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Resumen

La obesidad es una enfermedad crénica que se define como un excesivo actimulo de grasa
que se evalia mediante la relacion entre peso y talla por el indice de masa corporal. La obesidad
se relaciona con la diabetes, la dislipemia, el higado graso, el infarto de miocardio, la artrosis o

el céncer, entre otras patologias.

El tejido adiposo es un 6érgano muy complejo, con funciones endocrinas que causan efectos
sistémicos importantes, incluyendo la regulacién del sistema inmune. Uno de los grandes
implicados en la regulacion de este sistema son los macréfagos, células pertenecientes al sistema
inmune innato. Estudios previos del laboratorio han demostrado la capacidad de los agonistas
adrenérgicos o de modular la capacidad de los neutréfilos de migrar a los focos inflamatorios
y de regular la polaridad (fenotipo) de los macrofagos tisulares, un hallazgo que refuerza la

relevancia de la interconexion entre sistema nervioso y el sistema inmunitario.

Mediante este trabajo, se pretende dilucidar el papel que juegan los receptores Opp
adrenérgicos en la regulacién de la ganancia de peso, la homeostasis de la glucosa y la
inflamacion. Para ello se ha comparado el estado ponderal de ratones heterozigotos para el

receptor 0pp adrenérgico con respecto a un grupo control.

Palabras clave: receptor op, obesidad, macrofagos, composicion corporal



Abstract

Obesity is a chronic disease that is defined as an excessive accumulation of fat that is
evaluated by the relationship between weight and height by the body mass index (BMI). Obesity
is related to diabetes, dyslipidemia and fatty liver, myocardial infarction, arthrosis or cancer,

among other pathologies.

Adipose tissue is an extraordinarily complex organ, with endocrine functions that cause
important systemic effects including the regulation of the immune system. One of the major
players in the regulation of this system are macrophages, cells belonging to the innate immune
system. Previous laboratory studies have demonstrated the capacity of adrenergic agonists
to modulate the ability of neutrophils to migrate into the inflammatory foci and to regulate
the polarity (phenotype) of tissue macrophages, a finding that reinforces the relevance of the

interconnection between the nervous system and the immune system.

This work aims to elucidate the role played by adrenergic receptors o in the regulation
of inflammation and weight gain. For this purpose, the weight status of heterozygous mice for

Adra2b has been compared with a control group.

Keywords: app receptor, obesity, macrophages, body composition
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. La obesidad

La obesidad es una patologia crénica caracterizada por el acimulo excesivo de tejido
adiposo en el organismo de naturaleza multifactorial. La cuantificacion del contenido
graso corporal se puede realizar por diferentes técnicas como la Dual-energy X-ray
absorciometry (DEXA), Tomografia computarizada (TC), Resonancia Nuclear Magnética
(RNM) o impedanciometria, entre otras técnicas [1]. Sin embargo, estimaciones como el indice
de masa corporal (IMC) (relacién entre el peso y la altura en kg/m? circunferencia abdominal
tienen gran utilidad en la préctica diaria y proveen de informacion relevante sobre el nivel del
estado ponderal del individuo. En esencia, es comtinmente aceptado que un IMC superior a 25
se considera sobrepeso, y obesidad cuando supera 30, segun los valores de referencia para la
edad y el sexo [2]. También se puede definir por sus consecuencias sobre la salud. La obesidad
se ha asociado directa e indirectamente a diabetes, dislipemia, infarto de miocardio, higado
graso no alcohdlico, sindrome de hipoventilacién-obesidad, la patologia degenerativa articular

y el cancer, entre otros, con un impacto variable en funcion de la poblacion afecta [2].

La intensa actividad investigadora de los ultimos 70 afios ha permitido ahondar en los
conocimientos fisiopatolégicos que intervienen en el desarrollo de la obesidad. A ello se debe
el reconocimiento de la obesidad como una enfermedad crénica y no simplemente un resultado
de la falta de autocontrol en la ingestion de alimentos. De esta manera, la obesidad, como
otras enfermedades cronicas, es el resultado de la interaccion entre una dotacion genética que

predispone a la ganancia de peso y los factores ambientales [3].

A nivel global, la proporcion de adultos con un IMC mayor de 25 (sobrepeso y obesidad)
ha aumentado entre 1980 y 2013 del 28,8 % al 36,9 % en hombres, y del 29,8 % al 38% en

las mujeres. Esta tendencia se ha observado tanto en paises en vias de desarrollo como en los
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Carlos Valido Reyes

plenamente industrializados [4]. Sin embargo, desde el aiio 2006 el incremento de la poblacién
adulta obesa se ha estabilizado. En Estados Unidos, un estudio del afio 2017 ha encontrado una
prevalencia de individuos obesos mayor entre adultos con edades comprendidas entre 40-59

afios (42,8 %) frente al grupo de edad de los 20-39 aifios (35,7 %) [5].

Segtn la Encuesta Nacional de Salud del afio 2017, un 37,1 % de los adultos espafioles
tenian sobrepeso y un 17,4 % obesidad. Estadisticamente, la edad seria un factor determinante
tanto en el sobrepeso como la obesidad. Por otro lado, entre los niveles educativos mas bajos
se dan las mayores proporciones de obesidad. En Canarias, un 37,2 % de los mayores de edad
tenian sobrepeso y un 19,26 % obesidad. Cabe destacar que la proporcién de mujeres obesas en

Canarias supera en 4,66 puntos porcentuales la media espafiola (21,40 frente a 16,74 %) [6].

Ademads de las consecuencias directas sobre la salud, la obesidad tiene implicaciones
socio-econdmicas muy importantes. En Espafia, por ejemplo, se ha determinado una mayor
probabilidad de las personas con obesidad de grado IT (IMC>35 kg/m?) de requerir cuidados
en el hogar, mas visitas al médico de familia, asi como asistencia al servicio de emergencias y

hospitalizaciones respecto a los adultos con normopeso [7].

El sobrepeso y la obesidad en Espafa han crecido enormemente desde que existen
registros. En el afio 2016, los gastos médicos directos generados por la obesidad se estimaron en
torno al 2 % del gasto sanitario espafiol. Se espera que para el afio 2030, si la tendencia continda,
crezca el namero de casos de obesidad en un 16 %, asi como un incremento del gasto sanitario

directo en un 58 % (3.000.000.000 euros/ano) [8].

Por otro lado, estudios genéticos han permitido describir alteraciones monogénicas que
por si mismas son responsables de obesidad, asi como variables poligénicas que afectan, a la
edad de aparicion y la severidad de la obesidad [9]. Sin embargo, por ahora, solo una pequeiia
parte de la variabilidad de peso entre la poblacion es explicada en base genética. Muchos
elementos ambientales parecen tener especial relevancia, entre estos se encuentra la calidad en
la alimentacidn, el trabajo, el ocio y determinantes socio-econdmicos y culturales. Sin embargo,

abordar cada uno de ellos sobrepasa la capacidad resolutiva de la consulta médica.
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1.1.1. Sindrome metabolico

La obesidad, en muchas ocasiones, no aparece de manera aislada, sino que suele verse
acompafiada de otros signos y sintomas. En 1988 se describe por primera vez la asociacion
de obesidad central, hipertension, resistencia insulinica y aterogénesis-dislipemia, denominado
sindrome metabdlico (también denominado sindrome X o sindrome de Reaven). Los criterios
que definen al sindrome metabdlico han sufrido multiples cambios desde su primera aparicion.
Partiendo de los criterios diagndsticos de la OMS en 1998, pasando por las modificaciones
llevadas a cabo por la American Association of Clinical Endocrinologists, hasta llegar a la

definicion consenso del afio 2009 [10].

La prevalencia global del sindrome metabdlico depende, por un lado, de los factores
geograficos y sociodemograficos, y por otro, de los criterios diagndsticos utilizados. En Estados
Unidos, la encuesta nacional de salud y nutricién estima que un 35 % de los adultos, y un 50 %
de los mayores de 60 presentan sindrome metabdlico, segun criterios del ”National Cholesterol
Education Program”. Por otra parte, utilizando los criterios de la “International Diabetes
Federation”, en Europa se ha estimado una prevalencia del 41 % de los hombres y un 38 %

de las mujeres [10].
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1.2. La lipoinflamacion

Una situacion de balance energético positivo permite un acimulo del excedente en el
tejido adiposo subcutdneo, desencadenando un fendmeno de hiperplasia. Una vez sobrepasada
la capacidad de almacenamiento, el tejido adiposo visceral se capacita para un mayor acimulo
de grasa, pero en este caso, los adipocitos aumentan de tamaio, es decir, sufren hipertrofia.
Este crecimiento se ha asociado a cambios estructurales y funcionales del tejido adiposo
[11]. Es mas, se ha observado que, en animales, y también en humanos, la hipertrofia de
adipocitos induce hipoxia tisular. Los tejidos, ante una situacién amenazante, como la hipoxia,
responden mediante la secrecién de adipocitoquinas pro-inflamatorias como la Interleukina
(IL)-6, inhibidor del activador del plasminégeno (PAI)-1, Factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) o la leptina [12]. Aunque, en condiciones normales el adipocito es mayoritario
en el tejido adiposo, otras células como los macréfagos infiltrantes juegan un papel clave en este

proceso descrito de lipoinflamacion.

Los macrofagos tisulares juegan un papel muy especifico dentro de las funciones
metabolicas del propio tejido. Por ejemplo, los osteoclastos son un tipo de macréfago
multinucleado que se encuentra en el hueso y es responsable de la reabsorcion dsea, y al igual
que estos, se ha hipotetizado que los macréfagos del tejido adiposo responden a cambios del

microambiente, se diferencian y adaptan sus funciones [13].

El nimero de macréfagos que infiltran el tejido adiposo se incrementa en estados de
obesidad. En ratones obesos, los macréfagos constituyen hasta el 45-60 % del contenido celular
del tejido adiposo, mientras que en ratones delgados solo llegan al 10-15% [14]. En estados
de balance energético positivo, los macrofagos sufren cambios en su estado de polarizacion.
Esto dltimo hace referencia al modo en que estas células han sido activadas; ademads, cabe
destacar que se trata de una situacién dindmica, que responde a multiples sefiales como pueden
ser microorganismos, el dafo tisular o alteraciones homeostaticas. Se han establecido dos
fenotipos de macréfagos en funcion de su estado de polarizacion, aquellos con caracteristicas
anti-inflamatorias o M2, que son la forma predominante en situacién de balance energético
negativo, y una forma M1 pro-inflamatoria [15] que es la predominante con balance energético

positivo [16].
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Desde hace un tiempo se ha llegado a la conclusién de que la obesidad, al igual que otras
enfermedades crénicas, se desarrolla en un contexto de inflamacién crénica de bajo grado [17].
Esta inflamacién se produce localmente en el tejido adiposo, el cual genera una gran variedad
de moléculas bioactivas, entre las que destacan por su efecto inmunomodulador la leptina
y la adiponectina. La adiponectina tiene efecto anti-inflamatorio e insulinosensibilizante. De
forma opuesta, la leptina es una hormona con funcién anorexigena a nivel hipotaldmico, que
en estados de obesidad se acompafia de una resistencia central a su accion, lo que desencadena
una ‘“hiperleptinemia” compensadora por mecanismos de regulacion tipo feedback negativo.
Esto dltimo tiene efectos directos sobre la activacion de células inmunitarias, entre las que se

encuentran los macréfagos [18].

Con relacion a la perpetuacion del estado inflamatorio crénico, se ha propuesto
recientemente que los macrofagos localizados en el tejido adiposo presentan un efecto
adipogénico. Es decir, reducen la lipdlisis o fragmentaciéon de los depdsitos adiposos,
favoreciendo de esta manera el acimulo graso. Esto se consigue mediante el aumento de
la expresion de genes encargados de la degradacion de las catecolaminas, por la via del

inflamasoma [19].

Las células del sistema inmunitario innato, entre las que se encuentran los macréfagos,
presentan una serie de receptores de transmembrana denominados PRRs (pattern recognition
receptors), que detectan tanto moléculas asociadas a patogenos (PAMPs) como a dafio tisular
(DAMPs) [20]. La activacion de muchos de estos PRRs desencadena cascadas de sefializacion
inflamatorias (NF-kB, interferones, etc.) [20]. Sin embargo, existe otra serie de receptores
citoplasmaticos que desencadenan una respuesta defensiva diferente: la formacién de complejos
proteicos denominados inflamasomas, que activan unas proteasas denominadas caspasas 1 'y 11
cuya funcién es la produccién de interleuquinas proinflamatorias IL-1 y IL-8, asi como la

induccién de apoptosis [21].
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1.2.1. Autofagia

Recientemente, se ha establecido que la autofagia puede jugar un papel importante en
el control de la respuesta inmunitaria. En funcién de las cascadas de sefalizacion activadas,
objetivos y genes implicados diferenciamos entre macroautofagia, microautofagia, y autofagia
mediada por chaperonas. Este trabajo se centrard en la macroautofagia (en adelante “autofagia’)

[22].

La autofagia, entre sus multiples funciones, reduce la respuesta proinflamatoria
desencadenada por los macréfagos [23]. La inflamacion tisular viene determinada en gran parte
por la ratio entre fenotipos macrofagicos M1/M2 [23]. La deficiencia de autofagia promueve
la diferenciacion a M1 e inhibicion del fenotipo M2. Se entiende, por tanto, que mediante
activacion de autofagia en macrofagos, se favorece la diferenciacion M2 [24]. La autofagia
tiene lugar en condiciones fisiolégicas celulares con objeto de eliminar proteinas y organelas
dafiadas, sin embargo, este proceso puede encontrarse alterado en muchas enfermedades [25].
Por tanto, se hace indispensable conocer sus mecanismos regulacion y control. La induccién de
la autofagia se produce mediante la inhibicion de la diana de rapamicina en células de mamifero
(mTOR), una proteina-quinasa muy conservada y que se ha establecido como punto central

regulador del crecimiento celular [26].

Asi, situaciones de estrés o deprivacion nutricional desencadenan la inhibiciéon de mTOR.
En este sentido, se ha descrito que la activacion de receptores S-adrenérgicos interactda en el
metabolismo lipidico mediante mecanismos que involucran la autofagia [27]. De manera que la
modulacion de mTOR esta perfectamente descrita en su interaccion con receptores acoplados a

proteinas G.

Un estudio previo de nuestro laboratorio, desarrollado como TFM por José Daniel Morales
Fernandez con el titulo: “Modulacion de la autofagia mediada por receptores 0 adrenérgicos
en macrofagos”[28], ha encontrado que los macréfagos en condiciones basales expresan
receptores Opp pero no Ohy, lo que puede dar claves para entender como mutaciones en estos

genes tendran efectos metabdlicos.
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1.3. Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos, también denominados adrenoceptores, tienen una distribucion
ubicua y son los responsables de mediar los efectos biolégicos de las catecolaminas,
principalmente adrenalina y noradrenalina. Los receptores adrenérgicos pertenecen a una gran
familia. Hasta la fecha, se han identificado tres tipos farmacolégicos, cada uno de ellos con 3
subtipos: & (014, 018, ®1p), 0 (G4, OB, 02c) Y B (B1, B2 'y B3) [29]. Todos ellos comparten
una base estructural, que es la monocadena polipeptidica con 7 dominios transmembrana, un
dominio N-terminal extracelular y otro C-terminal, siendo este tltimo el que interactda a nivel
intracelular, mediante su acoplamiento a proteinas G, desencadenando cascadas de sefializacion

intracelular.

La estructura primaria de los receptores adrenérgicos ha sido estudiada en base a las
secuencias de nucledtidos de los 9 subtipos. Por su importancia en este trabajo, los receptores
o (R) tienen regiones C-terminales mas cortas que los 3, y a su vez, mucho mds cortas que
los o. Esto concuerda con que la inhibicién (por cpR) de la adenilato ciclasa (AC) requiera
segmentos C-terminales mas cortos que los necesarios para su activacién (por SR). Por otro
lado, los receptores o, presentan regiones C-terminales mas largas, estando involucrados en

sistemas en los que se activa la fosfolipasa C [30]. Ver Ilustracion 1.1

La accion lipolitica de las catecolaminas, por tanto, corre a cargo de los receptores 3. Una
vez activada la AC, se produce un aumento de los niveles de AMPc, que a su vez activa a la
lipasa, enzima que hidroliza los triacilglicéridos liberando glicerol y dcidos grasos libres [31].

Todo esto, en concordancia con los hallazgos recientes ya comentados en la seccion 1.2.1.
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Ilustracion 1.1: Via de senalizacion intracelular de los distintos tipos de receptores adrenergicos
estimulados por adrenalina y noradrenalina. Tomado de Wikipathways [32]

1.3.1. Efectos sobre la homeostasis

Los receptores o adrenérgicos han sido propuestos en primera instancia como inhibidores
presindpticos de la liberacion de neurotransmisores. La delecién de los distintos subtipos de
0-adrenoceptores, siendo los primeros experimentos realizados a mediados de los afios 90

[33] ha permitido estudiar las funciones selectivas de cada uno de ellos.

Lejos de lo que en principio pueda parecer, las funciones de estos receptores no son del todo
redundantes. En el tejido cardiaco, por ejemplo, los receptores x4 y 0pc operan a diferentes
frecuencias de estimulacion del nervio simpatico [34]. En cuanto a sus efectos hemodindmicos,
se ha observado que la delecidon genética de los adrenoceptores 0p4 lleva tanto al incremento
de la presion arterial y frecuencia cardiaca, como a una predisposicion al remodelado cardiaco
e hipertrofia [35]. En la misma linea, la activacion de los receptores op lleva a una respuesta

hipertensiva secundaria, que contrarresta los efectos antihipertensivos de agonistas o, centrales

12



Carlos Valido Reyes CAPITULO 1. INTRODUCCION

como la a-metildopa o la clonidina [36].

La noradrenalina y adrenalina actiian a nivel de receptores 04 postindpticos, inhibiendo la
secrecion de insulina por las células 3 pancredticas, asi como la lip6lisis en los adipocitos
[37]. Por otro lado, los op4 constituye el principal inhibidor presindptico de la liberacién
de catecolaminas. En humanos, un polimorfismo del gen ADRA2A (rs553668), que codifica
los receptores 04, favorece la sobreexpresion de estos receptores, y asocia una presentacion
mds temprana de diabetes tipo 2 y obesidad en varones [38]. De manera similar, durante
el tratamiento con glucocorticoides, se induce la sobreexpresion de receptores 4 sobre las

celulas 3 pancredticas [39].

Desde el punto de vista metabdlico, se ha observado que ratones con sobrexpresion
del adrenoceptor 4 presentan niveles basales de glucosa e insulina normales, pero la
tolerancia a la glucosa se muestra alterada. En estos casos, la aplicacion del agonista oy
brimonidina tiene un pronunciado efecto hiperglucemiante e hipoinsulinizante [37]. Por el
contrario, ratones KO (knockout) para el gen ADRA2A muestran niveles mds elevados de
insulina y datos de una mejor tolerancia a la glucosa [40]. Por tanto, es razonable observar que
antagonistas de receptores 04 pueden aumentar los niveles de secrecion de insulina. Todo esto
demuestra que los adrenoceptores 04 juegan un papel critico en la limitacion de situaciones
de hiperinsulinemia e hipoglucemia, como puede darse durante el tratamiento con sulfonilureas
[41]. En definitiva, muchos de estos farmacos parecen descender los niveles de glucemia asi
como mejorar la tolerancia a la glucosa, tanto en experimentaciéon animal como en humanos

[42].

Existe una extensa bibliografia sobre las funciones del receptor opp en el SNC [43], sin
embargo, no han sido tan estudiadas sobre los tejidos periféricos. Este subtipo de receptor
adrenérgico, es codificado por el gen ADRA2B, cuya region codificante carece de intrones
[44]. Una variante polimérfica del adrenoceptor i, se ha relacionado con una disminucién de
su actividad proteina-quinasa acoplada a proteinas G y una reduccién del metabolismo basal en

humanos obesos, con un notable incremento del peso entre los sujetos no diabéticos [45].
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Hipotesis y objetivos

La mayoria de los estudios centrados en el andlisis funcional de los receptores o
adrenérgicos se han desarrollado sin ahondar en las funciones reguladoras sobre metabolismo
energético llevadas a cabo por cada subtipo de receptor. La hipétesis del presente trabajo se
centra en que la lipoinflamacién perpetuada por macréfagos de fenotipo M1 (Ver Seccién 1.2),
puede favorecer el desarrollo de obesidad en los modelos animales, asi como alteraciones
descritas en el sindrome metabodlico. Por tanto, seria esperable que una disrupcion de la
sefnalizacion de los receptores opp favorezca la obesidad en ratones, por un aumento de la ratio

M1/M2 el tejido adiposo.

A continuacion, se exponen los objetivos del presente trabajo:

1. Caracterizacién del fenotipo de obesidad en ratones haploinsuficientes Adra2b™
mediante la determinacién del peso, composicién grasa corporal, homeostasis de la

glucosa y cuantificacion de la ingesta.

2. Determinar el papel de la haploinsuficiencia Adra2b* en la proliferacién, migracién y
supervivencia de los macréfagos infiltrados en tejido adiposo. Aclaracion: este segundo
objetivo no se ha podido realizar debido a la irrupcion de la pandemia por el virus
SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19, declarada en diciembre de 2019 y
que ha establecido el confinamiento general en nuestro pais desde el dia 14 de marzo de

2020.
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Capitulo 3

Material y métodos

3.1. Animales

Los experimentos se han llevado a cabo con ratones macho transgénicos heterocigotos para
el receptor adrenérgico o (Adra2b*"), generados mediante la insercién de un codén de parada
antes de la secuencia codificante para el quinto dominio transmembrana de ADRA2B. Los
ratones fueron obtenidos de los laboratorios Charles River, que suministraron ratones Adra2b*"

con un fondo genético mixto entre C57BL/6J y 129S.

Todos los ratones han permanecido en el Estabulario de la Universidad de La Laguna
manteniendo una temperatura controlada, con ciclos de luz-oscuridad de 12h, manteniendo el
mismo nimero de animales por jaula y alimentacion ad libitum con dieta estindar (Research
Diets Inc). Todos los experimentos se han Ilevado a cabo con la aprobacién del Comité Etico de
la Universidad de la Laguna, siguiendo las guias ARRIVE y la European Communities Council
Directive del 22 de septiembre 2010 (2010/63EU) en relacion al cuidado y uso de los animales

con fines de experimentacion cientifica.

3.2. Medicion de la composicion corporal

La primera fase del estudio ha consistido en realizar una curva de monitorizacién del
peso y la composiciéon corporal durante 65 semanas en ratones macho salvajes (Wt) y
ratones Adra2b*". Para ello, han sido pesados cada dos semanas, realizando mediciones de
su composicién corporal utilizando un densitémetro (Lunar PIXImus™) a los 3 y 12 meses de

edad. Para llevar a cabo el procedimiento, los animales han sido sedados con Ketamina+Xilacina
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(a dosis de 80-120 mg/Kg + 5-16 mg/Kg, respectivamente) para conseguir la inmovilizacion
del animal durante el procedimiento. Se ha tenido en cuenta que el anestésico puede cambiar el

ritmo de alimentacién en los dias siguientes al mismo.

3.3. Control de la ingesta energética

El control de la ingesta energética se ha realizado mediante el pesado del alimento cada
dos dias durante un mes. Este procedimiento se ha llevado a cabo a los 12 meses de edad. Los

datos se expresan en gramos por animal y por dia.

3.4. Homeostasis de la glucosa

Tras someter a los animales al ayuno nocturno se ha procedido a la inyeccién
intraperitoneal (i.p.) de glucosa (2 g/Kg) o insulina (0.75 U/Kg), respectivamente. Se ha
ajustado la cantidad de glucosa e insulina administradas por masa magra, ya que se ha visto
que la utilizacién del peso corporal total puede inducir un empeoramiento de la tolerancia a la

glucosa en los modelos obesos [46]. Se ha utilizado un glucémetro y tiras reactivas (Roche™).

Los niveles de glucemia se han obtenido a los 0, 15, 30, 60 y 120 minutos después de la
administracion i.p. de glucosa o insulina, respectivamente. La tolerancia a la glucosa e insulina
se ha calculado como el area bajo la curva. Este procedimiento se ha llevado a cabo a los 12
meses de edad. Las pruebas de tolerancia metabdlica son muy agotadoras para los ratones. Por
ello se ha dejado una semana de separacion entre ambas pruebas para ayudar su recuperacion y

reposicion de las pérdidas de sangre [47].

3.5. Estudio de infiltracién de macréfagos en grasa®

Para estudiar si el tejido graso de ratones heterocigotos para ¢z contienen un aumento

de la infiltracién de macrofagos, se sacrifican ratones de 3 meses con isofluorano al 5% y se
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realiza una perfusion cardiaca para eliminar la sangre de los tejidos. Los depdsitos adiposos
perigonadal e inguinal se aislan y pesan. En este caso, el peso se utiliza para normalizar los

datos de citometria de flujo.

El tejido adiposo se lava para eliminar cualquier contaminante y se disecciona en trozos
pequeios con tijeras estériles. Los depdsitos de grasa se transfieren a un tubo de fondo redondo
de 10 ml con 7 ml de tamp6n de digestion frio y se mantienen en hielo. Se afade colagenasa a
la solucién de digestion para alcanzar una concentracién de 1 mg/ml y la reaccion se incuba a
37°C durante 20-45 min con agitacion vigorosa. Después de la digestion, se agrega EDTA a una
concentracion final de 10 mM y se incuba a 37°C durante 5-10 minutos adicionales. Las células
de la capa inferior se colocan en un filtro de malla de nylon con un didmetro de poro de 100 um
y se lavan dos veces suavemente afiadiendo 10 ml de tamp6én FACS (PBS 1X + 5% de suero
fetal bovino). Con cuidado, la suspension celular se centrifuga a 500xg durante 10 minutos a

4°C, para separar los adipocitos y las células vasculares del estroma (SVC).

Después de la centrifugacion, los adipocitos forman una capa blanca en la parte superior,
mientras que los SVC forman un precipitado rojo/blanco en la parte inferior del tubo. Los
adipocitos se aspiran y desechan, mientras que el sedimento se resuspende en 0,5 ml de
tampon de lisis de glébulos rojos (RBC) y se incuba a temperatura ambiente con agitacion
ocasional. El RBC se neutraliza con 5 ml de soluciéon FACS y se centrifuga a 500xg durante
10 minutos a 4°C. El pellet resuspendido se marca con un anticuerpo para CD68 y CD86
(Santa Cruz Biotechnology™), marcadores de macréfago. Las células marcadas finalmente
son lavadas y resuspendidas en PBS para su andlisis por Citometria de flujo en un Accuri
C6 (BD Biosciences). Los datos son analizados y normalizados por el peso de la grasa

(macrofagos/gramo de grasa).

3.6. Analisis estadistico

Los resultados son representados como la media = la desviacion estandar (SD) de la media.
Para la comparacion de los dos grupos se ha utilizado la Prueba t de Student (Graphpad Prism,

version 6, USA) considerando estadisticamente significativo un valor de p<0.05.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Valoracion del fenotipo de obesidad

Los ratones haploinsuficientes para el gen ADRA2B tienen una mayor
ganancia de peso en el tiempo, independientemente de la composicion de

la dieta

El peso de los ratones al inicio del estudio ha sido de 19.9+2.4 gramos para los ratones
salvajes (Wt) y de 23.342.2 gramos para los ratones Adra2b™". Ambos grupos han sido
alimentados con una dieta estandar ad libitum. Se han encontrado diferencias significativas
entre los dos grupos, apreciables a partir de la edad de 3 meses, alcanzando una media de peso
de 37.89+1.13 gramos para el grupo de ratones Adra2b*’", frente a sus homélogos salvajes con
un peso medio de 28,7£0.8 gramos (p<0.001). Estas diferencias se han mantenido a los 12
meses, con un peso medio de los ratones mutados de 43.4+2.2 gramos, frente a los 35.4£1.6

gramos del grupo control (p<0.01). Ver Ilustracion 4.2a

Con objeto de esclarecer si el fondo genético podria influir en los resultados, se han
realizado retrocruces al fondo genético 129S [48]. Datos preliminares, correspondientes al
tercer retrocruce, muestran que a los 6 meses de edad los ratones haploinsuficientes Adra2b*”
presentan diferencias en el peso con respecto a sus homologos salvajes, tal y como se puede
apreciar con un peso de 34+0.5 gramos para los ratones Wt frente a 40.34-1.3 gramos para los
Adra2b*~ (p<0.0001). Los datos obtenidos hasta el momento, establecen que el peso de estos
ratones homocigotos Adra2b™ a la edad de 6 meses (35+3 gramos) no difiere de los ratones
salvajes 129S Wt (34+0.5 gramos), con un valor de p>0.05. Sin embargo, se requiere una “n”

mayor para alcanzar resultados concluyentes. Ver Ilustracion 4.2b
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[lustracién 4.1: Ganancia ponderal. Comparacion entre el grupo Adra2b y Wt. A la izquierda,
la curva de crecimiento de ratones con genotipo Adra2b*- y genotipo Wt. A la derecha, imagen
representativa de los mismos a la edad de 3 meses
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(a) Grupos Adra2b*” y Wt con fondo (b) Grupos Adra2b*", Adra2b” y Wt con
genético C57BL/6J a los 3 y 12 meses. fondo genético 129S a los 6 meses.

[lustracién 4.2: Gréficas comparativas de peso. Fondos genéticos C57BL/6J y 129S
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La haploinsuficiencia para Adra2b*" esta asociada a un aumento de la

grasa corporal

La ganancia de peso corporal en los ratones transgénicos para el receptor 0pp adrenérgico
se asocia con un aumento en el porcentaje de grasa. El estudio realizado mediante densitometria
ha mostrado que los ratones haploinsuficientes para el receptor Qpp adrenérgico tienen un
12% mas de tejido graso que sus homdlogos salvajes a los 3 meses de edad. Como puede
observarse en la Tlustracién 4.3, los ratones Adra2b*~, con un porcentaje de grasa corporal
del 30+0.5 % frente al 18.1+£0.6 % correspondiente a los ratones Wt, presentan una diferencia
estadisticamente significativa (p<<0.001). A los 12 meses, estas diferencias se han mantenido,
con un 10% mis de porcentaje graso para los para Adra2b*", con un resultado de 41.14-0.8 %

frente al 30.8 £1.7 % de los ratones Wt (p<<0.01).
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Tlustracion 4.3: Porcentaje de grasa corporal. Comparacion entre ratones Adra2b*~ y Wt a los
3y 12 meses de edad.
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La haploinsuficiencia para Adra2b*” induce un aumento en la ingesta

energética

Es ampliamente aceptado que la obesidad puede ser resultado de un desequilibrio entre la
ingesta y el gasto energético, con un incremento energético positivo. Para dilucidar la causa
de la obesidad asociada al genotipo Adra2b*”, y de esta manera caracterizar el fenotipo,
se ha realizado un control diario de la ingesta energética (ver Ilustracion 4.4). El grupo de
ratones salvajes ha tenido una ingesta de 2.3724+0.05 (gramos/animal/dia), frente a los 2.95£0.1
(gramos/animal/dia) de los ratones Adra2b*. Esto sugiere que la haploinsuficiencia para el
receptor o adrenérgico favorece un incremento de la ingesta energética del 124 % con respecto
a sus homologos salvajes (p<0.001), lo que podria explicar, al menos en parte, sus diferencias

en la ganancia de peso.
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Tlustracién 4.4: Ingesta expresada en gramos/animal/dfa. Comparacién entre el grupo Adra2b*/”
y el control (Wt)

Ingesta de alimento (gr / animal / dia)
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Existe resistencia a la accién de la insulina en el grupo Adra2b*- con

respecto a los ratones del grupo control

Los resultados obtenidos mediante el Test de Tolerancia a la Glucosa (Glucose Tolerance
Test) muestran un claro efecto meseta en la curva correspondiente a los ratones Adra2b™- con
respecto al grupo control, lo que implica un area bajo la curva significativamente mayor (valores
para Adra2b*’~ de 22.577 frente a 21.609 de los ratones Wt; p<0.05), por lo que la capacidad de
manejo de la glucemia esta alterada (Ver Ilustracion 4.5a). En concordancia, se observa como
los resultados del Test de Tolerancia Insulinica (Insulin Tolerance Test) sugieren una resistencia
a la accion de la insulina en el grupo transgénico, debido a que presentan un valor del drea bajo
la curva significativamente mayor que en grupo control. (Adra2b*~ 11241 frente a Wt 6311;

p<0.01). Ver Ilustracién 4.5b.
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[lustracién 4.5: Tests de tolerancia metabdlica. Comparacion entre el grupo Adra2b+/- () y
WT (@) en ratones de 12 meses de edad

Estos datos indican que la haploinsuficiencia para Adra2b*- se asocia a una resistencia
a la accion de la insulina. Sin embargo, no se han encontrado diferencias significativas en los
niveles de glucemia basal (datos no mostrados). Una limitacidon del estudio es que los tests para
evaluar la homeostasis de la glucosa se han realizado en ratones que ya presentaban sobrepeso.
Se precisa de nuevos estudios en ratones mas jovenes, no obesos, para aclarar directamente el

papel que tiene la haploinsuficiencia opp en la homeostasis de la glucosa.
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NOTA. Los valores de p de significacion estadistica *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

*Ex%p<0.001 del test de Wilcoxon (alternativa no paramétrica de la Prueba t de Student).
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Capitulo 5

Discusion

El presente trabajo pretende caracterizar los efectos de la haploinsuficiencia Adra2b*"
en el manejo del peso. Para ello se ha realizado un seguimiento del peso y la composicion
corporal durante 65 semanas y monitorizacion de la ingesta energética, encontrando que la
haploinsuficiencia del receptor a5 conduce a una condicion de hiperfagia que podria explicar
la obesidad. Finalmente, se ha realizado un estudio de la tolerancia a la glucosa e insulina,

encontrando que estos ratones presentan resistencia a la accion de esta hormona.

Los ratones presentan un fondo genético mixto C57BL/6J y 129S. Debido a que las
variaciones de este fondo pueden ocasionar notables diferencias en el balance energético [49],
se han llevado a cabo retrocruces de los ratones Adra2b*~ con ratones de genotipo C57BL/6J o
129S. Hasta el momento de realizar los experimentos, se han producido seis retrocruzamientos
con C57BL/6] y tres con 1298, de los 8-10 que se han establecido estadisticamente para alcanzar
un fondo genético homogéneo en > 99 %, por lo que se supone de antemano una limitacion de

este estudio [48].

Se ha elegido el fondo genético C57BL/6J para realizar los primeros retrocruzamientos
puesto que han sido ampliamente utilizados en modelos de obesidad con una dieta alta en grasa
[50] y a lo largo de los afios se ha convertido en el mejor modelo experimental de obesidad
inducida por la dieta [51]. Estudios han encontrado que los C57BL/6J son mds pesados y
mas obesos que los 129S a la edad de 6.8-12.6 meses, con diferencias mds significativas entre

machos de la misma cepa [52].

Este trabajo se ha desarrollado en ratones heterocigotos, principalmente porque se ha
descrito que la delecion completa de los receptores a;p, es decir, la homocigosis para este gen
(Adra2b*") presenta una letalidad elevada [53]. Durante las primeras horas tras el nacimiento,
los ratones desarrollan insuficiencia respiratoria y cianosis, que se ha correlacionado con

anormalidades morfoldgicas pulmonares y de los septos interalveolares. Se ha observado
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mediante el cruce de heterocigotos, que estos no siguen una ratio mendeliana, obteniéndose
aproximadamente 3 ratones Adra2b”" de cada 98 en el dia P25. Sin embargo, la distribucién
de los genotipos no se desvia significativamente durante estadios embrionarios entre E10.5 y

E18.5 [53].

Un dato destacable es que esta ratio no mendeliana se ha cumplido durante los retrocruces
hacia el fondo genético C57BL/6J. Sin embargo, el retrocruce hacia 129S ha permitido
conseguir una ratio de homocigotos bastante superior a la que previamente habia sido descrita
para C57BL/6J (3 de cada 98), obteniéndose 2 ratones homocigotos viables de 20 nacidos. Esto
resalta la importancia de la interaccidn génica y los fendmenos de compensacion que favorecen
la supervivencia de los ratones, aunque mas experimentos seran necesarios para confirmar este

hallazgo.

Este estudio ha puesto de manifiesto que la busqueda de las bases moleculares y
fisioldgicas, tanto de la diabetes como de la obesidad, constituyen una tarea dificil de llevar
a cabo, debido en gran parte al origen multifactorial de estas enfermedades. En este caso,
variaciones alélicas de genes puntuales (ADRA2B) pueden explicar un porcentaje muy pequeio
de las diferencias observadas en los fenotipos de obesidad. Sin embargo, es complejo encontrar

un unico modelo que pueda prestarnos una explicacion fisiopatologica, completa y tnica [S51].

Otra limitacion que destacar es el hecho de que no se ha llevado a cabo el estudio
experimental utilizando modelos de ambos sexos, con objeto de identificar diferencias debidas
a esta variable. Algo que si han demostrado estudios previos, donde se ha observado que los
ratones hembra C57BL/6J son menos susceptibles a desarrollar obesidad inducida por la dieta,
y ademas lo hacen de una manera menos acentuada en el tiempo. Por ejemplo, un estudio con
una gran muestra de ratones C57BL/6J, ha observado que las hembras (n=255) aumentan un
71 % su peso, frente a un incremento del 93 % en los machos (n=269), después de 35 semanas

alimentados con una dieta alta en grasa [54].

Este trabajo ha encontrado que la haploinsuficiencia para el gen ADRA2B induce
diferencias significativas en relacion con el peso corporal de los ratones, que son independientes
de la composicion de la dieta, a las edades de 3 y 12 meses. Ademas, estos datos se han asociado

con unas diferencias igualmente significativas en cuanto a la composicion corporal, obtenida
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mediante densitometria. Algunos polimorfismos en genes de receptores 0 adrenérgicos se han
ligado a obesidad en diferentes poblaciones. Especificamente, un polimorfismo que lleva a la
delecion de 3 glutaminas en un elemento repetitivo de 12 glutaminas en el gen que codifica para
ADRAZ2B se ha encontrado en obesos fineses [55]. El metabolismo basal de estos individuos
se ha visto disminuido, lo que los autores han sugerido como factor de riesgo para desarrollar
obesidad [55]. Otro estudio de seguimiento a 10 afios en una poblacién finesa con peso normal
encontrd relacion entre este mismo polimorfismo y una mayor ganancia de peso [56]. El mismo
polimorfismo ha sido estudiado en una poblacion china y ha sido asociado con hipertension y

riesgo incrementado de sufrir sobrepeso y obesidad [57, 58].

Los datos del presente trabajo, indican que los ratones Adra2b*”- muestran un incremento
de la ingesta, expresado en gramos de dieta estandar. Futuros experimentos podran aportar una
nueva vision para investigar las causas de un mayor riesgo de obesidad asociado al polimorfismo

en ADRA2B, que conduce a un incremento del riesgo de obesidad en humanos.

Los receptores adrenérgicos no solo se expresan a nivel periférico, sino que tienen
funciones a nivel central. Aunque fuera del objetivo de este estudio, la inflamacién crénica
de bajo grado también tiene efectos a nivel hipotaldmico, lo que puede afectar al control de
estimulo de la saciedad [59]. La activacion inflamatoria e infiltraciéon de la microglia en el
hipotdlamo mediobasal puede reducir el metabolismo basal e incrementar la ingesta caldrica y,
finalmente la ganancia de peso. Investigadores han encontrado que la deplecidon de microglia con
un inhibidor del receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF1R) previene la infiltracion

de células mieloides derivadas de la médula dsea, la hiperfagia y la ganancia de peso [59, 60].

En definitiva, un aumento de la ingesta caldrica podria ser una de las razones por las que
los ratones Adra2b*’- desarrollan obesidad. Sin embargo, serdn necesarios futuros experimentos
para correlacionar estos datos con la tasa metabdlica basal. A pesar de esto, se ha conseguido
evaluar alguna de las alteraciones descritas en el sindrome metabdlico, como es la homeostasis
de la glucosa, mediante tests de tolerancia metabdlica. Los datos obtenidos muestran una clara

predisposicion a la resistencia insulinica entre los ratones Adra2b*’",

26



Carlos Valido Reyes CAPITULO 5. DISCUSION

Esto puede explicarse por la situacion de lipoinflamacion, que establece un desequilibrio
con preponderancia de los macréfagos polarizados a M1, por la liberaciéon de citoquinas
proinflamatorias con efectos sistémicos, por acciones de hormonas como la leptina, que inducen
resistencia a en el microambiente adiposo, potenciando a su vez la resistencia a la accion de la
insulina a niveles sistémicos. En este sentido, debido a que los test metabdlicos se han realizado
en ratones que ya eran obesos, futuros estudios serdn necesarios en ratones jovenes para
esclarecer si la resistencia insulinica es inducida por la haploinsuficiencia del gen ADRA2B

0, por el contrario, se corresponde a un efecto derivado de la propia situacién de sobrepeso.

27



Capitulo 6

Conclusiones

1. La haploinsuficiencia para Adra2b induce obesidad independientemente de la
composicion de la dieta, caracterizada por un aumento del peso y de su porcentaje de

grasa corporal, en dos fondos genéticos diferentes.
2. El modelo de obesidad en ratones Adra2b™" se asocia a un aumento de la ingesta caldrica.

3. Los ratones heterocigotos para Adra2b presentan resistencia a la insulina en la edad

adulta.
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Capitulo 7

. Qué he aprendido durante este TFG?

La ciencia es paciencia, teson, pasion y dedicacion. He iniciado este proyecto junto a
grandes compaiieros, y desde un principio he gozado de una buena acogida, que me ha permitido
desarrollar habilidades de trabajo en equipo. Gracias a este trabajo he descubierto que el avance
cientifico precisa dar pasos en firme, asumiendo que la Medicina debe compaginar solidez e

incertidumbre. Podria decirse que esa tenue luz que ilumina el sendero es la investigacion.

Desde un punto de vista académico, he asumido que la busqueda bibliogréfica debe ser
estructurada, seguida de unos criterios definidos y una lectura comprensiva. He aprendido a
valorar que un mayor conocimiento permite una discriminacién més agil de la calidad de los
contenidos. Por otro lado, los procedimientos de laboratorio han sido algo nuevo. Es mas, como
estudiante de Medicina aprecio enormemente haber centrado mi trabajo en las Ciencias Bésicas,
las cuales han despejado dudas; y afortunadamente han hecho aflorar otras, lo que sin duda tomo

como un logro.

He ganado experiencia realizando procedimientos como Western blot, genotipado de
ratones, el cuidado de los mismos y su manejo durante los experimentos. He sido introducido
en protocolos aplicados a cultivos celulares de una linea de macréfagos. Ademds, he aprendido
sobre el funcionamiento de un citémetro de flujo, que desgraciadamente ha dado problemas
técnicos en los ultimos meses, 1o que unido a la crisis de la COVID-19 ha impedido desarrollar
parte de los objetivos. A pesar de los contratiempos, espero que este camino no haya hecho mas

que comenzar.
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Anexo

A continuacién se muestra un esquema del proceso de retrocruzamiento. El objetivo dltimo
del mismo es tomar un alelo recesivo de una cepa donante (Donor) con fondo genético no

deseado, e incluirlo en otra cepa receptora (RP) con fondo genético deseado.
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Ilustracién 7.1: Esquema del proceso de retrocruzamiento genético para un alelo recesivo.
Tomado de [48]
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