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AEMPS: Agencia Española de 
Medicamentos y Productos Sanitarios. 
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del inglés adipose derived stem cells. 
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del inglés adipose tissue macrophages. 

BAT: tejido adiposo marrón o pardo, del 
inglés brown adipose tissue. 

BMDMs: macrófagos derivados de 
médula ósea, del inglés Bone marrow 
derived macrophages. 

BMI: índice de masa corporal, del inglés 
body mass index. 

BMPs: proteínas morfogénicas del 
hueso, del inglés bone morphogenetic 
proteins. 
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brown in white. 

CLS: estructuras en forma de corona, 
del inglés crown-like structures. 

CREB: elemento modulador de 
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response element-binding. 

CV: cardiovascular. 
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DCs: células dendríticas, del inglés 
dendritic cells. 

 

 

ECLs: bucles extracelulares, del inglés 
extracellular loops. 

EC50: concentración media efectiva. 

FA: ácidos grasos, del inglés fatty 
acids. 

FFA: ácidos grasos libres, del inglés 
free fatty acids. 

FGF-21: factor de crecimiento 
fibroblástico 21, del inglés fibroblast 
growth factor-21. 

GABA: ácido g-aminobutírico, del inglés 
g-aminobutyric acid. 

GDH: glutamato deshidrogenasa. 

GDP: guanosina difosfato, del inglés 
guanosine diphosphate. 

GLP-1: péptido similar al glucagón 

tipo 1, del inglés glucagon like peptide 1. 

GNI: gluconeogénesis intestinal. 

GPR91: receptor de succinato, del 
inglés G-protein-coupled receptor 91. 

GPCRs: receptores acoplados a 
proteínas G, del inglés G-protein-
coupled receptors. 

GTP: guanosina trifosfato, del inglés 
guanosine triphosphate. 

HbA1c: hemoglobina glicosilada. 

HIF1a: factor 1a inducible por hipoxia, 
del inglés hypoxia inducible factor. 

HPCs: progenitores hematopoyéticos 
humanos, del inglés human 
hematopoietic progenitor cells. 

HTA: hipertensión arterial. 
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insulin resistance. 
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LGCP: gastroplastia plicada, del inglés 
laparoscopic greater curvature plication. 

Linfocitos NK: linfocitos asesinos 
naturales, del inglés natural killer. 
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asociada a la disfunción metabólica, del 
inglés metabolic associated fatty liver 
disease. 

MCP-1: proteína quimioatrayente de 
monocitos 1, del inglés monocyte 
chemotactic protein-1. 

MCTs: transportadores 
monocarboxílicos, del inglés 
monocarboxylate transporters. 
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NaDC: cotransportador de 
Na+/dicarboxilato.  

NF-kb: factor nuclear kappa beta, del 
inglés nuclear factor kb.  
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PKA: proteína quinasa A, del inglés 
protein kinase A. 

PKB: proteína kinasa B. 

PLC: fosfolipasa C, del inglés 
phospholipase-C. 
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SNC: sistema nervioso central. 
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type 2 diabetes. 
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TGF-b: factor de crecimiento 
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growth factor b. 
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del inglés T helper type 2. 

TLR: receptores tipo toll, del inglés toll-
like receptor.  
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inglés transmembrane domain. 

TNFa: factor de necrosis tumorala, del 
inglés tumor necrosis factor a. 

Treg: células T reguladoras. 
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1, del inglés uncoupling protein 1. 
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del inglés vascular endothelial growth 
factor. 
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Resumen  
 

 

En los últimos años, el eje succinato-SUCNR1 ha cobrado especial interés 

por su demostrada implicación en diversas patologías inflamatorias crónicas, 

incluyendo enfermedades de tipo metabólicas como la obesidad y la diabetes de 

tipo (T2D). Diversos estudios han demostrado que en condiciones de estrés 

oxidativo la alteración en el funcionamiento del TCA conduce a la liberación de 

succinato de la mitocondria al citosol, y posteriormente al medio extracelular. El 

aumento de los niveles circulantes de succinato permite la activación específica 

de su receptor SUCNR1, un miembro de la familia de GPCRs. Por lo que, 

además de su papel como metabolito energético, participa como molécula 

señalizadora en diversos procesos a nivel de la célula. Entre las funciones 

descritas para el succinato se encuentra la activación de la respuesta inmune, 

motivo por el que durante mucho tiempo se le había considerado como un mero 

mediador de la inflamación. Además, varios estudios relacionaron niveles 

elevados de succinato con condiciones que constituyen un factor de riesgo en el 

desarrollo de enfermedad cardiovascular, como la HTA, la enfermedad cardíaca 

isquémica y la T2D. En este contexto, la hipótesis de esta tesis doctoral se basa 

en que la vía succinato-SUCNR1 en el macrófago podría contribuir de forma 

relevante en el desarrollo de la fisiopatología de la obesidad y la T2D, como 

mecanismo implicado en la respuesta metabólica inflamatoria subyacente. 

Además, proponemos los niveles circulantes de succinato como biomarcador 

indicativo del estado metabólico del paciente, y como herramienta clínica valiosa 

en el manejo de la obesidad y la diabetes tipo 2. Para ello, generamos un modelo 

de ratón knockout específico del receptor SUCNR1 en la línea mieloide, que nos 

permitiera estudiar el papel del eje succinato-SUCNR1 en el macrófago y su 

impacto a nivel metabólico. Por otro lado, empleamos una cohorte compuesta 

de 45 pacientes obesos y diabéticos tipo 2, en un estudio prospectivo 

aleatorizado unicentro, en el que determinamos niveles de succinato, y 

parámetros bioquímicos y antropométricos, previos a someterse a cirugía 

bariátrica y al cabo de un año, datos que fueron validados en una segunda 

cohorte independiente. Los resultados de nuestro estudio revelan que la vía 
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Resumen  
 

succinato-SUCNR1 resulta fundamental para la adecuada respuesta de los 

procesos inflamatorios agudos y crónicos del organismo, así como en el curso 

natural de su resolución; pone en evidencia la importancia de este eje como 

factor determinante para el mantenimiento y funcionalidad de los macrófagos; y 

demuestra que la obesidad se asocia a niveles elevados de succinato, pero a 

una resistencia a sus efectos antiinflamatorios. Además, pone de manifiesto el 

enorme potencial de esta ruta desde un punto de vista traslacional en el contexto 

de enfermedades metabólicas, desde el punto de vista del empleo de los niveles 

de succinato como biomarcador del estado metabólico, aplicable en el manejo y 

pronóstico de la patología metabólica.  
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Introducción 

  

 

1. OBESIDAD  

Según la Organización Mundial de la Salud (WHO, del inglés World Health 

Organization), la obesidad se define como un desorden caracterizado por un 

incremento desmesurado o anormal de grasa corporal que representa un riesgo 

para la salud y que se produce como resultado de un desbalance entre el gasto 

y el aporte energético, en favor de este último. Aunque durante mucho tiempo el 

sobrepeso y la obesidad ha prevalecido en países desarrollados, la tasa de 

personas obesas en países en desarrollo está alcanzando valores similares, 

siendo peores las secuelas en estos últimos debido a la falta de recursos. Según 

la WHO, se estima que el 39% de los adultos de más de 18 años presentan 

sobrepeso y alrededor de un 13% de la población mundial adulta es obesa. En 

niños también se ha producido un incremento espectacular en los índices de 

obesidad a nivel mundial, pasando de un 4% en 1975 a más de un 18% en 20161. 

Dada esta elevada prevalencia a nivel mundial y a la perspectiva de aumento en 

los próximos años, la obesidad es considerada a día de hoy como la pandemia 

del siglo XXI1. 

La obesidad se relaciona con una elevada morbi-mortalidad para el 

individuo siendo uno de los principales factores de riesgo involucrados en el 

desarrollo de enfermedades crónicas como la diabetes mellitus tipo 2 (T2D, del 

inglés type 2 diabetes), el síndrome metabólico, la enfermedad cardiovascular 

(CV) y la enfermedad del hígado graso asociada a la disfunción metabólica 

(MAFLD, del inglés metabolic associated fatty liver disease)2. Además, 

incrementa el riesgo de surfrir enfermedad neurodegenerativa y cáncer3, así 

como también la mortalidad frente a la infección por SARS-CoV-2 responsable 

de la covid194. Es por lo tanto, uno de los principales problemas de salud pública 

debido al impacto que tiene en la calidad de vida de los individuos y al importante 

coste sanitario que comporta. 
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La obesidad en adultos se clasifica en base al cálculo del índice de masa 

corporal (BMI, del inglés body mass index). Este índice se obtiene a partir de la 

ratio entre el peso corporal en kg y la altura en m2. De esta forma, la WHO define 

el sobrepeso como un BMI igual o superior a 25 kg/m2, y la obesidad como un 

BMI igual o superior a 30 kg/m2. A su vez, dentro de la categoría de obesidad, 

podemos subdividir a los individuos en otros 3 grupos, los que poseen un BMI 

entre 30-34,9 kg/m2 como obesidad de clase 1, entre 35-39,9 kg/m2 como 

obesidad de clase 2 y los que se encuentran en una situación igual o mayor a 

40kg/m2 como obesidad de clase 3 u obesidad mórbida5,6. Si bien esta 

clasificación es la que se utiliza de forma más extensa, varios estudios 

epidemiológicos han demostrado que existen otros indicadores antropométricos 

también representativos en la evaluación por ejemplo del riesgo CV. Entre ellos 

se encuentra la circunferencia abdominal, estrechamente relacionada con la 

cantidad de grasa abdominal, y el índice cintura/cadera, ambos propuestos como 

predictores de enfermedades metabólicas asociadas a la obesidad7–10. 

1.1. FISIOPATOLOGÍA DE LA OBESIDAD 

La obesidad es una enfermedad metabólica sistémica de origen 

multifactorial, que se presenta como resultado de una interacción entre factores 

genéticos, moleculares, ambientales y nutricionales. A nivel genético, se han 

descrito mutaciones en genes que regulan la saciedad11–13, cambios en la 

metilación del ADN del feto en relación a su estado nutricional14, así como 

también se ha llegado a estimar la heredabilidad del BMI15. En lo que se refiere 

a factores ambientales, destacan un estilo de vida sedentario junto a una dieta 

poco saludable, donde prevalece el consumo de alimentos procesados e 

hipercalóricos.  

Frente a una situación de balance energético positivo prolongado se 

produce un incremento en los depósitos de grasa del organismo, que si persiste 

en el tiempo acaba provocando una disfunción en las células que conforman el 

tejido graso, alterando su perfil de secreción y su capacidad de almacenamiento. 

Cuando los lípidos no pueden almacenarse de forma adecuada se acumulan de 
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forma ectópica en otros órganos, contribuyendo al desarrollo de un fenómeno 

conocido como lipotoxicidad16. Dicho fenómeno, se caracteriza por un aumento 

de ácidos grasos libres (FFA, del inglés free fatty acids) circulantes y por la 

producción de moléculas inflamatorias17,18. La inflamación resultante es 

considerada en la actualidad como uno de los principales factores involucrados 

en el desarrollo de las comorbilidades asociadas a la obesidad, como es la T2D, 

la dislipemia, el hígado graso y la enfermedad CV18.  

1.2. OBESIDAD, RESISTENCIA A LA INSULINA Y T2D 

El sobrepeso y la obesidad constituyen el principal factor de riesgo 

modificable en el desarrollo de T2D, tal es así que el 80% de los individuos con 

T2D presentan sobrepeso en el momento del diagnóstico. Este hecho, junto al 

impacto colectivo que provocan en la salud mundial, ha permitido que a la 

coexistencia de ambas entidades se le conozca con el término de “la epidemia 

gemela” (en inglés the twin epidemic)19. 

La resistencia a insulina (IR, del inglés insulin resistance) constituye un 

estado patológico en el que los tejidos no son capaces de responder a niveles 

fisiológicos de insulina, propiciando un estado de hiperinsulinemia 

compensatoria con el fin de garantizar el correcto funcionamiento del 

metabolismo glucídico. Esta demanda incrementada, conduce a la disfunción de 

la célula b pancreática productora de insulina y da lugar a una situación de 

hiperglicemia permanente. Este mecanismo se ha relacionado con la apoptosis 

de la célula b y el deterioro irreversible de la homeostasia glucídica20,21, de forma 

que la IR constituye el evento previo al desarrollo de la T2D22. Por otro lado, la 

IR, junto con otras alteraciones del metabolismo como la obesidad abdominal, la 

hipertensión arterial (HTA) y la hiperlipidemia, forman parte de una entidad 

conocida como síndrome metabólico, que determina un riesgo incrementado de 

sufrir enfermedad coronaria y cerebrovascular así como T2D, siendo 

responsable de producir un incremento en el riesgo de mortalidad por todas las 

causas23.  
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La inflamación constituye una respuesta fisiológica de protección frente a 

situaciones de infección o daño tisular, que se caracteriza por un aumento de 

leucocitos y citoquinas proinflamatorias a nivel local y/o sistémico. Sin embargo, 

cuando la respuesta inflamatoria es exagerada puede ocasionar efectos 

perjudiciales como la disfunción tisular. En ese sentido, la obesidad se considera 

una situación de inflamación sistémica de bajo grado, en la que se produce la 

activación de diferentes vías de señalización intracelular que interfieren de forma 

negativa con la cascada de señalización de la insulina provocando resistencia a 

la acción de dicha hormona24. A modo de ejemplo, se ha descrito que el TNFa 

(del inglés tumor necrosis factor a) induce la fosforilación inhibitoria del IRS-1 

(del inglés insulin receptor substrate 1), una molécula implicada en la cascada 

de señalización de la insulina, a través de la activación de vías inflamatorias 

mediadas por JNK1 (del inglés c-Jun N-terminal protein kinase 1) y NF-kb (del 

inglés nuclear factor kb) en células adiposas, hepatocitos y células musculares25. 

Además, el estado inflamatorio interfiere en el correcto funcionamiento del tejido 

adiposo (TA), donde se ha visto por ejemplo que TNFa inhibe además al factor 

de transcripción PPARg (del inglés peroxisome proliferator activated receptors g), 

responsable de la regulación de la síntesis lipídica y la acumulación de grasa en 

este tejido26,27. La disfunción del TA y la IR provocan un aumento de la actividad 

lipolítica que conduce a un incremento de los niveles de FFA en circulación. 

Dicho evento se ha relacionado con la acumulación ectópica de lípidos en tejidos 

como el músculo esquelético y el hígado, fenómeno que como hemos descrito 

previamente se conoce como lipotoxicidad. Es por ello, que inflamación, 

lipotoxicidad y IR son procesos altamente interconectados que se consideran los 

principales nexos de unión entre obesidad y T2D17,28. 

1.3. TRATAMIENTOS DE LA OBESIDAD 

En el tratamiento de primera línea de la obesidad, se incluyen medidas 

que comportan la modificación de estilos de vida basados principalmente en la 

promoción de una dieta saludable y ejercicio físico regular29. Sin embargo, es 

una realidad que gran parte de los pacientes acaban abandonando estos planes 

de alimentación y de ejercicio previstos conforme pasa el tiempo, e incluso, hay 
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casos en los que a pesar de un correcto cumplimiento la pérdida de peso 

conseguida no alcanza las espectativas esperadas. En ese sentido, las medidas 

farmacológicas han sido propuestas con el fin de conseguir objetivos más 

duraderos, pudiendo contribuir entre un 5 y un 15% a la pérdida de peso global30.  

En la actualidad, existen 3 fármacos autorizados por La Agencia Española 

de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) para el tratamiento de la 

obesidad a largo plazo, todos ellos indicados en BMI superior a 30 kg/m2 o bien 

superior a 27 kg/m2 en presencia de comorbilidades. Los principios activos de 

los fármacos en cuestión son el Orlistat, la Liraglutida y la combinación 

Bupropion-Naltrexona31. El Orlistat actúa disminuyendo la absorción de lípidos 

de la dieta por inhibición de la lipasa pancreática32,33; el Liraglutide es un análogo 

de incretinas, concretamente del GLP-1 (del inglés, glucagon-like peptide-1) que 

se libera durante la ingesta y que produce un enlentecimiento del vaciado 

gástrico, así como un efecto anorexigénico a nivel de hipotálamo34–36; y 

finalmente, la combinación Bupropion-Naltrexona que también estimula la 

saciedad a través de un doble mecanismo, vía neurotransmisores 

anorexigénicos hipotalámicos y a través del bloqueo de receptores endorfínicos 

durante la ingesta37–39. A pesar de la eficacia demostrada por estos fármacos en 

la pérdida de peso y el tratamiento de las comorbilidades asociadas, la tasa de 

abandonos resulta significativa, tanto por efectos secundarios, como debido al 

elevado coste que supone el tratamiento al no estar financiados por el sistema 

nacional de salud español (SNS)40,41.  

El abordaje quirúrgico se considera aplicable a individuos con un BMI 

mayor o igual a 40kg/m2, mayor o igual a 35kg/m2 en asociación a otras 

comorbilidades42, o en aquellos pacientes con obesidad severa en los que han 

fracaso todas las líneas anteriores de tratamiento43. En ese sentido, varios 

estudios han comparado los resultados obtenidos con la cirugía bariátrica en 

relación al tratamiento médico, demostrando una mayor efectividad de la cirugía 

en la pérdida de peso y en el manejo de las comorbilidades asociadas a la 

obesidad como la HTA, la dislipidemia, la MAFLD, el síndrome de apnea 

obstructiva del sueño (SAOS), así como en la remisión de la T2D44–46. Por todo 

ello, en la actualidad se ha pasado a referirse a ella en términos de cirugía 

metabólica47.  
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De forma general, la cirugía metabólica se clasifica en 3 grupos: (a) 

cirugía restrictiva, que consiste en la reducción del tamaño de la bolsa gástrica; 

(b) cirugía malabsortiva, en la que se produce un déficit de absorción de 

nutrientes que contribuye a la pérdida de peso; y (c) cirugía mixta, que resulta 

de una combinación de las técnicas anteriores. En cuanto a técnicas 
restrictivas, las más utilizadas en la actualidad son; en primer lugar, la 

gastrectomía en manga (SG, del inglés sleeve gastrectomy), donde se secciona 

aproximadamente un 80% del estómago dejandolo reducido a un tubo estrecho; 

en segundo lugar, la banda gástrica ajustable, que se coloca alrededor de la 

porción superior del estómago limitando la cantidad y ralenteciendo el paso de 

alimnetos; y por último la gastroplastia plicada (LGCP, del inglés laparoscopic 

greater curvature plication), que consiste en plicar la curvatura mayor del 

estómago sin seccionarlo. Ambas técnicas se realizan por laparoscopia, y como 

ventajas presentan su sencillez y el hecho de que no alteran la absorción 

intestinal, mientras que como desventajas, requieren mayor autocontrol por parte 

del paciente y representan mayor tasa de fracaso a largo plazo, probablemente 

por la mala selección de los pacientes y por el riesgo de dilatación de la bolsa 

gástrica. Las técnicas malabsortivas se fundamentan en la resección de una 

gran porción del intestino delgado hasta en un 80%, acompañado de una mínima 

reducción del volumen estomacal, por lo que el paciente presenta un volumen 

de ingesta aceptable. Si bien son las técnicas que mayor pérdida de peso 

provocan y las más efectivas en el tratamiento de la diabetes, a largo plazo 

comportan déficits nutricionales y más complicaciones a nivel de tracto intestinal, 

por lo que en la actualidad están en desuso. Finalmente, se encuentran las 

técnicas mixtas, como el bypass gástrico en Y de Roux (RYGB, del inglés Roux-

en-y gastric bypass), donde se realiza una reducción del volumen estomacal que 

se complementa con una disfunción parcial del intestino, de alrededor de un 40-

45% de la superficie de absorción. Las ventajas son una mayor pérdida de peso 

y efectividad al cabo de 10 años, y como desventajas comporta mayor riesgo 

quirúrigo, mayor necesidad de controles, y suplementación alimentaria48,49. 

Actualmente, la elección del tipo de cirugía (Figura 1) se basa en valorar 

el balance riesgo-beneficio entre los diferentes procedimientos quirúrigicos 

disponibles y las características del propio paciente50, siendo la SG, el RYGB y 
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la banda gástrica ajustable, los procedimientos que más se utilizan a día de hoy. 

A pesar de que todos ellos ha demostrado un efecto sustancial en la reducción 

de peso y la mejora metabólica, el grado de beneficio que presentan no es 

equivalente. En ese sentido, la técnica que ha mostrado tener un mayor impacto 

en cuanto a cantidad de peso pérdido, como se ha comentado es el RYGB, 

mostrando una reducción del 27,5% al cabo de 5 años de la intervención, 

respecto a un 17,8% de la SG y un 10,6% de la banda ajustable. En cuanto a los 

efectos en la remisión de T2D, un metaanálisis demostró que tanto el RYGB y la 

SG presenta resultados comparables, aunque la SG comporta menor riesgo 

quirúrgico y de efectos adversos, por lo que ha pasado a ser la técnica más 

utilizada51,52. 

 

Figura 1: técnicas de cirugía metabólica49. 

 

Se sabe que los beneficios metabólicos derivados de la cirugía bariátrica 

se producen de forma relativamente rápida, durante los primeros días o semanas 

tras la intervención cuando la pérdida de peso aún resulta negligible. Por ello, se 

ha sugerido la participación de mecanismos que pueden actuar de forma 

independiente a la pérdida de peso53,54. Aunque el conocimiento de dichos 

mecanismos es limitado, actualmente se cree que son el resultado de un cúmulo 

de eventos, entre ellos la propia restricción alimentaria o malabsorción de 

nutrientes; la afectación de la digestión de carbohidratos, de lípidos y de 

proteínas; los cambios en la absorción de la glucosa y su metabolismo intestinal; 
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y los cambios a nivel de hormonas gastrointestinales así como de la propia 

microbiota intestinal. Se ha propuesto que todos ellos determinarían de forma 

compleja la regulación de las vías de señalización neuroendocrinas implicadas 

en el comportamiento alimentario, el apetito, la saciedad y el gasto energético 

(Figura 2)49. 

 

Figura 2. Cambios derivados de la cirugía bariátrica49. 

 

Además, en el caso de la remisión de T2D tras cirugía, se han propuesto 

algunos factores adicionales que se cree que pueden actuar como predictores 

del éxito de la intervención por la influencia que representan en el curso de la 

enfermedad. Entre ellos, se ha hablado de una mayor cantidad de peso perdido 

tras la cirugía, así como de otros factores que incluyen un menor tiempo de 

evolución de la enfermedad, unos niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) 

menores  y un menor requerimiento de terapia insulínica previos a la cirugía55,56.  
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2. ÓRGANO ADIPOSO 

El TA se compone de una amplia variedad de tipos celulares y constituye 

además el principal órgano de reserva del organismo gracias al tipo célular 

principal que lo compone, el adipocito. El adipocito es una célula especializada 

que se encarga de la captación de ácidos grasos que le llegan de la circulación 

a través de quilomicrones provenientes de la ingesta, y que son reesterificados 

para poder ser almacenados en forma de triglicéridos (TG). En mamíferos, este 

tejido se distribuye a lo largo de diferentes localizaciones conocidas como 

depósitos de TA, que presentan algunas peculiaridades que permite 

diferenciarlos en cuanto a características y funcionalidad. Sin embargo, es 

debido a su importante función metabólica, endocrina y reguladora que se hace 

referencia a el en su conjunto como órgano adiposo57. 

2.1. TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO 

A nivel histológico es posible distinguir 3 tipos diferentes de TA, que 

además presentan diferencias en cuanto a características funcionales, de 

localización, y de origen58,59, estos son el tejido adiposo blanco (WAT, del 

inglés white adipose tissue), el tejido adiposo marrón o pardo (BAT, del inglés 

brown adipose tissue), y el tejido adiposo Beige o Brite (del inglés brown in 

white). El BAT y el Beige se caracterizan por tener la habilidad de disipar energía 

en forma de calor, contribuyendo así al mantenimiento de la temperatura corporal 

y al balance energético. Este proceso es posible gracias a la expresión de la 

proteína UCP1 (del inglés uncoupling protein-1) en la membrana interna 

mitocondrial, encargada del desacoplamiento de la síntesis de ATP en la cadena 

de transporte de electrones durante la respiración celular. Esta función, que se 

conoce como termogénesis no temblorosa, se encuentra activada de forma 

permanente en el BAT, y puede verse incrementada bajo ciertos estímulos como 

la exposición al frío60,61, un incremento en los niveles de hormonas tiroideas62, 

una ingesta calórica excesiva63, o la presencia de ciertos niveles de ácidos 

grasos u otros nutrientes en circulación64,65. En el caso del TA beige, esta función 

depende exclusivamente de que tenga lugar un proceso conocido como 
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“browning” del TA, por el que se originan adipocitos beige dentro del propio WAT, 

tras estímulos como los mencionados anteriormente66. Dada su dispersa 

localización dentro del WAT, resulta complejo determinar la cantidad de TA 

Beige presente en el organismo. Por el contrario, el BAT se localiza en ciertas 

áreas anatómicas como la cervical, axilar y paraespinal, por lo que se ha 

estimado que puede representar entre un 1-2% del total de la masa adiposa67. A 

nivel celular, las principales características que definen al adipocito de ambos 

tejidos son: (a) la disposición de los TG en forma de pequeñas gotas lipídicas 

dispersas en el citoplasma, (b) su elevada densidad de mitocondrias, y (c) una 

batería de genes específicos que intervienen en el proceso de termogénesis. 

En cuanto al WAT, al contrario de lo que ocurre con los otros dos tejidos, 

constituye la mayor parte de la masa adiposa (alrededor del 95% del total), 

siendo por ende el principal tejido de reserva del organismo67. La característica 

morfológica que distingue al adipocito blanco es la presencia de una única y gran 

gota lipídica que ocupa casi la totalidad del citoplasma. Y al contrario de lo que 

ocurre en el adipoctio beige y marrón, este no tiene capacidad de llevar a cabo 

la termogénesis no temblorosa y posee una baja densidad de mitocondrias. En 

esta tesis nos centraremos en las características de este tejido, así como en su 

papel en el metabolismo y homeostasis energética, como se detallará a 

continuación.    

2.2. TEJIDO ADIPOSO BLANCO  

El WAT posee una gran variedad de funciones que lo convierten en uno de 

los principales tejidos involucrados en la homeostasia energética. En cuanto a 

su papel más conocido como órgano de reserva, tiene la función de proporcionar 

sustrato energético al resto de tejidos en situación de demanda, como es el caso 

de un aporte limitado de nutrientes exógenos o de un ayuno prolongado. Para 

ello, pone en marcha el proceso de hidrólisis de los TG almacenados en el 

adipocito, a partir de los cuales se obtienen FFA, que son transportados a la 

circulación para que puedan ser captados y utilizados por el resto de tejidos. A 

pesar de esta función universal, conviene remarcar como se verá más adelante, 
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que posee funciones adicionales importantes. Y que presenta características y 

propiedades diferenciales en lo que respecta a su localización y condiciones del 

medio que le rodea68. 

2.2.1. Capacidad expansiva del tejido adiposo blanco 

El WAT es considerado uno de los órganos con mayor plasticidad en el 

organismo, cualidad que se le atribuye en parte, por su capacidad de incrementar 

en masa y volumen en respuesta a un balance energético positivo crónico. 

Existen dos mecanismos implicados en la expansibilidad o incremento de la 

capacidad de reserva de este tejido. Uno de ellos, involucra el aumento de 

tamaño de los adipocitos, fenómeno que se conoce como hipertrofia, y el otro, 

implica un aumento en número a partir de células precursoras, proceso conocido 

como hiperplasia. Hasta hace pocos años se creía que la hipertrofia era el 

principal mecanismo implicado en el incremento de la adiposidad en el individuo 

adulto. Sin embargo, el estudio de la dinámica del WAT, mediante el uso de 14C 

como trazador, determinó la presencia de un recambio y reclutamiento constante 

de células adiposas que tiene lugar a lo largo de la vida adulta del individuo y 

que comportaría alrededor de un 10% de renovación anual de la masa adiposa 

en este tejido69.  

La hipótesis de la expansibilidad del tejido adiposo sostiene que el WAT 

es capaz de incrementar su capacidad de almacenamiento de lípidos en 

situación de ingesta excesiva de nutrientes, hasta unos límites que vendrán 

determinados por factores ambientales y genéticos de cada individuo, de modo 

que cuando estos se ven sobrepasados, aparecen las complicaciones 

metabólicas derivadas de la obesidad. Una vez excedidos dichos límites, los 

lípidos no pueden ser almacenados de forma correcta y se produce el fenómeno 

de lipotoxicidad, que tal y como se ha comentado previamente contribuye al 

desarrollo de resistencia a la insulina16,17. En este contexto, se produce un 

aumento del tamaño de los adipocitos u obesidad hipertrófica, que se relaciona 

a su vez con una limitada capacidad de reclutamiento de nuevas células 

adiposas70,71 y con una predisposición a desarrollar resistencia a la insulina72,73. 

En concreto, se cree que la hipertrofia excesiva de los adipocitos es la 
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responsable de los cambios fisiopatológicos que subyacen a la enfermedad 

metabólica, como el defecto en la perfusión que conduce a hipoxia tisular, la 

apoptosis de los adipocitos inducida por estrés mecánico y el incremento de 

mediadores de la inflamación74.  

Por el contrario, un incremento preservado de la capacidad de hiperplasia 

del TA subcutáneo se ha asociado a beneficios metabólicos, como aumento de 

la sensibilidad a la insulina y menor riesgo de desarrollar diabetes de tipo 275,76. 

Esta capacidad expansiva del WAT podría explicar, en parte, porqué hay 

individuos que si bien son obesos, no poseen ningún factor de riesgo CV, como 

la IR, la T2D, la hipertrigliceridemia o la HTA, y que en este contexto se les ha 

denominado de forma clínica como obesos metabolicamente sanos77. Resulta 

importante remarcar que la “obesidad metabólicamente sana” no debe de 

considerarse una condición segura que pueda prescindir de tratamiento. De 

hecho, se podría considerar un estado transitorio en el paso hacia un fenotipo 

metabolicamente perjudicial. Por ello, la recomendación clínica continua siendo 

la pérdida de peso, ya que el riesgo que poseen estos pacientes de surfrir 

enfermedad CV resulta incrementado respecto al de población con normopeso77. 

2.2.2. Tipos de tejido adiposo blanco  

El WAT es un tejido heterogeneo que se puede diferenciar 

fundamentalmente en base a su localización y características, de forma que a 

nivel metabólico destacan dos grandes depósitos. Por un lado, el TA visceral 

(vWAT, del inglés visceral white adipose tissue) y por otro, el TA subcutáneo 

(scWAT, del inglés subcutaneous white adipose tissue). El scWAT, representa 

aproximadamente el 80% de la masa grasa en una persona con normopeso y se 

halla ubicado debajo de la piel, con predominio en la zona externa al peritoneo y 

la zona glúteo-femoral. El vWAT, por otro lado, representa entre un 10-20% de 

la masa grasa en el sexo masculino, y entre un 5-8% en el femenino, y se localiza 

en la zona del peritoneo en contacto directo con los órganos internos, como se 

puede apreciar en la figura 378. En cuanto a su metabolismo, se ha observado 

que ambos tejidos presentan diferencias destacables, de modo que un 

incremento de vWAT se asocia con un mayor riesgo de padecer alteraciones 
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metabólicas como IR, T2D y enfermedad CV79,80, mientras que la expasión del 

scWAT se relaciona con un mejor perfil metabólico, incluyendo mayor 

sensibilidad a la insulina y menor riesgo de desarrollar T2DM81. De hecho, se ha 

descrito que el trasplante intrabdominal de scWAT en ratones obesos, parece 

mejorar la IR y la tolerancia a la glucosa82,83. Por otro lado, la reducción de vWAT 

se asocia a una disminución en los niveles circulantes de glucosa, a un aumento 

de la sensibilidad a insulina, y a una reducción en los niveles de colesterol y 

TG84,85. Estudios en modelos animales han permitido demostrar que estas 

diferencias no son debidas únicamente a una cuestión de localización, sino que 

al parecer los adipocitos procedentes de ambos depósitos tienen su origen en 

diferentes células precursoras86–89. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Localización de los distintos tipos de TA en el cuerpo humano90. 

2.2.3. Tejido adiposo blanco como órgano endocrino  

Entre sus muchas otras funciones, cabe destacar el importante papel que 

tiene el TA como órgano endocrino. Este tejido es capaz de secretar un gran 

número de mediadores con acción sistémica, paracrina y autocrina, de gran 
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importancia a nivel metabólico, tal y como se resume en la figura 4. En este 

apartado se hará referencia concretamente al WAT y a la secreción de algunas 

de sus moléculas principales.  

 

 
Figura 4. Resumen de las principales moléculas secretadas por el TA y su efecto en el 

metabolismo67. 

 

Entre las principales hormonas secretadas por el WAT encontramos la 

leptina, una proteína de 16 kDa producida principalmente por el adipocito blanco 

de forma pulsatil y siguiendo un patrón circadiano. Su secreción también se 

encuentra regulada por la alimentación, de modo que aumenta durante las 

primeras horas tras la ingesta produciendo un efecto inhibitorio sobre el apetito 

e incrementando el gasto energético por acción sobre su receptor (LEPR, del 

inglés leptin receptor) expresado en hipotálamo91,92. En situación de ayuno por 

el contrario, los niveles de leptina se ven reducidos, por lo que tiene lugar un 

incremento de la ingesta y una disminución del gasto energético93,94. El receptor 

de leptina también es expresado de forma amplia por diversos tejidos, donde 
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media otras funciones como el mantenimiento óseo, del sistema inmune y la 

angiogenesis67.  

Otra de las principales hormonas producida por el adipocito blanco, aunque 

no de forma exlcusiva, es la adiponectina, una proteína de unos 30 kDa cuyos 

niveles se encuentran relacionados de forma inversa con la cantidad de TA. A 

nivel de sistema nervioso central (SNC), la adiponectina estimula el apetito y 

reduce el gasto energético91, mientras que, a nivel de tejidos periféricos mejora 

la sensibilidad a la insulina a través de los receptores AdipoR1 en músculo, y 

AdipoR1 y AdipoR2 en hígado95.  

El WAT también secreta múltiples factores de crecimiento como el FGF21 

(del inglés fibroblast growth factor 21), y diversas proteínas de la familia de las 

BMPs (del inglés bone morphogenetic proteins), del TGF-b (del inglés 

transforming growth factor beta) y de los VEGFs (del inglés vascular endothelial 

growth factor) con importantes implicaciones en el desarrollo, mantenimiento y 

diferenciación celular67. Además, secreta otros péptidos o adipoquinas como la 

resistina, el RBP4 (del inglés retinol-binding protein 4), la apelina y la omentina, 

que se han relacionado con la fisiopatología de la resistencia a la insulina y el 

síndrome metabólico96–98. Se sabe que el patrón de secreción presenta cierta 

variabilidad en relación al tipo de TA. Además, en un contexto de obesidad se 

produce una desregulación de su función endocrina, con un incremento de 

adipoquinas proinflamatorias, una reducción de la hormona anti-inflamatoria 

adiponectina y un aumento crónico de los niveles de leptina que inducen un 

estado de resistencia a la misma.  

2.2.4.   Células del tejido adiposo blanco  

 El WAT es un tejido formado por una gran variedad de poblaciones 

celulares, entre las cuales se encuentra el adipocito blanco y todo un conjunto 

de células que forman parte de lo que se conoce como la fracción estroma 

vascular (SVF, del inglés stromal vascular fraction). A pesar de que el adipocito 

blanco representa alrededor del 90% del volumen tisular, tan solo se 

corresponde con el 20-40% de su contenido celular, el resto estaría compuesto 
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por la SVF89. La proporción de células que conforman la SVF puede variar en 

función de la naturaleza del TA, incluyendo el tipo, localización, o el ambiente 

metabólico en el que se encuentre. De forma general, los tipos celulares 

presentes son: células madre mesenquimales (ASCs, del inglés adipose derived 

stem cells), preadipocitos, células vasculares, fibroblastos y células del sistema 

inmunitario89. Estas células llevan a cabo funciones cruciales para la 

homeostasia del WAT, como el mantenimiento de la matriz extracelular, la 

función de adipogénesis y angiogénesis, la preservación de la sensibilidad a la 

insulina, el aclaramiento de células apoptóticas y la defensa contra patógenos 

exógenos y moléculas dañinas99. Las células inmunitarias representan la mayor 

parte del SVF y se dividen en componentes de la inmunidad innata, como los 

neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, células dendríticas, linfocitos NK (del inglés 

natural killer) y macrófagos; y en células de la inmunidad adaptativa, que son los 

linfocitos y células B y T99.  

En un individuo con normopeso predomina un fenotipo de células de tipo 

antiinflamatorias o de inmunidad tipo 2, incluyendo células Treg (T reguladoras), 

Th2 (del inglés T helper type 2), iNKT reguladoras (del inglés invariant natural 

killer T cells), eosinófilos, ILC2s (del inglés type 2 innate lymphoid cells) y 

macrófagos M2. Por el contrario, en un estado de obesidad tiene lugar una 

remodelación tisular que determina un perfil celular de tipo proinflamatorio99. A 

pesar de que se han propuesto varios mecanismos no excluyentes por los que 

parece ser que se produce este remodelado celular, la hipótesis de la hipoxia 

como factor desencadenante del proceso inflamatorio en obesidad es de las más 

aceptadas. Actualmente, se sabe que la hipoxia del WAT en el individuo obeso 

estabiliza e incrementa la expresión del factor de transcripción HIF1a (del inglés 

hypoxia inducible factor) en el adipocito, que induce la expresión de múltiples 

genes inflamatorios en el WAT, así como quimiocinas y genes relacionados con 

la fibrosis del tejido100. En respuesta a este proceso, se incrementa además el 

reclutamiento y activación de células inmunes, produciendo un estado 

inflamatorio de bajo grado que se relaciona con la patogenesis de la obesidad y 

sus comorbilidades18. En concreto, en esta tesis se hará referencia a un tipo en 

particular de célula inmune, el macrófago. 
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2.3. MACRÓFAGO DE TEJIDO ADIPOSO 

El macrófago es una célula que pertenece a la línea mieloide y que 

participa en la respuesta inmunitaria innata. Así, sus función principales son la 

detección, fagocitosis y destrucción de moléculas dañinas para el organismo; así 

como también, la presentación de antígenos e inicio de la respuesta inflamatoria. 

Este tipo celular se encuentra presente en casi la totalidad de los tejidos del 

organismo y adquiere variaciones en su fenotipo y funciones en base a su 

localización. De esta forma, a los macrófagos presentes en el hueso se les 

denomina “osteoclastos”, a los que se encuentran en hígado “células de Kupffer”, 

a los del tejido cerebral “microglia” y a los residentes en el TA “ATMs” (del inglés 

adipose tissue macrophages)101 entre otros tejidos. 

La aparición de nuevos macrófagos en tejido depende básicamente de dos 

mecanismos, por un lado el reclutamiento de nuevas células a partir de 

precursores monocíticos102,103, y por otro de la proliferación in situ de los 

macrófagos residentes del propio tejido104–106. Varios estudios en modelos de 

ratón han demostrado una dualidad en cuanto a la procedencia de los 

macrófagos de tejido, con un origen prenatal a partir de células del saco vitelino 

y de células hematopoyéticas de hígado fetal; y con un origen hematopoyético a 

partir de precursores circulantes que se instalan en el tejido y proliferan para dar 

lugar a macrófagos procedentes de médula ósea (BMDMs, del inglés Bone 

marrow derived macrophages)101. 

Se sabe que en situación de normopeso los ATMs del WAT representan 

aproximadamente el 10% de su contenido celular, y que son capaces de 

incrementar en número hasta alcanzar más del 40% en situación de obesidad107. 

El proceso iniciador se atribuye a la apoptosis que sufren los adipocitos 

hipertróficos, que provoca la liberación masiva de mediadores de la inflamación 

y la activación de cascadas inflamatorias que promueven el reclutamiento de 

precursores y proliferación de macrófagos en el tejido108. Entre dichos 

mediadores se encuentra la citoquina proinflamatoria TNFa y la quimiocina MCP-

1 (del inglés monocyte chemotactic protein-1) que funcionan como sustancias 

quimioatrayentes109.   
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El incremento de ATMs dentro del TA inflamado se puede evidenciar 

gracias a su tendencia a formar unas estructuras características en forma de 

corona (CLS, del inglés crown-like structures) alrededor de los adipocitos 

apoptóticos110,111. Se cree que el mecanismo por el que se originan es 

dependiente de la imposibilidad de englobar a dichas células hipertrofiadas para 

llevar a cabo su fagocitosis. De forma que los macrófagos liberan el contenido 

enzimático de sus lisosomas, generando un compartimento extracelular 

acidificado que promueve la degradación y liberación de ácidos grasos (FA, del 

inglés fatty acids). Estos macrófagos que acaban cargados con grandes 

cantidades de lípidos adquieren la disposición de CLS característica. Se postula 

que su función consiste en impedir la acumulación ectópica de lípidos y el 

desarrollo de lipotoxicidad110,112. 

2.3.1. Papel del macrófago en el WAT  

En situación de normopeso es posible encontrar en el WAT un predominio 

de macrófagos con caracteristicas antiinflamatorias cuya actividad se relaciona 

con propiedades reguladoras del sistema inmunitario, de reparación y 

remodelación tisular, así como de preservación de la sensibilidad a la insulina. 

Mientras que en individuos obesos resulta más prevalente la población de 

macrófagos proinflamatorios, cuya función fundamental es la activación de la 

respuesta inmunitaria inflamatoria y la eliminación de productos de desecho y 

antígenos del organismo99.  

A los macrófagos inflamatorios se les ha atribuido un papel importante 

en el deterioro de la acción de la insulina en el adipocito, principalmente 

relacionadolos con la activación de vías de señalización que involucran quinasas 

proinflamatorias como IKK (del inglés IkB kinase) y JNK,  a través de mediadores 

secretados por ellos mismos113. El incremento de estas células en el individuo 

obeso comprende tanto el fenómeno de reclutamiento y diferenciación a partir 

de precursores monocíticos, como se ha mencionado con anterioridad; como 

también un proceso de transformación in situ descrito como “switch” o 

“switching” de los macrófagos114, que depende de un ambiente rico en 

mediadiores de la inflamación y en el que los macrófagos residentes con 
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características antiinflamatorias pasarían a adquirir propiedades de tipo 

inflamatoria.  

2.3.2. Plasticidad del macrófago 

Si bien la forma de identificar a los macrófagos en base a un espectro de 

activación bidimensional proinflamatorio/antiinflamatorio resulta muy útil para la 

comprensión de sus mecanismos de activación, hay numerosas evidencias que 

demuestran que in vivo esta delimitación no resulta precisa y que por el contrario, 

existe una amplia variedad de fenotipos intermedios entre ambos 

extremos115,116. Se ha descrito que los ATMs de individuos obesos, a diferencia 

de lo que ocurre en modelos murinos, presentaran un fenotipo con 

características inflamatorias mixtas, expresando de forma simultanea 

marcadores típicos tanto antiinflamatorios como proinflamatorios117. Por otro 

lado, existen también estudios que indican que el fenotipo de los macrófagos 

varía en función del depósito en el que se localizan, de modo que los macrófagos 

procedentes de scWAT parecen presentar abundante expresión de marcadorres 

antiinflamatorios, mientras que los de vWAT, estarían dotados de ciertas 

características de tipo más inflamatorias, en relación a los anteriores118,119. 

En cuanto a la clasificación de los fenotipos de macrófagos, se ha utilizado 

de forma clásica su habilidad para polarizarse en respuesta a diferentes 

estímulos in vitro. De forma que se emplea el término de macrófagos naïve o 

“M0” para referirse a aquellas células diferenciadas que aún no han recibido 

estímulos para inducir un fenotipo funcional determinado. Los macrófagos de tipo 

M1 o “activados de forma clásica” son aquellos a los que se les ha inducido un 

fenotipo proinflamatorio, tras su estimulación tipicamente con lipolisacáridos 

(LPS), interferón-g (IFN-g) o TNF-a, como se aprecia en la figura 5. Por último, 

los macrófagos M2 o “activados por la vía alternativa”, presentan características 

antiinflamatorias y surgen como resultado de la estimulación con interleuquina 4 

(IL-4), interleuquina 10 (IL-10), interleuquina 13 (IL-13) o glucocorticoides. Estos 

a su vez, han sido subclasficados en función del estímulo específico empleado, 

pudiendo diferenciarse en fenotipos intermedios denominados como “M2a”, 

“M2b” o “M2c”115,116,120. 
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Figura 5. Polarización y fenotipo de macrófagos120. 

 

La característica fundamental de los macrófagos de tipo M1 es la 

secreción de citoquinas proinflamatorias como el TNFa, la interleuquina 6 (IL-6), 

la interleuquina 1 (IL-1) y el óxido nítrico (NO, del inglés nitric oxid). Por otro lado, 

los macrófagos M2 producen citoquinas antiinflamatorias como IL-10, IL-4, IL-

1RA (del inglés interleukin-1 receptor antagonist), y TGF-b115. Los macrófagos 

también presentan un perfil de marcadores de superficie celular diferencial en 

base a su fenotipo, que hace posible su diferenciación mediante técnicas de 

citometría y/o inmunohistoquímica. En concreto, los macrófagos murinos que 

son los que han sido más ampliamente estudiados y los mejor caracterizados, 

son reconocidos a través de las proteínas F4/80 y CD11b. Marcadores que si se 

combinan con el CD11c permiten la identificación de macrófagos M1, o que si 

por el contrario, se combinan con CD301 y CD206 posibilitan la identificación de 

los de fenotipo M2114.  

El empleo de cultivos primarios de macrófagos y monocitos murinos de las 

cepas Balb/c y C57BL/6, así como el cultivo de líneas celulares tanto de 

humanos como murinas han aportado una mayor compresión respecto a los 
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mecanismos implicados en la diferenciación y polarización de estas células. Para 

llevar a cabo la diferenciación in vitro de los macrófagos a partir de células 

precursoras se emplean los factores estimuladores de colonias GM-CSF (del 

inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y M-CSF (del inglés 

monocyte colony stimulating factor), que son glucoproteínas que poseen 

propiedades en la modulación de la hematopoyesis, en el control de la 

supervivencia, la proliferación y la diferenciación celular121. En concreto, bajo la 

influencia del factor M-CSF es posible obtener macrófagos con características 

similares a las de un estado fisiológico, proclives a adquirir un fenótipo diferencial 

en función de los estímulos a los que se exponga, en tanto que con el factor GM-

CSF se obtienen macrófagos con características de tipo inflamatorias y que 

resultan más típicos de la localización alveolar121.  

2.3.3. Macrófago e inmunometabolismo 

El término inmunometabolismo abarca dos aspectos básicos, por un lado 

el efecto de la inflamación y la respuesta inmune en el control del metabolismo 

a nivel sistémico; y por otro, las alteraciones sobre el metabolismo de las células 

inmunitarias y como influye este en su actividad inmunológica122,123. En este 

contexto, la reprogramación metabólica celular, que hace referencia a los 

cambios en el programa metabólico de las células especialmente a nivel de 

mitocondria, en respuesta a estímulos antiinflamatorios o proinflamatorios,  

constituye un hecho clave en la determinación del fenotipo de los macrófagos, 

en el proceso de “switching” y en la capacidad para llevar a cabo sus funciones 

en respuesta al estado fisiopatológico del organismo122,124. 

Los macrófagos antiinflamatorios o M2 se caracterizan por presentar una 

incrementada actividad oxidativa, a través de la vía de la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS, del inglés oxidative phosphorylation) de la membrana interna 

mitocondrial, sin que se produzcan modificaciones en la ruta de señalización del 

TCA (del inglés tricarboxylic acid cycle), siendo los FA y la glucosa sus fuentes 

principales de sustrato energético. Por otro lado, como se ha mencionado 

previamente, ciertos estímulos inflamatorios son capaces de propiciar un cambio 

desde un fenotipo antiinflamatorio u homeostático hacia uno con características 
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inflamatorias pasando de un metabolismo oxidativo hacia uno glicolítico. De 

hecho, los macrófagos de tipo M1 se caracterizan por una disrupción de la vía 

del TCA, y un incremento de la actividad glicolítica en situación de adecuada 

disponibilidad de O2, motivo por el que a esta vía que permite una rápida 

obtención de energía con la que llevar a cabo funciones de fagocítosis y 

bactericidas de la célula se la conoce como glicólisis aeróbica122. 

El bloqueo en el TCA producido en el macrófago inflamatorio, conduce a 

la acumulación de metabolitos intermediarios como el citrato125, el itaconato126 y 

el succinato125 (Figura 6), que cobran importancia debido a su demostrada 

participación en la respuesta inmune inflamatoria127. De forma que los cambios 

metabólicos que sufren las células inmunitarias, además de tener un papel en la 

elaboración de precursores de biosíntesis y de ATP para su funcionamiento, 

proporcionan metabolitos celulares capaces de actuar en sí mismos como 

moléculas de señalización con relevantes funciones en la respuesta inmune del 

organismo128,129. 

 

 

Figura 6. Reprogramación metabólica de los macrófagos124. 
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3. SUCCINATO Y SUCNR1 

3.1. SUCCINATO COMO SUSTRATO ENÉRGÉTICO 

El succinato o ácido succínico a pH sanguíneo, es un ácido dicarboxílico 

conocido por su función de metabolito intermediario de la vía del TCA en la matriz 

mitocondrial, y como sustrato energético de la fosforilación oxidativa llevada a 

cabo en la membrana de la mitocondria, por lo que ocupa un lugar crucial en el 

metabolismo celular como componente de ambas vías130. En el TCA, el 

succinato se origina a partir del succinil-CoA y es oxidado a fumarato por la 

succinato deshidrogenasa (SDH), enzima que también participa en la cadena de 

transporte de electrones de la membrana interna de la mitocondria, donde recibe 

el nombre de complejo II. De esta forma la SDH constituye un nexo de unión 

entre las vías del TCA y la OXPHOS131.  

En condiciones fisiológicas la mitocondria es la fuente principal de 

succinato de los tejidos “estériles”. Mientras que en las mismas condiciones, la 

fuente principal de succinato del lumen gastrointestinal es la densa población de 

microorganismos productores de succinato (Figura 7)132,133. Este proceso tiene 

lugar a partir de la fermentación anaeróbica de carbohidratos en el intestino distal 

que en mamíferos es llevada a cabo principalmente por el filo Bacteroidetes, un 

tipo de bacterias que se presentan de forma abundante en la microbiota 

intestinal132. En condiciones fisiológicas este succinato podría ser rápidamente 

consumido, tanto por otras bacterias como por las propias células intestinales, 

razón por la cual se cree sus niveles son bajos en el lumen intestinal132,133. De 

hecho, durante mucho tiempo el succinato es había considerado un mero 

intermediario en la síntesis de propionato, un ácido graso de cadena corta 

(SCFA, del inglés short chain fatty acids) producido por bacterias de los géneros 

Bacteroides spp., Prevotella spp. y algunas de la clase Firmicutes134. No 

obstante, literatura reciente apunta al succinato como un producto final de la 

microbiota intestinal, que podría estar jugando un papel relevante en la 

interacción exsitente entre huesped-microbiota, clave en el correcto 

funcionamiento de nuestro organismo133.  
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Figura 7. Fuentes de succinato en el organismo133. 

 

 

3.2. SUCCINATO COMO MOLÉCULA DE SEÑALIZACIÓN  

Además de su papel como sustrato energético, se ha demostrado que el 

succinato puede acumularse en ciertas situaciones patofisiológicas, 

relacionadas especialmente con procesos de inflamación y de estrés 

metabólico130, siendo capaz de llevar a cabo funciones clave en la señalización 

celular tanto a nivel específico de tejido como a nivel sistémico129,135–139. Como 

mecanismo involucrado en el aumento de los niveles de succinato en situación 

de estrés celular se encuentra la producción de radicales libres (RL). Los RL o 

ROS (del inglés reactive oxygen species) son compuestos prooxidantes 

derivados del O2, que se originan principalmente en la cadena respiratoria de la 

mitocondria a partir de un proceso de reducción incompleta del O2, aunque 

también pueden provenir de fuentes externas como contaminantes. Los ROS 

oxidan macromoléculas biológicas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos 

generando así otros RL orgánicos que incrementan aún más el daño, el 

envejecimiento y la muerte celular. En condiciones fisiológicas, la célula 

mantiene un balance entre producción de moléculas prooxidantes y sistemas de 

defensa antioxidantes, de modo que cuando se pierde este equilibrio tiene lugar 

el estrés oxidativo. La sobreproducción de ROS provoca daño a nivel del DNA 

mitocondrial con efecto perjudicial en el funcionamiento de componentes de la 

cadena de transporte de electrones y de la vía del TCA, esto produce una 
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modificación de la actividad de diversas enzimas con acción reversible en el 

TCA, propiciando un funcionamiento reverso de dicha vía para generar NAD+ 

(nicotinamida adenina) y malato como productos metabólicos140,141. Cuando la 

SDH actúa de forma inversa cataliza la reducción de fumarato a succinato 

(Figura 8), como sucede en situaciones de isquemia y baja disponibilidd de O2142. 

Por otro lado, la acción de la enzima a-KGDH (del inglés a-ketoglutarate 

dehydrogenase) que es irreversible, en estas condiciones preserva su función 

por lo que se produce un flujo anterogrado oxidativo y uno retrográdo reductivo 

que coinciden en la generación de succinato143,144. Además, la participación de 

la lanzadera malato-aspartado y el ciclo de los nucleótidos purinas en la 

generación de fumarato, constituye otro mecanismo por el que se ve aumentada 

la síntesis de succinato en el TCA reverso145,146. 

Para poder sustentar el funcionamiento de la vía del TCA afectada, es 

preciso que se supla de otros sustratos energéticos a través de un proceso que 

se conoce como anaplerosis147. En condiciones normales, en el TCA se produce 

la condensación de acetil-CoA y oxalacetato (OAA) para producir citrato (Figura 

8). La oxidación del citrato genera equivalentes reductores que se emplean en 

la producción de ATP a través de la OXPHOS y con cada ciclo se liberan dos 

carbonos en forma de CO2 que contribuyen a regenerar el OAA. Ante un defecto 

del funcionamiento de la vía, el OAA se vuelve sustrato limitante, por lo que tiene 

que abastecerse de rutas anapleróticas. La mayor parte proviene de la 

glutamina, que se convierte en glutamato gracias a la enzima glutaminasa, y a 

través de reacciones involucradas en la síntesis de nucleótidos. El glutamato 

pasa a a-cetoglutarato (aKG, del inglés a-ketoglutarate) por medio de dos 

reacciones, una por transferencia del grupo amino del glutamato a un cetoácido, 

dando como resultado aKG y un aminoácido. Y el otro, donde el glutamato es 

desaminado por la glutamato deshidrogenasa (GDH), liberando amoniaco y 

produciendo aKG. El aKG sirve de sustrato en la síntesis de succinato a través 

de la ruta anterógrada del TCA, mientras que el GABA (del inglés g-aminobutyric 

acid) obtenido a partir de glutamato también aumenta a nivel intracelular, 

participando en la síntesis de succinato a través de la vía que se conoce como 

GABA shunt147–149.  
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Figura 8. Vías involucradas en el aumento de succinto intracelular133. 

 

El succinato que se ha originado en grandes cantidades en la matriz de la 

mitocondria, es exportado desde el interior del orgánulo hacia el citosol de la 

célula gracias al transportador dicarboxílico SLC25A10 (del inglés, solute carrier 

family 25 membrane 10) que transporta también malato y fumarato135 situado en 

la membrana interna; y a través de canales de aniones dependientes de voltaje 

(VDAC, del inglés voltage-dependent anion channel) en la membrana 

mirocondrial externa150. Los niveles elevados de succinato en el citosol producen 

diversos efectos en la célula, dando lugar a modificaciones postransduccionales 

por medio de succinilización de proteínas, interviniendo en la regulación 

epigenética a través de mecanismos que involucran la metilación de del DNA y 

de histonas, y promoviendo la estabilización del factor HIF1a que estimula la 

producción de IL-1b, el programa proinflamatorio y la producción de ROS por 

parte de la célula126,135,146,149. 
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Cuando los niveles intracelulares de succinato son muy elevados, puede 

tener lugar su paso a nivel sistémico a través de transportadores de membrana 

plasmática, entre los descritos se encuentran los transportadores dicarboxílicos 

de aniones orgánicos (OAT, del inglés organic anionic transporter)151 y los 

transportadores monocarboxílicos (MCTs, del inglés monocarboxylate 

transporters)152. Los OAT pertenecen a la familia SLC22 y tienen un papel central 

en el transporte de pequeños metabolitos endógenos, fármacos y toxinas, 

principalmente en riñón e hígado153. Funcionan como intercambiadores que 

median el transporte de aniones orgánicos hacia el interior de la célula a cambio 

del exporte de productos metabólicos a la sangre. Se han identificado y 

caracterizado funcionalmente varios subtipos de OAT154,155, que difieren en 

función del tipo de sustrato, la distribución de tejidos y la regulación156. Entre 

estos, OAT1-OAT3, OAT5 y OAT10 pueden intercambiar succinato en el 

cotransporte durante el intercambio de aniones orgánicos151,154,157.  Los MCTs 

son miembros de la familia SLC16 con 14 isoformas, algunas de las cuales 

catalizan el transporte de moléculas monocarboxiladas ligadas a protones158. El 

succinato, en su forma monocarboxilada protonada puede ser un sustrato de 

transporte para la isoforma MCT1152,159–161. Los niveles extracelulares de succinato 

son también regulados a través de ciertos transportadores de compuestos 

dicarboxílicos, más concretamente por miembros de la familia SLC13 (del inglés, 

solute carrier family 13), que favorecen la captación celular de succinato por 

parte de la célula. Un ejemplo sería el cotransportador-1 de Na+/dicarboxilato 

(NaDC1), codificado por el gen SLC13A2, que se expresa predominantemente 

en el riñón y el intestino162, donde lleva a cabo la reabsorción de los intermedios 

de TCA del filtrado tubular y de los alimentos digeridos, respectivamente. 

También está el cotransportador 3 de Na+/ dicarboxilato (NaDC3), que está 

codificado por el gen SLC13A3 y tiene una distribución tisular más amplia y una 

mayor afinidad para el succinato en comparación con NaDC1163. Aunque con 

menor afinidad, el succinato también puede ser transportado por el 

cotransportador de Na+/citrato (NaCT), que es codificado por el gen SLC13A5 y 

se encuentra predominantemente en el hígado y el cerebro162,164.  
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A nivel extracelular, los niveles elevados de succinato se consideran como 

una señal de alarma producida a partir de una situación de estrés metabólico, 

como sucede en determinados estados fisiológicos como sería el ejercicio físico 

intenso143 y en el contexto de patologías como la obesidad165,166, la HTA165, la 

enfermedad coronaria167 y la T2D139,165 entre otras. El succinato circulante puede 

actuar de forma similar a como lo hace una hormona, con efectos a nivel 

autocrino, paracrino y endocrino, a través de la interacción con su receptor 

SUCNR1 (del inglés, succinate receptor 1)168, presente en la membrana celular 

de un amplia variedad de tipos celulares169,170. 

3.3. SUCNR1 

SUCNR1, también conocido como GPR91 (del inglés G-protein-coupled 

receptor 91), es un receptor descubierto por primera vez en 1995 en una línea 

celular de megacariocitos humanos, que durante mucho tiempo se había 

clasificado como huérfano hasta que en 2004 se identificó por primera vez la 

molécula de succinato como su ligando específico168. SUCNR1 forma parte de 

la familia de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs, del inglés G-protein-

coupled receptors), un grupo de receptores formados por siete dominios 

transmembrana (TMD, del inglés transmembrane domain) que se compone de 

siete hélices a. Su función se encuentra mediada por una gran variedad de 

estímulos extracelulares como son fotones, SCFAs, hormonas y 

neurotransmisores171,172. Entre las principales localizaciones descritas en las que 

se expresa el receptor SUCNR1, se encuentran las células de la mácula densa 

del riñón, las células hepáticas estrelladas, las células ganglionares de la retina, 

los cardiomiocitos, los adipocitos, las células hematopoyéticas de la sangre y del 

sistema inmunitario como las células dendríticas y los macrófagos170,173,174. 

A nivel estructural, SUCNR1 presenta gran homología con la familia de 

receptores purinérgicos, y en concreto con el receptor P2Y1R (purinoreceptor 1) 

con el comparte alrededor del 29% de aminoácidos, lo que ha resultado muy útil 

en el estudio de su estructura, así como en la localización de los sitios 

específicos de unión a ligando175. Como cualquier otro miembro de GPCRs, 
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SUCNR1 se puede diferenciar en tres regiones, la porción extracelular que 

regula el acceso y unión al ligando, la porción de siete dominios 
transmembrana que se ha mencionado con anterioridad, y la porción 
intracelular que se encarga de la transducción de señal a proteínas 

intracelulares efectoras como se esquematiza en la figura 9172. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Esquema de la estructura de un GPCR176. 

 

La región extracelular contiene tres bucles extracelulares (ECLs, del inglés 

extracellular loops) y un extremo amino (N-) terminal, que contribuyen 

principalmente a dar lugar a sus dos conformaciones, activa o inactiva. La 

primera, es impermeable al agua y es la que permite el acceso a ligandos 

hidrofóbicos, y la segunda corresponde a una conformación inaccesible al 

ligando. Los ECLs parecen ser los responsables tanto de guíar al ligando en el 

proceso de unión, como de  proporcionar estabilidad al receptor limitando los 

cambios conformacionales durante la misma. En el extremo N-terminal del 

receptor en humanos, se han descrito dos sitios de glicosilación en los residuos 

Asn8 y Asn162, que constituyen potenciales zonas de modificaciones 

postraduccionales173. En cuanto al TMDs, este se encuentra altamente 

conservado y compartido con otros receptores purinérgicos. Como mediador de 

la unión receptor-ligando, las uniones no covalentes entre los 7 TMD mantienen 

la estructura del core en ambos estados (activado e inactivado), de forma que la 

red de uniones que tienen lugar en el TMD, junto con la interacción con el propio 

ligando, acaban por determinar la posición de las regiones que presentarán 

unión al ligando173. A nivel intracelular, el receptor está constituido por otros tres 

blucles (ICLs, del inglés intracellular loops) y un extremo carboxilo (C-) terminal. 
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La principal función de esta región intracelular es la activación de efectores de 

vías de señalización down-stream. La fosforilación de esta región citoplasmática 

podría ser relevante en la especifidad de señales. En este sentido, se ha descrito 

un sitio de fosforilación en la Ser326 en SUCNR1, del que aún se desconoce la 

repercusión a nivel de regulación, función o estabilidad173.  

En cuanto a otros mecanismos de regulación de SUCNR1, recientemente 

se ha descrito la presencia de un polimorfismo de un único nucléotido (SNPs, del 

inglés single nucleotide polymorphism) que parece estar relacionado con la 

regulación de su expresión a la alza, y que se cree que incrementaría la 

funcionalidad del receptor, a través de la detección y mecanismos de acción 

frente a patologías relacionadas con estrés oxidativo177.   

En general, los mecanismos de regulación a los que se encuentran sujetos 

los GPCRs pueden resultar complejos, y en el caso particular de SUCNR1, a 

pesar de que se han identificado sitios de glicosilación y fosforilación en residuos 

específicos, como se ha mencionado anteriormente, se desconoce el impacto de 

estas modifcaciones postraduccionales sobre la funcionalidad de dicho receptor. 

Asimismo, hay que tener presente la existencia de otros mecanismos de 

regulación que involucren cambios a nivel genético como se ha visto con los 

SNPs. Por lo que, en lo que respecta a la regulación de este receptor, aún queda 

mucho por investigar tanto a nivel de mecanismos reguladores como de impacto 

de estos en su funcionamiento.  

3.3.1. Mecanismos de señalización  

Al igual que en el caso de otros GPCRs, la transducción de la señal de 

SUCNR1 depende de una proteína G heterotrimérica, o proteína fijadora de 

nucleótidos de guanina, constituida por una subunidad de tipo Ga, una Gb y una 

Gg171. La subunidad Ga puede unirse e hidrolizar GTP (del inglés guanosine 

triphosphate) en GDP (del ingés guanosine diphosphate) permitiendo el ciclo de 

inactivación-activación de la proteína G. En el estado inactivo GDP se une a la 

subunidad Ga y se asocia al dímero Gbg. Cuando el receptor es activado, GTP 

desplaza a GDP y la subunidad Ga se disocia del dímero Gbg (Figura 10)171.  
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Figura 10. Estado de activación-inactivación de la proteína G asociada a GPCR173. 

 

 

Tanto Ga como el dímero Gbg son capaces de inducir vías de señalización, 

entre las cuales se encuentran la vía de la adenilato ciclasa (AC)-AMPc 

(adenosín monofosfato cíclico) y la de la fosfolipasa C (PLC, del inglés 

phospholipase-C)-IP3 (del inglés inositol 1,4,5-trisphosphate), DAG 

(diacilglicerol)178. Las diferentes subunidades a, b y g así como sus 

combinaciones, son quienes conforman los múltiples y selectivos mecanismos 

de señalización. A su vez, las proteínas G se divide en 4 familias de acuerdo con 

la función que lleva a cabo la subunidad Ga, de forma que la Gas activa AC, Gai/o 

inhibe AC e interacciona con otros efectores, Gaq/11 que activa PLCb y por último 

Ga12/13 que regula proteínas pequeñas de unión a GTP. A su vez, la liberación 

del dímero Gbg permite la intereacción con otras moléculas de señalización, 

como es la activación de la fosfatidil insositol 3 kinasa (PI3K) que fosforila a la 

proteína kinasa B (PKB), también conocida como AKT, un importante mediador 

celular178.  

A partir de las funciones descritas para este receptor, se puede inferir que 

la interacción succinato-SUCNR1 parece estar desencadenando diferentes 

mecanismos de señalización que resultan en una gran variedad de funciones 

que involucran multitud de tipos celulares y tejidos, como se puede apreciar en 

la tabla 1169,170,173,174,179. 
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Tabla 1. Vías de señalización descritas para SUCNR1. 

Ruta Tipo	celular Efecto	 Referencia

Ca2+ Células del endotelio glomerular Síntesis y liberacióndeNO y PGE2 Schnermann et	
al., 2008

PI3Kβ	/	Akt1	y	
quinasa	Src

Plaquetas humanas Agregación plaquetaria Högberg	et	al.,	
2010

MEK/ERK1/2	
y

CaMKIIδ/HDAC5

Cultivos primarios de
cardiomiocitos de ratas neonatales

Hipertrofia de cardiomiocitos Aguiar et	al.,	
2014

Dependiente	de	
PGE2

Astrocitos Expresión de factores proangiogénicos (Vegf,
Ang1, Ang2); citoquinas proinflamatorias (Il-1b,
Il6); incrementaPGE2

Hamel et	al.,	
2014.

ERK1	/	2,	JNK	y	
p38	MAPK

Línea celular ganglionar de la retina,
RGC-5

Secreción de VEGF y proliferación de células
endoteliales. Retinopatía diabética.

Hu	et	al., 2015

PI3K	/	Akt Cardiomiocitosde rataneonatal Hipertrofia ventricular inducida por sobrecarga
depresión

Yang	et	al.,	2016

Erk/Akt Línea celular de músculo
esquelético murinoC2C12

Síntesis deproteínas del músculoesquelético Yuan	et	al.,	2017

ERK1	/	2,	C	/	EBP	
β,

c-Fos	y	HIF-1α

Células ganglionares de la retina Regulación de la expresión de VEGF en la
retinopatía hipóxica.

Li	et	al.,	2017

ERK/STAT3 Células endoteliales (hUVEC ) Promueve la angiogénesis tumoral y la
progresión del cáncer

Mu	et	al.,	2017	

Akt/mTor/FoxO Línea celular del músculo
esquelético murinoC2C12

Deposición deproteínasenmiotubosC2C12 Yuan	et	al.,	2017

PKC	ζ	/	p38	
MAPK

Células madre mesenquimales
humanas (hMSC)

Migración de hMSC a través de la fosforilación
de DRP1 que interviene en la regeneración del
tejido lesionado

Ko	et	al.,	2017

PKC/MAPK	(ERK
y	JNK)

Células uroteliales Impulsan la proliferación de células uroteliales.
Síndromede la vejigahiperactiva.

Mossa et	al.,	
2017

cAMP-PKA Cultivo primario de adipocitos
humanos marrón yblanco

Activación de termogénesisen TA Mills	et	al.,	2018

HIF-1α	/	VEGF Células endoteliales aórticas
primarias de rata (RAEC)

Angiogénesis sinovial en artritisreumatoide Li	et	al.,	2018

NF-κB Células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMCs)

Patogeniade la úlceradeMooren Li	et	al.,	2018

α-SMA Células estrelladas hepáticas(HSC) Proliferación y migración deHSC.
Inhibición de la apoptosis

Park	et	al.,	2018

PKCδ	y	ERK1	/	2 Cardiomiocitosmurinos Tras isquemia cardiaca: Fisión mitocondrial,
disfunción mitocondrial y apoptosis de
cardiomiocitos

Lu et	al.,	2018

P-p38	MAPK Células madreneurales
murinas

Incrementa el consumo de succinato,
transportadores Slc13A3/5 y Ptgs2 y liberación
dePGE2

Peuzzoti-Jametti
L et	al.	2018.

HIF-1α Células epiteliales intestinales
inflamadas

Promueven la función de barrera epitelial y
disminuyen la apoptosis epitelial

Connors	et	al.,	
2019

STAT-3, NF-Kβ
y	α-SMA

Fibroblastos primarios aislados de
tejido intestinal de pacientes con
Enfermedad deCrohn

Fibrosis en el tejido intestinal humano Macias-Ceja	et	
al.,	2019

PI3K	/	AKT	/	HIF-
1α

Células cancerosas depulmón Polarización de macrófagos y metástasis del
cáncer

Jing-Yiinget	al.,	
2020

Wnt Células del epitelio intestinal (HT29
cells)

Activación del proceso EMT (transición
epiteliomesenquimal) y formación de fístulas en
enfermedad deCrohn

Ortiz-Masiá et	
al.,	2020

PI3K-HIF-1a TAM (macrófagos asociados a
tumor)

Metástasis tumoral vía Il-6 Wu et	al.,		2020.

60

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 

CARACTERIZACIÓN DEL PAPEL DEL SUCCINATO Y SU RECEPTOR SUCNR1 EN LA FISIOPATOLOGÍA DE LA OBESIDAD Y LA DIABETES DE TIPO 2 
Noelia Keiran Fernández



Introducción 

 

3.3.2. SUCNR1 e inflamación  

SUCNR1 se expresa en progenitores hematopoyéticos humanos (HPCs, 

del inglés human hematopoietic progenitor cells), donde se le ha atribuido 

función en el mantenimiento y regeneración del pool celular180, así como también 

en megacariocitos y eritroblastos, precursores de plaquetas y eritrocitos 

respectivamente. Dentro de las células del sistema inmunitario, está presente 

tanto en las que corresponden al sistema innato: células dendríticas (DCs, del 

inglés dendritic cells), mastocitos y fagocitos mononucleares (que incluye a los 

macrófagos); así como en las del sistema adaptativo: linfocitos T y B174.  

La señalización mediada por SUCNR1, así como sus efectos, se han 

estudiado principalmente en el contexto del sistema inmunitario innato, 

concretamente en DCs y macrófagos. Este receptor resulta esencial para la 

activación de la DC por parte del succinato, donde se ha comprobado que la 

ausencia de SUCNR1 afecta a su actividad secretora y de migración137. Además, 

se ha visto que su efecto sobre la producción de citoquinas proinflamatorias en 

células humanas, se ve reforzado por la activación de receptores TLR (del inglés 

toll-like receptor)-3 y TLR-7137, que son receptores que reconocen patrones 

moleculares conservados de agentes patógenos infecciosos. A nivel del 

macrófago, la activación de SUCNR1 se ha relacionado con el desarrollo de 

procesos autoinmunes, como la artritis reumatoide138 y la enfermedad 

inflamatoria intestinal181. Y, a pesar de que durante mucho tiempo se había 

considerado a esta vía como una inductora del fenotipo proinflamatorio en estas 

células, cabe considerar que estos estudios se basaban en macrófagos que 

habían sido activados previamente hacia un fenotipo proinflamatorios138,175. En 

relación a la actividad quimiotáctica de SUCNR1 los datos resultan 

controvertidos, ya que si bien se observó que la depleción de SUCNR1 in vivo 

interfería en la capacidad migratoria de los macrófagos, los resultados in vitro no 

pudieron corroborar estos datos, al no detectar diferencias entre células 

deficientes en SUCNR1 y derivadas de ratón control139,182. Por otro lado, también 

se relacionó de forma contradictoria el incremento en la expresión de este 

receptor en el macrófago, tanto con la estimulación con IL-1b138, como con las 

citoquinas antiinflamatorias IL-4 o IL-13175. Finalmente, los resultados derivados 
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de esta tesis (ver artículo 1 del apartado resultados) junto a otros recientes han 

supuesto un cambio de paradigma en relación al efecto inflamatorio de SUCNR1 

en los macrófagos, en el que por un lado su ausencia se asocia a un incremento 

en la expresión de genes inflamatorios183, y por otro, su activación se involucra 

en la inmunomodulación de otros procesos como la inflamación en el SNC184 y 

la inflamación crónica y aguda (nuestro trabajo), así como también en la 

inducción de genes antiinflamatorios182,184. Por lo que actualmente se cree que 

el succinato producido y liberado por células en condiciones de inflamación, 

podría actuar en un circuito de feedback regulando tanto mecanismos 

proinflamatorios como antiinflamatorios a nivel del macrófago174.  

3.3.3. SUCNR1 en el metabolismo 

La interacción succinato SUCNR1 se ha relacionado con el desarrollo de 

diversas enfermedades, incluidas algunas comorbilidades relacionadas con la 

diabetes; como retinopatía diabética185, nefropatía diabética186 e HTA165,167; la 

hipertrofia de los cardiomiocitos167, la artritis reumatoide138, la fibrosis 

hepática187,188, la enfermedad inflamatoria intestinal189, la degeneración macular 

asociada a la edad190 y algunos tipos de cánceres182. También se ha investigado 

su función en cuanto a otros procesos como el papel antilipolítico en el TA191,192 

y la inducción de la hematopoyesis180 y el efecto antiinflamatorio en células 

madre del sistema nervioso central184 como ya se ha mencionado. En dichas 

condiciones, se ha observado un aumento de succinato desde unos niveles 

considerados basales, descritos para humanos en el rango de 2-3 µM en suero 

y 2-20 µM en plasma136,168, hasta unos niveles que rondan el perfil de activación 

de su receptor, presentando el succinato unos valores de concentración media 

efectiva (EC50) en humanos de 56 ± 8 µM136.  

Hasta hace pocos años la activación de SUCNR1 se había relacionado 

exclusivamente con condiciones patológicas, excepto por su papel en la 

vascularización de la retina durante el desarrollo193, y no parecía guardar relación 

con funciones de tipo fisiológicas para el organismo. Sin embargo, recientemente 

se ha demostrado que en condiciones fisiológicas como el ejercicio151,194 y los 

estados posprandiales195 tiene lugar un incremento de los niveles de succinato, 
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que podría cumplir efectos similares al de las hormonas. De hecho, a partir de la 

evidencia actual se puede inferir que el succinato además de actuar como sensor 

de daño tisular, también puede estar cumpliendo funciones como factor 

metabólico en la regulación de la homeostasis energética, de una forma 

específica en tejidos. Entre las localizaciones en las que se ha descrito que 

succinato y/o SUCNR1 actúan como reguladores potenciales de los procesos 

metabólicos encontramos: el riñón, el páncreas, el TA, el intestino, el hipotálamo 

y el músculo esquelético.  

En el riñón SUCNR1 se expresa de forma abundante en la luz vascular del 

aparato yuxtaglomerular (JGA, del inglés juxtaglomerular apparatus) y en los 

túbulos renales196,197. Junto con la identificación del succinato como ligando 

natural de SUCNR1, se proporcionó la primera evidencia de succinato como 

estimulador de la presión arterial a través de la activación del sistema renina-

angiotensina (RAS, del inglés renin angiotensin system) inducida por 

SUCNR1168. Posteriormente, otro estudio demostró que el succinato circulante 

se encontraba elevado en ratas hipertensas165 aunque los resultados no 

pudieron replicarse en sujetos humanos, cabe destacar que todos los 

participantes del estudio presentaban enfermedad arterial previa 

documentada165. En cuanto a la activación inapropiada del sistema RAS en 

situación de diabetes, se han llevado a cabo diversos estudios186,198,199 con 

intención de encontrar los mecanismos reguladores implicados. Así, algunos de 

estos estudios respaldan la hipótesis de que el succinato podría desempeñar un 

papel central en la nefropatía diabética como un factor estresante de 

señalización. Sin embargo, la detección de niveles reducidos de renina en el 

riñón de ratones control SUCNR1-/- no diabéticos, sugiere que la señalización de 

succinato-SUCNR1 podría comportar también un mecanismo fisiológico en el 

control de la actividad del sistema RAS186.  

A nivel de páncreas, hay estudios que describen que los ésteres metílicos 

de succinato que se hidrolizan de forma intracelular a succinato, presentan 

propiedades casi tan efectivas como las de la propia glucosa en la acción 

secretagoga sobre la insulina200. De hecho, estos compuestos son ampliamente 

utilizados a nivel experimental para estimular a las mitocondrias e inducir la 

liberación de insulina. Aunque los mecanismos subyacentes a este efecto siguen 
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sin estar claros, las propiedades insulinotrópicas del succinato, parecen estar 

relacionadas con su papel como sustrato de varias enzimas, que permiten la 

producción de energía así como de una variedad de factores como el 

mevalonato, que es importante para la liberación de insulina200. Se sabe que 

cuando se activa la liberación de insulina, hay una regulación positiva de la 

biosíntesis de proinsulina para reponer las reservas de dicha hormona. Bajo este 

escenario, el succinato se ha revelado como el único metabolito del TCA que 

estimula la biosíntesis de proinsulina independientemente de la secreción de 

insulina201,202. De hecho, se ha descrito al succinato como el metabolito del TCA 

que se asocia de forma más positiva con la secreción de insulina de segunda 

fase203. Aunque por el momento se desconocen los mecanismos por los que 

succinato es capaz de regular la secreción de insulina, cabe considerar la posible 

implicación de la vía mediada por su receptor SUCNR1.  

El tejido adiposo blanco, más concretamente los adipocitos purificados, 

expresan abundante cantidad de SUCNR1191,192. Se ha demostrado que el 

succinato inhibe la lipólisis en el adipocito de forma dependiente de la toxina 

pertussis192, infiriendo así que los efectos antilipolíticos del succinato a través de 

su receptor se encuentran mediados por una proteína G de tipo inhibitoria (Gi). 

Esta acción antilipolítica ejercida por la vía succinato-SUCNR1 fue 

posteriormente confirmada por otro estudio, empleando explantes de TA de 

ratones SUCNR1-/- totales191. Por otro lado, se sabe que la lipólisis en el TA está 

estrictamente regulada por hormonas que se secretan de acuerdo con el estado 

nutricional. De modo que en situación posprandial la actividad lipolítica del WAT 

es mínima gracias a la acción antilipolítica que ejerce la insulina. Dicho 

mecanismo concuerda con el aumento en los niveles circulantes de succinato 

observados tras la ingesta195 que podrían tener un papel semejante al de la 

insulina.   

Hasta el momento se desconoce la función que puede ejercer SUCNR1 en 

el adipocito marrón, aunque al parecer la expresión en BAT parece encontrarse 

reducida en comparación al WAT191,192. Por otra parte, el succinato se ha descrito 

como un metabolito de señalización intracelular con actividad en la regulación 

de la fisiología del BAT, identificándose como una molécula termogénica. 

Además, se ha demostrado que la exposición al frío provoca un incremento de 
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los niveles sistémicos de succinato que son rápidamente metabolizados por los 

adipocitos marrones para impulsar la termogénesis a través de la producción de 

ROS204. Otro estudio más reciente revela que el succinato podría actuar como 

un inductor de la adipogénesis beige en progenitores de adipocitos blancos205. 

Por lo que, se ha propuesto el uso de suplementos dietéticos de succinato con 

el fin de aumentar el gasto energético y proteger así de la obesidad inducida por 

la dieta204,205. Sin embargo, parece ser que el succinato administrado en la dieta 

no sería eficaz en revertir las consecuencias metabólicas adversas de la 

obesidad una vez que esta se ha establecido206.  

En el intestino, se ha demostrado que al igual que sucede con otros 

compuestos orgánicos como el butirato y el propionato, el succinato derivado de 

la microbiota mejora el metabolismo de la glucosa a nivel intestinal. Gracias a un 

estudio reciente, se determinó que los fructooligosacáridos dietéticos inducen 

beneficios metabólicos de manera dependiente de la gluconeogénesis intestinal 

(GNI)207 aumentando el succinato en el ciego. Como resultado, se vió que el 

succinato de la dieta mejoraba la tolerancia a la glucosa en el ratón control, pero 

no en aquellos deficientes en glucosa-6-fosfatasa a nivel intestinal, una enzima 

que es clave en la producción de glucosa endógena, demostrando que la mejora 

mediada por el succinato es dependiente de la GNI. Otro estudio en el que se 

empleó glucosa marcada, demostró que el intestino es capaz de convertir 

succinato en glucosa, produciendo un efecto negativo en la gluconeogénesis 

hepática208. De acuerdo con esto, la colonización de ratones con 

microorganismos productores de succinato aumenta el succinato cecal e inhibe 

la producción de glucosa hepática208,209. De hecho, se ha sugerido que el 

succinato derivado de la microbiota podría actuar en la regulación de algunas 

enzimas de la GNI209. Estos estudios evidencian por primera vez un efecto 

beneficioso del succinato derivado de la microbiota a nivel de metabolismo208. 

El hipotálamo se considera uno de los principales órganos encargado de 

la regulación de la homeostasis energética, a través de la modulación de la 

ingesta de alimentos y del propio gasto energético. En ese sentido, se ha 

propuesto que el succinato podría jugar un papel clave en la respuesta 

hipotalámica a la adaptación metabólica durante el proceso de 

envejecimiento210, dado su papel como sensor de O2 en la mitocondria 
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involucrado en la producción de ROS. Si bien se desconoce si SUCNR1 se 

expresa en hipotálamo, un estudio reciente demostró que la administración de 

succinato en esta localización aumenta la expresión de HIF y suprime la ingesta 

de alimentos211. Además, se ha estudiado que ratones deficientes globales de 

SUCNR1-/- presentan una incrementada ingesta de alimentos191, aunque resta 

por determinar si esto es debido a una acción indirecta de la deficiencia del 

receptor en otros tejidos, o a un papel intrínseco como sensor de nutrientes a 

nivel del hipotálamo. Se sabe que SUNCR1 se expresa en otras áreas del 

cerebro212, principalmente en neuronas corticales y astrocitos213 donde al 

parecer se encuentra regulado por los niveles de O2213,214. 

La acumulación de succinato en el músculo esquelético es uno de los 

hallazgos más antiguos en relación a un contexto no patológico, y proviene de 

estudios en los que se comprobó que el ejercicio anaeróbico produce aumento 

de los niveles de succinato circulante143. Recientemente se ha demostrado que 

el succinato y el SUCNR1 constituyen componentes clave en la regulación de la 

remodelación de la fibra múscular esquelética. Se ha observado que el succinato 

es capaz de restaurar el consumo de oxígeno en el músculo esquelético en un 

entorno patológico asociado con disfunción mitocondrial215. Y que el ejercicio 

induce un patrón de secreción de metabolitos específicos en el músculo 

esquelético, caracterizado entre otros, por un aumento de succinato que se 

relacionó con una mejora en la sensibilidad a la insulina216. También se ha 

demostrado que el succinato administrado en la dieta en ratones no obesos 

aumenta la capacidad de resistencia al ejercicio a través de la biosíntesis 

mitocondrial por un mecanismo dependiente de SUCNR1217. Más recientemente, 

se ha confirmado que tanto el músculo humano como el de ratón secretan 

succinato durante el ejercicio mediante un mecanismo dependiente del 

transportador MCT-1, que a su vez es muy sensible a los cambios de pH. Este 

estudio también apoya un modelo por el cual el succinato liberado durante el 

ejercicio media la adaptación muscular a través de SUCNR1, pero al contrario 

del estudio anterior, atribuyen estas adaptaciones a otras células residentes en 

tejido como por ejemplo las poblaciones de células endoteliales y satélites152. 

Sorprendentemente, el aumento de la actividad muscular va seguido de la 

acumulación de grandes cantidades de succinato en la sangre arterial, junto con 
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un aumento del flujo hepatoesplácnico218. Resultados que sugieren que el 

succinato podría actuar como un agente regulador de la respuesta hepática al 

ejercicio, adaptandose a las demandas de energía a través de la producción de 

glucosa hepática y la oxidación de grasas. Por ello, a pesar de que se ha 

propuesto el uso de succinato como suplemento dietético para aumentar el 

rendimiento y contrarrestar la fatiga. Resulta imprescindible comprender los 

mecanismos que involucran a este eje antes de proponer a dicho metabolito 

como terapia. 

En conclusión, resulta indiscutible el amplio papel que presenta el succinato 

y su receptor SUCNR1 en la fisiopatología de diferentes enfermedades, así como 

en el mantenimiento de procesos fisiológicos implicados en la homeostasia 

metabólica. Por este motivo, desde el descubrimiento de la estructura 

cristalizada de SUCNR1 en 2004 se ha incrementado el interés en el estudio de 

moléculas con potencial afinidad para sitios de unión a este receptor, con el fin 

de poder establecer en un futuro estrategias de intervención terapéutica para 

combatir patologías en las que se ha visto involucrado a este receptor.  

En este sentido, se han descubierto agonistas de SUCNR1 a partir de 

análogos no metabolitos con estructura semejante al succinato, como son el 

ácido cis-cyclopropano-1,2-dicarboxílico y el ácido cis-epoxy-succínico219, 

aunque con una potencia variable en torno al 50 y el 90%175. En cuanto a 

antagonistas, antes de que se publicara la estructura del receptor, se habían 

descrito algunos que no presentaban relación estructural con el succinato169. 

Pero tras el descubrimiento de su estructura, surgió el NF-56-EJ40220 como 

molécula antagonista selectiva del receptor humano. Respecto a la interacción 

de estas moléculas con el receptor, hay que tener en cuenta la presencia de 

ligeras variaciones, ya que aunque los sitios específicos de unión al ligando se 

localizan en el mismo dominio proteíco, en ocasiones no comparten exactamente 

los mismos sitios de unión que se corresponden con los de su ligando natural el 

succinato. 

Finalmente, cabe remarcar que si bien se ha avanzado mucho en los 

últimos años en el conocimiento de las implicaciones metabólicas que presenta 

el succinato y el SUCNR1 en el organismo como se ha ido viendo a lo largo de 
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Introducción 

 

la presente tesis doctoral, aún estamos lejos de conocer por completo su 

funcionalidad y los mecanismos de acción en los que se ve involucrado. Por lo 

que, en estos momentos resulta prematuro pensar en el uso de agonistas o 

antagonistas como herramienta terapéutica dirigidas al receptor SUCNR1. No 

obstante, cabe destacar la importancia del avance en el estudio de dichas 

moléculas como herramienta valiosa de cara a contribuir a una mayor 

comprensión de los mecanismos implicados en la regulación de esta vía en los 

diferentes tejidos.  
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Hipótesis y objetivos 

 

 

 

El succinato es un metabolito del TCA con funciones señalizadoras, cuya 

producción se ve incrementada en situaciones de estrés celular. En estas 

condiciones, se produce un eflujo del mismo hacia el exterior celular, siendo 

capaz de alcanzar el umbral de activación de su receptor SUCNR1. Entre las 

numerosas localizaciones descritas para este receptor, nos hemos interesado en 

el TA y las células del sistema inmunitario, por la demostrada relación que existe 

entre la inflamación y el desarrollo de la patología metabólica.  

Entre las funciones que se habían descrito para esta vía, el conocimiento 

se limitaba a la inhibición de la lipólisis en el adipocito maduro y la activación de 

la respuesta inflamatoria en células inmunes. A nivel intracelular el succinato era 

considerado como una señal inflamatoria capaz de activar al factor de 

transcripción HIF-1a, la expresión de la citoquina proinflamatoria IL-1b, así como 

de mediar procesos epigenéticos. Mientras que el incremento a nivel 

extracelular, se había descrito principalmente en modelos de animales de 

obesidad y de patologías relacionadas con un riesgo CV incrementado como la 

HTA, la retinopatía diabética, la nefropatía diabética y la enfermedad cardíaca 

isquémica; así como también en la potenciación de la respuesta inflamatoria de 

la inmunidad mediada por células dendríticas.  

En este contexto, nuestra hipótesis se basa en que la vía succinato-

SUCNR1 en macrófagos podría contribuir de forma relevante en el desarrollo de 

la fisiopatología de la obesidad y la T2D, como mecanismo implicado en la 

respuesta metabólica inflamatoria subyacente a dichos estados. Así como 

también, nos planteamos el posible uso de los niveles circulantes de succinato 

como posible biomarcador indicativo del estado metabólico e inflamatorio del 

paciente, en la búsqueda de nuevas herramientas clínicas aplicables al manejo 

de la enfermedad metabólica. 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis y objetivos 

 

Por lo tanto, el objetivo general de la presente tesis doctoral es estudiar el papel 

del eje succinato-SUCNR1 en la respuesta inmunometabólica asociada a la la 

obesidad y la T2D.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS DEL ESTUDIO 1 

Indagar en los mecanismos celulares y moleculares implicados en la respuesta 

inflamatoria mediada por el receptor SUCNR1 a nivel del macrófago y en el 

contexto de patología metabólica, a través de un modelo de ratón knockout 

específico del receptor en la línea celular mieloide.  

 

Objetivos intermedios 

- Estudiar el impacto a nivel metabólico de la deleción específica de SUCNR1 

en la línea mieloide, en un contexto de dieta estandar y de dieta rica en grasa. 

- Estudiar el fenotipo y perfil molecular de los macrófagos residentes de TA del 

modelo específico deficiente en SUCNR1. 

- Determinar la capacidad de polarización de macrófagos deficientes en 

SUCNR1, en presencia de estímulos clásicos. 

- Indagar en la vía de señalización involucrada en la activación de SUCNR1 en 

el macrófago. 

- Evaluar el efecto global de la deleción específica de SUCNR1 ante una 

situación de estrés metabólico aguda como es la exposición al frío.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS DEL ESTUDIO 2 

Evaluar la funcionalidad del succinato basal como un biomarcador del estatus 

metabólico del organismo y su capacidad de actúar como factor predictor 

independiente de remisión de T2D tras cirugía bariátrica.   
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Hipótesis y objetivos 

 

Objetivos intermedios 

- Determinar si los niveles circulantes de succinato guardan relación con el 

estado metabólico del paciente obeso mórbido, a través del estudio de su 

correlación con determinados parámetros clínicos.  

- Comparar los niveles de succinato basales y tras uno año de la cirugía, entre 

pacientes que presentaron remisión de T2D y los que no la presentaron. 

- Determinar la asociación entre los niveles de succinato basales y los grupos 

remisión y no remisión de T2D, tras uno y dos años de la cirugía. 

- Establecer el porcentaje de pacientes que continuaba en remisión al cabo de 

2 años de cirugía, así como su relación con los niveles basales de succinato. 

- Investigar la asociación entre niveles de succinato basales y el éxito en la 

remisión de T2D en función del tipo de cirugía. 
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Traditionally considered an energetic metabolite of the mito-
chondrial tricarboxylic acid cycle, succinate has recently 
emerged as a metabolic signal governing local stress, tissue 

damage and immunologic danger1–4. Thus, in certain activated innate 
immune cells or in cells relying on anaerobic glycolysis in hypoxia, 
the amount of mitochondrial succinate increases5 and is then released 
into the cytosol, where its accumulation is directly related to protein 
succinylation, stabilization of the transcription factor HIF-1α, epi-
genetic regulation and reactive oxygen species production1,3,5.

Succinate can also be released to the extracellular space through 
plasma-membrane transporters of the SLC13 family, by poorly 
understood processes4,6. Elevated amounts of circulating succinate 
occur in some physiological conditions, such as endurance exercise7 
and in certain pathologies, including hypertension8, ischemic heart 
disease9, type 2 diabetes mellitus8,10 and obesity8,11. Extracellular suc-
cinate binds its receptor succinate receptor 1 (SUCNR1, also known 
as GPR91)12 on the plasma membrane of a broad range of cells13,14. 
To date, activation of SUCNR1 by extracellular succinate has been 
associated with pathological cardiomyocyte hypertrophy9, normal 
retinal development and proliferative ischemic retinopathy15, patho-
genesis of diabetic nephropathy by activating renin–angiotensin 

system4,6,16, hepatic fibrosis through activation of α-SMA produc-
tion in stellate cells17 and adipose tissue expansion by SUCNR1-
dependent antilipolytic effects in adipocytes18, among others.

The succinate–SUCNR1 signaling axis has a complex role in 
immune responses19,20. Dendritic cells sense immunological danger 
through SUCNR1, to enhance antigen-presenting functions required 
for optimal immune activation2,21. Further, the absence of SUCNR1 
produces a hyperactive mast cell phenotype22. While succinate is 
known to be released by lipopolysaccharide (LPS)-activated pro-
inflammatory macrophages23, the role of SUCNR1 in macrophage 
plasticity remains largely unknown. Thus, despite early reports that 
SUCNR1 activation boosts pro-inflammatory responses in macro-
phages during antigen-induced arthritis23, SUCNR1-deficient peri-
toneal macrophages have a similar cytokine profile as those derived 
from wild-type animals, both in basal and in LPS-stimulated condi-
tions10. Moreover, recent reports showed that extracellular succinate 
might also mediate anti-inflammatory responses in neural stem 
cells24. Indeed, SUCNR1 has been described as a major driver of 
microbiota-triggered type 2 immunity in the intestine25.

There is strong evidence that succinate–SUCNR1 signal-
ing serves as a link between metabolic stress and inflammation;  

SUCNR1 controls an anti-inflammatory program in 
macrophages to regulate the metabolic response 
to obesity
Noelia Keiran1,2,11, Victoria Ceperuelo-Mallafré1,2,11, Enrique Calvo1,2, 
Maria Isabel Hernández-Alvarez1,2,3, Miriam Ejarque1,2, Catalina Núñez-Roa1,2, Daniel Horrillo4, 
Elsa Maymó-Masip1,2, M. Mar Rodríguez1,2, Rosa Fradera5, Juan Vladimir de la Rosa6,7, Rosa Jorba8, 
Ana Megia1,2, Antonio Zorzano2,3,9, Gema Medina-Gómez4, Carolina Serena1,2, Antonio Castrillo6,7, 
Joan Vendrell   1,2,10,12* and Sonia Fernández-Veledo   1,2,12*

Succinate is a signaling metabolite sensed extracellularly by succinate receptor 1 (SUNCR1). The accumulation of succinate in 
macrophages is known to activate a pro-inflammatory program; however, the contribution of SUCNR1 to macrophage pheno-
type and function has remained unclear. Here we found that activation of SUCNR1 had a critical role in the anti-inflammatory 
responses in macrophages. Myeloid-specific deficiency in SUCNR1 promoted a local pro-inflammatory phenotype, disrupted 
glucose homeostasis in mice fed a normal chow diet, exacerbated the metabolic consequences of diet-induced obesity and 
impaired adipose-tissue browning in response to cold exposure. Activation of SUCNR1 promoted an anti-inflammatory pheno-
type in macrophages and boosted the response of these cells to type 2 cytokines, including interleukin-4. Succinate decreased 
the expression of inflammatory markers in adipose tissue from lean human subjects but not that from obese subjects, who 
had lower expression of SUCNR1 in adipose-tissue-resident macrophages. Our findings highlight the importance of succinate–
SUCNR1 signaling in determining macrophage polarization and assign a role to succinate in limiting inflammation.
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however, whether succinate can be regarded as a harmful signal 
or has a protective role remains controversial. Because obesity is 
associated with chronic inflammation, and because macrophages 
are central mediators in obesity-associated inflammation, here we 
used mice with conditional inactivation of Sucnr1 in myeloid cells 
to investigate the role of succinate–SUCNR1 signaling in obesity. 
We found that SUCNR1 modulated the phenotype of bone-mar-
row-derived macrophages (BMDMs) in a cell-autonomous man-
ner. SUCNR1 signaling induced an anti-inflammatory phenotype 
in adipose-tissue-resident macrophages (ATMs) and dampened 
tissue inflammation both at steady state and after challenges that 

disrupted metabolic homeostasis. Our data strengthen the idea that 
macrophages have a key role in the pathogenesis of obesity and 
identify succinate–SUCNR1 signaling as a metabolic guardian in 
inflammatory-associated disorders.

Results
Myeloid Sucnr1 deficiency provokes inflammation and glucose 
intolerance. To elucidate the role of succinate–SUCNR1 signal-
ing in macrophages, we crossed mice bearing a conditional loxP-
flanked (‘floxed’) allele of Sucnr1 (Sucnr1fl/fl, used as control mice) 
to transgenic mice expressing bacterial Cre recombinase under the 
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Fig. 1 | LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice fed a NCD show tissue inflammation and glucose intolerance. a, qPCR analysis of Sucnr1 mRNA in BMDMs, peritoneal 
macrophages (pMs), scWAT ATMs and vWAT ATMs in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice and age-matched Sucnr1fl/fl littermates (BMDMs and peritoneal 
macrophages n = 5 or 4; scWAT n = 4; vWAT n = 3 or 4, for Sucnr1fl/fl and LysM-Cre Sucnr1fl/fl respectively; biologically independent samples). Results are 
transformed as log2(value + 1) relative to BMDMs from Sucnr1fl/fl mice, set as 1. b, Body weight progression. c, Changes in body weight and fasting serum 
glucose as in a from two independent experiments (n = 10 mice). Serum insulin levels as in a (n = 5 for Sucnr1fl/fl and n = 4 for LysM-Sucnr1fl/fl mice). d,e, GTT 
(d), ITT (e) and their respective area under the curve (AUC) as in a (n = 4 mice). f,g, qPCR analysis of pro-inflammatory (f; n = 6 for Sucnr1fl/fl and n = 5 
for LysM-Sucnr1fl/fl mice) and anti-inflammatory genes (g; n = 7 mice) as in a from two independent experiments. h, Abundance of CD11b+F4/80+ cells 
assessed by flow cytometry in scWAT and vWAT SVF (n = 3 biologically independent samples). i, Immunoblot analysis of phosphorylated (p-)JNK1/2 
protein. β-actin was used as a loading control. Representative image and densitometry analysis (a.u., arbitrary units) (n = 5 per Sucnr1fl/fl and n = 6 per LysM-
Cre Sucnr1fl/fl biologically independent samples). Uncropped blots are provided in source data. All data are shown as mean ± s.e.m.; *P < 0.05; **P < 0.01; 
***P < 0.001; NS, non-significant (two-tailed unpaired t-test in bar graphs and two-way analysis of variance in body-weight, GTT and ITT curves).
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control of the lysozyme 2 promoter (LysM-Cre) to generate mice 
with myeloid-cell-specific Sucnr1 deficiency (hereafter referred to 
as LysM-Cre Sucnr1fl/fl) (Supplementary Fig. 1). LysM-Cre Sucnr1fl/fl  

mice were born in a Mendelian ratio, and no obvious morpho-
logical differences were observed between genotypes (data not 
shown). Gene analysis showed that expression of Sucnr1 mRNA was  
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Fig. 2 | LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice on HFD are prone to develop obesity, glucose intolerance and insulin sensitivity. a, Body-weight progression in LysM-
Cre Sucnr1fl/fl mice and age-matched Sucnr1fl/fl littermates fed a HFD for 18 weeks (n = 9 mice). b, Left, fasting plasma succinate in LysM-Cre Sucnr1fl/fl and 
Sucnr1fl/fl mice fed a HFD or NCD (n = 4 for Sucnr1fl/fl and n = 5 for LysM-Cre Sucnr1fl/fl on NCD; n = 4 mice on HFD). Right, qPCR analysis of Sucnr1 mRNA in 
scWAT (n = 4 for Sucnr1fl/fl and n = 3 for LysM-Cre Sucnr1fl/fl on NCD; n = 4 mice on HFD) and scWAT ATMs as in a (right) (n = 4 biologically independent 
samples). c, Immunohistochemical staining of F4/80+ cells in scWAT and vWAT as in a. Representative images from two independent experiments (n = 4 
mice). Scale bars, 1 mm. d, Energy expenditure (EE) (left) and respiratory exchange ratio (RER) (right) during light and dark hours, as in a (n = 5 mice).  
e, Fasting serum glucose (n = 9 mice) and insulin levels (n = 5 mice) as in a. f,g, GTT (f; n = 8 Sucnr1fl/fl; n = 6 LysM-Cre Sucnr1fl/fl) and ITT (g; n = 8 Sucnr1fl/fl;  
n = 5 LysM-Cre Sucnr1fl/fl) and their respective area under the curve as in a. h,i, qPCR analysis of pro-inflammatory (h; n = 4 mice) and anti-inflammatory 
(i; n = 6 mice) genes in scWAT, vWAT and liver as in a from two independent experiments. Results are expressed as mean ± s.e.m.; *P < 0.05; **P < 0.01; 
***P < 0.001; NS, non-significant (two-tailed unpaired t-test in bar graphs and two-way analysis of variance in body-weight, GTT and ITT curves).
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negligible in BMDMs, elicited-peritoneal macrophages and adipose-
tissue-resident macrophages (ATMs) from LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice 
(Fig. 1a). No significant differences were found between LysM-Cre 
Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl mice in body and fat-pad weight (Fig. 1b,c 
and Supplementary Fig. 2a) and energy metabolic parameters mea-
sured by indirect calorimetry (Supplementary Fig. 2b,c) when they 
were fed a normal chow diet (NCD) for 20 weeks. Serum glucose 
was also comparable between genotypes (Fig. 1c); however, insulin 
levels were higher in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice (Fig. 1c), and they 
also exhibited impaired glucose tolerance (Fig. 1d) and insulin sen-
sitivity (Fig. 1e) compared with Sucnr1fl/fl mice. Next, we evaluated 
the inflammatory status of white adipose tissue (WAT) and liver in 
LysM-Cre Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl mice. Gene analysis showed that 
the expression of genes typically linked to the development of insu-
lin resistance, Il1b, Il6, Il12b, Tnf and Nos2, was higher in the subcu-
taneous (sc) and visceral (v) WAT and liver in LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
mice than in Sucnr1fl/fl mice (Fig. 1f), whereas Arg1, Mrc1, Fizz1 
(also known as Retnla), Il10, Il4ra and Il1rn were downregulated, 
particularly in the scWAT (Fig. 1g).

We next assessed the timing of glucose intolerance and insulin 
sensitivity in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice. Insulin resistance, but not 
glucose intolerance, was detected in 15-week-old LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
mice, but not in Sucnr1fl/fl mice (Supplementary Fig. 2d). WAT and 
liver inflammation, as assessed by expression of pro-inflammatory 
genes (Il1b, Il6, Il12b, Tnf and Nos2), was manifest at 12 weeks of age 
in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice (Supplementary Fig. 2e), at a time when 
glucose tolerance and insulin sensitivity were still similar to Sucnr1fl/fl  
control mice (Supplementary Fig. 2d), suggesting that in this model 
inflammation precedes the induction of insulin resistance.

Mirroring the increase in adipose-tissue inflammation, the num-
ber of CD11b+F4/80+ macrophages in the stromal vascular frac-
tion (SVF) of scWAT and vWAT (referred to as ATMs hereafter) 
was significantly higher in LysM-Cre Sucnr1fl/fl than in Sucnr1fl/fl  
mice, as measured by flow cytometry (Fig. 1h). The percentage  

of SVF CD11b+ myeloid cells in the scWAT and vWAT were simi-
lar in LysM-Cre Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl mice (Supplementary 
Fig. 2f) and there were no significant differences in the number 
of CD11b+Ly6G+ neutrophils (Supplementary Fig. 2g). Sorting 
of CD11b+CD11c+CD206− pro-inflammatory macrophages and 
CD11b+CD11c−CD206+ anti-inflammatory macrophages26 from 
the scWAT indicated a significant increase in the percentage of 
CD11b+CD11c+CD206− macrophages in LysM-Cre Sucnr1fl/fl 
(25.9%) compared with Sucnr1fl/fl mice (18.8%), concomitant with a 
decrease in the percentage of CD11b+CD11c−CD206+ macrophages 
(0.8%) in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice compared with Sucnr1fl/fl mice 
(1.3%; Supplementary Fig. 2h). In addition, immunoblot analysis of 
mitogen-activated protein kinase JNK phosphorylation in adipose 
tissue27 indicated JNK activation in the scWAT and vWAT of LysM-
Cre Sucnr1fl/fl mice relative to Sucnr1fl/fl mice (Fig. 1i). These results 
suggested that myeloid-specific deficiency of Sucnr1 promoted an 
overt pro-inflammatory response and disrupted glucose homeosta-
sis during steady state.

Myeloid Sucnr1 deficiency exacerbates diet-induced obesity. 
We next assessed the susceptibility of LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice to 
high-fat diet (HFD)-induced obesity. Body-weight gain was signifi-
cantly increased in HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice relative to HFD 
Sucnr1fl/fl mice (Fig. 2a and Supplementary Fig. 3a), which corre-
lated with a significant increase in the mass of the WAT, pancreas 
and liver (Supplementary Fig. 3b). Plasma levels of succinate were 
significantly higher in LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice than in Sucnr1fl/fl  
mice (Fig. 2b). Also, intracellular succinate was higher in WAT 
(Supplementary Fig. 3c), adipocytes and ATMs isolated from fat 
depots (Supplementary Fig. 3d) of LysM-Cre Sucnr1fl/fl than of 
Sucnr1fl/fl mice. Expression of Sucnr1 mRNA in scWAT was higher 
in HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl and HFD Sucnr1fl/fl mice than in NCD 
mice of both genotypes (Fig. 2b), whereas HFD decreased the 
expression of Sucnr1 mRNA in ATMs from scWAT of Sucnr1fl/fl mice  
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(Fig. 2b). This suggested that the increased expression of Sucnr1 
mRNA in the scWAT in HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl 
mice originated from mature adipocytes.

The size of adipocytes in the scWAT of HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
mice was significantly increased compared with Sucnr1fl/fl mice 
(Supplementary Fig. 3e). There was also an increase in the number 
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of crown-like structures in the scWAT and vWAT of HFD LysM-
Cre Sucnr1fl/fl mice compared with control mice (Fig. 2c). Of note, 
the increased weight gain in HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice was not 
associated with changes in food intake compared with HFD Sucnr1fl/fl  
mice (Supplementary Fig. 3f). Indirect calorimetry showed similar 
oxygen consumption and carbon dioxide production in both geno-
types (Supplementary Fig. 3g). Likewise, there were no significant 
differences in energy expenditure (Fig. 2d). When the data were 
corrected to body weight, analysis of covariance28 indicated that the 
differences detected in energy expenditure were genotype depen-
dent (Supplementary Fig. 3h). The lower respiratory exchange ratio 
(VCO2/VO2) in HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl compared with HFD 
Sucnr1fl/fl mice (Fig. 2d) indicated a preference in these mice to 
metabolize fat as energy29.

HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice had a higher fasting hypergly-
cemia and hyperinsulinemia than HFD Sucnr1fl/fl mice (Fig. 2e). 
Consistently, HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice showed impaired glu-
cose tolerance (Fig. 2f) and insulin sensitivity (Fig. 2g) relative to 
HFD Sucnr1fl/fl mice. No significant differences in glucose tolerance 
and insulin sensitivity were detected between both genotypes before 
their body weight diverged (11–15 weeks of age) (Supplementary 
Fig. 3i), indicating that the loss of glucose homeostasis in HFD 
LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice was linked to their obese phenotype. 
Further, no significant differences in oxygen consumption, carbon 
dioxide production and energy expenditure were detected between 
genotypes at 14 weeks of age (Supplementary Fig. 3j), indicat-
ing that, in response to dietary excess, the metabolic differences 
between both genotypes were mostly related to weight gain.

Similarly to the findings on NCD, HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice 
showed higher expression of several pro-inflammatory markers 
(Il12b, Tnf and Nos2) in WAT and liver (Fig. 2h) and a decrease 
in the expression of some anti-inflammatory markers (Arg1, Mrc1, 
Il10 and Il4ra) in scWAT (Fig. 2i) compared with HFD Sucnr1fl/fl 
mice. We observed a higher frequency of CD11b+CD11c+CD206− 

pro-inflammatory macrophages (23.8%), along with a trend for a 
lower frequency of CD11b+CD11c−CD206+ anti-inflammatory 
macrophages (1.3%) in the scWAT of HFD LysM-Cre Sucnr1fl/fl 
compared with HFD Sucnr1fl/fl mice (19.3 and 3.1%, respectively) 
(Supplementary Fig. 3k). Taken together, the results indicate that 
myeloid-specific Sucnr1 deficiency increases the susceptibility to 
diet-induced obesity.

Sucnr1 signaling regulates cell-autonomous macrophage polar-
ization. To address whether intracellular and extracellular succinate 
had different effects on macrophages, first we investigated whether 
expression of Sucnr1 mRNA was affected by the activation status 
of macrophages. As reported before3,23,24, stimulation with LPS, but 
not interleukin-4 (IL-4), increased the secretion of succinate in 
peritoneal macrophages in vitro (Fig. 3a), and correlated with an 
accumulation of intracellular succinate (Supplementary Fig. 4a), as 
previously described30. Expression of Sucnr1 mRNA in peritoneal 
macrophages was robustly increased by IL-4 and strongly decreased 
by LPS (Fig. 3a), while SUCNR1 mRNA in the human monocyte-
like cell line THP1 was induced by macrophage colony-stimulating 
factor (M-CSF) and decreased by granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) (Supplementary Fig. 4b). In macro-
phages differentiated with GM-CSF from human peripheral blood 
mononuclear cells (hPBMCs), succinate secretion was increased 
compared with non-differentiated (control) cells, whereas SUNCR1 
mRNA was increased in macrophages differentiated with M-CSF 
compared with control cells (Fig. 3b). Polarization of hPBMC mac-
rophages by GM-CSF or M-CSF was confirmed by measuring the 
expression of pro-inflammatory-associated (IL1b, IL6, IL12b, TNF 
and MCP1) and anti-inflammatory-associated (PPARγ and MRC1) 
genes, respectively31 (Supplementary Fig. 4c). Macrophages derived 
from hPBMCs and differentiated with M-CSF (hereafter hPBMCM-CSF  
macrophages) can be polarized towards a pro- or an anti-inflam-
matory phenotype with the appropriate exogenous stimuli32. LPS 
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significantly decreased the expression of SUCNR1 mRNA in mac-
rophages derived from hPBMCs and differentiated with M-CSF, 
whereas IL-4 strongly enhanced its expression (Fig. 3c). Accordingly, 
the expression of anti-inflammatory markers, such as Arg1 and 
Fizz1, and fatty acid metabolic genes, such as Cpt1a and Fasn, was 
significantly lower in peritoneal macrophages isolated from LysM-
Cre Sucnr1fl/fl compared with those isolated from Sucnr1fl/fl mice 
(Fig. 3d). We detected a lower expression of Arg1 and Mrc1 in IL-4-
treated LysM-Cre Sucnr1fl/fl peritoneal macrophages compared with 
IL-4-treated Sucnr1fl/fl peritoneal macrophages (Fig. 3e). M-CSF-
treated BMDMs (hereafter BMDMsM-CSF) from LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
mice also expressed less anti-inflammatory genes (Arg1, Mrc1 and 
Fizz1) compared with Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF (Fig. 3f). M-CSF, but 

not GM-CSF, induced the expression of Sucnr1 mRNA in BMDMs 
(Supplementary Fig. 4d). Accordingly, succinate enhanced the 
expression Arg1, Mrc1, Fizz1 and Il10 in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF, but 
not in LysM-Cre Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF (Fig. 3g). Addition of succi-
nate to Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF did not increase the amount of intra-
cellular succinate, whereas the cell-permeable dimethyl succinate 
did (Supplementary Fig. 4e). There were no significant differences 
in the amount of intracellular succinate between Sucnr1fl/fl BMDMs 
and LysM-Cre Sucnr1fl/fl BMDMs (Supplementary Fig. 4f).

An in silico analysis of the Sucnr1 promotor region in BMDMs 
revealed binding sites for the IL-4-responsive transcription fac-
tor STAT6 (Supplementary Fig. 5a). To test whether expression 
of SUCNR1 in macrophages was regulated by IL-4, we used short 
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interfering RNA (siRNA) to knock down the expression of STAT6 or 
KLF4, a transcription factor whose expression is induced by STAT6 
in macrophages33. The IL-4-induced expression of IL10, PPARG and 
IL1RN (Supplementary Fig. 5b) and SUCNR1 (Fig. 4a) was lower in 
THP1 cells in which STAT6 or KLF4 were knocked down compared 
with control-siRNA-treated THP1 macrophages (65% or 68% effi-
ciency of knockdown, respectively). IL-4 stimulation upregulated 
Sucnr1 (Fig. 4b) and Arg1, Mrc1 and Il10 mRNA (Supplementary 
Fig. 5c) in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF, but not in Stat6−/− BMDMsM-CSF. 
Knockdown of STAT6 and KLF4 also decreased the upregulation of 
Sucnr1 (Fig. 4c) and Arg1, Mrc1 and Il10 mRNA (Supplementary 
Fig. 5d) in response to IL-4 in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF. Knockdown 
of KLF4 in BMDMsM-CSF also decreased the IL-4-induced expres-
sion of SUCNR1 protein (Fig. 4d), while IL-4 did not upregulate 
expression of KLF4 or SUCNR1 protein in Stat6−/− BMDMsM-CSF 
(Supplementary Fig. 5e).

The KLF4 promoter contains cyclic AMP response element-
binding protein (CREB)-binding sites34 and can therefore be 
modulated by G protein-coupled receptor ligands, which can act 
synergically with IL-4 through the activation of the cyclic AMP–
CREB pathway34,35. Consistent with this notion, short-term exposure 
of Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF to succinate induced the phosphoryla-
tion of protein kinase A (PKA) and CREB, which was blocked by 
the PKA inhibitor H-89 (Fig. 4e). The succinate-mediated acti-
vation of the PKA–CREB pathway was not detected in LysM-Cre 
Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF (Fig. 4f), while H-89-mediated inhibition 
of PKA or knockdown of Klf4 by siRNA in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF 
suppressed the induction of Il10 and Sucnr1 mRNA by succinate 
(Fig. 4g). Finally, we assessed the effect of succinate on IL-4 sig-
naling. Whereas succinate treatment did not significantly modify 
the IL-4-induced activation of STAT6 in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF 
(Supplementary Fig. 5f), succinate increased the IL-4-induced  

activation of PKA and CREB in these cells, an effect that was absent 
in LysM-Cre Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF (Fig. 4h) and abolished by H-89 
treatment (Fig. 4i). Succinate increased the IL-4-induced expression 
of KLF4 and IL-10 in Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF, but not in LysM-Cre 
Sucnr1fl/fl BMDMsM-CSF (Fig. 4h), suggesting that succinate enhanced 
IL-4 signaling by modulating the activation of PKA and CREB and 
the expression of KLF4. Accordingly, addition of H-89 prevented 
the succinate-induced increase in Il10 and Arg1 mRNA in IL-4-
treated BMDMsM-CSF (Fig. 4j). Overall, these data indicated that 
succinate–SUCNR1 signaling promoted an anti-inflammatory phe-
notype in macrophages.

Sucnr1 deficiency alters intracellular signaling in ATMs. Because 
ATMs play key roles in obesity-induced inflammation36, we per-
formed transcriptomic analysis on ATMs sorted from the scWAT 
and vWAT of LysM-Cre Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl mice. Genes (242 
total, 85 upregulated, 157 downregulated) were differentially 
expressed in scWAT ATMs, and 271 genes (174 upregulated, 97 
downregulated) were differentially expressed in vWAT ATMs (fold 
change > 2, adjusted P < 0.05) from LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice com-
pared with Sucnr1fl/fl mice (Fig. 5a). Gene set enrichment analysis 
(GSEA) indicated that loss of Sucnr1 resulted in altered gene expres-
sion patterns in vWAT ATMs compared with scWAT ATMs (Fig. 5b).  
Specifically, inflammatory pathways such as interferon, epithelial 
mesenchymal transition and tumor necrosis factor (TNF) response 
were upregulated in LysM-Cre Sucnr1fl/fl compared with Sucnr1fl/fl 
scWAT ATMs, while they were downregulated in LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
compared with Sucnr1fl/fl vWAT ATMs (Fig. 5c). The opposite 
outcomes of Sucnr1 deficiency in the transcriptional signature of 
ATMs (Fig. 5c and Supplementary Fig. 6a,b) were associated to 
the pro-inflammatory profile of Sucnr1fl/fl vWAT ATMs compared 
with Sucnr1fl/fl scWAT ATMs (Supplementary Fig. 6a,b), previously 
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SUCNR1 gene expression in scWAT with glucose (n = 46), hip circumference (n = 28) and diastolic blood pressure (DBP) (n = 19) from human patients.  
c,d, qPCR analysis of expression of SUCNR1 in subcutenous adipocytes (scAD) or visceral adipocytes (vAD) (c) and scWAT ATMs (d) from lean and obese 
patients (n = 4, n = 3 and n = 3). e, qPCR analysis of selected genes in human scWAT ATMs (n = 3). f,g, qPCR analysis of pro-inflammatory genes in human 
scWAT explants, unstimulated or stimulated with succinate for 24 h, from lean (f) and obese (g) patients (n = 2 and n = 3 for expression of IL1B, TNF 
and IL12B in scWAT derived from a pool of three patients per phenotype). a–g, n represents biologically independent samples. Results are expressed as 
mean ± s.e.m.; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (two-tailed unpaired t-test). For b Spearman’s (in glucose and HIP graph) or Pearson’s (in diastolic  
blood pressure graph) correlation analysis was used.
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described in vWAT compared with scWAT37. GSEA analysis of the 
genes differentially regulated between scWAT ATMs and vWAT 
ATMs indicated the upregulation of inflammatory pathways in 
LysM-Cre Sucnr1fl/fl vWAT ATMs compared with LysM-Cre Sucnr1fl/fl  
scWAT ATMs (Supplementary Fig. 7a,b and Supplementary Tables 1  
and 2). Independent validation by quantitative PCR (qPCR) indi-
cated increased expression of Il1b, Il6 and Tnf and decreased expres-
sion of Il10 in LysM-Cre Sucnr1fl/fl scWAT ATMs compared with 
Sucnr1fl/fl scWAT ATMs (Fig. 5d). A decrease in Tnf and Il10 mRNA 
was observed in LysM-Cre Sucnr1fl/fl vWAT ATMs compared with 
Sucnr1fl/fl vWAT ATMs (Fig. 5d). Both CD11b+CD11c+CD206− pro-
inflammatory and CD11b+CD11c−CD206+ anti-inflammatory mac-
rophages from the LysM-Cre Sucnr1fl/fl scWAT (but not the vWAT) 
showed increased expression of pro-inflammatory genes compared 
with CD11b+CD11c+CD206− and CD11b+CD11c−CD206+ macro-
phages from Sucnr1fl/fl mice (Fig. 5e,f).

The IL-4- and succinate-induced expression of anti-inflamma-
tory markers (Arg1, Mrc1, Fizz1 and Il1rn) was lower in LysM-Cre 
Sucnr1fl/fl than in Sucnr1fl/fl scWAT ATMs, both in cells isolated from 
mice fed a NCD or HFD (Fig. 6a,b). By contrast, LPS induction of Il1b 
mRNA was higher in LysM-Cre Sucnr1fl/fl than in Sucnr1fl/fl scWAT 
ATMs, in cells isolated from mice fed a NCD or HFD (Fig. 6c).  
Moreover, the succinate-induced expression of Il10 and Sucnr1 
was blocked by inhibition of PKA (Fig. 6d) or knockdown of KLF4  
(Fig. 6e) in scWAT ATMs from Sucnr1fl/fl mice. Thus, signaling 
through SUCNR1 had both inflammatory23 and anti-inflammatory 
effects in ATMs, and succinate regulated an anti-inflammatory pro-
gram in scATMs.

Myeloid Sucnr1 deficiency impairs cold-induced browning of 
scWAT. Type 2 immune signaling regulates adipose thermogen-
esis38–40. Next, we investigated whether succinate–SUCNR1 sig-
naling in macrophages was involved in beige cell activation in the 
scWAT and cold-induced thermogenesis. Prolonged cold exposure 
(8 °C for 6 d) led to a marked induction of Ucp1 and other key ther-
mogenic genes in the scWAT of Sucnr1fl/fl mice, but only to poor 
induction in the scWAT of LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice (Fig. 7a).  
Immunohistochemical analysis of scWAT indicated the formation 
of multilocular, brown-like adipocytes in Sucnr1fl/fl mice follow-
ing cold exposure, but this effect was noticeably reduced in LysM-
Cre Sucnr1fl/fl mice (Fig. 7b). Immunoblotting indicted a marked 
impairment in the cold-induced expression of Ucp1 protein in 
the scWAT of LysM-Cre Sucnr1fl/fl compared with Sucnr1fl/fl mice  
(Fig. 7c). However, the interscapular brown adipose tissue (BAT) of 
LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice had higher Ucp1 expression, both mRNA 
(Fig. 7d) and protein (Fig. 7e), following prolonged cold exposure 
compared with the interscapular BAT of Sucnr1fl/fl mice. No signifi-
cant differences were detected in energy expenditure or whole-body 
oxygen consumption in LysM-Cre Sucnr1fl/fl and Sucnr1fl/fl mice 
housed at ambient temperature (22 °C), thermoneutrality (30 °C) or 
prolonged cold exposure (Fig. 7f). These results indicate that loss 
of Sucnr1 in myeloid cells limited the browning of scWAT, which is 
considered a type 2 immune response40.

Obesity disturbs succinate–SUCNR1 signaling in human adipose 
tissue. Circulating levels of succinate are higher in obese than in lean 
humans11. To determine whether obesity impacts SUCNR1 function 
in human adipose tissues, we analyzed its expression in scWAT and 
vWAT biopsies from people classified according to body mass index 
(BMI) (Supplementary Table 3). Circulating levels of succinate 
were higher in obese subjects than in lean controls (Supplementary  
Table 3)11. Further, expression of SUCNR1 mRNA was higher 
in WAT from obese subjects than from lean ones, particularly in 
scWAT (Fig. 8a). Notably, we found a positive association between 
expression of SUCNR1 in scWAT and clinical parameters associ
ated with an altered metabolic profile such as blood glucose, hip  

circumference and diastolic blood pressure (Fig. 8b). Cellular frac
tionation of scWAT biopsies indicated increased expression of 
SUCNR1 in mature adipocytes in obese subjects compared with lean 
(Fig. 8c), whereas the opposite was seen in scWAT ATMs (Fig. 8d). 
The decrease in SUCNR1 mRNA in scWAT ATMs from obese com-
pared with lean subjects correlated with lower PPARG and MRC1 
mRNA expression and was concomitant with higher expression 
of the pro-inflammatory genes IL1B, TNF and MCP1 (Fig. 8e). To 
examine the effects of extracellular succinate in the adipose tissue 
with respect to inflammation, we incubated WAT explants obtained 
from lean and obese subjects with succinate for 24 h. Incubation 
of lean-derived scWAT with succinate significantly decreased the 
expression of the pro-inflammatory cytokines IL1B, TNF and IL12B 
compared with non-stimulated scWAT (Fig. 8f). By contrast, succi-
nate increased mRNA expression of IL1B, TNF and IL12B in vWAT 
compared with non-stimulated vWAT (Fig. 8g). These observations 
suggest that succinate–SUCNR1 signaling had an anti-inflamma-
tory role in the human scWAT, which was disturbed in obesity.

Discussion
Here we show that loss of succinate-mediated signaling through 
SUCNR1 in myeloid cells impaired the induction of an anti-inflam-
matory program in macrophages and the response to type 2 cyto-
kines, including those associated with diet-induced obesity41,42 and 
long-term cold exposure38,40. We showed that extracellular succinate 
acted in cooperation with IL-4 signaling through the activation of 
the PKA–CREB–KLF4 pathway and increased the IL-4 response in 
a cell-autonomous manner. Notably, Sucnr1 deficiency altered the 
phenotype of ATMs in a manner dependent on the WAT localiza-
tion, by promoting an inflammatory molecular signature in scWAT 
ATMs. Our results suggest a mechanism by which SUCNR1 signal-
ing contributes to resolution of acute inflammation.

In response to metabolic and inflammatory challenge, succinate 
accumulates in pro-inflammatory macrophages20,43, which triggers 
an inflammatory phenotype through activation of HIF-1α3. In this 
scenario, succinate is exported to the extracellular milieu23 where 
it signals through SUCNR12,23. Though intracellular succinate is 
considered a pro-inflammatory stimulus2,3,23, our observations indi-
cated that SUCNR1 was mostly expressed in pro-resolving or anti-
inflammatory macrophages, as previously reported44. LysM-Cre 
Sucnr1fl/fl mice developed local tissue inflammation and deregulated 
glucose homeostasis at steady state. Moreover, these mice showed 
higher susceptibility to development of diet-induced obesity com-
pared with Sucnr1fl/fl mice. Sucnr1−/− mice have yielded contradic-
tory results in terms of glucose homeostasis and susceptibility to 
develop obesity depending on HFD composition (45% versus 60% 
calories from fat)10,18. Our results showed enhanced weight gain 
and impaired glucose tolerance in LysM-Cre Sucnr1fl/fl compared 
with control mice in response to 45% HFD. This contrasts with the 
phenotype observed in the global Sucnr1−/− mice fed with the same 
diet, in which there was a decrease of macrophage infiltration into 
adipose tissue and an improvement of glucose tolerance compared 
with control mice, despite similar increase in body weight10. These 
differences highlight the importance of cell-specific studies assessed 
by conditional knockout mouse models to adequately evaluate the 
role of SUCNR1 in individual cell subsets.

Our data indicated that extracellular succinate promoted an 
anti-inflammatory program in macrophages. BMDMs, peritoneal 
macrophages and scWAT ATMs from the LysM-Cre Sucnr1fl/fl mice 
showed increased expression of pro-inflammatory markers (for 
example Il1b, Il12b, Tnf and Nos2) and did not upregulate expres-
sion of anti-inflammatory markers (for example Arg1, Mrc1, Fizz1 
and Il10) in response to IL-4, as observed in Sucnr1fl/fl macrophages. 
This suggested that extracellular succinate triggered a pro-resolving 
phenotype in tissue-resident macrophages as ATMs, to counterbal-
ance the inflammatory signals and recover metabolic homeostasis. 
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Consistent with this notion, succinate has been proposed to act as 
an ‘alarmin’ for the innate immune system, more specifically in den-
dritic cells2,22,23. Anti-inflammatory properties for signaling through 
SUCNR1 have been previously reported. For example, inflamma-
tory macrophage-derived succinate signals through SUCNR1 in 
neural stem cells to induce production of prostaglandin E2, trigger-
ing the resolution of inflammation during chronic neuroinflamma-
tion in mice with experimental autoimmune encephalomyelitis24. 
Also, SUCNR1 signaling was reported as a potent activator of type 2 
immunity and a surveillance mechanism for detection of certain hel-
minths as Tritrichomonas in the small intestine of C57BL/6 mice25. 
We propose a mechanism by which, like other signaling molecules 
such as IL-645,46, succinate is generated as part of an inflammatory 
program and acts as a negative feedback signal through SUCNR1 to 
promote an anti-inflammatory response in macrophages.

scWAT ATMs have a key role in metabolic homeostasis, and 
their remodeling is crucial to adequately respond to chronic posi-
tive energy balance47,48. Our results indicated that in obese mice, 
loss of SUCNR1 in myeloid cells induced an inflammatory state in 
scWAT ATMs, but decreased the activation of inflammatory sig-
naling pathways such as interferon and TNF response in vWAT 
ATMs. Comparative transcriptome profiling of ATMs from scWAT 
and vWAT from control mice revealed that vWAT ATMs were con-
stitutively more inflamed than scWAT ATMs. This is consistent 
with the pro-inflammatory profile previously described in the 
visceral compared with the subcutaneous fat depots37. Activation 
of SUCNR1 was reported to have a positive effect on the release 
of the pro-inflammatory cytokine IL-1β in inflammatory mac-
rophages. As such, during inflammation, succinate–SUCNR1 
signaling may act as an anti-inflammatory mediator or boost 
inflammation23 depending on the inflammatory status of cells 
expressing SUCNR1. Our data showed that activation of SUCNR1 
decreased the expression of inflammatory-related genes in the 
scWAT of healthy subjects, whereas scWAT from obese patients 
was insensitive to signaling through SUCNR1. Extracellular suc-
cinate increased the expression of inflammatory markers in the 
scWAT from obese patients, which is known to shift towards a 
pro-inflammatory phenotype49. Although obesity is character-
ized by high circulating amounts of succinate11, ATMs from obese 
subjects had decreased expression of SUCNR1, along with other 
anti-inflammatory markers, such as PPARγ and MRC1. This ‘suc-
cinate-resistant state’ in human obesity that might underlie, at least 
partially, the obesity-associated inflammation. The loss of this 
anti-inflammatory mechanism in obesity may contribute to the 
intrinsic inability of obese adipose tissue to resolve uncontrolled 
inflammation and to restore tissue homeostasis and functional-
ity49,50. As succinate–SUCNR1 signaling is emerging as a versatile 
and context-specific regulator of physiology and disease, further 
research is needed to provide a complete picture on its local and 
systemic modes of action.

Online content
Any methods, additional references, Nature Research reporting 
summaries, source data, statements of data availability and asso-
ciated accession codes are available at https://doi.org/10.1038/
s41590-019-0372-7.
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Methods
Human cohort. All participants gave their informed consent and the study 
was reviewed and approved by the Ethics and Research Committee of Institut 
d’Investigació Sanitària Pere Virgili (IISPV CEIm, Tarragona, Spain), in accordance 
with Good Clinical Practice Guidelines approved by the Health Department 
of Generalitat de Catalunya, which met all requirements of the Declaration of 
Helsinki. Donors were classified as lean or obese based on BMI following World 
Health Organization criteria. Plasma, scWAT and vWAT were obtained from age- 
and gender-matched human donors undergoing non-acute surgical interventions, 
such as hernia or cholecystectomy, in a scheduled routine surgery: lean n = 15 
(BMI 22.87 ± 1.51); obese n = 36 (BMI 31.44 ± 4.55). Anthropometric and 
biochemical variables from the cohort are represented in Supplementary Table 3.

Mice. Myeloid cell-specific Sucnr1 knockout mice (LysM-Cre Sucnr1fl/fl) were 
generated by breeding LysM-Cre mice (kindly provided by G. Sabio, CNIC, Spain) 
with Sucnr1fl/fl mice. Cre-negative Sucnr1fl/fl littermates were used as controls. 
Mice were genotyped by PCR; genotyping of Sucnr1fl/fl mice resulted in a 450-bp 
product for the loxP-targeted allele and a 300-bp product for the wild-type allele. 
All genotypes were generated on a pure C57BL/6 background. Total Stat6−/− mice 
in a C57BL/6 background were purchased from The Jackson Laboratory. Mice 
were housed at the Faculty of Medicine and Health Science animal facility, Rovira i 
Virgili University (URV). Male mice were grouped (five per cage) under controlled 
conditions of 12 h light/dark cycles at 22 °C and ad libitum access to NCD (3.1% 
fat; SAFE diets, A04) or HFD (45% fat; Research diets, D12451), beginning at  
7 weeks of age. All animal studies were supervised and approved by the Universitat 
Rovira i Virgili Animal Welfare and Ethics Committee. All animal procedures 
conformed to European Union Directive 86/609/EEC and recommendation 
2007/526/EC regarding the protection of animals used for experimental and other 
scientific purposes, enacted under Spanish law 1201/2005.

Indirect calorimetry and activity measurements. Animals were placed in a 
comprehensive laboratory animal monitoring system (PhenoMaster, TSE Systems) 
for analysis of metabolic phenotypes of male Sucnr1fl/fl and LysM-Sucnr1fl/fl mice  
(at 22 °C), and at 22 °C, 30 °C and 8 °C for the cold-exposure study. Airflow rate was 
380 ml min−1; O2 and CO2 concentrations in room air and air leaving each cage were 
measured every 15 min. Energy expenditure (kcal h−1 per mouse or kcal h−1 kg−1) was 
calculated from the amount of O2 consumed (VO2, ml h−1 per mouse or ml h−1 kg−1, 
respectively) and the amount of CO2 produced (VCO2) using the equation energy 
expenditure (J) = 15.818VO2 + 5.176VCO2. The respiratory exchange ratio (RER) 
was calculated from the ratio VCO2/VO2. Activity, food and drink intake of each 
animal was calculated as described51. Data for energy expenditure were analyzed 
using analysis of covariance with body weight as a covariate.

Glucose and insulin tolerance test. After 16 h of fasting, mice were subjected to 
a glucose-tolerance test (GTT), receiving an intraperitoneal injection of glucose 
solution (1.5 g glucose per kg body weight). Blood was collected from the tail and 
glucose was measured using a handheld glucometer (Accu-Chek glucose reader; 
Roche). To measure insulin levels in response to glucose, blood was collected 
from tail punctures at 0, 15 and 30 min after injection and insulin was measured 
using a commercial Mouse Insulin Ultra-Sensitive ELISA (BioVendor). For the 
intraperitoneal insulin-tolerance test (ITT), mice were fasted for 3 h and injected 
with insulin (0.75 U kg−1).

Isolation of mature adipocytes, SVF and ATMs. ATMs were isolated from the 
SVF of human adipose tissue biopsies as described52,53. In brief, scWAT and vWAT 
was washed extensively with PBS to remove debris and treated with 0.1% collagenase 
in PBS and 1% BSA for 1 h at 37 °C with gentle agitation. Digested samples were 
centrifuged at 300g at 4 °C for 5 min to separate adipocytes from the SVF. Adipocytes 
were directly used for RNA isolation and the cell pellet containing the SVF was 
resuspended in red-blood-cell lysis buffer (10 mM KHCO3, 150 mM NH4Cl, 
0.1 mM EDTA) for 2 min, then washed with PBS and passed through a 40 μm 
filter (Fisher Scientific). To isolate ultrapure ATMs, the SVF was incubated with 
F4/80 MicroBeads (130-110-443, MiltenyiBiotec) for 30 min and positive selection 
was performed with an autoMACS separator (MiltenyiBiotec). Each biologically 
independent sample was obtained from a pool of six to seven mice (Sucnr1fl/fl or 
LysM-Cre Sucnr1fl/fl), or two to three human individuals samples (lean or obese).

Isolation and culture of adipose tissue explants. Human adipose tissue samples 
were obtained as described above. Mouse scWAT and vWAT was freshly isolated 
and 0.2 g of tissue was placed in 1 ml DMEM/F12 and 10% fetal bovine serum 
(FBS). Samples were incubated for 24 h at 37 °C and 5% CO2 without or with 
succinate at 200 µM. Each biologically independent sample was obtained from a 
pool of two to three mice (Sucnr1fl/fl or LysM-Cre Sucnr1fl/fl), or human individuals 
samples (lean or obese).

Flow cytometry. The SVF from scWAT and vWAT was isolated as described  
above. To isolate myeloid lineage cells, SVF was incubated with CD11b MicroBeads 
(130-049-601, MiltenyiBiotec) for 30 min, and positive selection was performed 
with an autoMACS separator. Magnetically isolated CD11b+ cells were washed and 

incubated with the desired combination of fluorochrome-conjugated monoclonal 
antibodies, including FITC-anti-F4/80 (clone BM8), APC-anti-CD11c (clone 
N418), PE-anti-CD206 (clone MR6F3) and PE-Cy7-anti-Ly-6G (clone RB6-
8C5) (all from eBiosciences) for 20 min. Data were acquired on a FACS Aria III 
(BD Biosciences) and analysis was performed using FACSDivaTM software (BD 
Biosciences).

Isolation and culture of human monocytes. Human PBMCs were isolated using 
Ficoll-Hypaque gradients (Amersham Bioscience). Monocytes were purified from 
PBMCs by magnetic cell sorting using CD14-microbeads (MiltenyiBiotech) as 
described54. Human PBMC-derived Mϕ were obtained by culturing CD14+ cells 
in RPMI medium supplemented with human recombinant M-CSF or GM-CSF 
(30 ng ml−1; PeproTech) for 7 d at 37 °C, refreshed every 2 d. Each biologically 
independent sample was obtained from a pool of two to three human individuals 
samples.

Isolation of peritoneal macrophages. Mice were killed by CO2 inhalation. 
Resident peritoneal cells were harvested by lavage with 5 ml ice-cold PBS 
as described55. At 72 h, cells mainly comprised peritoneal macrophages56. 
Macrophages were purified by adherence to tissue culture plates using an 
established procedure that gives >90% purity56. Non-adherent cells were removed 
by washing twice with PBS. Each biologically independent sample was obtained 
from a pool of six to seven mice (Sucnr1fl/fl or LysM-Cre Sucnr1fl/fl).

Isolation of BMDMs. BMDMs from 8- to 11-week-old mice were obtained 
as described57. In brief, mice were killed by CO2 and the femurs and tibiae 
were collected and ground gently with a sterile mortar in 5 ml ice-cold PBS. 
Supernatants were collected in ice-cold PBS and filtered through a 70 μm nylon cell 
strainer to remove solid fragments. The filtrate was centrifuged at 450g for 10 min 
at 4 °C, and pellets were dissociated in 10 ml red-blood-cell lysis buffer for 30 sec. 
After centrifugation, the pellet was dissociated in 20 ml of RPMI, 10% FBS and 1% 
antibiotic/antimycotic solution at 37 °C, and cultured in 100 mm Petri-dishes for 
4 h at 37 °C to remove resident bone marrow macrophages by adhesion. Collected 
supernatants were filtered and centrifuged as described above. Pellets were 
dissociated in RPMI supplemented with murine recombinant M-CSF or GM-CSF 
(30 ng ml−1) and harvested after 7 d at 37 °C with 5% CO2. Media and stimuli were 
refreshed every 2 d. Cells were placed in RPMI medium without stimulus for 24 h 
before treatments. Differentiation was confirmed by F4/80 expression using flow 
cytometry (data not shown). Each biologically independent sample was obtained 
from a pool of six to seven mice (Sucnr1fl/fl or LysM-Cre Sucnr1fl/fl).

THP1 cell culture. The human monocyte THP1 cell line was obtained from the 
ATCC. Cells were cultured as described53. In brief, cells were cultured in RMPI-
1640 medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotic/antimycotic solution 
in a humidified cell culture incubator at 37 °C with 5% CO2.

Macrophage differentiation and stimulation. To assess gene expression of pro- 
and anti-inflammatory markers, human PBMCs and murine BMDMs treated with 
M-CSF were stimulated with Escherichia coli-derived lipopolysaccharide (serotype 
0111:B4, number L4391, Sigma-Aldrich) (250 ng ml−1) or human or murine 
recombinant IL-4 (PeproTech) (30 ng ml−1), respectively, for 24 h. For succinate 
(200 µM), lipopolysaccharide (250 ng ml−1) or IL-4 (30 ng ml−1) treatment of ATMs, 
peritoneal macrophages and THP1, cells were stimulated for 6 h. For cell-signaling 
studies, BMDMsM-CSF were untreated or pre-incubated with a PKA inhibitor (H-89;  
number 037M4702V, Sigma-Aldrich) (50 µM) for 30 min and/or succinate 
(200 µM) for 2 h and subsequently exposed to IL-4 for the indicated time points. 
For succinate signaling, cells were untreated or pretreated with H-89 and then 
stimulated with succinate for the indicated time points.

STAT6 and KLF4 silencing. THP1 cells were transfected with human STAT6 
siRNA (number 6778), KLF4 siRNA (number 9314) or a control (non-targeting 
pool, number 16600) using Dharmafect transfection reagent diluted in Opti-MEM 
I reduced serum medium (Invitrogen), added to the cultured cells for 48–72 h. 
BMDMs and ATMs were transfected with mouse STAT6 siRNA (number 20852), 
KLF4 siRNA (number 16600) or a control (Accell non-targeting pool, number 
D-001910-1050) using Accell siRNA delivery media (number B-005000-100), 
added to the cultured cells for 48–72 h. siRNAs were purchased from Dharmacon.

Succinate determination. Succinate levels were measured in plasma from humans 
and mice and also from conditioned medium from human PBMCs and murine 
BMDMs after 24 h culture without stimuli with the EnzyChromTM Succinate 
Assay Kit (BioAssay Systems), as described11. The assay sensitivity was 12 μM and 
the intra- and interassay co-efficient of variances were less than 3.5 and 6.95%, 
respectively. Succinate intracellular levels were measured with the Succinate 
Colorimetric Assay kit (Sigma-Aldrich).

Gene-expression analysis. Total RNA was extracted from tissues/cells using the 
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen Science). Total RNA quantity was measured 
at 260 nm and purity was assessed by the optical density 260 nm/optical  
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density 280 nm ratio. One microgram of RNA was transcribed to complementary 
DNA with random primers using the Reverse Transcription System (Applied 
Biosystems). Quantitative gene expression was evaluated by qPCR on a 7900HT 
Fast Real-Time PCR System using the TaqMan Gene Expression Assay (Applied 
Biosystems) (Supplementary Table 4). Results were calculated using the comparative 
CT method ( ΔΔ−2 CT), and expressed relative to the expression of the housekeeping 
gene 18S for human samples, and beta-2-microglobulin for murine samples.

Microarray analyses. RNA isolation, library preparation and amplification from 
Sucnr1fl/fl and LysM-Sucnr1fl/fl ATMs from scWAT and vWAT were performed as 
described58. 8 µg of cDNA was subsequently fragmented, labeled and hybridized 
to MG-430 PM array strip (Thermo Fisher Scientific, Affymetrix, reference 
901570). Processing of microarray samples was carried out using packages 
affy59 and affyplm60 from Bioconductor. Raw cell files were normalized using 
robust multi-array average (RMA) background correction and summarization61. 
Technical metrics PM median, PM interquartile range (IQR), RMA IQR and RNA 
degradation described in ref. 62 were computed and recorded as additional features 
for each sample. Differential expression between conditions was calculated using 
the moderated t-statistic by empirical Bayes shrinkage63. Experiment pool and 
Eklund metric RMA IQR were included as adjusting variables in the model to 
correct for technical variability. The normalized expression matrix was adjusted by 
the effect of the experiment pool and RMA IQR variables. This matrix was scaled 
and used afterwards to generate individual gene heat maps. The log2 fold-change 
information (positive change when LysM was higher than flox/flox and negative 
change when LysM was lower than flox/flox) was considered to rank all genes in 
the genome, and GSEA was performed using the Broad Institute’s implementation64 
on MSigDB Hallmark collections. Hallmark gene sets were translated to mouse 
homologs using Biomart65. Statistically enriched Hallmark gene sets were also 
identified using the standard hypergeometric test. Significance was defined at levels 
of adjusted P value smaller than four thresholds, that is, 0.25, 0.10, 0.05 and 0.01, 
using the Benjamini–Hochberg multiple testing correction. Pools of four animals 
from each genotype (Sucnr1fl/fl or LysM-Cre Sucnr1fl/fl) were employed to obtain 
each experiment.

Immunoblot analysis. Cells were lysed and homogenized in M-PER buffer 
containing Protease Inhibitor Cocktail, and protein concentration was determined 
with the BCA Protein Assay Kit (both from Pierce Biotechnology). Equal amounts 
of total protein were separated using SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, 
transferred to Immobilon membranes and blocked. Immunoblot analysis was 
performed through the use of polyclonal antibodies against phospho-SAPK/
JNK, phospo-CREB, phospo-STAT6, phospo-PKA, STAT6 and KLF4, from Cell 
Signaling Technology; polyclonal antibodies against IL-10 and a monoclonal 
antibody for UCP1, from Abcam; polyclonal antibodies against SUCNR1 and 
GAPDH from Sigma-Aldrich and FAA from Santa Cruz Biotechnology. FAA and 
GAPDH were used a loading controls. Immunoreactive bands were visualized with 
SuperSignal West Femto chemiluminescent substrate (Pierce) and images were 
captured using the VersaDoc imaging system and Quantity One software (BioRad).

Histology. Sections of 5 μm thickness were paraffin-embedded and prepared for 
hematoxylin and eosin staining or for UCP1 or F4/80 immunohistochemistry. In 
brief, paraffin sections were de-paraffinized and rehydrated. For UCP1 detection, 
heat-induced antigen retrieval of sections was carried out using Tris-buffer solution 
(pH 9) or citrate (pH 6) for F4/80. Slides were blocked 1 h in blocking buffer, 
incubated at 4 °C overnight with the primary rabbit anti-mouse UCP1 (Abcam) 
or rat anti-mouse F4/80 (BioRad) antibody, followed by incubation with a donkey 
anti-rabbit IgG against UCP1 (GE Healthcare) or a goat anti-rat against F4/80 
(Vector Laboratories) horseradish peroxidase-conjugated antibody for 90 min at 
room temperature. Slides were washed thoroughly and coverslips were mounted 
with DPX mounting medium (Sigma-Aldrich). Sections were observed by 
microscopy on a Leica DM1000 microscope and image acquisition was performed 
using Leica microsystems imaging software.

Sucnr1 promoter study through bioinformatic analysis. Chromatin 
immunoprecipitation with sequencing (ChIP–seq) sequencing data from BMDMs, 
published by Ostuni et al.66, were aligned to the University of California Santa  
Cruz mm9 murine genome using bowtie2 aligner software (v.2.2.9)67. Data analysis 
was performed using HOMER software suite (v.4.9) (http://homer.ucsd.edu/
homer/) described in Heinz et al.68 Each ChIP–seq experiment was normalized  
to a total number of 107 uniquely mapped tags. Aligned read files were visualized 
by obtaining snapshot tracks from UCSC Genome browser. To identify STAT6 
DNA-binding motifs, we obtained four sequences found in STAT6 binding sites 
(1,000 bp surrounding STAT6 peaks) from Sucnr1 (one sequence) and known  
classic STAT6 targets arginase-1 (two sequences) and chitinase-like protein 3  
(one sequence). Sequence motif obtained with MEME-ChIP v.4.12.0 software suite69 
was interrogated to TOMTOM tool to evaluate similarities to known transcription 
factor binding motifs. MEME-ChIP P value indicates the probability that an equal 
or better site would be found in a random sequence of the same length conforming 
to the background letter frequencies; TOMTOM P value indicates the probability 

that a random motif of the same width as the target would have an optimal 
alignment with a match score as good or better than the target’s.Tomtom estimates 
the P value using a null model consisting of sampling motif columns from all the 
columns in the set of target motifs.

Statistical analysis. Each experiment was performed two, three or four times 
and pooled to carry out statistical analysis. For in vitro data, values are reported 
as mean ± s.e.m. Differences between groups were determined using unpaired 
t-test (two-tailed, 95% confidence interval), and statistical significance in body 
weight, GTT and ITT curves were tested by two-way analysis of variance, using 
GraphPad Prism 5 software. P < 0.05 was considered significant. For clinical and 
anthropometrical variables the Kolmorov–Smirnov test and Shapiro–Wilk test 
were used to test normality of variables. Normally distributed data were expressed 
as mean ± s.d., and for variables with no Gaussian distribution values were 
expressed as median (25th–75th quartiles). Statistical significance was tested by 
unpaired t-test (two-tailed, 95% confidence interval) or Mann–Whitney U test. 
To analyze the differences in nominal variables between groups, we used the χ2 
test. Pearson’s and Spearman’s correlation coefficients (two-tailed, 95% confidence 
interval) with Bonferroni adjustment were used to analyze the relationship between 
parameters. All clinical data were analyzed using Statistical Package for the Social 
Sciences software, v.15 (SPSS).

Reporting Summary. Further information on research design is available in the 
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
Full scans for all immunoblots and source data for Figs. 1–8 are provided in the 
Supplementary Information. All other data are available from the corresponding 
authors upon request. All microarray data are in the GEO database with accession 
code GSE120121.
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Preoperative Circulating
Succinate Levels as a Biomarker
for Diabetes Remission After
Bariatric Surgery
Diabetes Care 2019;42:1956–1965 | https://doi.org/10.2337/dc19-0114

OBJECTIVE

To determine the potential use of baseline circulating succinate to predict type 2
diabetes remission after bariatric surgery.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Forty-five obese patients with diabetes were randomly assigned to Roux-en-Y
gastric bypass (RYGB), sleeve gastrectomy (SG), or laparoscopic greater curvature
plication. Anthropometric parameterswere evaluated, and a complete biochemical
analysis including circulating serum succinate concentrations was performed at
baseline and 1 year after surgery. The results were externally validated in a second
cohort including 88 obese patients with diabetes assigned to RYGB or SG based on
clinical criteria.

RESULTS

Succinate baseline concentrations were an independent predictor of diabetes
remissionafterbariatric surgery. Patientsachieving remissionafter1yearhad lower
levels of baseline succinate (47.8 [37.6–64.6] mmol/L vs. 64.1 [52.5–82.9] mmol/L;
P = 0.018). Moreover, succinate concentrations were significantly decreased 1 year
after surgery (58.9 [46.4–82.4] mmol/L vs. 46.0 [35.8–65.3] mmol/L, P = 0.005). In
multivariate analysis, the best logistic regression model showed that baseline
succinate (odds ratio [OR] 11.3,P=0.031) and the typeof surgery (OR26.4,P=0.010)
were independently associated with remission. The C-statistic for this model was
0.899 (95% CI 0.809–0.989) in the derivation cohort, which significantly improved
the prediction of remission comparedwith current available scores, and 0.729 (95%
CI 0.612–0.846) in the validation cohort. Interestingly, patients had a different
response to the type of surgery according to baseline succinate, with significant
differences in remission rates.

CONCLUSIONS

Circulating succinate is reduced after bariatric surgery. Baseline succinate levels
have predictive value for diabetes remission independently of previously described
presurgical factors and improve upon the current available scores to predict
remission.
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Bariatric surgery has emerged as an effec-
tive treatment for obesity, leading to
marked weight loss and the improvement
of related comorbidities, such as type 2
diabetes and cardiovascular disease, and
reducingmortality (1). Sleeve gastrectomy
(SG) is the most commonly performed
bariatric procedure because of its simplicity
and low rate of complications, account-
ing for 53.6% of worldwide surgical pro-
cedures, followed by Roux-en-Y gastric
bypass (RYGB) (30.1%) (2). However, it
remains unclear whether RYGB or SG ben-
efits patients with type 2 diabetes equally
with regards toglycemichomeostasis (3,4).
Remission rates of type 2 diabetes

observed across published series vary,
likely due to heterogeneity in the pre-
operative characteristics of patients.
Against this background, several predic-
tive factors for remission have been
identified including age, disease dura-
tion, baseline C-peptide concentrations,
HbA1c, and previous insulin treatment
(5–9). Further, remission rates have
been associated with greater weight
loss after bariatric surgery indepen-
dently of initial BMI (10). Accordingly,
several predictive outcome scores for
type 2 diabetes remission have been de-
veloped based on these variables to help
identify those patients most likely to
benefit from surgery (11–14). However,
there is limited evidence regarding the
optimal candidate for each surgical pro-
cedure and relatively few studies have
tested these scores in cohorts to predict
type 2 diabetes remission following
different surgical procedures, such as
RYGB and SG, with contradictory results
(14–17). Thus, efforts are needed to
improve the accuracy to better predict
diabetes remission according to the
surgical procedures considering mal-
absorptive or restrictive techniques.
Bariatric surgery is a known potent

modifier of key metabolic intermedi-
ates, as has been recently demonstrated
in animal models and in patients who
have undergone RYGB (18–21). In this
context, specific circulating and car-
diac tricarboxylic acid cycle metabolites
have been identified as potential key
players in bariatric cardioprotection
through the so-called “enterocardiac
axis” (19). Among them, succinate has
recently emerged as an extracellular
signaling metabolite governing local stress
and inflammatory processes via engage-
ment with its cognate receptor SUCNR1/

GPR91 (22). Remarkably, elevated levels of
circulating succinate have been detected
in several high-risk cardiovascular dis-
ease states such as hypertension (23),
ischemic heart disease (24), and type 2
diabetes (25,26). Along these lines, we
recently demonstrated that BMI is a de-
terminant of circulating succinate levels,
which are directly linked to specific con-
stituents of fecal microbiota (25). Interest-
ingly, microbiota-produced succinate has
also been related to intestinal glucose
metabolism (27,28) and metabolic activ-
ity of brown adipose tissue (29), which are
major pathophysiological mechanisms
mediating beneficial metabolic effects
of bariatric surgery (30).

Several studies have attempted to iden-
tify robust biological and clinical predictors
of type 2 diabetes remission after surgery
(5–9,31); however, there is still insufficient
evidence to define cutoff values able to
quantitatively predict remission over time.
Here, we postulated that succinate, which
occupies a pivotal position in metabolism
as both an energetic and a signaling me-
tabolite, plays an important role in glucose
metabolism and hence in clinical response
after bariatric surgery. Our study aimed to
assess whether preoperative circulating
levels of succinate might have an impact
on type 2 diabetes remission.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study Design and Patients
The study was completed in the setting of
a previously published prospective single-
center, nonblinded, randomized controlled
trial including obese patients with type 2
diabetes (9). The trial was registered in
the ISRCTN registry (ISRCTN14104758). In
brief, 45 patients were consecutively re-
cruited among patients undergoing bar-
iatric surgery at the Bellvitge University
Hospital Department of Endocrinology. The
study was conducted according to the
principles of the Declaration of Helsinki.
The local ethics committee study (Comité
de Ética de Investigación Cĺınica [CEIC] del
Hospital Universitario de Bellvitge) approved
the study, and all subjects gave written
informed consent before study entry.

Study Protocol
The study design and protocol have been
previously reported in detail (9,31). From
May 2012 to February 2014, patients were
consecutively randomized to RYGB (n =
15), SG (n = 15), or laparoscopic greater
curvature plication (LGCP) (n = 15). The

procedures were performed by the same
surgeon and at the same center. A physical
examination with determination of an-
thropometric parameters and a complete
biochemical analysis was performed at
baseline and at 1 year after surgery.

Laboratory Determinations
Whole blood was stored at 4°C and was
centrifuged (2,500 rpmfor 20min)within
2 h to collect serum.

Glucose, cholesterol, and triglycerides
were determined using standard enzy-
matic methods. Plasma insulin was an-
alyzed by immunoassay (Coat-A-Count
Insulin; Diagnostic Products, Los Angeles,
CA). Fasting C-peptide levels were also
analyzed by immunoassay (Immulite
2000 XPi; Siemens Healthcare, Munich,
Germany). Circulating serum succinate
levels were measured at baseline and
1 year after bariatric surgery using the
EnzyChromSuccinate Assay Kit (BioAssay
Systems, Hayward, CA). The assay sen-
sitivity was 12 mmol/L, the intra- and
interassay coefficient of variance was
,3.5 and ,6.95%, respectively (25),
and the accuracy ranged from 1 to
11.5% error (Supplementary Table 1).
Circulating succinate levelsmeasuredby
this fluorimetric assay were previously
validatedby liquid chromatography–mass
spectrometry and nuclear magnetic res-
onance analysis (25).

Outcomes
The primary outcome was to evaluate the
rate of type 2 diabetes remission at 1 year
after bariatric surgery. To evaluate the
rate of remission after surgery, we used
Buse’s consensus criteria, considering
complete type 2 diabetes remission if
HbA1c was ,6% and fasting glucose
was ,100 mg/dL, in the absence of
pharmacologic therapy or ongoing proce-
dures, for a duration of at least 1 year (32).

Models
To assess the suitability of the current
scores to predict remission after bariatric
surgery, the data were used to calculate
the ABCD (patient’s age, BMI, C-peptide
level, and duration of type 2 diabetes)
(11), Diabetes Remission (DiaRem) (12),
Advanced DiaRem (AdDiaRem) (13), and
the DiaBetter (14) scores.

Validation Cohort
The prediction model was externally
validated in a second independent cohort
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ofpatientswithobesity recruited in three
Spanish centers (Hospital Germans Trias i
Pujol, Hospital Arnau de Vilanova, and Hos-
pital Josep Trueta, Girona, Spain). The local
ethics committee study of each center
(CEIC del Hospital Germans Trias i Pujol,
CEIC del Hospital Arnau de Vilanova, and
CEIC del Hospital Universitario de Girona
Doctor Josep Trueta) approved the study,
and all subjects gave written informed
consent before study entry. The valida-
tion population consisted of 88 patients
with obesity aged between 18 and 60
years, BMI $35 kg/m2, and with type 2
diabetes on hypoglycemic agents alone,
insulin, or both. Type 2 diabetes remis-
sion was also evaluated at 1 year after
bariatric surgery and using Buse’s con-
sensus criteria. The indication for the
type of surgical procedure (SG or RYGB)
was based on clinical criteria.

Sample Size
Taking into account the available sample
size of the initial randomized controlled trial
of 45 subjects, to obtain an absolute dif-
ference of type 2 diabetes remission rates
of 50% between groups (low vs. high suc-
cinate) and allowing for a type 1 error of
0.05, the number of subjects included in our
study provided a statistical power of 94%.

Statistical Analysis
All data were tested for normality using
the Shapiro-Wilk test. Data are presented
as percentage, mean and SD for normally
distributed quantitative variables, or me-
dian and 25th–75th percentiles (inter-
quartile range [IQR]) for nonnormally
distributed quantitative variables. Non-
normally distributed quantitative varia-
bles were used after performing a log10
transformation. Differences between
groups were analyzed using the x2 test
for comparisons of proportions and the
unpaired t test or theMann-Whitney U test
for comparisons of normally and nonnor-
mally distributed quantitative variables,
as needed. One-way ANOVA was used to
compare groups in the cross-sectional
study. The least squares difference test
was used for post hoc analyses. The paired
t test and the Wilcoxon signed rank test
were used for paired analysis of the pro-
spective data. Pearson and Spearman
correlation coefficients were used to an-
alyze the relationship between param-
eters, as described. Two-tailed P values
of ,0.05 were considered statistically
significant.

Logistic regression analyses were per-
formed to identify the potential role of
circulating succinate and the other fac-
tors independently related to type 2 di-
abetes remission after bariatric surgery.
All associated variables in the univariate
analyses (0.67. odds ratio [OR]. 1.67
and P , 0.2) and those variables known
or likely to be associated with remission
(based on previous literature) were in-
cluded in the logistic regression models
as potential independent variables. Re-
ceiver operating characteristic (ROC)
curves, in which sensitivity is plotted
as a function of 1 2 specificity, were de-
veloped to assess the predictive value of
circulating succinate and compare it with
the different scores for the prediction of
type 2 diabetes remission. Subsequently,
the equality between the different ROC
curve areas obtained was tested. In ad-
dition, we used classification and regres-
sion tree (CART) analysis, which splits the
data into segments that are as homog-
enous as possible with respect to the
dependent variable.

The calculations, figures, and statisti-
cal analysis were made using STATA 13.1
for Mac (StataCorp, College Station, TX)
and GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA). Diagrams of the
evolution of type 2 diabetes status were
constructed using a Sankey diagram gen-
erator (https://sankey.csaladen.es/). CART
analysis was performed with SPSS 19
software (IBM, Armonk, NY).

RESULTS

Follow-up Study: Design, Clinical and
Anthropometric Variables, and Type 2
Diabetes Evolution
A total of 45 obese patients with type 2
diabetes were included in a 1-year follow-
upprospective study. Baseline character-
istics (Table 1) were similar between the
three surgery groups except for BMI,
whichwas slightly but significantly higher
in the LGCP group than in the RYGB and
SG groups. As expected, weight, BMI,
waist circumference, and waist-to-hip
ratio were all reduced after bariatric
surgery in the three groups, withmarked
weight loss and reduced BMI in the RYGB
group compared with the SG and LGCP
groups. Fasting plasma glucose, insulin
concentration, and HbA1c were also im-
proved in the threegroups, but especially
so in the RYGB and SG groups.Moreover,
dyslipidemia improved at 1 year after
bariatric surgery, with a decrease of

triglycerides levels and an increase of
HDL cholesterol (Table 1). Regarding the
evolution of type 2 diabetes status 1
year after bariatric surgery, the overall
remission rate was 51.1% (n = 23): 26.7%
in RYGB (n = 12), 17.8% in SG (n = 8), and
6.7% (n = 3) in LGCP. In addition, the total
remission rate at the 2-year clinical follow-
up was 46.7% (n = 21): 24.4% in RYGB
(n =11), 15.6% in SG (n = 7), and 6.7% (n = 3)
in LGCP (Fig. 1A).

No differences were found between
the three types of surgery for circulating
concentrations of succinate at baseline
(Table 1). Considering the whole popu-
lation in the study, circulating concen-
trations of succinate were significantly
reduced at 1 year of follow-up (58.9 [IQR
46.4–82.4] mmol/L vs. 46.00 [IQR 35.8–
65.3] mmol/L, P = 0.005). When the results
were analyzed according to the type of
surgery, the reduction was only significant
for the RYGB group (58.1 [IQR 37.6–82.8]
mmol/L vs. 38.6 [IQR 32.4–50.1] mmol/L,
P = 0.025). Consistent with our previous
observations in obese subjects (25), cir-
culating concentrations of succinate at
baseline were positively associated with
glucose (r = 0.296, P = 0.048), HbA1c (r =
0.341, P = 0.022), and triglycerides (r =
0.421, P = 0.004) (Fig. 1B).

Preoperative Levels of Circulating
Succinate Are Linked to Type 2
Diabetes Remission Rates at 1 Year
After Bariatric Surgery
We next further explored the potential
association between serum succinate
and type 2 diabetes remission. Notably,
those patients achieving remission at
1 year after surgery had lower circulat-
ing concentrations of succinate at base-
line (47.8 [IQR 37.6–64.6] mmol/L vs.
64.1 [IQR 52.5–82.9] mmol/L; P = 0.018)
(Fig. 2A). To test the value of the basal
succinate level to predict remission,
we developed the corresponding ROC
curve. The C-statistic of basal succinate
was 0.710 (95% CI 0.554–0.865) for
predicting remission 1 year after bar-
iatric surgery (Fig. 2B). The best cut-
off point of succinate, selected based
on the Youden index calculation, was
48.1mmol/L (sensitivity, 91%; specificity,
52%), which was used to classify the
cohort.

To assess the validity of succinate as a
biomarker to predict diabetes remission,
we compared the accuracy of the existing
risk scores for predicting type 2 diabetes
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Table 1—Clinical and laboratory data for the obese patients with type 2 diabetes before and at 1 and 2 years after
bariatric surgery

All RYGB SG LGCP
P for trendN = 45 n = 15 n = 15 n = 15

Age (years) 49.4 (8.0) 51.1 (7.7) 49.2 (9.2) 49.7 (8.1) 0.827

Sex (male/female), n 15/30 7/8 5/10 3/12 0.361

Type 2 diabetes, n (%)
Baseline 45 (100) 15 (100) 15 (100) 15 (100) 1.000
1 year 22 (48.9) 3 (20.0) 7 (46.7) 12 (80.0) 0.005
2 years 24 (53.3) 4 (26.7) 8 (53.3) 12 (80.0) 0.016

Treatment, n (%)
Baseline 45 (100) 15 (100) 15 (100) 15 (100) 1.000
1 year 13 (28.9) 0 (0.0) 6 (40.0) 7 (46.7)† 0.005
2 years 15 (33.3) 0 (0.0) 6 (40.0) 9 (60.0)† 0.001

Insulin, n (%)
Baseline 17 (37.8) 5 (33.3) 6 (40.0) 6 (40.0) 0.910
1 year 5 (11.1)* 0 (0.0)* 3 (20.0)* 2 (13.3) 0.343

Duration (years) 7.4 (3.6–13.0) 4.5 (3.1–10) 10.0 (4.2–15.3) 6.9 (3.4–12.9) 0.209

Anthropometric measurements
Weight (kg)
Baseline 103.6 (11.0) 103.0 (10.8) 102.3 (10.8) 105.5 (11.9) 0.710
1 year 75.1 (13.4)* 66.6 (10.7)* 74.9 (10.1)* 83.6 (13.6)*† 0.001
2 years 78.7 (13.8) 70.4 (11.6) 79.3 (12.5) 86.4 (12.9)† 0.004

BMI (kg/m2)
Baseline 39.5 (1.9) 38.6 (1.9) 39.0 (1.7) 40.9 (1.4)†‡ 0.001
1 year 28.6 (4.1)* 24.9 (3.0)* 28.6 (2.5)*

R
32.3 (2.7)†‡ ,0.001

2 years 30.0 (4.0) 26.3 (3.0) 30.2 (3.1)
R

33.4 (2.2)†‡ ,0.001
Waist (cm)
Baseline 117.9 (7.9) 118.9 (7.6) 117.5 (7.6) 117.3 (8.9) 0.852
1 year 96.0 (9.9)* 91.3 (7.9)* 93.6 (10.0)* 103.5 (7.7)* 0.822

Waist-to-hip ratio
Baseline 0.96 (0.07) 0.97 (0.09) 0.98 (0.07) 0.93 (0.06) 0.184
1 year 0.91 (0.07)* 0.93 (0.07)* 0.89 (0.07)* 0.92 (0.06) 0.217

Blood pressure
Systolic (mmHg)
Baseline 134.0 (18.5) 140.8 (19.7) 132 (13.9) 129.1 (20.4) 0.199
1 year 129.0 (19.4) 128.8 (18.7)* 126.8 (25.4) 131.2 (14.3) 0.836

Diastolic (mmHg)
Baseline 81.1 (14.3) 84.5 (13.6) 77.9 (13.7) 80.7 (15.7) 0.457
1 year 77.2 (13.0) 77.7 (12.9) 74.2 (13.5) 79.6 (13.1) 0.543

Glucose homeostasis
Glucose (mmol/L)
Baseline 8.5 (6.4–11.6) 8.0 (5.6–11.1) 8.5 (6.4–12.4) 8.8 (6.3–11.6) 0.583
1 year 5.1 (4.5–6.2)* 4.5 (4.4–5.0)* 5.1 (4.9–6.5)* 6.3 (5.5–8.6)*† 0.029
2 years 5.8 (5–6.9) 5.1 (4.8–5.7) 6.0 (5.3–8.0) 6.9 (5.8–9.3)† 0.006

Insulin (pmol/L)
Baseline 115 (80–137) 132 (115–143) 94 (63–117) 106 (67–128) 0.779
1 year 50 (35–74)* 37 (28–71)* 42 (36–88)* 72 (59–84)† 0.021

C-peptide (nmol/L)
Baseline 1.1 (0.8–1.3) 1.1 (0.7–1.3) 0.8 (0.7–1.4) 1.0 (0.8–1.5) 0.566
1 year 0.6 (0.5–0.8) 0.5 (0.4–0.6) 0.6 (0.5–1.0) 0.8 (0.6–0.9)† 0.013

HbA1c (%)
Baseline 7.2 (6.3–9.3) 6.7 (5.9–9.5) 7.2 (6.4–9.3) 7.5 (6.3–9.8) 0.634
1 year 5.9 (5.4–6.5)* 5.4 (4.7–5.5)* 5.9 (5.5–6.8)*

R
5.9 (6.3–7.5)*† ,0.001

2 years 5.8 (5.4–7.5) 5.2 (4.7–5.6) 6.2 (5.5–7.8) 7.4 (5.8–10.2)† ,0.001
HbA1c (mmol/mol)
Baseline 55 (45–78) 50 (41–80) 55 (46–78) 58 (45–84) 0.634
1 year 41 (36–48)* 36 (28–37)* 41 (37–51)*

R
41 (45–58)*† ,0.001

2 years 40 (36–58) 33 (28–38) 44 (37–62) 57 (40–88)† ,0.001

Lipid profile
Total cholesterol (mmol/L)
Baseline 4.76 (4.27–5.38) 4.88 (3.74–5.44) 4.53 (3.89–4.99) 4.88 (4.41–5.66) 0.456
1 year 4.61 (3.95–5.26) 4.04 (3.09–4.37)* 5.02 (4.1–5.28)

R
5.18 (4.77–5.99)† ,0.001

Continued on p. 1960
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remission after bariatric surgery with
that of circulating succinate. Accordingly,
the ABCD, DiaRem, AdDiaRem, and Dia-
Better scores were calculated for each
patient, and their ROC curves were de-
veloped. The C-statistic for the prediction
of remission for each of these ROC curves
was 0.610 (95% CI 0.447–0.772) for the
ABCD score, 0.760 (95% CI 0.616–0.904)
for the DiaRem score, 0.728 (95% CI
0.586–0.807) for the AdDiaRem score,
and 0.751 (95% CI 0.606–0.896) for the
DiaBetter score, which were all similar to
the predictive value of baseline circulat-
ing succinate alone (Fig. 2B).
We developed logistic regression

models to evaluate the independent
factors associated with type 2 diabetes
remission at 1 year in our cohort. In
univariate analysis, and in accord with
previous studies (5–8), we found that
the variables associated with remission
were the type of surgery (malabsorp-
tive vs. restrictive) (OR 6.909, P = 0.010),
previous insulin treatment (OR 0.146,
P = 0.011), baseline HbA1c (OR 0.606,
P = 0.011), and baseline circulating
succinate ,48.1 mmol/L (OR 10.909,
P = 0.005). The best logistic regression
model obtained showed that baseline
circulating succinate ,48.1 mmol/L (OR
11.3, P = 0.031) and the type of surgery
(OR 26.4, P = 0.010) were independently
associated with remission after adjusting
for potential confounders (Table 2). Re-
markably, the C-statistic for this model
(which we term DiaSuc) was 0.899 (95%
CI 0.809–0.989) (Fig. 2C), which signifi-
cantly improves upon type 2 diabetes
prediction by the ABCD score (0.610

vs. 0.899, P = 0.001) and the AdDiaRem
score (0.728 vs. 0.899; P = 0.018) and
was slightly but not significantly better
than that of the DiaRem score (0.760 vs.
0.899, P = 0.061) and the DiaBetter score
(0.751 vs. 0.899, P = 0.052) (Fig. 2D).

To confirm these results, we performed
a regression tree (CART) analysis (Sup-
plementary Fig. 1). We included all of
the previously selected variables as
predictors of type 2 diabetes remission
(see the logistic regression model, Table
2). The first node was split based on the
most important predictor, which was
considered the preoperative levels of
circulating succinate. According to this
model, those patients with low baseline
succinate (,48.1 mmol/L) had a higher
percentage of remission at 1 year after
bariatric surgery compared with those
patients with high baseline succinate
(85.7% vs. 35.5%, P = 0.003) (Sup-
plementary Fig. 1). The second node
was split based on the type of surgery
(restrictive vs. malabsorptive). Interest-
ingly, those patients with low baseline
succinate had a similar rate of remission
independently of the type of surgery
(100.0% vs. 75.0%, P = 0.473). By contrast,
patients with high baseline succinate who
underwent malabsorptive surgery had
a higher rate of remission at 1 year after
bariatric surgery than those who under-
went a restrictive procedure (66.7% vs.
22.7%, P = 0.038) (Supplementary Fig. 1).

Next, we extended the clinical follow-
up to 2 years after bariatric surgery to
confirm the potential role of basal suc-
cinate levels as a predictor of remission.
As mentioned above, 46.7% of patients

achieved complete type 2 diabetes re-
mission (n = 21). At this time point, and
according to the results at 1 year, those
patients who achieved remission at
2 years after surgery had lower circulat-
ing concentrations of succinate at base-
line (47.6 [IQR 37.6–64.7] mmol/L
vs. 63.8 [IQR 55.0–82.9] mmol/L, P =
0.013). The C-statistic of DiaSuc for pre-
dicting remission at 2 years after bariatric
surgery, including baseline circulating suc-
cinate concentrations and type of surgery,
was 0.912 (95% CI 0.821–1.000), which
again significantly improved upon the
ABCD score (0.620 vs. 0.912, P , 0.001),
the DiaBetter score (0.710 vs. 0.912, P =
0.025), and the DiaRem score (0.755 vs.
0.912, P = 0.042), and was slightly better
(but not significantly) than the AdDiaRem
score (0.774 vs. 0.912, P = 0.055) (Fig. 2E).

Finally, the results were externally
validated in a second independent co-
hort (baseline characteristics are re-
ported in Supplementary Table 2). In
the validation cohort, the baseline cir-
culating concentration of succinate was
53.2 (IQR 32.0–73.9) mmol/L. Circulating
concentrations of succinate 1 year after
surgery were available in 55 of 88 patients
included in the validation cohort. The
results obtained in the validation cohort
(n = 55, 100% SG) also showed a decrease
in succinate concentrations 1 year after
bariatric surgery (42.3 [IQR 26.6–63.7]
mmol/L vs. 34.9 [IQR 26.9–48.2]
mmol/L, P = 0.029). The external validation
of the DiaSucc model in this second
cohort showed a very good discrimina-
tion, with a C-statistic of 0.729 (95% CI
0.612–0.846) (Fig. 2F).

Table 1—Continued

All RYGB SG LGCP
P for trendN = 45 n = 15 n = 15 n = 15

HDL cholesterol (mmol/L)
Baseline 1.13 (1.01–1.33) 1.18 (1.02–1.37) 1.12 (1.04–1.30) 1.06 (0.96–1.46) 0.731
1 year 1.46 (1.23–1.60)* 1.35 (1.18–1.46)* 1.48 (1.27–1.64)* 1.54 (1.25–1.69)* 0.075

LDL cholesterol (mmol/L)
Baseline 2.75 (2.28–3.32) 3.02 (2.14–3.45) 2.53 (2.26–2.89) 2.71 (2.47–3.74) 0.572
1 year 2.60 (2.05–3.26) 2.15 (1.37–2.61)* 2.91 (2.33–3.36) 3.03 (2.43–3.72)† 0.017

Triglycerides (mmol/L)
Baseline 1.70 (1.17–1.99) 1.70 (1.14–1.99) 1.54 (1.15–1.75) 1.89 (1.22–2.40) 0.424
1 year 0.96 (0.73–1.38)* 0.78 (0.65–1.21)* 0.98 (0.78–1.36)* 1.16 (0.78–2.31)*† 0.045

Succinate
Circulating (mmol/L)
Baseline 58.9 (46.4–82.4) 58.1 (37.6–82.8) 48.6 (42.4–79.5) 64.5 (52.3–85.8) 0.318
1 year 46.0 (35.8–65.3)* 38.6 (32.4–50.1)* 44.6 (36.1–54.6) 64.2 (42.0–73.7) 0.056

Quantitative data are presented asmean (SD) ormedian (25th–75th percentiles), as appropriate. *P, 0.05 for the comparison between results 1 year
after bariatric surgery vs. baseline.

R
P, 0.05 for least squares difference (LSD) post hoc test comparing SG vs. RYGB. †P, 0.05 for LSD post hoc test

comparing LGCP vs. RYGB. ‡P , 0.05 for LSD post hoc test comparing LGCP vs. SG.
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CONCLUSIONS

In the present study, we provide the first
demonstration that baseline circulating
concentrations of succinate are an in-
dependent predictor of type 2 diabetes
remission after bariatric surgery in obese
patients. Further, baseline circulating
concentrations of succinate together with
the type of surgery improve upon the
accuracy of established predictive dia-
betes remission scores (11–14).
Bariatric surgery is well established as

an effective weight loss strategy for
people with obesity that also improves
comorbidities. Increasing evidence indi-
cates that it can be a more effective
treatment for a subset of patients with
type 2 diabetes than standard medical
therapy, achieving greater metabolic

effects, suchas improvingglucosehomeo-
stasis, insulin sensitivity, b-cell function,
and incretin response, which has led to the
term “metabolic surgery” (30,33–35). Us-
ing surgery as an intervention for type 2
diabetes, however, implies conceptual
and practical differences from the tradi-
tional practice of bariatric surgery for
obesity, for instance, in the criteria
used to select candidates for metabolic
surgery, including metrics of metabolic
disease severity and predictors of treat-
ment success. In this sense, some pre-
dictive presurgical factors of metabolic
outcomes have been identified, such as
younger age, shorter disease duration,
preoperative C-peptide levels, and the
absence of insulin treatment before sur-
gery, which are all associatedwith higher

remission rates (5–9). Accordingly, sev-
eral predictive remission scores (ABCD,
DiaRem, AdDiaRem, and DiaBetter) have
been developed incorporating these
factors (11–14). Nevertheless, the pre-
dictive models do not always consider
thedifferent typesof surgery. Thus, there
is still the need to discover novel biomarkers
to better predict remission outcomes.

We previously demonstrated a link
between circulating succinate and
poor metabolic control in patients
with type 2 diabetes (25). In the present
study, baseline circulating succinate was
associated with type 2 diabetes remis-
sion at 1 and 2 years after bariatric
surgery (the lower the value, the higher
the remission rate), and the predictive
value of succinate alone was similar to

Figure 1—Follow-up study. Type 2 diabetes evolution and baseline succinate associations.A: Evolution of type 2 diabetes status throughout the 2-year
clinical follow-up and before and 1 year and 2 years after bariatric surgery. The cohort is distributed according to the type of surgery (LGCP, RYGB, or
SG). Complete diabetes remission (CDR) and no diabetes remission (NDR) at 1 and 2 years were defined according to Buse’s consensus group
criteria. Percentage values are represented vs. total (n = 45). Green represents patients achieving CDR and red those who remained NDR during the
postbariatric surgery follow-up. B: Positive correlation between baseline succinate levels and glucose, HbA1c, and triglycerides in the entire cohort.
Spearman correlation analysis was used.
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Figure 2—Preoperative levels of circulating succinate are an independent predictor of type 2 diabetes remission after bariatric surgery. A: Baseline
serum succinate (suc) in patients with complete diabetes remission (CDR) and patients with no diabetes remission (NDR) at 1 year after bariatric surgery.
Results are expressed as median with IQR. *P , 0.05 by Mann-Whitney test. The ROC curves for succinate (B), DiaSuc (C), and DiaSuc, DiaRem,
AdDiaRem, DiaBetter, and ABCD in predicting diabetes 1 year after bariatric surgery (D) and in predicting diabetes 2 years after bariatric surgery (E).
F: ROC curves for DiaSuc in predicting diabetes 1 year after bariatric surgery in the validation cohort.G: Evolution of type 2 diabetes status throughout
the 2-year clinical follow-up and before and 1 year and 2 years after bariatric surgery. The cohort is distributed according to the cutoff point
of circulating baseline succinate, 48.1 mmol/L (low/high), and the type of surgery (restrictive [Res] or malabsorptive [Mal]). Percentage values
are represented vs. the number of patients for each group. Green represents patients achieving CDR and red those who remained NDR during
the postbariatric surgery follow-up.
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all of the aforementioned established
scores. Moreover, baseline circulating
succinate was independently associated
with remission after adjusting for the
remainder of the predictive presurgical
factors, and the logistic regressionmodel
tested (which includesbaseline succinate
and type of surgery) improved the score
accuracy to predict remission rates com-
pared with the other models. Consider-
ing that the established scores to predict
remission generally combine clinical var-
iables mostly related to diabetes sever-
ity, our results point to succinate as a
metabolite capable of representing sev-
eral components of metabolic status,
rendering a broader view of homeosta-
sis in an easily measurable serum bio-
marker. Accordingly, succinate could be
a new preoperative predictive factor of
type 2 diabetes remission after meta-
bolic surgery. Along this line, succinate
has been recognized as a predictor of
death in critically injured patients and
as amarker of hypoxic metabolic reprog-
ramming in cancer, ischemia, inflamma-
tion, and immunomodulation (36).
Succinate is traditionally considered as

an energetic metabolite produced by
both host (mitochondria) andmicrobiota
(25,27). Unfortunately, fecal samples
were not available to explore the re-
lationship between circulating succinate
and the gut microbiome in the context of
bariatric surgery.Nonetheless, onemight
speculate that mitochondrial dysfunc-
tion of metabolic tissues also underlies
changes in circulating levels of succinate.
Indeed, this metabolite is a good marker
of cellular status, because it occupies a
pivotal position in metabolism as the only
direct link between the tricarboxylic acid
cycle and the mitochondrial respiratory
chain through complex II activity. When
cells rely on certain stress stimuli, mito-
chondrial levels and, consequently, extra-
cellular levels of succinate might increase
(37). While intracellular succinate is com-
monly considered a proinflammatory stim-
ulus (22), we recently demonstrated that

engagement with its receptor SUCNR1
has a critical role in the anti-inflammatory
responses in macrophages, but this in-
teraction is disrupted in obesity. Obe-
sity is defined by high circulating levels
of succinate; however, adipose tissue–
resident macrophages from obese sub-
jects show decreased expression of
SUCNR1, suggesting a “succinate-resistant
state” (38). Succinate resistance in the
context of obesity might contribute to
the increased baseline succinate levels
and to the inability to resolve inflam-
mation and glucose homeostasis after
bariatric surgery.

Metabolic functions are reduced in
insulin-responsive tissues (muscle and
adipose tissue) in obesity and type 2
diabetes. No consensus has thus far
been reached about whether insulin re-
sistance is a result of reduced mitochon-
drial density or whether it is the cause
or consequence of mitochondrial dys-
function. The debate on mitochondrial
dysfunction as a contributor to type
2 diabetes pathogenesis continues and
drives the need for more studies on
mitochondrial function in this patient
group (39). Moreover, it has been re-
ported that destabilized mitochondrial
metabolism in type 2 diabetes and obe-
sity can be influenced by bariatric surgery
(40). Therefore, despite the unresolved
question concerning the source of circu-
lating succinate levels, our results point
to this energetic metabolite as a key
player in type 2 diabetes remission after
bariatric surgery and a new variable to
reflect metabolic disease severity.

It remains unclear whether RYGB or
SG has equal benefits for patients with
type 2 diabetes regarding glycemic ho-
meostasis. Given that both techniques
are different with regard to the surgi-
cal procedures, postoperative care, long-
term comorbidities, and economic costs,
it is important to uncover novel bio-
markers to adopt a personalized ap-
proach to bariatric surgery by identifying
which patients will benefit most from

malabsorptive versus restrictive proce-
dures. In that sense, we found that the
remission rates were similar indepen-
dently of the type of surgery (malabsorp-
tive vs. restrictive) for those patients
with low baseline circulating succinate
(100% vs. 75% at 1 year and 83% vs.
75% at 2 years) (Fig. 2G). By contrast, for
those patients with high baseline cir-
culating succinate, the remission rates
clearly differed according to the surgi-
cal procedure (66.7% vs. 22.7% at 1 year
and 67.7% vs. 13.6% at 2 years) (Fig. 2G).
Thus, our results suggest that pre-
operative concentrations of circulat-
ing succinate could be a useful metric
to determine the best-suited surgical
procedure.

We are aware that our study has some
limitations. It was a single-center, single-
surgeon study, and the sample size was
small, although thiswas supportedby the
sample size calculations. Importantly, the
results were validated in a second in-
dependent cohort. Despite randomiza-
tion, RYGB patients had a tendency
towardamore favorable initialmetabolic
profile, although not reaching statistical
significance, and this fact may have con-
ditioned the better metabolic outcomes.
In addition, we acknowledge that remis-
sion of type 2 diabetes can be also
associated with the initial BMI and
with a greater weight loss after bariatric
surgery. In this sense, we did not find any
association between baseline BMI and
type 2 diabetes remission. We aimed to
identify a potential biomarker that might
help to develop a clinical decision tree to
select thebest-suited surgical procedure,
focusing only on presurgical factors. Fi-
nally, the follow-up was at 2 years; how-
ever, the cohorts allocated to the different
bariatric procedures will be closely mon-
itored at long-term.

In conclusion, the present study shows
that baseline circulating concentrations
of succinate have predictive value for type
2 diabetes remission, independently of
previously described presurgical factors,
improving upon the current available scores
to predict remission. Furthermore, we
propose a cutoff value of succinate as a
new criterion to select the best candi-
dates for restrictive surgical procedures
over the more aggressive malabsorptive
surgical techniques in type 2 diabetes.
We are fully aware that despite the good
agreement of the succinate cutoff values
in two independent cohorts from four

Table 2—Logistic regression model for the prediction of complete type 2 diabetes
remission

Logistic regression (x2 = 27.51, P = 0.001)

Coefficient SE 95% CI OR P

Baseline succinate 2.423 1.126 0.217–4.269 11.3 0.031

Type of surgery 3.274 1.272 0.781–5.768 26.4 0.010

Variables included in the model: age, sex, previous treatment on insulin, baseline HbA1c, circulating
baseline succinate ,48.1 mmol/L (no/yes), and type of surgery (restrictive vs. malabsorptive).
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different centers, further randomized
controlled studies will be needed as a
next step to establish the use of succinate
as a clinical decision support tool for
selecting the best-suited bariatric surgi-
cal procedures. Furthermore, aswith any
diagnostic test, standardizing blood col-
lection and processing protocols to in-
corporate succinate measurements
into routine clinical practice will be
essential. Our findings underscore the
importance of circulating metabolites
as potentially valuable predictive fac-
tors of diabetes remissionafter bariatric
surgery. In this sense, although other
metabolites cannot be excluded, our
results, together with the unique and
specific attributes of succinatedits
pivotal position in energy metabolism,
its role as a fuel substrate and signaling
metabolite, and the fact that it is pro-
duced by both host and gut microbiotad
make it an attractive target for manage-
ment of diabetes.
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Discusión 

 

 

 

En los últimos años, el eje succinato-SUCNR1 ha cobrado especial interés 

por su demostrada implicación en diversas patologías inflamatorias 

crónicas138,181,182,187,188,190, incluyendo enfermedades de tipo metabólicas como 

la obesidad y la T2D, así como sus comorbilidades139,165–167,186,221. Son diversos 

los estudios que demuestran que en condiciones de estrés oxidativo la alteración 

en el funcionamiento del TCA conduce a la liberación de succinato de la 

mitocondria al citosol, y posteriormente al medio extracelular, pudiendo 

relacionar el incremento a nivel sistémico con diversas situaciones patológicas 

como las anteriormente mencionadas. Por otro lado, también es bien sabido el 

efecto que ejerce el succinato intracelular en la estimulación de la síntesis de 

insulina por parte de la célula b del páncreas200–202, así como también, su 

reciente papel positivo en la termogénesis del BAT204. A nivel de receptor 

también se ha descrito que interviene en la remodelación del músculo 

esquéletico217 y el mantenimiento del sistema RAS186. Por lo que el succinato 

más allá de su participación descrita en situación de inflamación, podría también 

cumplir funciones clave en el mantenimiento de la fisiología de una gran variedad 

de procesos en el organismo.  

La inflamación estimula el incremento de los niveles de succinato 

circulantes, promoviendo concentraciones plasmáticas suficientes como para 

inducir la activación del receptor SUCNR1 de forma específica136. Entre las 

funciones mediadas por este metabolito, se encuentra la activación de la 

respuesta inmune e inflamatoria137,149,183,222, motivo por el que durante mucho 

tiempo se le había considerado como un simple mediador de la inflamación129. 

Sin embargo, nuestro estudio, junto a otros recientes184,189,223, han puesto de 

manifiesto la implicación del eje succinato-SUCNR1 en diversos procesos 

involucrados en la resolución natural de la inflamación. 
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Discusión 

 

Concretamente, nuestra investigación pone en evidencia la relevancia del 

eje succinato-SUCNR1 en la regulación del fenotipo y funcionalidad de los 

macrófagos. En este contexto, demostramos por primera vez su implicación en 

el desarrollo del programa antiinflamatorio, así como parte de los componentes 

moleculares involucrados en la cascada de señalización de SUCNR1 en estas 

células. Asimismo, proponemos un nuevo mecanismo implicado en el 

mantenimiento de la inflamación crónica asociada a la obesidad, a través de un 

estado de resistencia a la acción antiinflamatoria del succinato. Estos datos 

apoyan a estudios previos, que sugieren que una de las principales causas de 

esta inflamación crónica se debe a la incapacidad de generar una respuesta 

resolutiva adecuada durante la obesidad224–226. Por otro lado, nuestro trabajo 

revela al succinato circulante como un excelente marcador del estado metabólico 

del sujeto, y postula la utilidad del mismo en la elaboración de modelos de 

predicción de remisión de T2D tras cirugía bariátrica, así como en la selección 

de pacientes en relación a la cirugía de destino.  

Todo ello ha permitido crear una nueva visión del succinato, como una 

molécula dual con función determinante en la modulación de la respuesta 

inflamatoria actuando a la vez como alarmina y resolvina, con gran potencial 

como biomarcador y herramienta clínica en el contexto de la obesidad y la 

T2D227.   

 

1. Succinato-SUCNR1 como eje clave en la modulación de procesos 
inflamatorios  
 

El incremento en los niveles intra y extracelualres de succinato se han visto 

involucrados en diversos procesos de tipo inflamatorio, tal y como se ha 

mencionado anteriormente. A nivel citosólico, su aumento se ha relacionado con 

la estabilización del factor de transcripción HIF-1a, el aumento de IL-1b y la 

producción de ROS, en macrófagos activados por la vía clásica149,228. De forma 

extracelular a través de SUCNR1, se le ha atribuido un papel en la activación de 

células dendríticas y en la potenciación de la respuesta inflamatoria de los 

macrófagos137–139,181, aunque cabe destacar que en el momento de la 
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Discusión 

 

elaboración de nuestra hipótesis el número de estudios era reducido. En este 

contexto, nos planteamos estudiar el papel del eje succinato-SUCNR1 en el 

macrófago como componente celular clave en la fisiopatología de la inflamación 

ligada a la obesidad. Para ello, a partir de la tecnología Cre-LoxP generamos el 

modelo de ratón knockout (KO) con deleción específica del receptor SUCNR1 

en la línea mieloide, de ahora en adelante LysM-Cre Sucnr1fl/fl. En primer lugar, 

corroboramos la efectividad de nuestra estrategia analizando la expresión de 

SUCNR1 en macrófagos de diferentes localizaciones, determinando que la 

expresión del receptor era prácticamente indetectable en las células procedentes 

de nuestro modelo, mientras que en el grupo control la expresión en los ATMs 

era significativamente mayor en relación a los macrófagos de otras 

localizaciones. Por otro lado, observamos un mayor infiltrado de macrófagos en 

TA en el ratón KO específico, mientras que no hubo diferencias en cuanto a 

número de neutrófilos en WAT de ambos genotipos. El estudio de las 

poblaciones de ATMs por citometría de flujo, nos mostró que existía un 

porcentaje superior de población de macrófagos con marcadores 

CD11b+CD11c+CD206- (proinflamatorios) junto con una disminución de aquellos 

que eran CD11b+CD11c-CD206+ (antiinflamatorios) en el scWAT de ratones 

LysM-Cre Sucnr1fl/fl frente al grupo control. Posteriormente, nos centramos en el 

estudio de las características de nuestro modelo alimentado con dieta estandard, 

donde no observamos diferencias destacables a nivel de peso corporal. 

Sorprendentemente, y a pesar de que se había descrito que el succinato era 

principalmente un molécular estimuladora de la inflamación137,149, encontramos 

que la deleción específica de SUCNR1 inducía un perfil inflamatorio en el WAT 

y en el hígado, junto con una disrupción en la homeostasia glucídica. Un estudio 

más exhaustivo de este fenotipo a diferentes tiempos nos permitió determinar, 

que la inflamación se presentaba como evento previo al desarrollo de la IR. 

Bajo una alimentación rica en grasa, como estimulo inductor de obesidad y 

estrés crónico, observamos que LysM-Cre Sucnr1fl/fl presentaba mayor 

susceptibilidad al aumento de peso y al desarrollo de un peor perfil metabólico. 

También detectamos mayor inflamación en WAT e hígado y mayor infiltrado de 

macrófagos en WAT respecto al control, de forma similar a lo ocurrido con la 

dieta estándar. En cuanto a los resultados de los estudios metabólicos llevados 
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a cabo con el KO global existen ciertas contradicciones. Así, McCreath y 

colaboradores describieron un efecto dicotómico en respuesta a una dieta rica 

en grasa, donde al inicio parecían estar protegidos pero a largo plazo la ganancia 

de peso y las consecuencias metabólicas negativas resultaban peores en su 

modelo respecto al grupo control191. Por su parte, van Diepen y colaboradores 

reportaron una mayor tolerancia a glucosa en asociación a un menor infiltrado 

tisular de macrófagos en su modelo expuesto a dieta grasa, a pesar de no 

detectar diferencias de peso corporal en relación al grupo control139. Las 

discrepancias entre ambos estudios podrían ser debidas a las diferentes 

intervenciones dietéticas aplicadas, tanto en periodo como en porcentaje de 

grasa, así como también, al hecho de haber aplicado diferentes estrategias en 

la generación de los respectivos modelos KO global. En este sentido, cabe 

destacar la importancia del uso de modelos KO específicos a la hora de evaluar 

la funcionalidad de receptores y de vías que son tejido específicas.  

Para acabar de comprender la respuesta adaptativa de nuestro modelo 

ante una situación de estrés agudo in vivo, y confirmar que la deficiencia de 

SUCNR1 en macrófagos afecta a la respuesta antiinflamatoria de los mismos, 

llevamos a cabo un experimento de exposición prolongada a bajas temperaturas, 

situación que en condiciones fisiológicas estimula el proceso de browning del 

WAT y en cuyo desarrollo interviene la respuesta inmunitaria tipo 2229. Los 

resultados mostraron una reducida expresión de UCP1 y otros componentes 

implicados en el proceso de termogénesis, junto con escasos cambios 

morfólogicos a nivel de los adipocitos en scWAT de LysM-Cre Sucnr1fl/f respecto 

al control. Por otra parte, detectamos una mayor expresión de UCP1 tanto a nivel 

de RNAm como de proteína en el BAT en relación al control, lo que se ajustaba 

al hecho de que a pesar de tener una capacidad reducida de browning no 

detectaramos diferencias en cuanto a gasto energético entre genotipos, 

denotando la presencia de un posible mecanismo de compensación en 

respuesta a la precaria capacidad de browning del modelo específico.  

Finalmente, comentar unos resultados no publicados de nuestro grupo que 

permiten corroborar los datos hallados hasta el momento, al evaluar la respuesta 

de nuestro KO específico frente a un proceso endotoxémico llevado a cabo por 

inyección intraperitoneal de LPS. Lo que observamos fue que tras 6h de la 
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inoculación, LysM-Cre Sucnr1fl/f presentaba una menor expresión de genes 

proinflamatorios en WAT e hígado, así como también de citoquinas 

proinflamatorias circulantes. Al evaluar los mismos parámetros al cabo de 72h, 

vimos que por el contrario, LysM-Cre Sucnr1fl/fl presentaba un incremento 

significativo de dichos parámetros inflamatorios en relación al grupo control. Lo 

que demuestra que la deleción de SUCNR1 en la línea mieloide altera la 

capacidad de proporcionar una respuesta inflamatoria adecuada ante una 

condición de daño sistémico severo (datos en consonancia con resultados 

previamente publicados137), a la vez que impide la correcta resolución de la 

inflamación una vez resuelto el proceso de injuria.        

De forma global, los resultados derivados del estudio in vivo nos permitieron 

demostrar el papel fundamental del eje succinato-SUCNR1 en la modulación de 

los procesos inflamatorios que tienen lugar tanto de forma aguda como crónica, 

así como también, en el mantenimiento de la homeostasia metabólica y tisular. 

Estudios recientes, también han aportado evidencia de la implicación de esta vía 

en el proceso de resolución de la inflamación como es el caso de las células 

madre neurales en un modelo experimental de encefalomielitis autoinmune184, 

así como en la respuesta inmune de tipo Th2 y en la defensa contra parásitos 

helmintos en el intestino delgado189.  

Con intención de profundizar en las características de la vía succinato-

SUCNR1 en el macrófago, nos centramos en el estudio in vitro a través de 

cultivos primarios y de líneas establecidas. Entre las primeras observaciones, 

encontramos que tal y como se había descrito, el macrófago de tipo inflamatorio 

secretaba abundante cantidad de succinato138, producto de una elevada 

producción a nivel intracelular228. No obstante, advertimos por primera vez que 

la expresión de SUCNR1 era muy superior en el macrófago antiinflamatorio en 

relación al fenotipo opuesto, dato que sería confirmado poco tiempo después en 

macrófagos humanos según otro estudio139. En base a estos resultados, 

analizamos la posible relación entre la expresión de SUCNR1 y la vía de 

señalización de la IL-4, como inductora del fenotipo antiinflamatorio. Un análisis 

in sílico nos mostró que la región promotora de SUCNR1 en BMDMs poseía sitios 

de unión para STAT6 (del inglés signal transducer and activator of transcription 

6), un factor de transcripción activado por IL-4230. A partir de aquí, mediante el 
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uso de técnicas de siRNA (del inglés small interfering RNA) y cultivos primarios 

de un modelo Stat6-/-, confirmamos que la expresión de SUCNR1 era inducida 

por IL-4 a través de la activación de los factores de transcripción STAT6 Y KLF4 

(del inglés kruppel like factor 4) ambos involucrados en el programa 

antiinflamatorio de los macrófagos231. 

Con el objetivo de determinar la magnitud del efecto producido por la 

ausencia de SUCNR1, analizamos las características de los macrófagos 

obtenidos a partir de diferentes localizaciones. Los resultados nos mostraron que 

los macrófagos pertenecientes a LysM-Cre Sucnr1fl/fl presentaban mayor 

expresión de genes proinfamatorios en relación a las células del grupo control. 

Asimismo, tras estimular con IL-4, observamos una respuesta defectuosa con 

apenas un discreto incremento de genes antiinflamatorios en el grupo LysM-Cre 

Sucnr1fl/fl. De forma interesante, ante la estimulación con succinato 

comprobamos un notable aumento de marcadores antiinflamatorios en el grupo 

control, que no tuvo lugar en el deficiente en SUCNR1, datos que nos permiten 

demostrar que el succinato activa el programa antiinflamatorio por un mecanismo 

dependiente de SUCNR1.  

Como moduladores de los efectos de la IL-4, nos centramos en las vías 

mediadas por los factores de trancripción KLF4 y CREB (del inglés cAMP 

response element-binding)232, en base a estudios previos que habían descrito la 

activación de la vía AMPc (adenosín monofosfato cíclico)-CREB por parte de 

otros GPCRs233. De esta forma, exploramos dichas cascadas como posibles 

diana de la acción del succinato extracelular en el macrófago. Los resultados 

obtenidos indicaron que el succinato inducía por sí solo, e incrementaba junto a 

IL-4 la fosforilación de CREB y de la proteína PKA (del inglés protein kinase A) 

dependiente de AMPc. Procesos que se vieron interrumpidos en presencia de 

un inhibidor de PKA, un siRNA de KLF4 y en ausencia de SUCNR1, demostrando 

así que la cascada de señalización de SUCNR1 en el macrófago se encuentra 

mediada por la secuencia PKA-CREB-KLF4, originando un efecto sumatorio con 

la vía de la IL-4. De acuerdo con este hallazgo, el succinato extracelular tendría 

una función semejante a la descrita en el caso de la IL-6234,235, formando parte 

tanto del proceso inflamatorio agudo137 como de su resolución al actuar también 

en favor del fenotipo antiinflamatorio de los macrófagos (nuestros resultados)223.  
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Posteriormente, realizamos un análisis transcriptómico de los ATMs de 

scWAT y vWAT de nuestro modelo murino frente al grupo control. En el estudio 

comparativo en el grupo control sobre el perfil de transcripción de ambos tejidos, 

observamos que de forma congruente con anteriores publicaciones118,119 los 

ATMs de vWAT se caracterizaron por tener un perfil con mayor expresión de vías 

inflamatorias que aquellos derivados de scWAT, datos que contribuyen a la 

evidencia acerca de los mecanismos involucrados en el papel beneficioso en la 

homeostasia tisular atribuida al scWAT81–83. Por otro lado, en cuanto al efecto 

producido por la deleción de SUCNR1 en los ATMs, pudimos comprobar que su 

fenotipo se vió alterado en ambos depósitos pero de manera diferencial. Así, los 

ATMs de scWAT deficientes en SUCNR1 presentaron una sobreexpresión de 

vías inflamatorias, mientras que se observó el efecto contrario en los que 

provenían de vWAT. Estos datos demuestran la implicación de la señalización 

succinato-SUCNR1 en el mantenimiento del fenotipo y las características de los 

macrófagos provenientes de ambos depósitos, y confirman el papel dual de 

SUCNR1 en la funcionalidad de los macrófagos en lo que respecta al proceso 

inflamatorio: por un lado como inductor del programa antiinflamatorio en 

macrófagos residentes de tejido y en condiciones basales, y por otro, como 

activador de la inflamación en aquellos macrófagos previamente activados, de 

acuerdo con estudios previos138,139,181,228.  

Por último, nos centramos en estudiar el efecto de la obesidad en humanos 

sobre la vía de señalización del succinato en el WAT. Un estudio de nuestro 

grupo había demostrado previamente que  la obesidad se caracteriza por unos 

niveles elevados de succinato circulante166, dato que se confirmó en la cohorte 

utilizada en este trabajo. En relación a SUCNR1, detectamos  una mayor 

expresión en scWAT y vWAT de individuos obesos respecto a individuos con 

normopeso, a expensas de un incremento a nivel de sus adipocitos. De forma 

importante, encontramos una asociación positiva entre la expresión de SUCNR1 

en scWAT y ciertos parámetros asociados a un peor perfil metabólico, incluyendo 

la glucosa circulante, la circunferencia de cadera y la presión arterial diastólica. 

Sin embargo, la expresión de SUCNR1 junto a la de otros marcadores 

antiinflamatorios resultó ser menor en la fracción de ATMs de scWAT de estos 

individuos223, siendo mayor la expresión de marcadores inflamatorios tal y como 
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se había descrito previamente109,114. En cuanto al efecto del succinato en los 

explantes de scWAT humano, advertimos una reducción en la expresión de 

marcadores inflamatorios en aquellas muestras que pertenecían a individuos con 

normopeso, que corroboran el efecto antiinflamatorio del succinato. Mientras que 

se detectó un efecto contrario en aquellas biopsias procedentes de individuos 

obesos. Estos datos confirman nuevamente la dualidad de este metabolito en 

referencia al control de la inflamación, y que como ya se ha mencionado, 

permiten equipararlo a otras citoquinas como la IL-6234,235. 

En conjunto, estos resultados demuestran que la obesidad está asociada a 

unos niveles elevados de succinato166,227 pero a una resistencia a sus efectos 

antiinflamatorios, debido muy probablemente a la disminución de la expresión de 

SUCNR1 en los macrófagos que caracterizan dicho estado. Este fenómeno, que 

guarda similitud al de otras hormonas como la leptina y la insulina236, sería un 

componente fundamental no solo durante el desarrollo de la inflamación en la 

obesidad, sino también en el mantenimiento de su cronicidad. Si bien resta por 

conocer qué otras implicaciones puede tener este estado de “resistencia al 

succinato” en el organismo, este estudio revela que la depleción de esta vía 

provoca una afectación en la respuesta adecuada a procesos inflamatorios tanto 

de tipo agudo como crónico, así como en el curso natural de su resolución. De 

igual forma, pone en evidencia la importancia de este eje como factor 

determinante para el mantenimiento de los macrófagos residentes de tejido, así 

como de aquellos previamente activados, corroborando nuevamente el papel 

dual de esta vía de señalización, como se resume en la figura 11.  
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Figura 11. Esquema resumen de los mecanismos involucrados en la señalización del 

receptor SUCNR1 y sus efectos en el macrófago. El succinato actúa a través de 

SUCNR1 de forma dual, por un lado potencia la respuesta inflamatoria de los 

macrófagos activados por la vía clásica; y por otro, participa en el proceso de resolución 

de la inflamación ulterior, a través de la activación de la vía PKA-CREB-KLF4, de forma 

sinérgica a la vía de la IL-4. 
 

 

2. Succinato circulante como biomarcador del estado metabólico  
 

Son varios los estudios que han relacionado niveles elevados de succinato 

con condiciones que constituyen un factor de riesgo en el desarrollo de la 

enfermedad CV, como la HTA165,237, la enfermedad cardíaca isquémica146 y la 

T2D139,165,186. De acuerdo con esto, nuestro grupo demostró recientemente que 

los niveles de succinato se asocian de forma positiva con el BMI, así como con 

cambios en la composición de la microbiota intestinal166. Este mismo estudio, 

también estableció una asociación positiva entre los niveles de succinato y la 

glicemia, la insulinemia y los TG circulantes, datos que también pudimos 

corroborar con el pesente trabajo. El succinato además, representa un valioso 
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papel como marcador del estado metabólico de la célula, gracias a su posición 

clave dentro de su metabolismo, formando parte del TCA y de la cadena de 

transporte de electrones. Es por ello, que con el objetivo de determinar si los 

niveles circulantes de succinato podrían funcionar como un biomarcador 

temprano de la disfunción metabólica, nos propusimos estudiarlos en el contexto 

de pacientes obesos y diabéticos candidatos a cirugía bariátrica. En este sentido, 

el succinato también se ha relacionado con el metabolismo del BAT204,238, y su 

producción por parte de la microbiota con una mejora en el metabolismo 

glucídico a nivel intestinal208,239, ambos procesos descritos como parte de los 

mecanismos que median los efectos beneficiosos de la cirugía bariátrica a nivel 

metabólico240,241. En base a toda esta evidencia, en esta parte de la presente 

tesis doctoral nos hemos centrado en la posible implicación del succinato en la 

respuesta clínica derivada de la cirugía metabólica.  

Es bien sabido que la cirugía bariátrica fue diseñada en sus inicios con el 

objetivo de promover la pérdida de peso. Sin embargo, resulta innegable su 

papel en el tratamiento de las comorbilidades asociadas a la obesidad46,242, y en 

especial de la T2D242, motivo por el que en la actualidad se hace referencia a 

ella en términos de cirugía metabólica. Entre las técnicas más populares se 

encuentra la SG y el RYGB, que según la evidencia actual no parecen presentar 

diferencias significativas en cuanto a beneficio en el tratamiento de la T2D a largo 

plazo52. En este estudio nos planteamos estudiar la utilidad de los niveles 

circulantes de succinato como indicador de la respuesta metabólica en pacientes 

sometidos a diferentes tipos de cirugía bariátrica. Para ello, empleamos una 

primera cohorte en la que pacientes obesos con T2D fueron asignados de forma 

aleatoria a uno de los siguientes tipos de cirugía bariátrica RYGB, SG o LGCP. 

Los niveles de succinato se determinaron previa cirugía y al cabo de 1 y 2 años 

de la intervención. En esta primera cohorte, tras un año de la cirugía observamos 

una mejora en relación a medidas antropométricas y parámetros relacionados 

con el perfil glicémico y lipídico, donde todos los participantes presentaron 

reducción del peso corporal, el BMI, la circunferencia de cintura y el ratio cintura-

cadera, así como una reducción en los niveles de glucosa, insulina, HbA1c y 

colesterol circulantes. De forma destacable, los grupos con un mejor perfil 

glicémico fueron los sometidos a RYGB y a SG, mientras que la máxima 
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reducción de peso corporal y de BMI se observó en el grupo de RYGB, de forma 

congruente con lo descrito en la literatura52. 

En cuanto a los niveles circulantes de succinato basal, en los 3 grupos  

encontramos una correlación positiva con la glicemia, la HbA1c y los TG, que 

corroboraban resultados previos de un estudio publicado por nuestro grupo166. 

Al cabo de un año de la cirugía, los niveles de succinato sérico se habían 

reducido de forma significativa en todos los participantes del estudio, aunque tras 

analizarse según tipo de cirugía resultaba significativo únicamente en el grupo 

de RYGB. Esta disminución en los niveles de succinato se asoció a una 

reducción del peso corporal y a una mejora de parámetros metabólicos, como se 

pudo corroborar posteriormente en otro estudio llevado a cabo por nuestro 

grupo195, en el que se detectó además un patrón diferencial en los niveles de 

succinato en respuesta a la estimulación nutricional. De forma interesante, esta 

respuesta nutricional parece estar directamente relacionada con el estado 

metabólico del paciente ya que se recupera al cabo de un año de la cirugía 

bariátrica195. Este comportamiento es muy similar a lo que ocurre con otras 

hormonas reguladoras de la homeostasia glicémica como son la insulina y las 

incretinas como el GLP-1243–245, pudiendo establecerse una analogía en cuanto 

al papel del succinato en la regulación del metabolismo de la glucosa.  

Entre los factores que pudimos relacionar con la remisión de T2D 

encontramos una fuerte asociación con los niveles basales de succinato, así 

como también con otras variables previamente estudiadas como el tipo de 

cirugía, el tratamiento previo con insulina y los niveles basales de HbA1c246,247. 

En cuanto al tipo de cirugía, un metanálisis reciente indica que esta por sí sola 

no es capaz de predecir el ratio de remisión de T2D. Sin embargo, considerar 

múltiples factores durante el proceso de selección del procedimiento adecuado 

a cada paciente, puede mejorar notablemente la capacidad predictiva247. En ese 

sentido, se han propuesto otros factores como la edad, el tiempo de evolución 

de la enfermedad, la cantidad de peso perdido y los niveles basales de péptido 

C244,246,248–250, algunos de los cuales se han combinado para obtener modelos 

estadísticos predictivos de la remisión de T2D tras cirugía251–254. Aún así, dichos 

modelos carecen de precisión ya que en ocasiones eluden parámetros 

importantes que se cree que en conjunto podrían ser determinantes en los ratios 
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de remision, como sería el tipo de cirugía247, y que permitirían explicar porqué 

algunos pacientes responden mejor que otros a determinados 

procedimientos255–257. De hecho, en la actualidad la RYGB continúa siendo la 

técnica de elección para aquellos pacientes con enfermedad de larga duración y 

peor perfil metabólico, probablemente por la mayor pérdida de peso 

conseguida52 y el mayor ratio de remisión de T2D durante el primer año258, 

aunque con mayor tasa de complicaciones en relación a la SG259. Sin embargo, 

resulta indispensable disponer de nuevas herramientas que permitan identificar 

de forma eficaz pacientes susceptibles de beneficiarse de un tipo u otro de 

cirugía, aproximándonos cada vez más al objectivo de la medicina del futuro, que 

es el de una medicina personalizada. 

Nuestro estudio demostró claramente una asociación negativa entre los 

niveles de succinato basales (antes de cirugía) y la remisión de T2D, de forma 

que aquellos con menores niveles de succinato presentaron mayor tasa de 

remisión. Para valorar la utilidad de este metabolito como predictor, se realizó un 

análisis de sensibilidad y especificidad en relación a la capacidad discriminativa 

remisión-no remisión de T2D, a partir del cual se obtuvo un punto de corte con 

el que poder clasificar a los pacientes en base a unos niveles de succinato “altos” 

o “bajos”. De forma interesante, la capacidad predictiva del succinato basal 

(empleado de forma aislada) igualó a la de otros modelos conformados por 

diferentes variables diseñados con idéntica finalidad251–254. Por otra parte, 

encontramos que los niveles basales de succinato y el tipo de cirugía se 

relacionaron de forma independiente con el ratio de remisión de T2D, por lo que 

a partir de ambas variables elaboramos un nuevo modelo de predicción 

denominado DiaSuc. El valor predictivo de este modelo, resultó ser  

significativamente superior a los modelos establecidos ABCD y AdDiaRem, y 

ligeramente superior, aunque no de forma significativa, a los modelos DiaRem y 

DiaBetter227.  

Los resultados obtenidos con el modelo DiaSuc, se verificaron con otro 

análisis basado en un arbol de decisión. En el primer nodo se reveló como factor 

predictor de mayor impacto en la tasa de remisión de T2D los niveles de 

succinato precirugía, mientras que en el segundo nodo fue el tipo de cirugía 

según si se trataba de restrictiva (SG) o malabsortiva (RYGB). En relación al 
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primer nodo, el análisis mostró que los pacientes que partían de niveles de 

succinato precirugía inferiores al punto de corte establecido presentaban mayor 

tasa de remisión al año que aquellos que estaban por encima. Respecto al 

segundo nodo, concluímos que los pacientes con niveles bajos de succinato 

mostraron ratios de remisión semejante independientemente del tipo de cirugía 

practicada, mientras que aquellos que partían de niveles elevados presentaban 

mayor tasa de remisión si se les había aplicado la cirugía malabsortiva.  

Para determinar el alcance del succinato como predictor de remisión de 

T2D, extendimos el seguimiento a 2 años tras cirugía. Si bien la tasa de remisión 

había disminuido ligeramente respecto al primer año, los pacientes que 

continuaban presentando remisión de T2D eran aquellos con menor 

concentración de succinato basal. Respecto al valor predictivo del modelo 

DiaSuc al cabo de dos años, este continuó siendo superior en relación a los 

demás modelos de predicción de T2D227, mejorando de forma significativa a los 

modelos ABCD, DiaBetter y DiaRem. Finalmente, validamos nuestros resultados 

en una segunda cohorte independiente donde observamos que se corroboraba 

tanto la disminución de los niveles de succinato al año de la cirugía bariátrica, 

como la notable capacidad predictiva del modelo DiaSuc en la remisión de T2D. 

Todo ello evidencia el potencial del succinato como una herramienta valiosa en 

la predicción de remisión de T2D tras cirugía bariátrica, aplicable no solo al 

proceso de selección de pacientes susceptibles de beneficiarse de este tipo de 

intervención, sino que también, como criterio de selección del tipo de cirugía 

adecuada a cada paciente.   

En resumen, nuestros estudios revelan la implicación de la vía succinato-

SUCNR1 en la respuesta a procesos inflamatorios del organismo, así como en 

los mecanismos involucrados en su resolución. Además, ponen de manifiesto el 

enorme potencial de esta ruta desde un punto de vista traslacional en el contexto 

de enfermedades metabólicas. Así, la vía succinato-SUCNR1 emerje como 

potencial diana terapéutica en el manejo de enfermedades como la obesidad y 

la diabetes, tanto a nivel de desarrollo de moléculas dirigidas a la modulación del 

receptor y sus funciones específicas, como desde el punto de vista del empleo 

de los niveles de succinato como biomarcador del estado metabólico, aplicable 

en el manejo y pronóstico de dichas patologías.  
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1. La expresión del receptor SUCNR1 es inducida por la vía de señalización 

de la IL-4 como parte del programa antiinflamatorio de los macrófagos.  

2. La cascada de señalización de SUCNR1 en el macrófago es mediada por 

la secuencia PKA-CREB-KLF4, que induce un fenotipo antiinflamatorio de 

forma sinérgica con la vía de la IL-4. 

3. El eje succinato-SUCNR1 tiene un papel crucial en el mantenimiento del 

fenotipo y funcionalidad de los macrófagos. De forma que la depleción de 

esta vía interfiere en la adecuada respuesta frente a procesos 

inflamatorios de tipo agudo y crónico, así como también en el curso natural 

de su resolución. 

4. La ausencia de SUCNR1 en los macrófagos provoca un estado de 

inflamación tisular que tiene un impacto directo sobre la homeostasia 

glucídica.   

5. La obesidad se caracteriza por un incremento de los niveles circulantes 

de succinato, así como por una depleción en la expresión de SUCNR1 en 

el macrófago, eventos que conducen a un estado de resistencia a la 

acción antiinflamatorio del succinato.  

6. Los niveles circulantes de succinato son buenos indicadores del estado 

metabólico del individuo, correlacionándose de forma positiva con la 

glicemia, la HbA1c, los niveles de insulina y de TG circulantes. 

7. La disminución de los niveles de succinato circulante tras un año de 

cirugía metabólica resulta especialmente significativa en el grupo 

sometido a RYGB.  

CONCLUSIONES 
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8. Niveles bajos de succinato basal circulante parecen relacionarse con 

tasas equivalentes de remisión de T2D, independientemente del tipo de 

intervención aplicada. Por el contrario, niveles elevados de succinato se 

asocian con mayor tasa de remisión al combinarse concretamente con la 

cirugía RYGB.  

9. Los niveles de succinato precirugía actúan como buenos predictores de 

remisión de T2D tras cirugía, igualando la capacidad de otros modelos 

más complejos diseñados con idéntica finalidad. 

10.  El modelo DiaSuc, que incluye los niveles de succinato basales del 

paciente junto con el tipo de cirugía, presenta una capacidad predictiva de 

remisión de T2D superior a muchos de los modelos establecidos 

previamente en la literatura. 
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