Ct de un gen enddgeno: 2(Cteen-ct
endégeno) () jvak and Schmittgen, 2001). La expresion de los genes se normalizé con el gen endégeno

TATA-binding protein (TBP, Hs00920494 m1).

10.4.2. ASSAYS INDIVIDUALES

Se utilizaron assays individuales predisefiados por Life Technologies para validar algunos genes

de los microarrays, asi como para analizar la expresién de otros genes de interés.

Los volumenes de muestra, assay y enzima TagMan® master mix fueron diferentes de los

utilizados con las tarjetas microfluidicas. Para 20 ul totales:

- 1 ul cDNA
- 8 ul agua
- 1 pl assay
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- 10 ul TagMan® Master Mix 2X

Se usaron microplacas de 384 pocillos, y en cada pocillo se cargaron 10 ul de la mezcla
preparada, haciendo duplicados por cada muestra y cada gen. La expresién relativa de los genes
también se calculé mediante el método de Ct comparativo, y se normalizé usando el gen TBP como

gen enddgeno.

11. EXPRESION PROTEICA

Para analizar la expresién de diversas proteinas utilizamos la técnica de Western-blot. Para ello, y
en funcidn de la proteina de interés, se obtuvieron diversas fracciones proteicas celulares: proteina

total, proteina de la fraccién citoplasmatica, y proteina de la fraccién nuclear.

11.1. PROTEINA TOTAL

Para obtener la proteina total de las células se lisaron las células con la solucién de lisis Ripa

Buffer.

La solucion que se utilizo fue:

- PBS1X
- RIPA Buffer (50mM Tris-HCI 0,5M pH=6,8 + 150mM NaCl + 1% NP-40 + 0,5% Sodium
Deoxycholate + 0,1% SDS; pH=8)

El protocolo que se siguié fue:

i. Se lavaron las células con PBS1X y se lisaron afiadiendo 150l de solucién Ripa Buffer por cada

placa de Petri de 60mm.

ii. Para ayudar a lisar las células, se pasd el homogenado varias veces por una jeringuilla con una

aguja de 20g.

iii. Se afiadié Nuclease Mix (GE Healthcare), 1/100, y las muestras se guardaron a -20°C hasta su

posterior analisis.

11.2. SUBFRACCIONAMIENTO CELULAR

Realizamos un subfraccionamiento celular para obtener las fracciones proteicas del citoplasma y

del nucleo, y asi poder estudiar la distribucion celular de diversos factores de transcripcién. El
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subfraccionamiento celular se realizé siempre en hielo para evitar la desnaturalizacién de las

proteinas.

Las soluciones que se utilizaron fueron:

- PBS1X
- CSK (NaCl 50nM + Pipes pH6,8 10mM + MgCl, 3mM + Tritédn x100 0,0% + Sacarosa300mM +
coctel de inhibidores de proteasas de Roche)

- Solucion sol/Insol (Tris HCl 15mM + EDTA 5mM + EGTA 2,5mM + SDS 1%)

El protocolo que se siguid se basé en el de Hinck y col. (Hinck et al., 1994):

i. Se sembraron las células en placas de Petri de 60mm con el medio correspondiente y se dejaron

crecer hasta la subconfluencia en condiciones de hipoxia.

ii. Se lavaron las células con PBS1X y se dejaron en 1ml de la solucién CSK, en agitaciéon durante

20min a 4°C.
iii. Las células se rascaron, se recogieron, y se centrifugaron durante 10min a 15.700g y a 4°C.

iv. Se recogio el sobrenadante, que correspondia a la fraccién soluble del citoplasma, y se guardé a

-20°C hasta su posterior analisis.
v. Se resuspendio el pellet en 100ul de la solucidn sol/Insol y se calenté durante 10min a 100°C.

vi. Se afadio 100ul de la solucidn CSK, y esta fraccion correspondio a la fraccidn nuclear. Se guardé

a -20°C hasta su posterior analisis.

11.3. WESTERN-BLOT

Antes de analizar las muestras por western-blot, se determiné la concentracién proteica de cada
fraccion mediante el 2-D Quant Kit, siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Dependiendo de
si la proteina que se queria detectar era mas o menos abundante en el extracto proteico, para el

western-blot se utilizaron desde 10 a 25ug de proteina.

Se separaron las proteinas mediante electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE), descrita
por Laemmli y col. (Laemmli, 1970). Los geles estaban formados por un gel concentrador del 4% de
Acrilamida-Bisacrilamida, y un gel separador del 4-15% de Acrilamida-Bisacrilamida en funcién del
peso molecular de las proteinas. Las proteinas se resuspendieron en una solucién de carga 6X +/- B-
mercaptoetanol, en funcidn de si eran condiciones desnaturalizantes o no (Tris-HCl 125mM, SDS 2%

(p/v), Glicerol 5% (v/v), azul de bromofenol 0,003% (p/v) y H,O; pH 6,8). Para las condiciones
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desnaturalizantes, las muestras con solucidon de carga se calentaron durante 5min a 97°C en un

bloque seco.

Una vez se cargaron las proteinas en los geles, la electroforesis se realizé a 120 volts durante 1,5-
2h. Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana nitrocelulosa 0,45mm (Bio-Rad)

durante 2h a 400mA vy a 4°C.

Para la incubacién de los diferentes anticuerpos, previamente las membranas se bloguearon
durante 1h a temperatura ambiente en agitacién con 7ml de solucién de bloqueo (5% de leche
desnatada o de albumina de suero bovino en tampdn TBS 1X-Tween 20 0,05%). Seguidamente, se
incubaron con 7ml de anticuerpo primario diluido en la solucidn de bloqueo durante toda la noche
en agitacién suave a 4°C. Cada anticuerpo se incubd a una concentracién diferente. Después, las
membranas se lavaron 2 veces durante 10min con tampdén TBS1X-Tween20 0,05% y otras 2 veces con
tampdén TBS1X. Y, finalmente, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario
correspondiente (todos de Dako), diluido 1/10000 en la solucién de bloqueo durante 1h y a

temperatura ambiente. La inmunodeteccién se realizé con la solucidén Supersignal (Pierce).
Los anticuerpos primarios utilizados fueron:
TSP-1, producido en ratén, dilucién 1/1000 (Abcam).
Fosfo-Smad2/3, producido en cabra, dilucién 1/500 (Santa Cruz Biotechnology).

B-Tubulina, producido en conejo, dilucién 1/1000 (Abcam). Este anticuerpo se utilizdé como
control de carga en los western-blot de proteina total, y como control de la fraccidn

citoplasmatica en los western-blot de las muestras de subraccionamiento celular.

Histona H1, producido en ratdn, dilucién 1/1000 (Millipore). Este anticuerpo se utiliz6 como
control de la fraccidon nuclear en los western-blot de las muestras de subfraccionamiento

celular.

La expresiéon proteica se cuantific6 mediante el programa Image Lab TM (Bio Rad). La
translocacion nuclear de los factores de transcripcidn se calculd relacionando los niveles de proteina

nuclear respecto los niveles de proteina total (proteina nuclear + citoplasmatica).
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RESUMEN

Se ha demostrado que el tejido adiposo, un tejido metabdlicamente muy activo, es un reservorio
de células madre mesenquimales. El uso de las células madre derivadas del tejido adiposo (ASC) para
la reparacion y la regeneracion tisular ha tenido un gran éxito debido a su facil accesibilidad y la gran
cantidad de muestra obtenida. Sin embargo, la capacidad funcional de las ASC de individuos con
diferentes grados de adiposidad aun no se ha investigado. Nuestra hipdtesis es que las ASC del tejido
adiposo de pacientes con sindrome metabdlico y una elevada adiposidad pueden verse afectadas

funcionalmente.

Nosotros hemos observado que la fraccion vascular del estroma del tejido adiposo subcutaneo
de individuos no-obesos presenta un numero significativamente més elevado de células CD90" en
comparacion con la fraccidn vascular del estroma del tejido adiposo de pacientes obesos. Ademas,
las ASC aisladas del tejido adiposo de pacientes obesos muestran un menor potencial de

diferenciacidon y una menor capacidad proangiogénica.
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Por lo tanto, las ASC del tejido adiposo derivadas de pacientes obesos presentan una menor
capacidad para la regeneracion terapéutica o espontanea en comparacién con las ASC derivadas de

individuos metabdlicamente sanos.
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ABSTRACT It has been demonstrated that the adi-
pose tissue, a highly functional metabolic tissue, is a
reservoir of mesenchymal stem cells. The potential use
of adipose-derived stem cells (ADSCs) from white
adipose tissue (WAT) for organ repair and regenera-
tion has been considered because of their obvious
benefits in terms of accessibility and quantity of avail-
able sample. However, the functional capability of
ADSCs from subjects with different adiposity has not
been investigated. It has been our hypothesis that
ADSCs from adipose tissue of patients with metabolic
syndrome and high adiposity may be functionally im-
paired. We report that subcutaneous WAT stromal
vascular fraction (SVF) from nonobese individuals had
a significantly higher number of CD90™" cells than SVF
from obese patients. The isolated ADSCs from WAT of
obese patients had reduced differentiation potential
and were less proangiogenic. Therefore, ADSCs in
adipose tissue of obese patients have lower capacity for
spontaneous or therapeutic repair than ADSCs from
nonobese metaholically normal individuals.—Onate,
B., Vilahur, G., Ferrer-Lorente, R., Ybarra, J., Diez-
Caballero, A., Ballesta-Lopez, C., Moscatiello, F., Her-

Abbreviations: ADSC, adipose-derived stem cell; ADSCmo,
adipose-derived stem cell from morbidly obese patient;
ADSCn, adipose-derived stem cell from nonobese individual;
AU, arbitrary unit; BMI, body mass index; BM-MSC, bone
marrow mesenchymal stem cell; DMEM, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium; EC, endothelial cell; FABP4, fatty acid
binding protein 4; FBS, fetal bovine serum; HDL, high-
density lipoprotein; HUVEC, human umbilical vein endothe-
lial cell; LDL, low-density lipoprotein; LPL, lipoprotein lipase;
mAb, monoclonal antibody; MSC, mesenchymal stem cell;
PCR, polymerase chain reaction; PDT, population doubling
time; PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule
I; P/S, penicillin/streptomycing SVF, stromal vascular frac-
tion; TBP, TATA-binding protein: TSP-1, thrombospondin 1:
VEGFRI, vascular endothelial growth factor receptor 1;
VEGFR2, vascular endothelial growth factor receptor 2; vWF,
von Willebrand factor; WAT, white adipose tissue
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ADIPOSE TISSUE, TRADITIONALLY regarded as an energy
storage organ, is now considered an endocrine tissue
and a source of adult stem cells, adipose-derived stem
cells (ADSCs; ref. 1). ADSCs share many properties with
the well-described bone marrow mesenchymal stem
cells (BM-MSCs), including ex vive expansion, differen-
tiation capacity, and mesenchymal characteristic lin-
eage markers (2). However, in contrast to BM-MSCs,
ADSCs can be easily isolated from human subcutancous
adipose tissue and in great quantities (3), which makes
them an attractive alternative for cell therapy purposes.
Among the most interesting characteristics of ADSCs is
their potential to stimulate angiogenesis, reduce apoptosis,
and exert anti-inflammatory properties, which suggests
an active role of ADSCs in revascularization of ischemic
damaged tissues (4-8). Most of these effects are be-
lieved to be mediated via paracrine activity.

At present, age, adipose tissue depot site, and gender
have been shown to modify the number and the
proliferation, differentiation, and angiogenic capacity
of ADSCs (9-13). However, the effect of cardiovascular
risk factors on ADSC potential has not been previously
addressed. Indeed, several human studies have demon-
strated that hypercholesterolemia, diabetes, and hyper-
tension impair the number and function of bone
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marrow-lerived circulating progenitor cells (14-21).
Yet, the effect of different degree of adiposity and/or
metabolic syndrome on the functional capability of
adult stem cells—particularly in ADSCs—has not been
investigated. We hypothesized that human ADSCs from
obese patients with metabolic syndrome may have
impaired capabilities for spontaneous or therapeutic
tissue repair. Here we report that ADSCs from white
adipose tissue (WAT) of patients with obesity and
metabolic syndrome have lower proliferative and angio-
genic potential than ADSCs from WAT of nonobese
metabolically normal individuals.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Subcutaneous WAT was obtained from morbidly obese pa-
tients [body mass index (BMI)>40 kg/m* »n=16] that un-
derwent bypass é,rastri(‘ surgery and from nonobese patients
(BMI<25 kg/m~; n=8) who underwent liposuction surgery.
During the procedures, bypass gastric surgery patients were
kept with isofluorane (2%), whereas liposuction surgery was
performed under propofol/ramifentanil. Tissues were ob-
tained with informed consent from patients, and the study
protocol was approved by the Centro Medico Teknon Ethical
Committee, consistent with the principles of the Declaration
of Helsinki. Blood samples from all subjects were obtained at
the time of intervention in order to evaluate the following
biochemical parameters: glucose, triglyceride, total choles-
terol, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, low-density
lipoprotein (LDL) cholesterol, urea, total proteins, glutamic
oxaloacetic transaminase, glutamic pyruvic transaminase, and
creatinine levels. Patients used regular medication as recom-
mended in the guidelines il it was necessary.

Cell isolation and culture

Isolation of ADSCs was performed with a modified method of
a previously described technique (1). Briefly, adipose tissue
was washed, minced, and digested with 1 mg/ml collagenase
I-A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM; Gibco: Life Technologies,
Inc., Grand Island, NY, USA) for 1 h at 37°C with gentle
agitation. The digested tissue was sequentially filtered
through a 100-pm mesh and centrifuged for 10 min at 1200
rpm at room temperature. The supernatant, containing ma-
ture adipocytes, was aspirated, and the pellet was identified as
the stromal vascular fraction (SVF). SVF was resuspended in
culture medium [DMEM supplemented with 10% fetal ho-
vine serum (FBS) and 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin (P/S); Gibeo| and seeded. Finally, cells were
incubated overnight at 37°C with 5% CO,, under two different
oxygen conditions: normoxic (21% Ogy) and hypoxic (1%
O,). At 24 h after incubation, the medium was changed to
remove nonadherent cells. Adherent cells were referred as
ADSCs. For ADSC expansion, medium was changed every 2-3
d. Cells were always maintained under the original oxygen
condition in all passages.

Flow cytometry characterization

Surface marker analysis of the SVF, ADSCs from nonobese
individuals (ADSCns), and ADSCs from morbidly obese pa-
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tients (ADSCmos), cultured under normoxic and hypoxic
conditions (passage 3), was performed by using the fluores-
cein isothiocyanate- or phycoerythrin-conjugated monoclonal
antibodies (mAbs) against CD105, CD90, CD29, CD44, CD45,
and CD34 and their respective isotype control mAbs (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA). Briefly, the cell suspension
was washed and resuspended with 1% PBS supplemented with
3% bovine serum albumin (BSA:; Sigma-Aldrich) and 0.1%
sodium azide. Cells (10°) were incubated with the specific
mAbs at 4°C for 30 min, fixed with 1> PBS supplemented
with 3% BSA, 0.1% sodium azide, and 0.1% paraformalde-
hyde and analyzed by flow cytometry. Before acquiring SVI
cells, erythrocytes were lysed with 1 ml of quick lysis solution
(Cytognos, Salamanca, Spain). At least 3 X 10" events were
acquired from each sample.

Growth kinetics of ADSCs

To determine the growth kinetics of cultured ADSCs, wells were
seeded with 10" cells/well (passage 3) and cultured under both
normoxic and hypoxic conditions, as described previously (22).
Cells from 2 duplicate wells were harvested and counted every
other day. ADSC numbers were plotted against the number of
days cultured. The exponentialgrowth phase was deter-
mined, and population doubling time (PDT) was calculated
using the formula PDT = T_/[(log N, — log N,) /log,], where
T, is time (d) in the exponential-growth phase, N, is the
number of cells at the beginning of the exponential-growth
phase, and N, is the number of cells at the end of the
exponential-growth phase.

Relative real-time polymerase chain reaction (PCR) and
gene expression

Total RNA was extracted from undifferentiated ADSCns and
ADSCmos, and from adipocyte- and endothelial cell (EC)-
differentiated ADSCns and ADSCmos by using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the
manufacturer’s protocol. The High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems; Life Technologies,
Foster City, CA, USA) was used [or reverse transcription of
RNA. The expression of adipocyte [lipoprotein lipase (LPL)
and fatty acid binding protein 4 (FABP4)] and EC markers
[platelet EC adhesion molecule 1 (PECAM-1), vascular endo-
thelial growth factor receptor 2 (VEGFR2), VEGFRI, and von
Willebrand factor (VWF)] and thrombospondin 1 (TSP-1)
were evaluated at the mRNA level by PCR assays (Applied
Biosystems, Life Technologies), conducted according to the
manufacturer’s instructions. Relative gene expression values
were calculated by the AAC, method. The raw gene expres-
sion values were normalized according to the expression of
TATA-binding protein (TBP) gene.

Western blotting

Whole-cell extracts of ADSCns and ADSCmos cultured under
hypoxic conditions were made in RIPA buffer. Total protein
in cell extracts was determined, and 25 g cell lysate was
subjected to electrophoresis on 8% gels and then transferred
to nitrocellulose membrane. After blocking in 5% nonfat
milk 1 h at room temperature, blots were incubated with
TSP-1 antibody (1:1000; mouse mAb; Abcam, Cambridge,
UK) at 4°C overnight. Secondary antibody consisted of horse-
radish peroxidaseconjugated antibodies (Dako, Glostrup,
Denmark) and was detected using the SuperSignal chemilu-
minescence system (Pierce; Rockford, IL, USA). Protein
expression was determined using Image Lab software (Bio-
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Rad, Richmond, CA, USA), and p-tubulin (Abcam) was used
for protein loading control.

TSP-1 ELISA

Conditioned medium of ADSCns and ADSCmos cultured
under hypoxic conditions was collected, and TSP-1 was quan-
tified using a Quantikine kit (R&D Systems; Abingdon, UK),
according to the manufacturer’s protocol. All values were
normalized to total medium protein.

In vitro tube formation assay

Conditioned medium was collected from ADSCns and ADSCmos
cultured under hypoxic conditions, Human umbilical vein ECs
(HUVECGs) at passage 5 were seeded in 96-well plates coated with

growth factor-reduced Matrigel (BD Biosciences) at a density of

2 % 10" cells/well. HUVEC growth medium was supplemented
with conditioned medium (1:1). Al least 3 wells were used for
each sample of conditioned medium. HUVEC serum-free
growth medium and nonconditioned ADSC culture medium
were used as a negative control; HUVEC growth medium (20%
FBS) served as positive control. Plates were incubated at 37°C
with 5% CO, and 21% O, for 6 h. Total length of tubular
structures was counted with Image] 1.43u software (U.S. Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

In vitro cell differentiation

For differentiation studies, ADSCs at passage 3 and cultured
under hypoxic conditions were plated at a density of 2 X 107
cells/cm* on G-well culture plates and were allowed to grow to
confluence. The culture medium was then replaced with the
specific differentiation medium, which was changed every 2-3
d for the full induction period.

Adipogenic differentiation

Confluent cells were cultured in adipogenic medium with
DMEM supplemented with 10% FBS, 1% P/S, 0.5 mM
3-isobutyl-1-methylxanthine (Sigma-Aldrich), 1 pM dexa-
methasone (Sigma-Aldrich), 200 uM indomethacin (Sigma-

Aldrich) and 1.7 pM insulin (Sigma-Aldrich) (23). Culture
medium was changed every 2-3 d for 21 d. Differentiated cells
were detected with Herxheimer staining for identifying intra-
cellular lipid accumulation and by examining the expression
of the adipocyte cell markers LPL and FABP4 using real-time
PCR.

EC differentiation

Cells were cultured with EC differentiated medium [M-199
supplemented with 3% FBS, 1% P/S (Life Technologies), 10
ng/pl fibroblast growth factor (BD Biosciences), and 50
ng/pl VEGF (Sigma-Aldrich)] for 7 d. Subsequent differen-
tiation was evaluated by cord formation on plating on Matri-
gel (BD Biosciences; ref. 24) and by examining expression of
the EC markers PECAM-1, VEGFR2, VEGFRI, and vWF by
PCR.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using StatView software.
Data are expressed as means = sg. Statistical significance was
assessed by unpaired Student’s ¢ test. Values of P < 0.05 were
considered statistically significant. Correlation significances
were determined as linear correlations.

RESULTS

Patient data

The clinical characteristics of the subjects are detailed
in Table 1. For analytical purposes, subjects were
grouped by BMI. As such, morbidly obese patients
(n=16) presented a BMI > 40 kg_/m"J (44.44%1.29
kg/1112) whereas nonobese individuals (#n=8) presented
a BMI < 25 kg/m* (22.26=0.88 kg/m”). Morbidly
obese patients had hyperglycemia (142.13+11.95
mg/dl glucose; P<0.05) and lower levels of HDL
cholesterol and total cholesterol/HDL ratio than nono-

TABLE 1. Clinical characteristics of the subjects who participate in the study

Characteristic Morbidly obese patients Nonobese individuals r

n 16 5

Age 41.56 = 3.07 38.28 = 2,48 NS

BMI (kg/m!) 44.44 + 1.29 22.26 + 0.88 <0.0001

Biochemical parameter
Glucose (mg/dl) 142,13 + 11.95 61.54 + 7.35 0.0003
Triglyceride (mg/dl) 135.00 = 18,41 131.14 + 40.72 NS
Cholesterol (mg/dl) 184.19 + 10.58 186.71 = 9.41 NS
HDL (mg/dl) 33.20 = 3.05 48.32 + 2.82 0.0045
LDL (mg/dl) 133.33 = 1297 1567.45 = 11.33 NS
Urea (mg/dl) 23.61 = 1.90 2005 + 2.71 NS
Total protein (g/dl) 7.16 = 0.31 7.03 £ 0.35 NS
GOT (U/L) 17.78 + 208 3250 + 14.58 NS
GPT (U/L) 19.32 + 4.67 33.72 * 16.54 NS
GPT/GOT L.15 = 0.11 0.94 = (.14 NS
Creatinine (mg/dl) 0.83 = 0.07 0.55 = (.10 0.036
Cholesterol/HDL 592 + (.48 308 + (.38 0.01
HDL/LDL 0.25 = 0.03 0.31 = 0.02 NS

Data are presented as the means = sg. GOT, glutamic oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic

pyruvic transaminase; NS, not significant.
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TABLE 2. Phenotypic characterization of human subcutaneous
stromal vascular fraction

Nonobese Morbidly obese
Antigen individuals patients P
CDI0™ (%) 35.31 + 7.70 19.11 + 3.07 <0.05
CD29" (%) 32,16 *+ 8.94 34.82 + 6.99 NS
CD44™ (%) 9.05 + 591 6.49 * 1.32 NS
CD45™ (%) 14,40 £ 5.50 7.47 £ 1.81 NS

Percentages of ADSC surface markers were analyzed in the
subcutaneous stromal vascular fraction from nonobese individuals
and morbidly obese patients. Data are presented as means * sg; NS,
not significant.

bese individuals (P<<0.05), supporting their metabolic
syndrome condition.

SVF and ADSC phenotypic characterization

We analyzed the presence of ADSC surface markers
(CD90, CD29, and CD44) in the subcutaneous SVF
from WAT of morbidly obese and nonobese subjects.
CD45 was used as a marker of hematopoietic cells
(Table 2). Flow cytometry results revealed the presence
of higher numbers of CD90 " cells in WAT from nono-
bese individuals (35.31£7.7%) than in WAT of mor-
bidly obese patients (19.11£3.07%). No differences
between groups were seen when we analyzed CD29™"
(nonobese: 32.1628.94%; morbidly obese: 34.82+6.99%)
and CD44" (nonobese: 9.05+5.91%; morbidly obese:
6.49+1.52%) cells.

ADSCns and ADSCmos were harvested and cultured in
two different oxygen conditions: normoxia (21% O,) and
hypoxia (1% O,). After in vitro culture (passage 3) we
measured the presence of CDY0, CD2Y9, CD44, CD105,
CD34, and CD45 in the cultured cells. The percentages of
CD90™, CD29", CD44*, and CD105" cells achieved 90—
100% in both groups of subjects regardless of oxygen
culture conditions (Table 3). No CD45 or CD34 ™" cells
were observed in the cultured cells.

Growth kinetics of cultured ADSCs under normoxic
and hypoxic conditions

To evaluate the effects of oxygen concentration on
ADSCn and ADSCmo growth, we analyzed the effect of

TABLE 3. Phenotypic characterization of human ADSCs

both normoxic and hypoxic conditions (Fig. 14) in
growth kinetics up to 10 d.

When ADSC numbers were monitored over time, an
exponential cell growth curve was obtained (Fig. 1B, C).
When comparing ADSC growth curves in both oxygen
conditions, ADSCs cultured in hypoxic conditions
showed faster growth Kinetics than ADSCs cultured in
normoxic conditions (P<<(0.05). This significant effect
was shown in both ADSCns (Fig. 1B) and ADSCmos
(Fig. 1C). The lag phase before cell growth was longer
in ADSCns than in ADSCmos in both oxygen condi-
tions, but the differences did not reach statistical sig-
nificance (Fig. 1D).

PDT was calculated from the exponential-growth phase
of the growth curves. PD'T was longer in ADSCmos than in
ADSCns cultured in normoxic conditions (ADSCmos:
3.20£0.06 d, ADSCns: 2.3820.21 d; P<<0.05; Fig. 1[) and
in hypoxic conditions (ADSCmos: 2.660.085 d, ADSCns:
1.88=0.055 d; P<0.0005; Fig. 1/). Indeed, ADSCs from
subcutaneous WAT of obese patients were significantly
less proliferative than ADSCs from subcutaneous WAT of
nonobese individuals.

Angiogenic potential

To study the angiogenic potential of ADSCns and
ADSCmos, we measured the gene and protein ex-
pression levels of the antiangiogenic molecule TSP-1.
ADSCmos presented higher expression levels of
TSP-1 as both mRNA [ADSCns: 556.15+£284.16 arbi-
trary units (AU), ADSCmos: 2017.96+324.88 AU;
P=0.016; Fig. 24] and protein (ADSCns: 0.13+0.05
AU, ADSCmos: 0.98£0.22 AU; P=0.0024; Fig. 2B).
These values correlate with BMI (mRNA: R2=0.44,
P=0.0037; protein: RE2=0.49, P=0.0025). TSP-1 se-
creted levels (Fig. 2C) were higher in ADSCmo than
ADSCn conditioned medium (ADSCn: 71.78+12.56
ng TSP-1/mg total protein, ADSCmo: 121.06+12.2
ng TSP-1/mg total protein). When we analyzed the
effect of the conditioned medium from ADSCmos
and ADSCns on the capillary-like tube formation
capacity of HUVECs in Matrigel (Fig. 2D), we found
that conditioned medium from ADSCmos induced
a significantly reduced formation of capillary-like
structures  (ADSCns:  9813.31+£1086.60 AU, ADSCmos:
7387.78£518.34 AU; P=0.035; Fig. 2D).

Normoxic conditions

Hypoxic conditions

Antigen ADSCn ADSCmo ADSCn ADSCmo P
CD90™ (%) 96.79 = 1.86 98.7 = 0.67 098.29 = 1.45 99.80 £ 0.11 NS
CD29" (%) 99.33 = 1.34 99.60 = 0.50 96.60 = 1.90 93.05 = 5.36 NS
CD44™ (%) 95.73 = 1.49 98.40 = 1.30 95.97 = 7.50 91.00 = 7.13 NS
CD105™ (%) 92.6 £ 1.5 93.7 = 0.7 91.2 = 2.1 94 + 0.9 NS
CD34" (%) 0.3 +0.1 0.1 0.1 0.6 0.3 0.1 +0.1 NS
CD45™ (%) 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 NS

ADSC surface markers were analyzed in ADSCns and ADSCmos cultured after 3 passages under normoxia (21% O,) or hypoxia (1% O,)

conditions. Data are presented as means = se. NS, not significant.
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Adipogenic differentiation capacity

To evaluate the potential of ADSCns and ADSCmos to
differendate, cells cultured in hypoxic conditions were
induced to differentiate to adipocytes (Fig. 3). Both cell
types showed adipocyte differentiation; however, ADSCns
showed larger-size lipid vesicles positive for Herxheimer's
staining (Fig. 3A4). Morcover, differentiated ADSCns
showed a significantly higher expression of the adipocyte
cell markers FABP4 (ADSCns: 22,400-fold, ADSCmos:
430040ld) and LPL (ADSCns: 30,000-fold, ADSCmos:
17004fold; Fig. 3B).

EC differentiation capacity

ADSCns and ADSCmos showed EC differentiation
(Fig. 4). While undifferentiated ADSCns and ADSCmos

OBESITY AND ADIPOSE TISSUE-DERIVED STEM CELLS

did not form capillarylike ring structures in Martrigel (Fig.
44), ECdifferentiated ADSCs formed capillary-like net-
works. These networks were of similar lengths for both
ECAdifferentiated ADSCs (ADSCns: 6264.81+1454.23 AU,
ADSCmos: 7040.72+1234.94 AU; Fig. 4B).

The expression of EC molecular markers in differenti-
ated and undifferentiated ADSCns and ADSCmos (Fig. 5)
showed some differences. ADSCns and ADSCmos signifi-
cantly increased the expression of PECAM-1 after EC
differentiation (ADSCns: 17-old, P=0.03; ADSCmos: 12-
fold, P=0.0028). Expression levels of VEGFRI were not
modified after EC differentiation, although a nonsignifi-
cantly higher expression was seen in ADSCmos before
and after differentiation. VEGFR2, CD34, and vWF had
very low expression levels regardless of cell type and the
differentiation process in these cells.
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DISCUSSION gender have the potential to modify the functionality and

quality of ADSCs (9-13). However, little is known about
the effect of obesity in endogenous ADSCs. In the present
study, we compared subcutaneous ADSCs from morbidly
obese patients and from nonobese individuals, analyzing
growth behavior, differentiation capacity, and angiogenic
potential.

ADSCs have recently become an alternative source of
pluripotent stem cells for cell therapy. Certainly, ADSCs
have been used in various preclinical models and clinical
trials. However, previous studies using circulating progen-
itor cells from patients with cardiovascular risk factors

have shown impaired properties. As such, evidence sug- . . .
gests that smoking, hypertension, coronary artery disease, We observed that WAT from Ip?rbldl}* obcsc.pa.tlcnts
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and functional activities of isolated endothelial progenitor SVF. This result is in agreement with a study reporting
cells. Endothelial progenitor cell proliferation, migration, ~ reduced committed preadipocyte numbers in obese
adhesion, and in vitro vasculogenesis are impaired in  patients (27). However, the percentages of CD29" and
patients with cardiovascular risk factors (14, 17-21, 25,  CD44" cells were similar in SVFs from both morbidly
26). As to ADSCs, age, adipose tissue depot site, and obese and nonobese subjects.
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Figure 3. Differentiation of human ADSCns and ADSCmos toward adipogenic phenotype. Adipogenic differentiation of ADSCns
and ADSCmos was detected by Herxheimer staining of lipids (A, arrowheads) and the expression of adipocyte molecular
markers FABP4 (B) and LPL (C). *P < 0.005, **P < 0.0005 vs. undifferentiated cells; *P < 0.005 vs. ADSCns.
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For clinical cell therapy purposes, it would be bene-
ficial to obtain the most ADSCs in the shortest period of
time. Hypoxia is an important microenviromental fac-
tor in major aspects of stem cell biology, including
survival, proliferation viability, pluripotency mainte-
nance, differentiation, and migration (28-32). Despite
the fact that the anatomical sites of MSC niches in the
body are relatively oxygen deficient, MSCs are usually
cultured under normoxic conditions. Although hyp-
oxia, concomitant with serum deprivation, has been
demonstrated to induce apoptosis in MSCs (33, 34),
culturing MSCs under physiologically relevant low-oxy-
gen-tension conditions may uniquely benefit the prolif-
eration, differentiation, growth factor secretion, and
migration/homing potential of transplanted cells. Pre-
vious studies have demonstrated that culturing BM-
MSCs and human ADSCs under hypoxic conditions
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increased their proliferation capacity (30, 35, 36),
although those cells presented an extended lag phase
in order to acclimatize to culture conditions (29).
Moreover, it has been shown that hypoxia increases
angiogenic potential and the release of paracrine fac-
tors in murine and human BM-MSCs and ADSCs (35,
37-39). Indeed, the tissue-regenerative potential of
BM-MSCs in the repair of murine infarcted myocar-
dium and hindlimb ischemia (32, 37) and MSC wound-
healing effects (36, 40) has been improved by hypoxic
preconditioning. Therefore, we cultured ADSCns and
ADSCmos under two different oxygen conditions (nor-
moxia and hypoxia) in order to compare growth kinet-
ics and function between ADSCmo and ADSCn. Firstly,
when we cultured ADSCs under normoxic conditions,
both ADSCns and ADSCmos were 90-100% positive for
CD90, CD29, CD105, and CD44. ADSCs cultured under
hypoxic conditions elicited similar results in surface
marker expression of pluripotency. These results
showed that neither hypoxia nor obesity modifies the
molecular phenotype of expanded ADSCs.

However, we tested the effects of cell culture oxygen
levels on cellular function. Hypoxia seems to modify
ADSC proliferation. We observed an improvement in
growth kinetics of ADSCns and ADSCmos cultured
under hypoxic conditions. Interestingly, ADSCs from
obese patients showed decreased proliferation capacity.
ADSCmos presented slower PDTs than ADSCns cul-
tured under both normoxic and hypoxic conditions.

In previous experimental animal studies with mice,
rats, and rabbits, ADSCs were shown to have angiogenic
properties through the release of paracrine factors
(4-6). In fact, ADSCs are known to secrete a large
number of angiogenic factors, including VEGF, hepa-
tocyte growth factor, insulin-like growth factor 1, trans-
forming growth factor-p, and monocyte chemotactic
protein 1, among many others, which suggests an active
role of ADSCs in promoting revascularization of the
ischemic tissue (41-44).

To this end, we studied whether ADSCmos had a
different angiogenic potential. We measured levels of
TSP-1 at the gene expression and intracellular and
secreted-protein levels. TSP-1 is an adipokine with
antiangiogenic effects, the expression and secretion of
which have been shown to be strongly modulated by
insulin and glucose levels in adipocytes from rats with
diet-induced obesity (45) and the degree of obesity in
human adipose tissue from extremely obese and insu-
linresistant subjects (46, 47). In all cases, TSP-1 levels
were higher in ADSCmos than in ADSCns. Conditioned
medium from ADSCmos induced a decrease in HUVEC
capillary-like ring formation with respect to ADSCn
conditioned medium, indicating a much lower proan-
giogenic capacity of ADSCmos.

To study how obesity may affect ADSC differentiation
capacity, we induced differentiation of ADSCns and
ADSCmos toward both adipocytes and ECs (24, 48).
Several studies have shown an inverse correlation be-
tween BMI and preadipocyte differentiation capacity.
In women, obesity reduces the differentiation capacity
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of the adipose SVF (10, 27), and in Pima Indians,
preadipocyte differentiation correlated negatively with
the degree of central obesity (49). Impaired adipocyte
differentiatdon of preadipocytes in obesity has also been
reported (50). Here we found that ADSCmos showed
lower differentiation capacity to adipocytes than ADSCns.
Although the expression of the adipocyte-specific genes
LPL and FABP4 increased after the differentiation
process, ADSCmos presented lower expression levels
compared to ADSCns.

ADSC differentiation to ECs also showed differences
between both cells. Indeed, the expression of EC-
specific genes did not follow the same pattern in
ADSCmos and ADSCns. ADSCmos expressed higher
levels of VEGFR1 than ADSCns hefore and after EC-
differentiation. Only in vitro differentiated ADSCs pre-
sented the ability to form capillary-like ring structures.
EC differentiation similarly modified the expression of
PECAM-1, while VEGFR2, CD34, and vWF expression
levels were almost undetectable in both cell types and
did not change their expression after the differentia-
tion process.

In summary, ADSCs from morbidly obese patients
with metabolic syndrome show impairment in prolifer-
ation, angiogenic capacity, and differentiation poten-
tial. These effects may negatively influence their regen-
erative potential when used in cell therapy and also in
spontancous repair of minor organ damage. Indeed,
ADSCs have already been tested in several clinical rrials,
from repair of heart ischemic injury to Crohn’s disease
and multiple sclerosis (51-55). However, our observa-
tions indicate that the therapeutic strategies based on
autologous ADSC implantation would be impaired in
patients with obesity and metabolic syndrome.
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Stem cells isolated from adipose tissue of obese patients show changes in their transcriptomic
profile that indicate loss in stemcellness and increased commitment to an adipocyte-like

phenotype.
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Factor de Impacto: 4,40

RESUMEN

El tejido adiposo es un érgano endocrino que, cuando se acumula y produce obesidad, se
convierte en un factor de riesgo para el desarrollo de la ateroesclerosis y de la enfermedad
cardiovascular. A pesar de que el tejido adiposo también es un reservorio de células madres (ASC), su
funcién y su multipotencialidad han sido cuestionadas. Nuestra finalidad en este trabajo es la de
estudiar los mecanismos por los cuales la obesidad afecta a las células madre derivadas del tejido

adiposo subcutaneo.

Para llevar a cabo este estudio, realizamos analisis transcriptomicos e in silico, y ensayos basados
en la técnica de la PCR a tiempo real y de western-blot, en ASC aisladas de tejido adiposo subcutaneo

abdominal derivadas de pacientes con obesidad mdrbida (ASCmo) o de individuos no-obesos (ASCn).

Los analisis in silico revelaron que ambas poblaciones celulares presentaban un patrén de
expresion génico diferencial y separado el uno del otro. Las ASCmo presentaban una disminucidn en
la expresion de genes multipotenciales o implicados en el desarrollo, y un aumento de la expresion
de genes implicados en la adipogénesis o en procesos inflamatorios, en comparacién con las ASCn.

Ademas, el analisis de datos via Ingenuity Pathway Analysis (IPA) mostré que el factor de
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transcripcién Smad3 podria estar afectado por la obesidad en las ASCmo. La validacion de esta
proteina nos confirmd que las ASCmo presentaban una reduccion significativa de la translocacion

nuclear de Smad3.

El perfil transcriptémico de las células madre del tejido adiposo subcutaneo de pacientes obesos
esta altamente modificado con cambios importantes en los genes que regulan la multipotencialidad,
la diferenciacién a linajes especificos y la inflamacién. A parte del indice de masa corporal, la
acumulacidn de factores de riesgo cardiovascular afecta aun mas al perfil transcriptémico de las ASC
disminuyendo su multipotencialidad y su potencial de reparacién tisular. En resumen, las células
madre del tejido adiposo subcutdneo derivadas de pacientes obesos estan comprometidas en el
linaje adipocitico y muestran un aumento en la expresidn de genes inflamatorios asociado con una

pérdida de multipotencialidad.
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Abstract

Background: The adipose tissue is an endocrine regulator and a risk factor for atherosclerosis and cardiovascular
disease when by excessive accumulation induces obesity. Although the adipose tissue is also a reservoir for stem
cells (ASC) their function and “stemcellness” has been questioned. Our aim was to investigate the mechanisms by
which obesity affects subcutaneous white adipose tissue (WAT) stem cells.

Results: Transcriptomics, in silico analysis, real-time polymerase chain reaction (PCR) and western blots were
performad on isolated stem cells from subcutanecous abdominal WAT of morbidly obese patients (ASCmo) and of
non-obese individuals (ASCn). ASCmo and ASCn gene expression clustered separately from each other. ASCmo
showed downregulation of "stemness” genes and upregulation of adipogenic and inflammatory genes with respect
to ASCn. Mareover, the application of bioinformatics and Ingenuity Pathway Analysis (IPA) showed that the
transcription factor Smad3 was tentatively affected in obese ASCmo. Validation of this target confirmed a
significantly reduced Smad3 nuclear translocation in the isolated ASCmo.

Conclusions: The transcriptomic profile of the stem cells reservoir in obese subcutaneous WAT is highly modified
with significant changes in genes regulating stemcellness, lineage commitment and inflammation. In addition to
body mass index, cardiovascular risk factor clustering further affect the ASC transcriptomic profile inducing loss of
multipotency and, hence, capacity for tissue repair. In summary, the stem cells in the subcutaneous WAT niche of
obese patients are already committed to adipocyte differentiation and show an upregulated inflammatory gene
expression associated to their loss of stemcellness.
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Background

White adipose tissue (WAT), traditionally viewed as an
energy storage tissue, is now recognized as an endocrine
organ that harvests and serves as repository of mesen-
chymal stem cells, the adipose-derived stem cells (ASC),
for physiological cell renewal and spontaneous repair.
Henceforth, these ASC have the potential to differentiate
towards multiple tissue lineages, produce a large variety
of growth factors and present immunomodulatory prop-
erties [1]. Mesenchymal stem cells (MSC) homing from
bone marrow to peripheral tissue is probably the most
specialized organ repairing process. During the last few
years it has been possible to isolate MSC from different
tissues [2].

Obesity, a chronic pathological condition, is a risk fac-
tor for cardiovascular disease, but paradoxically, it seems
to protect against morbi/mortality from heart failure [3].
The hypothesis of a repository of stem cells in WAT of
heart failure-obese patients that may serve as a source
for spontaneous repair has never been tested. [t has been
recently suggested that any alteration of the stem cell
homeostasis by constant and repetitive trauma, and
chronic disease could provoke a persistent disequi-
librium inside the stem cell reservoir leading to an
irreversible and premature decrease of the stem cells
regenerative potential reducing their “stemcellness” [2].
Because a growing body of evidence suggests that depot-
specific variations in resident stem cells are retained
despite in vitro culture processes [3], we investigated the
isolated stem cells from the adipose tissue niches to
identify their changes due to obesity. Indeed, we have
previously reported that adipose-derived stem cells
(ASC) from obese patients show a differentiation poten-
tial and are less proangiogenic than ASC from non-
obese individuals [4]. However, how obesity affects ASC
and which are the affected genes remain unclear.

Differences in gene expression between subcutaneous
and visceral WAT have been reported. As such, genes
involved in energy homeostasis and adipogenesis are
profoundly altered in obese WAT [5-8]. Additionally,
in obese individuals’ mature adipocytes, the major
WAT-cell types have shown to present an altered
inflammation-related gene expression profile [9]. In
addition, studies in subcutaneous preadipocytes from
type 2 diabetes patients and obese Pima Indian
subjects have reported diminished expression of genes
involved in differentiation and an upregulation of
inflammation-related genes [10,11]. Moreover, obesity
has shown to dysregulate the stemness gene network
of omental-ASC [12]. However, there are few studies
investigating how obesity affects the transcriptome of
resident stem cells reservoir.

In this study, we investigated the gene expression
profile and the involved biological functions in ASC of
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obese patients using a systems biology approach. ASC
were isolated from WAT to avoid the contribution of
differentiated cells in subcutaneous WAT to the trans-
criptomic signature. We studied gene expression profile
of isolated subcutaneous ASC from patients with obesity
and clustering of cardiovascular risk factors and ASC
from non-obese healthy individuals. We used a bioin-
formatic approach with “in silico” analysis to identify
biological functions and target genes potentially altered
in ASC. Further validation of candidate genes has identi-
fied potential targets associated to a reduced regenera-
tive potential.

Results

Patient demographics and ASC phenotypic
characterization

ASC were harvested from morbidly obese patients
[Body mass index (BMI) = 44.44 + 1.29 kg/m?], and non-
obese individuals (BMI = 22.26 + 0.88 kg/m?). Although
both groups were comparable in age (morbidly obese pa-
tients = 41.56 + 3.07 years; non-obese individuals = 38.28 +
2.48 years), morbidly obese patients showed significantly
(p<0.05) elevated glucose (142.13+11.95 mg/dl vs
61.54 + 7.35 mg/dl), creatinine levels (0.83 + 0.07 mg/dl
vs 0.55+0.1 mg/dl) and total cholesterol/high density
lipoprotein cholesterol (HDL) ratio (5.92 + 0.48 vs 3.98 +
0.38), and lower HDL cholesterol levels (33.2 + 3.05 mg/dl
vs 48.32 + 2.82 mg/dl) as compared to non-obese indi-
viduals. No differences were detected in triglyceride, total
cholesterol, low density lipoprotein cholesterol (LDL),
urea, total proteins and hepatic enzymes levels.

Flow cytometry analysis of isolated ASC from mor-
bidly obese patients (ASCmo) and non-obese individuals
(ASCn) revealed similar ASC phenotype in both groups
of cells at passage 3, when the transcriptomic analysis
was performed. Both cell types strongly expressed typical
ASC surface antigens such as CD90 (Thy-1 cell surface
antigen), CD29 (Integrin beta 1), CD44 (Hyaluronic acid
receptor), and CD105 (Endoglin) and were negative for
CD45, a hematopoietic cell marker, and for CD34, a
marker of bone marrow cells, hematopoietic stem cells,
endothelial progenitor cells and muscle stem cells
(Additional file 1: Table S1). Interestingly the flow cy-
tometry analysis at passage 0 demonstrated that passage
3 cells had similar ASC surface markers levels (CD105,
CD29, CD90 and CD44) with respect to passage 0 cells.
However, a significant reduction in CD34 and CD45 was
found indicating that the passage 3 cells used for
transcriptomic analysis were a homogeneous ASC popu-
lation (Additional file 1: Table S1).

Transcriptomic analysis
In order to compare gene expression patterns between
ASCmo and ASCn, a comprehensive transcriptomic
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analysis was performed using Affymetrix whole-transcript
expression array. To visualize gene expression data we
performed Principal Component Analysis (PCA) that dem-
onstrated the independence of transcriptomic signature in
ASCmo and ASCn (Additional file 2: Figure S1). To further
explore genes differentially expressed between ASCmo and
ASCn, we used modified analysis of variance (ANOVA)
analysis. With a p-value < 0.2, a 60% False Discovery Rate
(FDR) and a fold change > 1.5, 637 differentially expressed
transcripts were detected while with a p-value < 0.1, a 60%
FDR and a fold change > 1.5, 457 gene transcripts were
detected (Additional file 3: Figure S2). Among the 637
detected genes, 319 exhibited an increased expression
in ASCn (fold change range: 1.5 to 7.2) while 318
were overexpressed in ASCmo (fold change range: 1.5
to 18).

ASCmo and ASCn gene expression patterns

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) data identified the most
relevant modifications in gene expression in ASCmo. These
genes were further validated by real-time PCR (Figure 1).
Developmental genes were down-regulated in the ASCmo
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compare to ASCn since a significantly reduced expression
was observed in HOXC10 (Homeobox C10; -1.42 fold),
TBX15 (T-box 15; -2.04 fold), ACTA2 (a-smooth muscle
actin; -1.42 fold) and SDF-1 (Stromal cell-derived factor
1/CXCL12; -2.32 fold) (Figure 1A).

Moreover, ASCmo presented a significant up-regulation
in genes that induce adipocyte lineage commitment or
regulates adipogenesis, such as TCF21 (Transcription
factor 21; 2.62 fold), PITX2 (Paired-like homeodomain
transcription factor 2; 1.88 fold), LIF (Leukemia inhibitory
factor; 4.4 fold), TNFRSF11B (Osteoprotegerin; 15.23 fold)
and HAPLN1 (Hyaluronan and proteoglycan link protein
1; 2.94 fold). Contrary RUNX2 (Runt-related transcription
factor 2; -14 fold), that induces osteoblastogenesis,
showed a trend towards a decrease expression in ASCmo
compared to ASCn (Figure 1B).

There was an up-regulation in the expression of pro-
inflammatory molecules such as IL-1p (Interleukin-1p;
4.81 fold), IL-8 (Interleukin-8; 5.9 fold) and CCL2 (mono-
cyte chemotactic protein-1; 3.35 fold), and OLR1 (oxidized
low density lipoprotein receptor 1; 7.62 fold) in
ASCmo. The dual pro-apoptotic/pro-survival molecule
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DAPK1 (Death-associated protein kinase 1, -2.40) is
down-regulated in ASCmo compared to ASCn
(Figure 1C).

Effects of cardiovascular risk factor clustering

Correlation analysis between gene expression and BMI
or clustering of cardiovascular risk factors (morbid
obesity, high blood pressure, smoking, previous cardio-
vascular event, dyslipidemia and/or type 2 diabetes) was
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performed. Expression levels of ACTA2 (R: -0.69),
TBX15 (R: -0.68), SDF-1 (R: -0.46) and DAPK1 (R: -0.43)
negatively correlated with BMI increase (p<0.05);
whereas LIF (R: 0.46), PITX2 (R: 0.44), TNFRSF11B
(R: 0.58), IL-1p (R: 0.45) and OLR1 (R: 0.51) correlated
positively (p <0.05) (Figure 2). Furthermore, ACTA2 (Rho:
-5.97), HOXC10 (Rho: -5.29) and TBX15 (Rho: -0.671)
negatively correlated with cardiovascular risk factor clus-
tering (p<0.05); while LIF (Rho: 0-477), PITX2 (Rho:
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0.459), OLR1 (Rho: 0.485), TNFRSF11B (Rho: 0.805), IL-1p
(Rho: 0.52) and IL-8 (Rho: 0.644) correlated positively
(p <0.05) (Figures 3 and 4).

SMAD activation differs between ASCn and ASCmo
Bioinformatic systems biology analysis predicted the
SMAD pathway as a potential candidate in the activa-
tion/repression of the modified genes in obesity. In order
to analyze SMAD pathway activation, we assessed
nuclear translocation of phospho-Smad3. We show that
ASCmo present a lower activation of SMAD pathway, in
fact, phospho-Smad3 nuclear translocation were signifi-
cantly reduced in the ASCmo (Figure 5).

Discussion

In this study we demonstrate that obesity affects WAT-
resident ASC by differentially regulating their gene
expression. The transcription of both genes involved in
development as well those involved in adipocyte diffe-
rentiation is significantly modified. Moreover, ASC from
obese patients already show upregulation of inflamma-
tory genes. Interestingly, ASC from obese patients with
metabolic syndrome (and clustering of cardiovascular
risk factors) show further impairment in their trans-
criptomic profile than ASC from obese metabaolically
healthy patients.

ASC in morbidly obese patients show similar ASC
surface markers (CD44, CD90, CD29 and CD105) to
ASC from non-obese individuals. However, we had pre-
viously shown that ASCmo have significantly different
cell proliferation, differentiation and angiogenic potential
[4]. Here we show that ASC from the subcutaneous
WAT of morbidly obese patients adopt a significantly
modified expression profile with major changes on genes
that regulate cell survival, cell differentiation, tissue
integrity and metabolic pathways. Interestingly, the ASC
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(passage 3; both from non-obese and obese patient
abdominal fat) were negative for the surface marker
CD34, a marker described for bone marrow cells,
hematopoietic stem cells, endothelial progenitor cells
and muscle stem cells [13]. In fact, the expression of
CD34 by ASC has been a matter of discussion because
of contradictory reports and findings [14]. While some
authors have described an ASC population that express
CD34 [15-17], some others have not been able to detect
this marker [1,18,19].

Two highly conserved families of genes involved in
embryonic development show down-regulation in ASC
from morbidly obese patients: the homeobox (HOXC10)
and T-box (TBX15). The HOX code is mainly a “bio-
logical fingerprint” of different cell types reflecting a
continuation of embryonic patterning [20]. Despite the
essential role played by HOX genes in embryonic deve-
lopment, hematopoiesis, cancer, angiogenesis and wound
repair, there is limited information on HOX genes in a
variety of MSC. Similarly, Tbx15 is one of the funda-
mental developmental mesodermal transcription factors
that is highly expressed in both human and rodent
adipose tissue [21]. Here we described for the first time
that obesity down-regulates expression of TBX15 and
HOXC10 in subcutaneous WAT resident stem cells. The
expression of both genes negatively correlates with BMI
and cardiovascular risk factor clustering therefore poten-
tially marking a reduced developmental potential of the
more differentiated cells of the morbid obesity fat depot.
The same result is shown with ACTA2, an ASC gene
marker. It has been shown that mice ASC expressing
ACTA?2 present multilineage differentiation ability com-
pared to ASC that do not express ACTA2 which only
display adipogenic commitment [22]. The fact that
expression of these three genes are found significantly
decreased in ASC from morbidly obese patients
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indicates that obesity impairs the multipotency of the
stem cells homed into their subcutaneous WAT.

Stem cell migration is a key process for development,
spontaneous regeneration and homing. It has been de-
scribed that the CXCR4-SDF-1 axis regulates cellular

trafficking [23] and that ASC produce and secrete SDF-1
[24]. Circulating SDF-1 levels are decreased in diet-
induced obese mice and in adolescents with elevated
waist circumference and BMI measures [25]. In this
study we show that ASC in morbidly obese patients
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Figure 5 Nuclear translocation of phospho-5mad3 differs between ASCn and ASCmo. (A) Western blot analysis of cytoplasmic-mermbrane
(C) and nuclear (N) fraction of ASCn and ASCmo. (-tubulin and Histone H1 were used as a membrane-cytoplasmic and nuclear fraction marker,
respectively. (B) ASCmo presented a reduced nuclear translocation of phospho-Smad3 compared to ASCn (¥ p < 0.05 vs ASCn).
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show a significant down-regulation in SDF-1 expression,
and that the effect is BMI-dependent and correlates with
cardiovascular risk factors clustering. These results
indicate that obesity seems to impair ASC trafficking
and homing.

Given that adipocytes share a common mesenchymal
precursor cell with osteoblasts, entrance into the adipo-
cytic or osteoblastic lineage is thought to be mutually
exclusive [26]. In fact, our results revealed that the
adipogenic lineage is stimulated in ASCmo while
osteoblastogenesis is inhibited. We have observed that
TCF21 expression, a white WAT-selective marker, is
increased in ASCmo. Opposite, RUNX2, an osteoblast
marker, presented a non-significant trend to decrease in
ASCmo. TCF21 is the first useful positive selection
marker for white preadipocytes and plays an important
role in adipogenesis. It has been shown that TCF21
suppresses myogenesis [27]. Of interest, PITX2 that is
known to upregulate the expression of TCF21 [28], is
up-regulated in ASCmo explaining the increase in
TCF21 expression.

On the other hand, we detected that ASCmo presented
an increased expression in LIF and TNFRSF11B genes.
Various studies of LIF in adipose tissue have suggested
that adipogenesis could be modulated by this gpl30
cytokine at certain stages of development while regulating
the expression of genes associated with lipid metabolism
[29]. Furthermore, TNFRSF11B (Osteoprotegerin) is a gly-
coprotein of the tumor necrosis factor (TNF) receptor
superfamily that was originally discovered as bone resorp-
tion inhibitor [30]. Its expression is high in human WAT,
and is increased during 3T3-L1 adipocyte differentiation
and under TNF-a and IL-1p stimulation [31]. In humans,
plasma TNFRSF11B levels are elevated in patients with
cardiovascular risk factors such as type 2 diabetes and
abdominal obesity [32]. We have also detected that both
LIF and TNFRSF11B levels positively correlate with BMI
and the clustering of cardiovascular risk factors. Moreover,
RUNX2 is involved in inhibiting adipocyte differentiation
and appears to be down-regulated during 3T3-L1 adipo-
cyte differentiation [33] and obesity reduces bone RUNX2
expression leading to bone marrow adiposity [34]. Inte-
restingly, it has been published that ASC from WAT of
obese patients show abnormal upregulation of peroxisome
proliferator-activated receptor-y (PPARG), a gene that
reveals a high adipogenic potential [12,35]. All together
these observations indicate that morbid obesity not only
affects ASC multilineage potential but commit ASC to
adipogenic lineage.

Recent studies demonstrate that during adipogenesis
and development of obesity, the extracellular matrix
(ECM) undergoes structural remodeling affecting adi-
pose tissue expandability and functional integrity [36].
Analysis of the secretome of human ASC identified
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various components of the ECM synthesis and remo-
deling [37]. The glycosaminoglycan hyaluronan is an
integral component of ECM with an important role in
organizing and maintaining the integrity of the ECM.
Although hyaluronan regulates differentiation of mesen-
chymal lineage cells to chondrocytes and osteoblasts
[38], it has been also shown that hyaluronan increases
adipogenesis efficiency likely because it provides an
appropriate ECM [39]. In fact, it has been demonstrated
that hyaluronan synthesis, in 3T3-L1, appears at the
stages where early adipocyte markers develop and corre-
lates with triglyceride accumulation [40]. Interestingly
we have detected in ASCmo higher levels of HAPLN], a
member of the hyaluronan and proteoglycan binding
link protein gene family that stabilizes the interaction
between hyaluronan and versican, two ECM components
that contribute to the viscoelastic properties observed
during 3T3-L1 adipogenic differentiation [40]. More
experiments are needed to address how obesity and
cardiovascular risk factors modify the adipose tissue
ECM and its expandability.

Obesity is associated with a low-grade chronic inflam-
mation [41]. Paracrine and autocrine signaling in WAT-
cells may further enhance inflammation, ultimately
increasing proinflammatory cytokines production [41].
Yet, it seems that adipocytes and mainly stromal vascu-
lar cells appear to be involved in the local production of
such cytokines [11,42]. Here we show that obesity
induces inflammatory gene up-regulation already in the
stem cells. [L-1B, IL-8 and CCL2 genes are up-regulated
in ASCmo. In fact, while we detected that IL-1p increase
is affected by BMI, IL-8 expression is correlated with
cardiovascular risk factors clustering. IL-1p and IL-8 are
considered the prototypical proinflammatory cytokines
involved in stimulating the synthesis and secretion of a
variety of other interleukins, and also participates in a
variety of cell functions [42]. Furthermore, high circula-
ting levels of IL-8 and CCL2 have been found in obese
subjects increasing the risk of coronary artery disease
and type 1 or 2 diabetes [43]. In fact, IL-8 released from
subcutaneous WAT and omental-ASC displayed a posi-
tive correlation with BMI [12,44], whereas CCL2 expres-
sion was higher in subcutaneous adipocytes of obese
than non-obese Pima Indians [9].

Furthermore, we report for the first time that ASCmo
show increased expression of OLR1 (LOX-1), a lectin-
like receptor for oxidized-LDL. OLR1 is expressed in
highly vascularized tissues, plays critical roles in the
development of atherosclerosis and related disorders,
and is upregulated in hypertensive, dyslipidemic, and
diabetic animals and humans [45,46]. A recent study
reported that oxidized-LDL-Olrl interaction induces the
generation of reactive oxygen species and stimulates
pro-inflammatory gene expression [47]. Thus, the effects
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of OLR1 in obesity could be related to a complex state
of inflammation and adipocyte death. In this study we
identified that although OLR1 expression levels in ASC
is low, morbid obesity and clustering of cardiovascular
risk factors significantly increases ASC OLR1 expression.

Finally, we have observed a significantly reduced
expression of DAPK1 in ASCmo. The death-associated
protein kinase-1 (DAPKI) is the prototypic member of a
family of death-related kinases. However, DAPKs can
also act as a survival factors and block apoptosis in
response to certain cytokine signals modulating the
balance between pro-apoptotic and pro-survival path-
ways [48].

To address the signaling pathways differentially acti-
vated in ASCmo, the validated gene expression data was
analyzed in silico with the IPA software to obtain the
most probable networks and biological pathways. Candi-
date proteins identified by [PA were validated by western
blot. As such, a lower activation of Smad3 was found in
the stem cells of the subcutaneous WAT of obese pa-
tients. [nterestingly, the transcription factor Smad3 plays
a key role in the inhibition of adipocyte differentiation
and in the development of insulin resistance [49,50].
This integrated bioinformatic systems biology approach
led us to propose a network that regulates the diffe-
rential gene expression pattern in stem cells found in
subcutaneous fat of morbidly obese patients (Figure 6).

Our data does not help to explain the obesity paradox.
Indeed, studies of patients with chronic heart disease
suggest that overweight and obese patients may para-
doxically have better outcomes than lean patients. This
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results may associate adiposity with enhanced cardio-
vascular autoreparative potential [51]. However our
previous results [4] and these here reported indicate that
obesity renders ASC less multipotent leaving the
paradox unsolved. An alternative not yet fully explored
possibility is that obesity could promote MSC recruit-
ment in order to perpetuate adipose tissue formation
[2], and consequently lead to increase number of circu-
lating MSC which in turn, upon organ damage, could
migrate to the site of injury for repair [52].

Conclusions

In summary, obesity produces a detrimental effect on its
resident stem cells. In fact, the ASC undifferentiated
multipotent state is impaired in obese patients with
respect to non-obese individuals. This study provides a
global systems biology analysis of highly modified genes
expressed in ASC from patients with obesity and cardio-
vascular risk factor clustering that shows how the WAT
niche affect resident stem cells. A remaining question
that deserves further investigation is whether obesity
affects the mesenchymal stem cell transcription potential
in the adipose tissue reservoir or stem cells are already
conditioned by obesity in the patient’s bone marrow.

Methods

Subjects

Subcutaneous abdominal WAT was obtained via surgical
resection from morbidly obese patients (BMI > 40 kg/m®
n=16) that underwent bypass gastric surgery, and
from non-obese individuals (BMI <25 kg/m?% n=8)

ASCn ASCmo
SMAD3 SMAD3
DA \ HDACI
EBPB CEBPB
PITX2 / \
PIFX2 ESR2 v
ET? CEBPA LEB[’/‘\>*—ZPPARG
DAPK1 SDFI TCr21 Mk ok adBr2 cgro iy DAPKI SRFI TCR2I e OLR1 ACTA2 Cef2 1iyB
! Cytokine/Growth Factor ' Kinase Ligand-dependent Nuclear Receptor
' Transeription Regulator Transmembrane Receptor ' Globular Protein 1
i — Relationship active I:I Downregulated molecule D Predicted molecule ]
| Relationship inactive [ ] Upregulated molecule
Figure 6 Hypothetical network proposed to explain the differentially expression pattern between ASCmo and ASCn. The network was
done using Ingenuity Pathways Analysis.
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who underwent abdominal lipectomy. Tissues were
obtained with informed consent and the study proto-
col was approved by the Centro Medico Teknon’s
Ethical Committee consistent with the principles of
the Declaration of Helsinki. Blood samples from all
subjects were obtained at the time of intervention in
order to evaluate the following biochemical parame-
ters: glucose, triglyceride, total cholesterol, HDL, LDL,
urea, total proteins, glutamic oxaloacetic transaminase,
glutamic pyruvic transaminase, and creatinine levels.
Patients used regular medication as recommended in the
guidelines if it was necessary. In order to analyze the effect
of cardiovascular risk factors (morbid obesity, high blood
pressure, smoking, dyslipidemia, type 2 diabetes and/or
previous cardiovascular event), individuals were clustered
according to the accumulated cardiovascular risk factors:
0) non-obese individuals, 1) morbid obesity, 2) morbid
obesity and one additional risk factor (high blood pressure
or dyslipidemia), 23) morbid obesity and two or more risk
factors (patients with metabolic syndrome).

ASC isolation and culture

Isolation of ASCmo and ASCn was performed as we
have previously described [4]. Briefly, AT was washed,
minced and digested with 1 mg/ml Collagenase [-A
(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) in Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium high glucose (Gibco; Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY, USA) for 1 h at
37°C with gentle agitation. The digested tissue was
sequentially filtered through a 100 pm mesh and
centrifuged for 10 min at 1200 rpm at room tempe-
rature. The supernatant, containing mature adipocytes,
was aspirated and the pellet was identified as the stromal
vascular fraction (SVF). SVF was resuspended in culture
medium (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicil-
lin and 100 pg/ml streptomycin; Life Technologies,
Paisley, UK) and seeded at 2x10°cells/cm®, Finally, these
cells were incubated overnight at 37°C, 5% CO, under
hypoxic conditions (1% O); 24 h after incubation, the
medium was changed to remove non-adherent cells.
These primary adherent cells are referred as ASC pas-
sage 0 (cultured for 7 days until they reached 75-90%
confluence). For further passages cells were detached by
trypsin digestion.

Flow cytometry characterization

For further characterization, cell surface antigen pheno-
type was performed on ASCmo and ASCn at passage 0
and passage 3. The following cell-surface epitopes were
marked with anti-human antibodies: CD105-fluorescein
isothiocyanate (GeneTex), CD90-fluorescein isothio-
cyanate (FITC), CD29-phycoerythrin (PE), CD44-FITC,
CD34-PE-Cy™5 and CD45-PE (BD Biosciences; San
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Diego, CA, USA). Mouse isotype antibodies served as
control (BD Biosciences). Cellular events (30000) were
acquired and analyzed by Fluorescence-activated cell
sorting using Coulter EPICS XL flow cytometer
(Beckman Coulter) running Expo32 software (Beckman
Coulter).

Transcriptomic analysis

The whole genome expression was assessed by
independently run microarrays in isolated human
ASCmo (n = 3) and ASCn (n = 3) cultured under hypoxic
conditions (passage 3) using GeneChip Human Gene 1.0
ST arrays (Affymetrix; Santa Clara, CA, USA). Total cell
RNA was extracted using silica-membrane columns
(RNesasy Mini Kit, Qiagen; Valencia, CA, USA). RNA
quantification was determined spectrophotometrically
using the Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific;
Whaltham, MA, USA). RNA quality was measured using
Agilent 2100 Bioanalyzer technology (Agilent Technolo-
gies; Santa Clara, CA, USA) with the Agilent RNA 6000
Nano Kit (Agilent Technologies). Only RNA samples
with RIN>7 (RNA integrity number) values were
chosen for microarray experiments. Using the Ambion
WT Expression Kit (Ambion, Life Tecnologies, Paisley,
UK) 200 ng of total RNA (mixed with poly-A controls;
Affymetrix) were converted to double strand DNA, in
two steps, in order to obtain ¢cRNA by an in vitro tran-
scription. Single strand DNA was obtained from 10 ug
of ¢RNA. Then 55 ug of single strand DNA were
fragmented and labelled with biotin using the WT Ter-
minal Labeling Kit (Affymetrix). Hybridization controls
from the Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix)
were added to the sample. Every sample was hybridized to
GeneChip Human Gene 1.0 ST array during 16 h at 45°C
and 60 rpm, according to manufacturer’s instruccions.
Hybridization, washing, staining and scanning of
microarrays were performed according to Affymetrix
instructions using the Affymetrix GeneChip 3000 7G
System (645 Hybridization Oven, 450 Fluidic Station
and GeneChip 3000 7G Scanner).

Raw data were pre-processed with Robust Multiarray
Average (RMA) method [53]: background correction,
quantile normalization and median polish summari-
zation of the probes. Bioinformatics was used to analyze
the extracted log2 expression data, The raw data from
the array experiments has been deposited in NCBI's
Gene Expression Omnibus [54] and is accessible through
GEO Series accession number (GSE48964; http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE48964).

Microarray quality control and statistical analyses were
performed using the Partek Genomics Suite software
(Partek Inc., St Louis, Miossouri, USA). PCA procedure
was used to represent samples variability, which defines
a group of Principal Components in order to explain the
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variability existing between the samples. ANOVA, modi-
fied by Partek Inc, was used for statistical comparisons
between groups. Derived p-values were adjusted for
multiple testing with the method of Benjamini and
Hochberg [55]. Adjusted p-value, FDR <0.6 and fold
change = +1.5 were used to obtain differential expressed
genes. Some of the modified genes were validated using
real-time PCR in ASC from additional non-obese
individuals (n =8) and morbidly obese patients (n =16).
Differential expressed genes were associated with bio-
logical functions and/or diseases based on literature and
the Ingenuity Knowledge Base. Differential expressed
genes were analyzed through the use of IPA (Ingenuity®
Systems, www.ingenuity.com). Right-tailed Fisher’s exact
test was used to calculate a p-value determining the
probability that each biological function and/or disease
assigned to that data set is due to chance alone. The data
set from our study was used to construct hypothetical
protein interaction based on a regularly updated Ingenuity
Pathways Knowledge Base. The networks are displayed
graphically as nodes (individual proteins) and edges (the
biological relationships between the nodes). The relation-
ships include direct and indirect protein interactions.

Real time PCR validation

In order to validate the generated data, genes of interest
that showed a statistically significant difference in expres-
sion were validated using custom Tagman Low Density
Arrays and real-time PCR assays according to manu-
facturer’s instructions (Applied Biosystems, Life Technolo-
gies). Relative gene expression values were calculated by
the AACt method [56]. The raw gene expression values
were normalized according to the expression of TATA-
binding protein (TBP) gene.

Western blotting

ASC subcellular fractionation and western blot analysis
were performed to analyze proteins levels and nuclear
translocation in non-obese individuals (n =7) and mor-
bidly obese patients (n=9).

Subcellular fractionation analysis was performed to
evaluate phoshpo-Smad3 nuclear translocation. Nuclear
and membrane-cytoplasmic proteins were extracted
from ASCn and ASCmo cultured under hypoxic condi-
tions as previously described [57]. The extraction was
performed on ice to avoid denaturation of the proteins.
Equivalent amounts of proteins were subjected to
electrophoresis on 10-12% gels and then transferred to
nitrocellulose membrane. After blocking in 5% nonfat
milk 1 h at room temperature, blots were incubated with
anti-phospho-Smad2/3 goat polyclonal (Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA), anti-p-tubulin
rabbit polyclonal (Abcam; Cambridge, UK) and anti-
Histone H1 mouse monoclonal (Millipore; Billerica, MA,
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USA) at 4°C overnight. Secondary antibodies consisted
of horseradish peroxidase-conjugated antibodies (Dako;
Barcelona, Spain) and were detected using SuperSignal
chemiluminescence system (Pierce; Rockford, IL, USA).
B-tubulin and Histone H1 were used as a membrane-
cytoplasmic and nuclear fraction marker, respectively.
Protein expression was determined using Image LabTM
Software (BIO RAD). Nuclear translocation was calculated
as a relation between nuclear protein vs total protein
(nuclear + membrane/cytoplasmic protein) quantification.

Additional statistical analyses

Results are expressed as means * standard error mean.
Statistical Analyses were performed using StatView® soft-
ware (SAS Institute Inc.). The statistical significance was
assessed by unpaired Student’s #test. Correlation analyses
between gene expression and BMI or number of cardio-
vascular risk factors were determined by linear regression
and Spearman correlation, respectively. P-value < 0.05 was
considered statistically significant.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Phenotypical characterization of ASC.
Flow cytometry analysis of ASCn and ASCmo at passage 0 and 3 were
performed in order to characterize ASC populations. Data are presented
as means + standard error mean.

Additional file 2: Figure S1. Principal component analysis (PCA) of
genomic expression data from ASC from different donors.

Additional file 3: Figure $2. Heat map of genes displaying 1.5-fold
differance in expression between ASC individuals groups.
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RESULTADOS

Phenotypical characterization of ASC.,

Antigen Passage 0 Passage3 P-value PO vs P3

(%0) ASCn ASCmo ASCn ASCmo ASCn ASCmo
CD105* 9124+ 27 838+42 925+ 1.7 945+£09 <005 <=0.05
CD29* 860+ 6.7 864+26 968+ 19 93.1+54 Ng N
CD44* 940+ 26 741+£85 906+ 7591.1+7.1 Ng N
CD90+ 914+ 22 860+35 983+£15999+01 <005 <=0.05
CD34* 82+£39 39+16 1.1+£02 03£01 =005 <=0.05
CD45* 454+22 56+25 01+£00 01+£00 <005 =005

Ns, not significant; P0, passage 0; P3, passage 3.

Additional file 1: Table S1. Phenotypical characterization of ASC. Flow cytometry analysis of ASCn
and ASCmo at passage 0 and 3 were performed in order to characterize ASC populations. Data are

presented as means + standard error mean.

93



RESULTADOS

0/
PCA MAPPING (71.2%
Al
B ASCn B ASCmo
L
MEBREEe
4
‘-‘-__,4-1"'
L
1T
sl
L
3 ey
g [IHH
Q ,/’
o L ‘*4
f”"‘
A ‘,-"
|+
/"’
1A A
/// e
d e e e e e e
y = =~ 7 7 ~ v 7 77—
s = Y A ra z ra 1 '
Z s . - y 4 ¥ 4 r 7 v >=f
rd ya y —= = z z 7 7 ~f
7 7 —/ 4 e
PC #3166 £ = 7
PC #1 311%

Additional file 2: Figure S1. Principal component analysis (PCA) of genomic expression data from

ASC from different donors.
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Additional file 3: Figure S2. Heat map of genes displaying 1.5-fold difference in expression

between ASC individuals groups.
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La percepcién que tanto la comunidad cientifica como la poblacion en general tienen del tejido
adiposo ha cambiado drasticamente en las ultimas décadas. Durante este tiempo, la incidencia de la
obesidad ha aumentado alcanzando niveles del 30% en la poblacién adulta estadounidense, y entre
el 15 y el 25% en la poblacién europea (Flegal et al., 2010; James, 2010). Este aumento no solo ha
provocado cambios sociales sino también cambios en las practicas clinicas, como un aumento de las
cirugias plasticas como la abdominoplastia o los lipoaspirados, poniendo de manifiesto lo facil que es

la obtencién abundante de tejido adiposo.

Posiblemente, las células mesenquimales son las células reparadoras mds importantes a dia de
hoy. Desde que se describié que el tejido adiposo contenia una poblacién abundante y accesible de
células mesenquimales (Zuk et al., 2001), las ASC, junto con el hecho de que es un tejido muy facil de
obtener, el tejido adiposo se ha convertido en una fuente altamente atractiva de células madre para
su uso en terapia celular (Gimble et al., 2007). Ciertamente, las ASC ya se han empezado a usar en
varios modelos preclinicos, asi como en algunos ensayos clinicos, como fuente de células exdgenas
para la terapia celular (Gimble et al., 2012). Igualmente, se cree que muchos de los procesos de
autoreparacién que se llevan a cabo en el organismo de forma natural se producen gracias a la
movilizacién de las diferentes poblaciones de células mesenquimales enddgenas. Se ha demostrado
qgue los tejidos dafiados del organismo provocan la movilizacién de estas células mesenquimales,
residentes en los tejidos circundantes o que se encuentran en circulacion, hasta el lugar de la lesion
para ayudar a la reparacidn tisular (Ito, 2011). No obstante, alin no se conocen completamente los

mecanismos por los cuales estas células llevarian a cabo su funcion reparadora.

Una de las caracteristicas necesarias que han de tener las células par usarlas en terapia celular es
que puedan ser obtenidas en gran cantidad y en el menor tiempo posible. La hipoxia ha sido
considerada un importante factor microambiental en varios aspectos de la biologia de las células
madre ya que aumenta la viabilidad, la supervivencia y la proliferacion celular. Del mismo modo se
ha descrito que mantiene la capacidad pluripotencial, de diferenciacion y migracion celular (Ezashi et
al., 2005; Grayson et al., 2007; Grayson et al., 2006; Potier et al., 2007a; Rosova et al., 2008),
funciones esenciales para la regeneracién tisular. Sin embargo, a pesar de que las regiones
anatémicas en las que se localizan las células mesenquimales suelen presentar una baja
concentracion de oxigeno (Carreau et al., 2011), in vitro el cultivo de estas células se suele realizar en
condiciones de “normoxia” (21% 0,), aunque eso signifique que las células estén creciendo en
condiciones de hiperoxia. A pesar de que se ha demostrado que el cultivo en hipoxia, junto con la
falta de suero, induce la apoptosis en algunas células mesenquimales (Zhu et al., 2006; Potier et al.,
2007b), otros estudios han observado que cultivar ASC o BM-MSC en condiciones bajas de oxigeno

fisiolégicamente relevantes beneficia la proliferacion y la diferenciacion celular, favorece la secrecion
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de factores paracrinos y mejora el potencial de migracién, anidamiento (homing) y angiogénico de
las células transplantadas (Grayson et al., 2007; Lee et al., 2009; Hu et al., 2008; Rasmussen et al.,
2010; Thangarajah et al., 2009). De hecho, el potencial de regeneracion tisular de las ASC en la
reparacion del infarto de miocardio o la isquemia periférica (Badimon et al., 2013; Mazo et al., 2011),
asi como en la cicatrizacidon de heridas (Lee et al., 2009), se ven mejorados cuando las células han
sido precondicionadas con la hipoxia. Es por ello que en este trabajo se ha querido analizar el efecto

que tendria cultivar las ASC en condiciones de hipoxia.

Los resultados muestran que el cultivo de las ASC en condiciones de hipoxia incrementa su
capacidad de proliferacién aumentando su cinética de crecimiento celular, y que este efecto es
independiente del individuo donante de las ASC (articulo 1). Ademads, como se comprobd que el perfil
de marcadores de superficie de las ASC no se veia afectado por las condiciones de cultivo (articulo 1),

se decidio realizar todos los analisis posteriores con ASC cultivadas en condiciones de hipoxia.

Se ha descrito que el hecho de presentar algun factor de riesgo tiene efectos negativos en las
células reparadoras enddégenas. De hecho, pacientes con hipercolesterolemia, hipertensién o
enfermedad coronaria presentan una disminucion en la capacidad de proliferacion, migracion y
adhesién de las células progenitoras endoteliales, asi como en su capacidad vasculogénica (Vasa et
al., 2001; Yang et al., 2010; Chen et al., 2004; Ramunni et al., 2010; Tamarat et al., 2004; Heida et al.,
2010; Yue et al., 2010). Del mismo modo, se ha descrito que presentar diabetes disminuye la
proliferacidn, la capacidad de adhesién y de incorporarse a estructuras vasculares de las BM-MSC
enddgenas (Tepper et al., 2002). Referente a las ASC, se ha observado que su funcionalidad y calidad
se ven afectadas negativamente por la edad, el género y el tipo de tejido adiposo del que provienen
(Madonna et al., 2011; Zhu et al., 2009; Efimenko et al., 2011; Schipper et al., 2008; Kirkland et al.,
2002). Sin embargo, existen pocos estudios que analicen el efecto que tiene la obesidad o la

presencia de factores de riesgo sobre estas células.

Los estudios realizados en esta tesis han revelado que la obesidad tiene un efecto negativo en las
ASC. Inicialmente se observd que el tejido adiposo de pacientes obesos mdrbidos presentaba un
menor porcentaje de células positivas para el marcador CD90 (articulo 1), proteina que pertenece a
la familia de las inmunoglobulinas y que también es conocida como el antigeno de diferenciacion de
los timocitos-1 (Thy-1), y que es uno de los marcadores caracteristicos de las ASC y del resto de MSC
(Kern et al., 2006). Este resultado esta relacionado con el estudio de Tchoukalova y col. en el que se
describe que los pacientes obesos presentan una reduccién del nimero de preadipocitos
(Tchoukalova et al., 2007). Sin embargo, al aislar y cultivar las ASC de ambos grupos de individuos se

observé que ambas poblaciones celulares presentaban un fenotipo similar entre si y con los
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marcadores caracteristicos de las ASC (articulo 1): expresion de los marcadores CD90, CD44 (receptor
acido hialurénico), CD29 (integrina beta 1), y CD105 (endoglina), y ausencia de los marcadores CD45
(antigeno leucocitario comun) y CD34 (sialomucina). Sin embargo, la expresién de CD34 en las ASC,
un marcador caracteristico de las células de la médula dsea, de las células progenitoras endoteliales,
y de las células madre hematopoyéticas y musculares (Hombach-Klonisch et al., 2008), presenta
contradicciones segun el estudio o el grupo de investigacién (Tarnok et al., 2010). Algunos autores
describen que las ASC expresan CD34 (Festy et al., 2005; Gronthos et al., 2003; Zimmerlin et al.,
2013), mientras que otros no (Musumeci et al., 2011; De Ugarte et al., 2003; Zuk et al., 2002). Parece
ser que cuando las ASC se encuentran en el tejido adiposo expresan CD34, y que esta expresion va
disminuyendo una vez que se expanden in vitro (Mitchell et al., 2006; Scherberich et al., 2013),
aunque la velocidad en la que ocurre esta pérdida de expresiéon depende de las condiciones del
cultivo. Los resultados de esta trabajo muestran que incluso a pasaje 0, las ASC aisladas presentan
una muy baja expresién de CD34, y que ésta se pierde rapidamente una vez que las células se
expanden in vitro. Estos resultados se observan independientemente del tipo de individuo del que se

aislan las células (articulo 2).

Para evaluar el efecto que tiene la obesidad en las ASC, se compararon algunas de las funciones
mas caracteristicas de esta poblacion celular entre las células derivadas de pacientes obesos y de
individuos no-obesos. Se observé que la capacidad proliferativa, de diferenciaciéon y el potencial
angiogénico se encontraban afectados negativamente por la obesidad. Los resultados de esta tesis
muestran que las ASC de pacientes obesos crecen mas lento que las provenientes de individuos no-
obesos, independientemente de que se cultiven en condiciones de hipoxia (articulo 1). Ademas,
tanto la capacidad de diferenciacion adipogénica como a célula endotelial se ven disminuidas en las
células aisladas de pacientes obesos (articulo 1). Varios estudios han observado una correlacion
inversa entre el BMI y la capacidad de diferenciacién de los preadipocitos (Isakson et al., 2009). De
hecho se ha descrito que en las mujeres la obesidad disminuye la capacidad de diferenciaciéon de las
células del estroma vascular del tejido adiposo (Tchoukalova et al., 2007; van Harmelen et al., 2003),
y que en los Indios Pima la diferenciacién de los preadipocitos correlaciona negativamente con el
grado de obesidad central (Permana et al., 2004). En este estudio se ha observado que las ASC
derivadas de pacientes obesos presentan una menor capacidad de diferenciacion adipogénica ya
que, tras la diferenciacion, éstas presentan unos niveles de expresidon de los genes caracteristicos
adipociticos (LPL y FABP4) menores en comparacién con las ASC de individuos no-obesos (articulo 1).
Del mismo modo, también se observd diferencias en la capacidad de diferenciaciéon de las ASC a
célula endotelial. Aunque ambos grupos celulares fueron capaces de formar estructuras tubulares

similares una vez concluido el proceso de diferenciacion, la expresidon génica de los marcadores
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endoteliales fue diferente entre los dos grupos de ASC. Las ASC de pacientes obesos expresaban
niveles mas altos de VEGFR1 que las de individuos no-obesos, tanto antes como después del proceso
de diferenciacién. Sin embargo, aunque la expresiéon de PECAM-1 se vio incrementada tras la
diferenciacion, no se observaron diferencias entre los dos grupos de ASC. Contrariamente, ninguno
de los dos grupos de ASC expresaron VEGFR2, CD34 ni vVWF antes ni después de la diferenciacién

(articulo 1).

Estudios previos en animales demostraron que las ASC presentaban un potencial angiogénico
debido a la secrecién de diversos factores paracrinos (Sheng et al., 2011; Zhang et al., 2007; Kim et
al., 2011a). De hecho se sabe que las ASC secretan un gran numero de factores proangiogénicos,
como el VEGF, HGF, IGF-1, TGFb y MCP-1 entre otros, sugiriendo que las ASC presentan un papel muy
activo en la revascularizacion de los tejidos isquémicos (Gnecchi et al., 2005; Rehman et al., 2004;
Wang et al., 2006; Nakagami et al., 2005). Por ello, se quiso estudiar si las ASC de pacientes obesos
presentaban alguna diferencia en este potencial. Se conoce que la trombospondina-1, una
adipoquina con funciones antiangiogénicas, presenta una expresién y una secrecién altamente
regulada por los niveles de insulina y glucosa en los adipocitos de ratas con obesidad inducida por
dieta (Garcia-Diaz et al., 2011), y esta altamente expresada en individuos obesos y con resistencia a
la insulina (Ramis et al., 2002; Varma et al., 2008). Los resultados de esta tesis muestran que los
niveles de expresién de trombospondina-1 son superiores (articulo 1) en las ASC de pacientes
obesos. Por ello, se quiso analizar el efecto que tenia el sobrenadante de estas células en la
capacidad angiogénica de las HUVEC, observdndose que el medio proveniente de las ASC de
pacientes obesos disminuye la capacidad de formacion de redes tubulares por parte de las HUVEC en
comparacion con las células de individuos no-obesos (articulo 1), demostrando que la obesidad tiene

un efecto negativo en la capacidad angiogénica de las ASC.

Al observar que la obesidad afecta varias de las funciones principales de las ASC, se quiso analizar
de qué manera la obesidad modifica el transcriptoma de estas células, y si la acumulacién de diversos
factores de riesgo también produce un efecto en ellas. Al comparar la expresidn génica entre las dos
poblaciones de ASC, se observd que ambas poblaciones celulares presentan un perfil transcriptomico
claramente diferenciado (articulo 2). Las ASC de pacientes obesos presentan una disminucién en la
expresidon de genes implicados en procesos del desarrollo, mientras que los genes implicados en la
determinacion de la diferenciacién adipogénica y en procesos proinflamatorios se encuentran

sobrexpresados.

Recientemente se ha observado que el patrén de expresion embrionario se mantiene en los
tejidos adultos, especialmente en tejidos con una alta tasa de renovacién (Morgan, 2006). Los

resultados de esta tesis muestran, por primera vez, que la obesidad disminuye la expresidn de dos de
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las familias de genes mas conservadas e implicadas en el desarrollo (Homeobox —-HOXC10—, y T-box —
TBX15-), y del gen caracteristico de las ASC ACTA2 (Actin, Alpha 2, Smooth Muscle, Aorta). Se conoce
que los genes Hox participan en procesos de hematopoyesis, angiogénesis y cicatrizacion de heridas
(Morgan, 2006). Sin embargo, se tiene muy poca informacién sobre la funcién que tienen en las ASC.
Se ha descrito que los genes Hox determinan la identidad y el origen del tipo de célula mesenquimal
(Ackema and Charite, 2008; Hwang et al., 2009). Del mismo modo, el gen TBX15 es uno de los
principales factores de transcripcion implicados en el desarrollo del mesodermo (Gesta et al., 2006).
Se ha descrito que la expresion de TBX15 en el tejido adiposo esta relacionada con los niveles de
obesidad asi como con el patrd de distribucion del tejido adiposo (Gesta et al., 2006). Ademas, Gesta
y col. han demostrado que TBX15 tiene un papel importante en la regulacidon del desarrollo de los
adipocitos (Gesta et al., 2011). Del mismo modo, se ha descrito que la disminucién de la expresién de
ACTA2 en las ASC esta asociada con una pérdida de multipotencialidad (Cai et al.,, 2011). Los
resultados de esta tesis revelan que la obesidad produce una disminucién en la expresién de
HOXC10, TBX15 y ACTA2 (articulo 2). Ademas, se observa que estos cambios de expresion estan
relacionados con los niveles de BMI y la acumulacién de diversos factores de riesgo cardiovascular. El
hecho de que la expresion de estos tres genes se encuentre significativamente disminuida en las ASC
de pacientes obesos modrbidos nos indica que la obesidad afecta y disminuye la capacidad
multipotencial de las células madre residentes del tejido adiposo subcutdneo. Estos resultados
concuerdan con los descritos anteriormente del articulo 1 en el que se observaba una baja capacidad

de diferenciacién por parte de las ASC de pacientes obesos.

Los adipocitos y los osteoblastos comparten el mismo tipo de precursor mesenquimal, por lo que
la diferenciacion a los linajes adipocitico y osteocitico son mutuamente excluyentes (Sordella et al.,
2003). Siguiendo con esta idea, los resultados de esta tesis revelan que el linaje adipocitico esta
inducido en las ASC de pacientes con obesidad mdrbida, mientras que la osteoblastogénesis se
encuentra inhibida. En los resultados obtenidos en el articulo 2 se observa que el factor de expresion
TCF21 (Transcription factor 21), un marcador selectivo del tejido adiposo blanco (Funato et al., 2003),
y PITX2 (Paired-like homeodomain 2), el cual se sabe que promueve la expresién de TCF21 (Shih et
al., 2007), se encuentran sobrexpresados en las ASC de pacientes obesos mérbidos. TCF21 es el
primer marcador de seleccion positiva para los preadipocitos blancos y juega un papel muy
importante en la induccidn de la adipogénesis y en la inhibicion de la miogénesis (Shih et al., 2007).
Del mismo modo, también se observa que los niveles de BMI asi como la acumulacion de factores de
riesgo cardiovascular inducen la sobrexpresién de los genes LIF (Leukemia inhibitory factor) y
TNFRSF11B (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b o Osteoprotegerin), genes

implicados en la regulacién de la adipogénesis (White and Stephens, 2011; An et al., 2007) (articulo
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2). No obstante, la expresion del marcador de osteoblastos RUNX2 (Runt-related transcription factor
2), el cual esta implicado en la inhibicion de la adipogénesis (Zhang et al., 2012), se encuentra
disminuido en las ASC de pacientes obesos en comparacion con las de no-obesos (articulo 2).
Curiosamente, Roldan y col. han descrito, en linea con los resultados de esta tesis, que las ASC del
tejido adiposo omental derivadas de pacientes obesos presentan una sobrexpresién de PPARy

(Peroxisome proliferator-activated receptor y), un gen clave en la adipogénesis (Roldan et al., 2011).

Igualmente, durante la adipogénesis y el desarrollo de la obesidad no sélo se modifican los genes
implicados en la via de diferenciaciéon adipocitica, sino que también se observa una importante
remodelacion de la matriz extracelular que afecta a la integridad y la capacidad de expansion del
tejido adiposo (Lee et al., 2010). Esta descrito que las ASC estan implicadas en la sintesis y el
remodelado de la matriz extracelular (Chiellini et al., 2008). Nuestros resultados revelan que las ASC
de pacientes obesos presentan una expresion elevada de HAPLN1 (Hyaluronan and proteoglycan link
protein 1), una proteina que estabiliza la interaccion entre dos componentes de la matriz extracelular
(Zizola et al., 2007). Todos estos resultados obtenidos el articulo 2 de esta tesis nos muestran que la
obesidad mérbida no sélo afecta la capacidad multipotencial de las ASC, sino que induce a las ASC a

entrar en un estado de diferenciacion hacia el linaje adipocitico.

Después de observar una disminucién en la capacidad de diferenciacidon adipogénica de las ASC
de pacientes obesos (articulo 1), podria parecer contradictorio encontrar en estas células una
elevada expresién de genes inductores de la adipogénesis (articulo 2). Sin embargo, Roldan y col. han
descrito que las ASC de pacientes obesos mdrbidos son capaces de iniciar el proceso de adipogénesis
pero no son capaces de finalizarlo (Roldan et al., 2011). La adipogénesis es un proceso que se divide
en dos fases: la determinacion de las ASC al linaje adipocitico, y la diferenciacion terminal donde se
acaban convirtiendo en adipocitos maduros. Roldan y col. observan que en la ultima semana del
proceso de diferenciacion in vitro, las ASC de pacientes obesos mdrbidos presentan una interrupcion
en el proceso de maduracion que se refleja en una disminuciéon en la captaciéon de lipidos en
comparacién con las ASC de individuos delgados (Roldan et al., 2011). Estos resultados sugieren que
aunque las ASC son capaces de iniciar el proceso de adipogénesis, no son capaces de diferenciarse
correctamente a adipocitos maduros y funcionales, pudiendo explicar asi los resultados
aparentemente contradictorios obtenidos en esta tesis. Por consiguiente, se podria sugerir que
aunque la obesidad induce un estado adipogénico en las ASC estimulando la formacidn de adipocitos
lo que contribuiria a la hiperplasia del tejido adiposo, estos “adipocitos” formados no son totalmente

funcionales favoreciendo asi la hipertrofia del tejido adiposo.

Estd ampliamente demostrado que la obesidad se asocia con un estado proinflamatorio crénico

de bajo grado, y que la sefializacién paracrina y autocrina de las células del tejido adiposo obeso
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estan implicadas en el mantenimiento de este estado proinflamatorio (Wellen and Hotamisligil,
2003). De hecho, se ha descrito que las células del estroma vascular del tejido adiposo juegan un
papel muy importante en la produccidon de citoquinas proinflamatorias en el tejido adiposo de
individuos obesos (Fain, 2010). En esta tesis se ha observado que la obesidad incrementa la
expresién de citoquinas proinflamatorias en las ASC (articulo 2). Se ha encontrado que la
interleuquina-1B, interleuquina-8 y MCP-1 se encuentran sobrexpresadas en las ASC de pacientes
obesos. Estas citoquinas estan implicadas en las principales vias inflamatorias, asi como se
encuentran fuertemente relacionadas con la obesidad, la enfermedad coronaria o la diabetes tipo
1/2 (Kim et al., 2006a; Bruun et al., 2004; Fain, 2006). Ademas, se ha observado que la expresién de
estas citoquinas estan relacionadas con los niveles de BMI y la acumulacion de factores de riesgo

cardiovascular.

Otra citoquina clave implicada en las funciones de migracién y anidamiento celular de las ASC es
la SDF-1 (Nervi et al., 2006; Kondo et al., 2009). Se ha descrito que los niveles plasmaticos de SDF-1
son inferiores en ratones obesos, asi como en adolescentes con un BMI elevado (Jung et al., 2009).
En los resultados de esta tesis se ha observado que la expresion de SDF-1 en las ASC esta disminuida

por la presencia de la obesidad, afectando a la quimiotaxis de las ASC (articulo 2).

Otro gen que aumenta su expresién en las ASC de los pacientes obesos modrbidos es OLR1
(Oxidized low density lipoprotein receptor 1) (articulo 2). El receptor OLR-1 se encuentra expresado
en tejidos altamente vascularizados, juega un papel importante en el desarrollo de |la aterosclerosis,
y estd sobrexpresado en individuos y animales con factores de riesgo como hipertension, dislipemias
y diabetes (Yan et al., 2011; Chui et al., 2005). Un estudio reciente describe que la interaccién de las
LDL oxidadas con OLR1 genera especies reactivas de oxigeno que estimulan la expresion de genes
proinflamatorios (Dunn et al., 2008). De este modo, la implicacidon del OLR1 con la obesidad podria
estar relacionada con un estado complejo de inflamacién y muerte adipocitica. En este estudio
hemos identificado que, aunque los niveles de expresidon del OLR1 son bajos en las ASC, la obesidad

modrbida y la acumulacién de factores de riesgo cardiovascular aumentan su expresion.

Se debe destacar también una reduccién significativa de la expresiéon del gen DAPK1 (Death-
associated protein kinase 1) en las células de los pacientes obesos morbidos. DAPK1 es el miembro
prototipo de la familia de las quinasas asociadas a la muerte celular (DAPK). Sin embargo, la familia
de proteinas DAPK también son factores relacionados con la supervivencia celular y la inhibicién de la
apoptosis como respuesta a las sefiales de determinadas citoquinas que modulan el balance entre las

vias pro-apoptodticas y pro-supervivencia (Lin et al., 2010).
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Para estudiar la posible via de sefializacién activada en las ASC por la obesidad, se analizaron los
genes validados con el la herramienta informatica Ingenuity Patway Analysis. Esta herramienta
permite identificar nuevas dianas para su posterior estudio a nivel proteico. Una de las moléculas
gue potencialmente esta implicada en la regulacidén de varios de los genes con expresion diferencial
identificados en esta tesis es Smad3 (SMAD family member 3). Al analizar la distribucion proteica de
Smad3 en las poblaciones celulares estudiadas, se ha encontrado una disminucién de la activacién de
Smad3 en las ASC de los pacientes obesos mdrbidos en comparacion con las ASC de individuos no-
obesos. Curiosamente, se conoce que la via de sefializacién de Smad3 esta implicada en la inhibicién
de la diferenciacidn adipocitica y en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Tsurutani et al., 2011;
Choy and Derynck, 2003). En esta tesis, gracias a la aproximacidon hecha con el programa Ingenuity
Patway Analysis, se propone una posible via de sefalizacion que explicaria el patron de expresion

génico diferencial encontrado entre las ASC de individuos con y sin obesidad (Figura 21).
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Figura 21. Red de sefializacion hipotética que proponemos para explicar la regulacion diferencial de la expresidn génica
que hemos encontrado entre las ASC de pacientes obesos y de individuos no-obesos. La via de sefalizacién se realizo
usando el programa IPA.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la obesidad, con y sin factores
de riesgo asociados, produce un nicho perjudicial para las ASC. Estos efectos pueden influenciar
negativamente en la capacidad regenerativa que tienen las ASC tanto en el propio tejido adiposo,
como en la reparacidon espontanea de pequeiias lesiones que ocurren en el organismo. Ademas,
teniendo en cuenta que las ASC ya se estan utilizando en varios ensayos clinicos para la reparacién de
lesiones isquémicas, fistulas de Crohn o la esclerosis multiple, los resultados obtenidos en esta tesis

indican que la terapia basada en la implantacion de ASC autdlogas puede no ser exitosa en pacientes
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con obesidad y/o factores de riesgo cardiovascular. Un tema que merece futuras investigaciones es
determinar si la modificacion de estas células mesenquimales ocurre en el propio tejido adiposo
dafiado o si ya estan condicionadas desde la médula 6sea de éstos individuos obesos, ya que se cree

que éste es el posible nicho original productor de las células mesenquimales.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados en esta tesis podemos concluir que:

1.

5.

La hipoxia favorece el crecimiento de las ASC sin alterar sus marcadores de superficie
caracteristicos.
La obesidad disminuye el porcentaje de ASC residentes en el tejido adiposo subcutaneo.
= El tejido adiposo subcutdneo de pacientes obesos moérbidos presentan un menor
numero de células CD90 positivas en comparacion con el tejido de individuos no-
obesos.
El perfil de marcadores de superficie de las ASC no varia entre individuos con diferente
BMI.
Las ASC de individuos obesos presentan una alteracion de su capacidad proliferativa,
multipotencial y angiogénica.
= Las ASC de pacientes obesos mérbidos presentan una menor tasa de proliferacién
gue las de individuos no-obesos.
® La obesidad disminuye la capacidad de diferenciacién de las ASC a célula adipocitica
y célula endotelial.
= Laobesidad incrementa la expresién del factor antiangiogénico TSP-1 en las ASC.
= Las ASC de pacientes obesos inhiben la capacidad de formar redes tubulares por
parte de las células HUVEC en comparacién con las ASC de individuos no obesos.
La obesidad modifica el transcriptoma de las ASC, promoviendo un fenotipo menos
indiferenciado, mas adipogénico y mas proinflamatorio.
= La obesidad disminuye la expresion de genes implicados en el desarrollo embrionario
de las ASC.
= La obesidad aumenta la expresién de genes adipogénicos e inhibe la expresién de
genes de la osteoblastogénesis en las ASC.

= Laobesidad incrementa la expresién de genes proinflamatorios en las ASC.
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