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Resumen

La inflamacion del tejido adiposo (TA) en obesidad es un proceso central que liga a la obesidad con la inflamacion sistémica y el
sindrome metabdlico. En este proceso los mecanismos de adipogénesis/adiposidad como también la activacion inflamatoria de los
macrofagos, representan un punto critico para la busqueda de nuevas terapéuticas basadas en mecanismos para reducir la
inflamacion del TA en la obesidad. Basados en nuestros datos clinicos y bioquimicos, discutimos el rol de dos factores de
transcripcion claves en el proceso de adipogénesis en adipocitos (Nrf-2) y de activacion inflamatoria de macrofagos (NF-kB). Se
discuten estrategias para la busqueda de nuevas estructuras quimicas que induzcan la activacion de la via del Nrf-2 en adipocitos y
reduzcan la activacion del NF-kB en los macréfagos usando modelos celulares y moleculares. La elevada incidencia de obesidad y
sindrome metabolico a nivel global garantizan la busqueda de nuevas estructuras quimicas de origen natural o sintético para
efectivizar la adipogénesis y reducir la inflamacion del TA.
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Abstract

Adipose tissue (AT) inflammation in obesity is a key process linking obesity, systemic inflammation and metabolic syndrome.
The understanding of the molecular mechanisms of adipogenesis/adiposity as well as inflammatory activation of macrophages is
critical in the search of novel therapeutics to reduce AT inflammation in obesity. Herein, based on our clinical as well as
biochemical data we discuss the role of two transcription factors involved in adipogenesis (Nrf-2) and inflammatory activation of
macrophages (NF-kB). We focus our discussion on strategies aimed at screening libraries of natural and synthetic compounds in
the search for novel structures able to induce Nrf-2 activation in adipocytes and to reduce NF-xB activation in macrophages by
using molecular and cellular models. The growing incidence of metabolic syndrome in obesity justifies the search for novel
chemical structures to enhance adipogenesis and to reduce AT inflammation.
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Introduccion

La obesidad es una enfermedad inflamatoria cronica de bajo grado o parainflamacion producida por un desbalance
entre la cantidad de energia consumida y la gastada que conduce a un balance energético netamente positivo (1). Este
balance energético positivo conduce a la acumulacion de acidos grasos libres (AGL) provenientes de la dieta o
resultantes de lipogénesis en forma de triglicéridos (TG) en células especializadas llamadas adipocitos. Estas células
acumulan TG en forma de vesiculas lipidicas. La acumulacion de TG en adipocitos y la determinacion/diferenciacion
de células madres mesenquimales llevan a hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo (TA).

Por otro lado, el exceso de AGL localmente conduce a inflamacion del TA, especialmente el TA visceral, a partir del
cual numerosos mediadores de la inflamacion y productos oxidados son liberados a la circulacion sistémica (1-2).
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Estos mediadores y los AGL son los responsables de muchas de las anormalidades metabolicas ligadas a la obesidad
entre ellas el sindrome metabolico (SM), una de las consecuencias mas serias del sobrepeso y obesidad. E1 SM es una
constelacion de anormalidades metabodlicas que incluyen obesidad central, resistencia a la insulina, dislipidemia,
higado graso no alcoholico e hipertension (3). Por lo tanto, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para reducir
la inflamacion del TA en obesidad es de critica importancia para reducir la incidencia de SM en pacientes con
sobrepeso u obesos.

El TA al igual que otros tejidos es constantemente patrullado por macréfagos que derivan de monocitos circulantes
cuya principal mision es la reparacion y homeostasis tisular. En la inflamacion del tejido adiposo, varios mecanismos
han sido considerados (1). La mayoria de ellos estan ligados a una infiltracion de monocitos, los que se diferencian
bajo la presion del microambinete tisular en macrofagos polarizados hacia un fenotipo pro-inflamatorio (clasicamente
activados o M1) que secretan gran cantidad de mediadores de la inflamacién y especies reactivas del oxigeno (1, 4).
Estudios previos han mostrado que en el TA de pacientes obesos los macrofagos con el fenotipo M1 estan dispuestos
en estructuras similares a coronas (Crown-like structures) alrededor de los adipocitos muertos (5). Ain no se sabe con
exactitud si es la muerte del adipocito lo que conduce a la acumulacion de macréfagos en esta disposicion o si los
macrofagos estan alli para fagocitar los restos celulares de la célula ya muerta por hipoxia u otros mecanismos. Es
interesante remarcar que la interaccion entre vias proinflamatorias (NF-kB) y de respuesta celular al dafio genémico
(p53) coexisten en ese microambinete del TA obeso (2).

Es de destacar que la concentracion de lipopolisacarido bacteriano (LPS), un componente de la pared de bacterias
Gram negativas que escapa a la circulacion por translocacion a partir de la flora intestinal, asi como también AGL
resultantes del exceso de AGL absorbidos o neosintetizados, estan incrementados en la circulacion de pacientes obesos
y su concentracion se correlaciona con inflamacion sistémica y la incidencia de anormalidades metabdlicas asociadas a
la obesidad (1, 6).

El entendimiento de las bases moleculares de la inflamacion del TA es importante para el desarrollo de nuevas terapias
basadas en mecanismos moleculares bien definidos para reducir la incidencia del SM en pacientes obesos.

La acumulacion de AGL como TG en los adipocitos es un proceso anti-inflamatorio

Cuando la capacidad de acumulacién de AGL en el TA ha sido saturada, estos pasan a circulacion. Los AGL tales
como miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estrearico (C18:0) son pro-inflamatorios. Esto se debe a su capacidad
para activar las vias de sefiales de traduccion ligadas a receptores tipo-70l/, en particular Toll-like receptor-2 (TLR-2)
que conduce a la activacion del regulador maestro de la respuesta inflamatoria, NF-kB, especialmente en macréfagos
que conforman el TA (5). La activacion de esta via de sefialamiento conduce a la unioén de las subunidades p65/p50 y
de los co-activadores a los elementos de respuesta de varios genes proinflamatorios, incluyendo la oxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS), la ciclooxigenasa tipo 2, factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a), IL-6, IL-1f, IL-8, proteina
quimiotactica de monocitos (MCP-1), entre otros (4-5). Por lo tanto, terapéuticas dirigidas a reducir la activacion
inflamatoria de los macrofagos es de vital importancia para reducir la inflamacion del TA y la consecuente
inflamacion sistémica.

En la obesidad un balance energético positivo lleva a la diferenciacion de células madres del TA a adipocitos como
una respuesta adaptativa al exceso energético. Varios factores de transcripcion ligados al proceso de programacion y
diferenciacion a adipocitos, como otros ligados al proceso inflamatorio han sido involucrados en la regulacion del
patron de expresion génica (7). El PPAR-y y CEBP-a son reguladores maestros del proceso de adipogenésis, sin
embargo recientemente nuestros datos en poblaciones de nifios obesos (3) ademas de estudios en biologia celular y
molecular (7) han mostrado que el Factor Nuclear Eritroide-2 (Nrf-2) tiene un rol clave en la adipogénesis y
proteccion contra el SM en obesidad. Aquellos nifios obesos que expresan menos Nrf-2 son mas susceptibles al SM. El
Nrf-2 ha sido considerado hasta recientemente el regulador maestro de la respuesta celular adaptativa al estrés
oxidativo y electrofilico debido a que regula la expresion de varios genes de la fase 2 del metabolismo de xenobidticos
(7). Sin embargo, estudios recientes de nuestro equipo de trabajo asi como también de otros investigadores, han
puesto de manifiesto su importancia en el proceso de adipogénesis y almacenamiento seguro de AGL (3, 7). Por lo
tanto, al promover la incorporacion de AGL en la forma de TG, el factor de transcripcion Nrf-2 juega también un rol
anti-inflamatorio (3).

Busqueda de terapéuticas basadas en mecanismos moleculares para reducir la inflamacion del TA en obesidad
Visto el rol fundamental de la adipogénesis y la activacion inflamatoria de los macrofagos en el TA obeso, nuestros
equipos de investigacion han focalizado su atencion en: 1) efectivizar la acumulacion de AGL como TG en adipocitos,
y 2) Interferir con la activacion inflamatoria de los macréfagos focalizada en la inhibicion de la activacion del NF-«xB.
Con este fin se dispone de una coleccion de compuestos tipo diterpenoides fraccionados a partir de extractos vegetales
de la flora autéctona de la cordillera andina y también de compuestos tipo nitrona sintéticos. Estos compuestos son
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seleccionados en base a la induccion de la sintesis de glutation, expresion de la glutation-S-transferasa que es una
enzima limitante en la sintesis de glutation e ingreso de Nrf-2 al ntcleo, y de la expresion de PPARy en modelos de
lineas celulares de adipocitos humanos y murinos. Por otro lado, estos estudios estan siendo agilizados con el
desarrollo de una linea celular reportera para Nrf-2 que permitira el tamizaje inicial de la coleccion de compuestos.

En cuanto a la seleccion de compuestos con actividad anti-inflamatoria, nuestros estudios demostraron que el
compuesto tipo nitrona, 5,5-dimetil-1-pirrolina N-oxido (DMPO), ademas de atrapar proteinas radicalizadas [(8) y
referencias citadas en el mismo], puede inhibir la sintesis de oxido nitrico (NO) inducida por LPS en una linea celular
tipo macréfago (RAW 264.7) (9). Nuestros datos experimentales demostraron que DMPO no interfiere con la sintesis
de NO por la iNOS, una enzima que oxida L-arginina a L-citrulina y NO (10). La inhibicién de la produccion de NO
se debe a la inhibicion en la expresion de la iNOS causada por la disminucion en el ingreso de NF-kB p65 al nicleo
(10). DMPO no solo reduce la expresion de la iNOS, sino que también redujo la produccion de los otros mediadores
de la inflamacién inducidos por LPS y bajo el control transcripcional del NF-xB (10). La disminucion de la expresion
de genes bajo el control del NF-kB se debe a una disminucion en la fosforilacion e inhibicion de la protedlisis del
sensor de la respuesta celular inflamatoria, IkBa.. Esta inhibicion se debe a una interferencia causada por DMPO en las
vias de sefiales de traduccion gatilladas por LPS ligada a MAPkinasas (Akt, JNK, ERK y p38) (10). El spin trap no
afect6 la union del LPS-marcado fluorescentemente a su receptor en la superficie del macréfago. Nuestros datos aun
no publicados indican que el DMPO causé disminucion en la produccion del radical anion superoxido, el cual es
critico como segundo mensajero en la cascada de sefialamiento gatillada por LPS. Estos efectos podrian deberse a una
inhibicion causada por LPS en el ensamblaje de la NADPH oxidasa, que reduce oxigeno molecular a superdxido, o a
la inhibicion en el sefialamiento entre el complejo TLR-4/PKC3, la cual es critica para la fosforilacion de subunidad
p47""" que es necesaria para el ensamblaje en la membrana de la NADPH oxidasa y activacion de la produccion de
superoxido.

El analisis de los datos de microarray e interactoma (Ingenuity Pathway Analisis) sugieren que DMPO causa cambios
en el patron de expresion génica ligados a una interferencia no solo con TLR-4 sino también con TLR-3 y TLR-9.
Estos tres receptores tienen en comun dominios citoplasmaticos criticos en el sefialamiento rio abajo denominados
dominios TIR (7oll IL-1 receptor). Basados en estos hallazgos nuestros recientes estudios de modelado molecular
indican que el spin trap se liga a tres residuos discretos en el dominio TIR y podrian ser los responsables de apagar la
activacion inflamatoria de los macrofagos por DMPO. El significado biologico de este hallazgo en la inhibicion
causada por DMPO en la respuesta inflamatoria gatillada por DMPO atn queda por ser definida.

Conclusiones

La inflamacion del TA en la obesidad es un proceso central en la inflamacion sistémica que conecta la obesidad con el
SM. En el microambiente en el TA obeso tanto el LPS asi como también los AGL, son factores de presion que afectan
tanto el proceso de lipogenésis ademas de la activacion inflamatoria de los macrofagos. El entendimiento de las bases
moleculares de como estos factores afectan estos procesos llevara a la busqueda racional de nuevas estructuras
quimicas que efectivicen los procesos de lipogénesis y reduzcan la activacion inflamatoria de los macréfagos. De esta
forma servirian como bases moleculares para el disefio de nuevos farmacos para reducir la inflamacion del TA,
inflamacion sistémica e incidencia del SM en la obesidad.
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