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Resumen

La obesidad, definida como una acumulacion excesiva de grasa corporal, se ha llegado a definir como la
pandemia del siglo XXI. Tradicionalmente se ha atribuido al desequilibrio entre la ingesta y el gasto de
energia o a la ausencia de actividad fisica pero hoy en dia se sabe que existe una relacion con otras
enfermedades y que el factor genético es responsable, de al menos, un 33% de los casos. La
fisiopatologia de la obesidad cursa con una inflamacion crénica y la implicacion de distintas vias de
sefializacion entre las que destaca la via Notch. Ademas, se distinguen dos tipos de grasa (grasa blanca y
grasa parda) tanto por su histologia como por la expresion de distintos marcadores (UCP-1 especifico de
la grasa parda). Mientras que la grasa blanca actia como reservorio de energia, la grasa parda tiene una
funcion de termogénesis. Es por ello que se ha elegido el pardeamiento de la grasa (o transformacion de
grasa blanca en grasa parda mediado por la via Notch) como proceso para la busqueda de un posible
tratamiento contra la obesidad. Con este objetivo se propone la realizacion de un ensayo de High
Throughput Screening o HTS libre de células basado en la tecnologia AlpaLISA para el cribado de una
biblioteca de mas de 2 millones de compuestos que nos permita identificar posibles compuestos
candidatos capaces de inhibir la actividad de la y-secretasa (diana farmacoldgica elegida). Con el objetivo
de aumentar la eficacia y disminuir la toxicidad de los compuestos candidatos generados, se desarrollaron
distintos estudios tanto in vitro como in vivo y se propuso un mecanismo de vehiculizaciéon basado en
nanoparticulas compuestas por PLGA (poly lactide-co glycolide) con un marcador especifico de tejido
adiposo para la 6ptima accion del farmaco.
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Introduccién

La obesidad se define, tal y como lo hace la Organizacion Mundial de la Salud, como “una acumulacion
anormal y excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”. La prevalencia de ésta casi se ha
triplicado desde 1975 y los datos actuales, tanto en nifios como en adultos, son cada vez mas alarmantes
[1]. Por ello, se ha llamado a la obesidad “la epidemia del siglo XXI”.

Las principales causas de la obesidad son una ingesta hipercaldrica, combinada con un estilo de vida
sedentario [2]. Ademads, también pueden intervenir factores genéticos [3], ya que se ha visto que hay
ciertos loci relacionados con la ingesta calodrica y la funcion del tejido adiposo. Las consecuencias de la
obesidad son graves, dado que puede dar lugar a complicaciones y comorbilidades de tipo cardiovascular,
diabetes tipo II y hacer al sujeto mas propenso a padecer algunos tipos de cancer.

La obesidad suele acompaiiarse de lo que se denomina inflamacion cronica de baja intensidad en la que se
crea un ambiente proinflamatorio con citoquinas [4] y especies reactivas de oxigeno en el tejido adiposo.
También se ve aumentada la secrecion de adipoquinas, entre ellas, la leptina, hormona saciante que en
estos pacientes no ejerce correctamente su funcion fisiologica.

Destacan dos tipos de grasa, la grasa blanca y la parda [5]. Las caracteristicas diferenciales entre ambas
son su capacidad termogénica [6] y la expresion de la proteina UCP1, siendo ambos mayores en la grasa
parda. Esta es mayoritaria en nifios y su funcién principal es la liberacion de energia y no la de su
almacenaje, como es el caso del tejido adiposo blanco, por ello se propone como una posible diana
terapéutica para el tratamiento de los pacientes obesos.

Centrando el estudio en el proceso del pardeamiento de la grasa, existen dos principales vias de
sefalizacion posiblemente implicadas: la via MKKG6 [7] y la via Notch [8]. Ambas vias intervienen en
muchos procesos celulares y tienen como molécula comun la proteina desacoplante 1 (UCP1), la cual es
un transportador de protones que se encuentra en la membrana interna mitocondrial. UCP1 provoca el
desacoplamiento del transporte de electrones de la cadena respiratoria, aumentando la termogénesis y el
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gasto energético y, por tanto, disminuyendo la obesidad. Sin embargo, ambas vias bloquean la accion de
UCPI, lo cual provoca un aumento de la obesidad. Por ello, lo que se propone para combatir la obesidad
es inhibir dichas vias de sefializacion.

De las dos vias de sefializacion implicadas en la transformaciéon de la grasa blanca a la grasa parda se
elige la via Notch para este estudio ya que la via MKK6 todavia no estd del todo estudiada (es atun un
modelo), mientras que la via Notch ya ha sido estudiada para el tratamiento de la obesidad [9].

Via Notch

El receptor Notch es una proteina transmembrana formada por tres dominios: un dominio extracelular
(NECD), un dominio transmembrana (TMD) y un dominio intracelular (NICD). Los ligandos del receptor
Notch también son proteinas transmembrana presentes en la membrana plasmatica de otras células. Por
tanto, las células que expresan los ligandos Notch deben encontrarse proximas a las células que expresan
el receptor Notch para que puedan interaccionar. Estos ligandos son miembros de la familia de proteinas
DSL (Delta/Serrate/LAG-2) que incluye a las proteinas Delta-like (DIl1, D113, DI1l4) y Jagged (Jagl y
Jag2) en mamiferos.

La uniéon del ligando al receptor induce unos cambios conformacionales en dicho receptor. A
continuacion, la metaloproteasa ADAMI10/17 actiia cortando en el segmento S2 del dominio
transmembrana liberando el dominio extracelular del receptor (NECD) y, posteriormente, mediante la
accion de la y-secretasa que corta también el dominio transmembrana, en este caso, en los segmentos S3 o
S4, se libera el dominio intracelular del receptor (NICD). De esta forma, el dominio NICD queda libre
para traslocarse al nucleo. Una vez en el nucleo, el dominio NICD es capaz de unirse a su cofactor Rbpj y
actuar como factor de transcripciéon modulando la expresion de genes como Hes (Hairy/enhancer-of-split)
y Hey (Hes related with YRPW motif protein). A su vez, Hes1 es capaz de unirse directamente a la region
promotora de varios genes como Prdm16 (PR domain containing 16), Ppary (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) o Ppargcla (Ppary coactivator 1 alpha), inhibiendo su transcripcion y, en
ultima instancia, inhibiendo la expresion de UCP1 [8]. Al inhibir UCPI1, se estaria disminuyendo la
termogénesis y el gasto de energia, lo cual daria lugar a un aumento de la obesidad (Figura 1). Por ello, se
sugiere la inhibicion de la via Notch para revertir este proceso.
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Figura 1. Regulacion de la termogénesis y gasto energético en adipocitos a través de la via Notch. La
activacion del receptor Notch es inducida tras la union de su ligando. A continuacion, actia la
metaloproteasa ADAMI10/17 liberando el dominio extracelular (NECD) del receptor vy,
posteriormente, la y-secretasa liberando el dominio intracelular (NICD) del receptor, el cual es capaz
de traslocarse al nucleo y modular la expresion de genes como Hes y Hey. A su vez, Hes1 es capaz de
unirse directamente a la regiéon promotora de varios genes como Prdml6, Ppary y Ppargcla
inhibiendo su transcripciéon y, en ultima instancia, inhibiendo la expresion de UCP1. Como
consecuencia, se produce una disminucion de la termogénesis y del gasto energético en el organismo
favoreciendo la aparicion de la obesidad. Hes, Hairy/enhancer-of-split; Hey, Hes related with YRPW
motif protein; Ppary, peroxisome proliferator-activated receptor gamma; Ppargclo, Ppary coactivator
I-alpha; Prdm16, PR domain containing 16; UCP1, uncoupling protein 1.

La via Notch esta relacionada con el pardeamiento de la grasa dado que cuando estd activada, los
preadipocitos son capaces de diferenciarse a adipocitos blancos, los cuales presentan unas mayores
acumulaciones de grasa y un menor nimero de mitocondrias. Sin embargo, cuando la via Notch esta
inhibida, los preadipocitos se diferencian a adipocitos beige, los cuales presentan unas acumulaciones de
grasa mas pequefias y un mayor nimero de mitocondrias [10]. Por tanto, la inhibicion de la sefializacion



de Notch favorece la diferenciacion tanto de preadipocitos como de adipocitos blancos hacia adipocitos
beige con el fin de aumentar la termogénesis y el gasto energético, disminuyendo asi la obesidad.

Existen multiples inhibidores de la via Notch, sin embargo, se elige como diana terapéutica la y-secretasa,
ya que es la responsable de liberar el producto que desencadena la sefializacion (NICD). Ademas,
estudios previos han utilizado inhibidores de la y-secretasa para tratar tanto la obesidad como otras
patologias como el Alzheimer [11].

y-secretasa

La y-secretasa es un complejo multiproteico de gran tamafio constituido por 4 proteinas integrales de
membrana. Este complejo comienza a sintetizarse en el reticulo endoplasmatico y las primeras proteinas
en ensamblarse son la nicastrina y la Aphl. La nicastrina presenta un dominio intracelular Ct muy corto y
un dominio extracelular Nt muy largo y glicosilado, implicado en el reconocimiento del sustrato, mientras
que la Aphl esta formada por 7 segmentos transmembrana. Tras el ensamblaje de estas dos proteinas, se
une la presenilina, proteina formada por 10 dominios transmembrana. Esta proteina es una aspartil
proteasa que actua en el interior de la bicapa lipidica y ahi es donde reside la actividad catalitica del
complejo, concretamente en dos asparticos cataliticos (Asp 257 y 385). Durante su ensamblaje en la
membrana, la presenilina sufre una endoproteolisis en el dominio transmembrana 7 dando lugar a dos
proteinas. Esta endoproteolisis es llevada a cabo por Pen2, la cual presenta 2 dominios transmembrana, de
manera que los dos asparticos cataliticos quedan enfrentados y el complejo se activa (Figura 2).
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Figura 2. Estructura tridimensional de la y-secretasa realizada mediante el programa de visualizacion
molecular PyMOL. Se trata de un complejo multiproteico de gran tamafio constituido por 4 proteinas
de membrana: la nicastrica, con el sitio de union del sustrato; la Aphl; la presenilina, con el centro
activo formado por dos asparticos cataliticos (Asp 257 y 385); y Pen2, la cual realiza una
endoproteolisis sobre la presenilina activando el complejo.

Materiales y métodos

Disefio HTS

El término High Throughput Screening (HTS), o cribado farmacologico de alto rendimiento, consiste en
testar grandes colecciones de compuestos quimicos o productos naturales para identificar moléculas
biolégicamente activas. En este estudio se disefié un ensayo in vitro (libre de células) para seleccionar los
compuestos que inhiben especificamente a la y-secretasa en la via Notch.

Como sustrato de este ensayo se usa el receptor Notch 1 biotinilado [12]. Para ello se construye un vector
de expresion formado por el gen del receptor Notch 1, la marca MBP (proteina de union a maltosa) en su
extremo 5’ y la marca Avi-Tag, necesaria para la union de la biotina, en el extremo 3’, todo ello bajo el
control de un promotor inducible por IPTG. También es necesario un segundo vector en el que se clona el
gen de la enzima biotin ligasa.

Tras co-transformar células de E. coli de la cepa BL21 con ambos vectores en presencia de biotina e
IPTG, se obtienen grandes cantidades de la proteina recombinante, formada por la marca MBP en el
extremo Ct, la secuencia del receptor Notch 1 y la biotina unida al extremo Nt. La purificacion de la
proteina recombinante del resto de proteinas microbianas se realiza usando una columna de amilosa. Tras
la unién de la proteina recombinante a la columna a través de la marca MBP, ésta se eluye



especificamente usando un buffer de concentracion elevada de maltosa. La eliminacion posterior de la
marca MBP se realiza con un tratamiento con trombina (Figura 3A).

Posteriormente se lleva a cabo la incubacion del receptor Notch 1 marcado con la biotina con la y-
secretasa previamente aislada y purificada [13]. Finalmente, para la deteccién de la reaccion se emplea la
tecnologia AlphalISA [14]. Este ensayo utiliza ademas anticuerpos monoclonales SM320 (producidos
previamente en raton) que reconocen especificamente el fragmento de escision resultante de la accion de
la y-secretasa sobre el punto de corte S3 del fragmento transmembrana del receptor Notch 1.

Por ultimo, completando la lista de reactivos, son necesarias una bola donadora unida a estreptavidina
(que reconoce especificamente la biotina), una bola aceptora unida a la proteina A (que reconoce la
fraccion constante del anticuerpo) y un buffer especifico de este ensayo (25 mM HEPES, pH 7.5, 75SmM
NacCl, 0.05% BSA, 0.05% Tween-20) (Figura 3B).
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Figura 3. Representacion del protocolo de obtencion del receptor Notch 1 biotinilado y del ensayo in
vitro AlphaLISA contra la y-secretasa. (A) El gen del receptor Notch 1 es clonado en un vector de
expresion entre la marca MBP (proteina de union a la maltosa) y la marca Avi-tag. La construccion es
inducida con IPTG en presencia de biotina exégena. Posteriormente tiene lugar la purificacion de la
proteina recombinante y la eliminacion de la marca MBP con un tratamiento de trombina. (B) El
receptor Notch 1 biotinilado se incuba junto con la y-secretasa y ésta corta en el segmento S3
liberandose el producto de escision el cual es reconocido en su extremo Nt por el anticuerpo
monoclonal SM320. La bola donadora unida a la estreptavidina se une a la biotina y la bola aceptora
unida a la proteina A se une al anticuerpo. La interaccion entre la bola donadora y la bola aceptora del
ensayo AlphaLisa a través de la produccion de singletes de oxigeno permite la generacion y deteccion
de una sefial de quimioluminiscencia a una longitud de onda de 615 nm.

Paso de hit a lead

Una vez realizado el cribado de una biblioteca de, aproximadamente, 2.000.000 de compuestos frente al
ensayo HTS anteriormente descrito, se identifican aquellos 4its o moléculas bioldgicamente activas que
tienen la capacidad de inhibir a la y-secretasa.

Para reducir el nimero de hits obtenidos, se realizan ensayos de toxicidad, permeabilidad, solubilidad y
SAR (Structure-Activity Relationship) obteniéndose de este modo los leads o cabezas de serie. Estos
leads son compuestos quimicos con actividad farmacoldgica y bioldgica cuya estructura debe ser
optimizada para aumentar su selectividad, eficacia o potencia entre otros parametros farmacocinéticos.
Tras la realizacion de estas modificaciones seria necesario volver a probar el ensayo HTS frente a las
nuevas moléculas generadas para ver que los cambios realizados no originan una pérdida de actividad.

Una vez reducido considerablemente el numero de compuestos candidatos y dado que el ensayo HTS
propuesto es un ensayo libre de células, realizamos ensayos in vitro para ver que la actividad de los
candidatos no se pierde al trabajar en el contexto celular. Por otra parte, se realizan ensayos in vivo ya que
se ha propuesto un mecanismo de vehiculizacion del farmaco mediante el uso de nanoparticulas.

Disefo ensayo in vitro

Para testar la actividad de los farmacos inhibiendo la via Notch y estimulando por tanto el pardeamiento
in vitro, se diseid un ensayo in vitro utilizando la linea celular CRL-3280 (4A7CC) de adipocitos de raton.
Esta linea celular es un buen modelo celular para el estudio de la obesidad y mas concretamente para
estudiar el pardeamiento de la grasa blanca ya que dichos adipocitos se pueden diferenciar a tejido pardo
[15].



Las células se tratan con las moléculas a estudiar y se determinan los efectos del pardeamiento analizando
la expresion de proteinas marcadoras de la grasa parda tanto por qPCR como por Western Blot. También
se estudia la actividad oxidativa de la mitocondria para lo que se analiza la expresion de los genes Cox
[16].

Vehiculizacion del farmaco

Con el objetivo de reducir los posibles efectos secundarios consecuencia de la administracion del
farmaco, se propuso la vehiculizacién de los farmacos para dirigirlos especificamente frente a tejido
adiposo. Los compuestos se encapsulan en nanoparticulas (NP), aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration), que promueven la liberacion directa del farmaco en los adipocitos. Estdn compuestas por
PLGA (poly lactide-co glycolide) con un marcador especifico de tejido adiposo, ya que se ha visto que
incrementan la captacion especifica por parte del tejido. En el interior de dichas NP se encuentran las
moléculas a estudiar [16, 17].

Para confirmar la liberacion del farmaco en los adipocitos, se analiza la captacion celular de las
nanoparticulas por parte de la linea celular CRL-3280 utilizando microscopia de fluorescencia. Las
células CRL-3280 se incuban con NP en cuyo interior contienen un colorante fluorescente para facilitar la
visualizacion por microscopia de fluorescencia. Paralelamente, se marcan fluorescentemente en verde los
endo/lisosomas con LysoTracker Green, ya que dichas particulas se internalizan por endocitosis. Este
proceso de endocitosis también podria visualizarse por microscopio electréonico de transmision (TEM)
[16].

Por otro lado, es necesario analizar la biodistribuciéon de las NP en el ratéon y garantizar que no se
distribuyen por el organismo alcanzando otros tejidos. Las NP deben dirigirse especificamente a tejido
adiposo y no difundir. Para ello, se examina la distribucion de las NP-PLGA marcadas con Cy5.5 tras
inyeccion en depdsitos de grasa blanca inguinal de raton. Se inyectan en la grasa inguinal ya que tiene una
alta capacidad de reclutar adipocitos beige y ha sido de los mas estudiadas [16].

Disefo experimento in vivo

Se disefid un ensayo in vivo, para seleccionar las moléculas que inhiben la y-secretasa y estudiar la
eficacia de la vehiculizacién de los compuestos dirigidos especificamente frente a tejido adiposo. Para
ello, se utiliza un modelo animal de raton, concretamente la cepa C57BL/6 de 10 semanas a la que se
induce obesidad con una dieta HFD (high fat diet). Para mantener la obesidad de dichos ratones durante el
ensayo, se contintia su alimentacion con dicha dieta. Los resultados obtenidos en raton, tedéricamente,
deben ser bastante extrapolables a humanos ya que la via Notch esta muy conservada [16].

Estos ratones fueron tratados con cuatro condiciones, el compuesto disuelto en DMSO, DMSO como
control, el compuesto interiorizado en NP, y la NP como control. Ademas de los compuestos
seleccionados para el ensayo, se analiza también la dibenzazepina (DBZ) ya que estd siendo estudiada
para inhibir la y-secretasa y con ella se han realizado estos mismos estudios por lo que puede servir como
un buen control. El porcentaje de DMSO en el que se disuelven los compuestos debe ser minimo para
evitar problemas de solubilidad [18].

Los compuestos, tanto libres como interiorizados en NP, se inyectan en los depodsitos de grasa inguinal.
La inyeccion de estos compuestos, inhiben la sefializacion de Notch promoviendo el pardeamiento de la
grasa, disminuyendo los niveles de Hesl y aumentando la sintesis de UCP1. Es por ello, que, para
estudiar el efecto de los compuestos, se analizan los niveles de las proteinas marcadoras de pardeamiento
tanto por qPCR como por Western Blot. Ademas, se realiza una tincion inmunohistoquimica de
hematoxilina y eosina, y de Ucpl para observar los cambios fenotipicos del tejido y el aumento de la
expresion de UCP1 [8, 16].

Resultados

Ensayo HTS

Con el objetivo de identificar inhibidores de nuestra diana farmacologica, el ensayo HTS se prueba frente
a una biblioteca de 2.000.000 de compuestos. Aquellos compuestos que originen una intensidad de
fluorescencia a 615 nm menor que la situacion control (y-secretasa, buffer de reaccion AlphalISA, y
DMSO) seran considerados hits. Esto es debido a que si se estan buscando inhibidores de la y-secretasa,
la y-secretasa no tendrd la capacidad de hidrolizar al receptor Notch en su segmento S3. De este modo, no
se liberara el fragmento NCID, el anticuerpo SM320 no reconocera su sustrato y como consecuencia
final, no tendra lugar la transferencia de singletes de oxigeno entre la bola donadora y la bola aceptora,
disminuyendo asi la intensidad de la sefial de fluorescencia a 615 nm.



Para reducir el nimero de hits obtenidos frente a la actividad de la y-secretasa, se realizan ensayos de
toxicidad, permeabilidad, solubilidad y SAR obteniéndose de este modo los leads. Finalmente, tras la
optimizacion de los leads, los compuestos candidatos pasan a probarse en ensayos in vitro € in vivo.

Ensayo in vitro

Tras el tratamiento de la linea celular CRL-3280 con las moléculas de estudio, se determinaron los niveles
de mRNA de proteinas marcadoras del pardeamiento mediante qPCR y Western Blot. Se seleccionan
aquellas moléculas que incrementen significativamente los niveles de UCP1, proteina desacoplante que
aumenta la termogénesis y el gasto energético, reduciendo la cantidad de grasa corporal [19]; los niveles
de DIO2, enzima responsable de la conversion de las hormonas tiroideas T4 a T3 que incrementa los
niveles de UCP1 [20]; los niveles de Ppargcla (coactivador 1 o de Ppary) coactivador que incrementa la
actividad transcripcional de Ppary (regulador del metabolismo lipido) [21]; mientras que los niveles de
Cidea deberian disminuir significativamente ya que restringe a lipolisis y favorece el almacenamiento
[22].

También se espera obtener un incremento de la expresion de los genes Cox lo cual indica un incremento
de la capacidad oxidativa de la mitocondria, proceso estrechamente relacionado con el pardeamiento de la
grasa.

El conjunto de estos resultados sugiere la inhibicién de la via Notch y la induccidn del pardeamiento por
parte de las moléculas que se estan analizando [16].

Vehiculizacion del farmaco

La captacion celular de las NP se analiza mediante el marcaje fluorescente de las mismas ya que facilita
su visualizacion y permite estudiar su localizacion celular. Las NP son endocitadas por los adipocitos por
lo que, a tiempos cortos tras la incubacion, se esperaria una co-localizacion del marcaje de las NP con los
endosomas tardios marcados con LysoTracker Green, indicando una rapida endocitosis de las NP.

Las NP ademas de interiorizarse en los adipocitos, deben retenerse en ellos y no difundir a otros tejidos
pues incrementarian los efectos secundarios. Por ello, tras la inyeccion de las NP marcadas con Cy5.5 en
los depdsitos de grasa blanca inguinal, deberia observarse una alta sefial de fluorescencia en el sitio de
inyeccion. Ademas, deberia mantenerse retenida en los depdsitos segin pasa el tiempo, garantizando asi
que las NP no se distribuyen en el organismo.

Resultados positivos en ambos experimentos, validan las nanoparticulas como vehiculo en Ia
administracion de nuestros compuestos [16].

Ensayo in vivo

Los efectos que producen sobre el pardeamiento los compuestos inyectados en los modelos de raton
obesos se estudian por qPCR y Western Blot, analizando la expresion de los genes marcadores de la grasa
parda. Aquellos compuestos que inhiben la via Notch, producirian un incremento de UCP1, DIO2
y Ppargclo mientras que los niveles de Cidea deberian disminuir. Estos resultados indican una
transformacion de la grasa blanca a grasa parda con mayor consumo energético.

El pardeamiento de la grasa también se estudia por tincién inmunohistoquimica con hematoxilina y
eosina. Los cambios fenotipicos esperados serian una pérdida de gotas de lipidos multiloculares,
contraccion de los adipocitos y un incremento de la expresion de UCP1 [8, 16].

Mecanismo de accion

Dado la importancia que tiene el conocer el mecanismo de accion de los compuestos, se busca como
interaccionan diferentes compuestos con la y-secretasa. Se sabe que DBZ (compuesto utilizado como
control) interacciona en la presinilina (subunidad de la y-secretasa). Este compuesto puede interaccionar
de dos maneras a través del extremo carboxilo terminal o del amino terminal, pero nunca interactiia con el
centro catalitico de la enzima [22].

A través del Protein Data Bank (PDB), se ha visto que la y-secretasa tiene muchos inhibidores que
interaccionan en diferentes partes de la estructura. Hay que destacar que para que la enzima sea funcional
tiene que formar el complejo entero y que, por lo tanto, al inhibir cualquiera de las subunidades, el
complejo se puede ver alterado y de esta manera queda alterada la funciéon del complejo por completo. Se
cree que puede suponer una ventaja a la hora de tratar futuras resistencias y la capacidad de hacer terapia
combinada.



Via de Administracion

Los pacientes con obesidad se caracterizan por acumular gran cantidad de grasa. Hay un reservorio de
grasa blanca (nuestro objeto de estudio) principalmente en la parte abdominal. Dentro de éste, se
diferencia la localizada en la zona subcutanea y en la zona visceral, rodeando a los diferentes 6rganos.

La via de administracién de los compuestos en las nanoparticulas mas adecuada seria por via subcutdnea,
que hace que se inyecten directamente en la zona de interés y al estar vehiculizadas a tejido adiposo, se
pueden minimizar efectos adversos.

Efectos Secundarios

Para determinar los posibles efectos secundarios, se estudia la localizacion de la y-secretasa y del receptor
Notchl en los diferentes tejidos del organismo utilizando The Human Protein Atlas [23]. Como resultado
de dicha blisqueda, se ha visto que las dos proteinas son muy ubicuas, estando presente en la mayoria de
los tejidos del organismo, pero el tejido adiposo en ninguna de las dos es el tejido mayoritario, de ahi la
importancia de la vehiculizacion y la correcta via de administracion.

Hay que destacar que la via Notch tiene un papel importante en el desarrollo, en la comunicacion célula-
célula, en el control del destino celular al controlar la proliferacion y en la homeostasis de los tejidos, al
estar implicada en procesos de diferenciacion [8]. Debido a ello, es relevante destacar posibles efectos
secundarios que podrian aparecer. A nivel del sistema inmune, se puede ver afectado el desarrollo de
linfocitos T y B. En cuanto al sistema gastrointestinal, se pueden ver efectos toxicos [24, 25], lo que hace
que no sea aconsejable la administracion via oral. Y, por ultimo, en la médula 6sea, se puede ver alterado
el mantenimiento y la quiescencia de células madre. Ademads, debido al incremento de la capacidad
termogénica en el tejido adiposo, se puede ver incrementada la temperatura corporal.

Perspectivas futuras

Se ha visto que la inhibicioén de la y-secretasa y la via Notch se puede aplicar a otras patologias y se han
visto resultados de la utilizacion de inhibidores de la y-secretasa para enfermedades como Alzheimer [11],
distintos tipos de cancer [24, 25] y para higado graso [26]. Es importante destacar que para que las
terapias sean efectivas y se minimicen los efectos secundarios hay que dirigir de una manera muy eficaz
los inhibidores a sus dianas farmacologicas y elegir una adecuada via de administraciéon, ademas de usar
una terapia totalmente dirigida.
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