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Resumen

La obesidad y el sobrepeso son un problema de salud mundial creciente que afecta en torno
a 2000 millones de personas, sin importar edad, origen ni estatus socioeconémico. Las
consecuencias que conllevan tanto en la salud como a nivel econémico hacen
imprescindible encontrar una solucién efectiva para frenar su expansion. Pero su origen
multifactorial, con componentes genéticos, ambientales y sociales, hace extremadamente
dificil su control. Por ello, se estan constantemente buscando nuevas terapias que potencien
el efecto de los habitos saludables en personas con sobrepeso y obesidad y que ayuden en

la lucha contra la enfermedad.

La termogénesis es una herramienta natural que tiene el organismo para responder ante el
frio, generando calor principalmente a partir de acidos grasos. Por ello, es una diana muy
interesante en el desarrollo de nuevas terapias anti-obesidad. Sin embargo, la hipotermia,
aunque sea moderada puede ser potencialmente peligrosa para aplicarla como tratamiento

contra la obesidad.

Teniendo esto en mente, se diseflaron unas moléculas de pequefio tamafio capaces de
simular la respuesta de la hipotermia en el organismo, pero sin la necesidad de someter al
individuo al frio. Estas moléculas, entre las que se encuentra zrl7-2, aumentan los niveles de
la proteina de respuesta al frio (CSP) CIRP en cultivos celulares. Ademas, zrl7-2 se testé en
distintos tejidos de modelos animales para estudiar su comportamiento en el contexto de

la obesidad y el sindrome metabdlico.

Durante el transcurso de esta investigacién se profundizd en el posible mecanismo de
captacion del frio en las células, estudiando el comportamiento de las CSPs, CIRP y RBM3,
en el cilio primario. El cilio primario es una estructura capaz de detectar y transmitir cambios
en el ambiente al interior de la célula y, como se ha visto en el desarrollo de este trabajo,

CIRP y RBM3 estan intimamente ligadas a él.
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I Introduccion

I 1. OBESIDAD

1.1. ¢QUE ES?

La obesidad es una enfermedad crénica prevenible de origen multifactorial que se
caracteriza por acumulacién excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido adiposo en el
cuerpo; es decir, cuando la reserva natural de energia de los humanos y otros mamiferos
almacenada en forma de grasa corporal se incrementa hasta un punto en que pone en
riesgo la salud o la vida. Esta acumulacién se da cuando hay un desequilibrio entre las

calorias ingeridas y las calorias consumidas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como obesidad poseer un IMC (indice de
masa corporal, cociente entre la estatura y el peso de un individuo al cuadrado) igual o
superior a 30 kg/m? y sobrepeso un IMC mayor o igual a 25 kg/m? en adultos (Tabla 1).
También se considera signo de obesidad un perimetro abdominal en hombres mayor o igual
a 102 cm y en mujeres mayor o igual a 88 cm. En niflos de entre 5y 19 afios la medida de
obesidad se considera una desviacion estandar mayor o igual que 2 del indice del IMCYy el
sobrepeso una desviacion estandar mayor o igual a 1. Y para bebés y nifios de hasta 5 afios
la obesidad y el sobrepeso se miden como una desviacion estandar mayor oiguala2 61

respectivamente sobre la mediana del Patron de Crecimiento Infantil de la OMS? (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de clasificacion de la obesidad y el sobrepeso segtin la OMS?

SOBREPESO OBESIDAD

ADULTOS IMC = 25 IMC =30

2 2 DE del IMC (equivalente

> 1 DE del IMC (equivalente al 5
al IMC 30 Kg/m“ alos 19

IMC 25 Kg/m? a los 19 afios)

DE 5 A 19 ANOS

anos)
> 2 DE de la mediana del = 3 DE de la mediana del
HASTA 5 ANOS Patron de Crecimiento Patron de Crecimiento
Infantil de la OMS Infantil de la OMS




| INTRODUCCION

Ademas, dentro de la obesidad puede haber una subdivisién en tres categorias segun el

incremento del IMC>:

- Obesidad de grado 1: IMC entre 30-35
- Obesidad de grado 2: IMC entre 35-40
- Obesidad de grado 3: IMC de 40 o mas, es lo que se considera obesidad severa u

obesidad morbida

1.2.INCIDENCIA

El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de defuncién humana en
el mundo. Cada afo fallecen por lo menos 2,8 millones de personas adultas como

consecuencia del sobrepeso o la obesidad*”.

En 2016, la revista The Lancet publicd un analisis combinado de las tendencias en el IMC de
la poblacion adulta de 200 paises entre 1975 y 2014. Segun ese estudio, habia en 1974 en el
mundo un total estimado de 105 millones de adultos obesos. Para 2014, ese nimero se
habia disparado a 640 millones, una cifra mas de seis veces superior®. La conclusién general
de este andlisis es realmente preocupante, y de mantenerse las tendencias imperantes
desde el afo 2000, las probabilidades de cumplir con el objetivo mundial fijado por los
Estados Miembros de la OMS de detener el aumento de la prevalencia de la obesidad en los
niveles de 2010 antes del 2025 son practicamente nulas. Es mas, las proyecciones que se han
realizado en otros paises, por ejemplo Estados Unidos, pintan un panorama alin mas oscuro

y cifran la tasa de obesidad para 2030 en practicamente 1 de cada 2 adultos’.

Lo que antes aparecia como un problema de paises desarrollados, ahora se traslada a paises
con ingresos medios y bajos®’. Actualmente, muchos paises en vias de desarrollo tienen que
hacer frente a la doble carga que supone la obesidad y la malnutricién simultaneamente, lo
que tensiona aun mas los sistemas de salud y tiene efectos devastadores tanto en el
bienestar como en la economia del pais'®. De hecho, la OMS alerta de que muere més gente

hoy en dia de sobrepeso y obesidad que de desnutricion®.

Por si fuera poco, la expansion incontrolada a nivel mundial del sobrepeso y la obesidad no
se limita Unicamente a la poblacién adulta, sino que la prevalencia de obesidad infantil se
ha octuplicado desde 1975™. Estos datos continGian aumentando pese a los esfuerzos para
introducir comportamientos saludables entre la poblacién mas joven, lo que ha despertado
una gran preocupacion a nivel global para solucionar este problema en un futuro
inmediato™"*. La urgencia de atajar este problema surge a raiz de que las principales

complicaciones derivadas de la obesidad infantil radican en la alta probabilidad de que los

10
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nifos con sobrepeso acaben siendo adultos con sobrepeso, lo que aumenta el riesgo de
padecer enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, y la relacién entre el IMC elevado en
la adolescencia con el aumento del riesgo de padecer ciertos tipos de cancer en la edad

adulta, como leucemia, cancer colorrectal o enfermedad de Hodgkin®.

1.3. CAUSAS

Las causas de la obesidad son diversas y complejas, pero la epidemia de sobrepeso que esta
sufriendo el mundo actual se debe sobre todo a un estilo de vida sedentario y al consumo
irresponsable de alimentos hipercaléricos®. A nivel individual hay muchos factores que
pueden derivar en un desequilibrio entre las calorias ingeridas y las calorias consumidas (Fig.

1), aunque podrian clasificarse en tres grandes grupos: genéticos, sociales y ambientales.

physical
Metabolism and activity

Food energy expenditure

intake

[ Ca uTs of 1

Overeating Low energy expenditure Physical inactivity
* Socio-cultural * Ageing * Socio-cultural

* Lack of knowledge * Sex * Physical challenges
* Peer pressure * Genetics and * Chronic fatigue

* Uncontrolled eating epigenetics * Muscle pain

* Hunger * Neuroendocrine factors ¢ Joint pain

* Emotional eating * Prandial thermogenesis * Low fitness level

* Snacking * Brown fat * Emotional barriers
* Lack of sleep * Sarcopenia * Workplace

* Medications * Microbiota * Medications

* Medications

Figura 1. Factores que influyen en el balance de energia y, por tanto, en la obesidad. El aumento de peso es
resultado de la combinacion entre un exceso de calorias consumidas, poca actividad fisica y un gasto

energético bajo. (Figura obtenida de Bliiher®)

1.3.1. FACTORES GENETICOS

Los factores genéticos han sido ampliamente estudiados a lo largo de estos ultimos afios, y
gracias a ello se han identificado multiples genes implicados en la obesidad no sindrémica
(aquella no asociada a sindromes genéticos). Los estudios realizados con gemelos parecen
indicar que la obesidad puede ser un trastorno de la homeostasis energética que explicaria
la heredabilidad asociada al IMC, estimada en un 40-70%""*%. De hecho, se han descubierto
mutaciones en genes especificos, normalmente asociados con la estimulacién del apetito y
la saciedad, que son los responsables de una forma muy severa y rara de obesidad, la

obesidad monogénica. Entre ellos estan los de la leptina o su receptor, el de la pro-
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opiomelanocortina (POMC) y su prohormona convertasa (PC1)* el neuropéptido Y (NPY)®,

el receptor de la grelina®, o el receptor de melanocortina 4 (MC4R)?. Estos genes, entre
otros, han ayudado a entender la importancia de los factores bioldgicos en la patogénesis

de la enfermedad.

La obesidad monogénica por si sola no puede explicar la magnitud de la pandemia de
obesidad actual, ya que la mayoria de los casos de obesidad genética son poligénicos, bien
por alteracion de las rutas de la familia del receptor adrenérgico® o de las proteinas

%2 responsables de la termogénesis, entre otras, o bien por

desacopladoras (UCPs)
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). De hecho, los estudios de asociacién de todo el
genoma (GWAS) para el IMC, la relacion cintura-cadera y otros rasgos de adiposidad, han
identificado mas de 300 SNP que podrian derivar en un fenotipo obeso®. Sin embargo,
excepto la obesidad monogénica, el resto de los factores genéticos implican una
predisposicion a la obesidad, pero no son una causa directa Unica para su desarrollo. Cada
vez esta mas claro que la obesidad es el resultado de complejas interacciones entre muchos

genes y factores sociales y ambientales.

1.3.2. FACTORES SOCIALES

A nivel individual, las recomendaciones actuales para reducir el balance calérico tienden a ir
hacia los cambios en habitos de vida como la alimentacién sana y el deporte, es decir,
cambios conductuales que disminuyan la ingesta y aumenten el gasto energético. Pero
conseguir estas modificaciones comportamentales y mantenerlas en el tiempo no es facil.
Desde el punto de vista evolutivo el ser humano ha tenido que hacer frente a largos periodos
de desnutricion, asi que la adaptacion ha favorecido conductas de acumulacion y ahorro de
energia. Ademas, los individuos capaces de aguantar largos periodos de hambruna y de
almacenar y movilizar energia de forma mas eficiente serian capaces de reproducirse mas
que aquellos que no lo fuesen; por tanto, la presion de la seleccién probablemente
contribuyé a favorecer la sobrealimentacién, el bajo gasto energético y la inactividad fisica™.
Desde las sociedades cazadoras-recolectoras hasta hace 50 afios, este tipo de conductas
eran fundamentales para la supervivencia de gran parte de la poblacion, pero hoy en dia el
acceso regular a la comida y el sedentarismo ha hecho que este tipo de conductas no solo
favorezcan la aparicion de la obesidad, si no que dificulten el mantenimiento de los habitos

de vida saludables necesarios para combatirla.

Los factores socioculturales juegan un papel trascendental en la explosion de la obesidad a
nivel global. De hecho, la forma en que la sociedad modula las costumbres de los individuos
es decisiva en el desarrollo de la enfermedad. Un ejemplo es la percepcion del estandar de

belleza. Hay regiones donde la obesidad es un simbolo de belleza (como es el caso de
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algunas islas del Pacifico?’), y a nivel individual esta idea puede condicionar las decisiones

personales.

El estatus socioecondmico también parece influir en el aumento de la obesidad, cuya
prevalencia se incrementd en la década de los setenta en paises de rentas altas, seguidos
por la mayoria de los paises de renta media y Gltimamente también varios de renta baja?®*,
lo que parece indicar que el aumento de los niveles de obesidad coincide con la mejora
econdmica de la poblacion general. A su vez Wilkinson y Pickett sugieren que la desigualdad
economica contribuye a la heterogeneidad en la prevalencia de la obesidad, y que en paises
con menores diferencias de ingresos (como Japén y los paises escandinavos) coinciden con
una menor prevalencia de obesidad que en paises con sociedades mas desiguales como
Inglaterra o Portugal®. Estas diferencias de peso segun el estrato socioeconémico pueden
explicarse por el mayor coste de las dietas saludables frente a dietas hipercaléricas®, ricas
en azlcares y grasas afadidas, granos refinados y potenciadores del sabor de muy bajo
precio®. Todos estos factores pueden convertir la obesidad en uno de los mayores riesgos

de la desigualdad.

Con la industrializacion y la revolucion digital ha habido un cambio de paradigma en el
modelo de trabajo que ha transcendido a los habitos de vida del individuo y que también
tiene un papel en la obesidad. La elevada maquinizacién del sector primario y secundario
ha reducido el trabajo fisico notablemente y ha disminuido la necesidad de mano de obra
en favor del sector terciario, de trabajo mucho mas sedentario en general. Cuando se analiza
el tiempo que los trabajadores de distintos empleos permanecen sentados a lo largo de una
jornada laboral se obtienen cifras de en torno al 70-80% de la jornada para trabajo de
oficina, atencién al cliente, etc.**. Teniendo en cuenta que en muchos paises la poblacién
adulta pasa al menos un tercio de su jornada en el trabajo, la tendencia al sedentarismo del
mundo laboral supone un punto a tener en cuenta en la expansion de la obesidad. Por
ejemplo, en los Ultimos 50 afios se estima que el gasto energético diario relacionado con el
trabajo ha disminuido en mas de 100 calorias, y esta reduccion en el gasto energético es
responsable de una parte significativa del aumento del peso corporal medio en Estados
Unidos, tanto para mujeres como hombres®’. Al sedentarismo laboral se le une también las
nuevas formas de entretenimiento derivadas del mundo digital (television, videojuegos,
redes sociales...) que aumentan la propension al ocio sedentario y que fomentan cada vez
mas la falta de actividad fisica. Esto es especialmente preocupante entre la poblacion mas
joven, ya que la mayoria de los adolescentes (81%) no llegan a cumplir las directrices

actuales de actividad fisica, independientemente del grupo de ingresos del pais de origen®.

Por ultimo, la globalizaciéon, entendida como la integracién financiera de las economias del

mundo y la permeabilizacién fronteriza de personas y desarrollo tecnolégico, también es un
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punto critico en la pandemizacién de la obesidad. Concretamente ha favorecido la
expansién de ambientes cada vez mas obesogénicos que condicionan profundamente el
comportamiento del ser humano y su estilo de vida. El incremento de la prevalencia de la
obesidad en los Ultimos afios ha coincidido con una reduccion de la cocina casera, mayor
dependencia de la comida precocinada y comida rapida, aumento del uso de calefacciones
que causan la reduccién del gasto energético empleado en mantener la temperatura
corporal, reduccién de la actividad fisica, aumento de la informatizacion del trabajo en la
mayoria de las ocupaciones, expansion del entretenimiento no fisico (ocio digital y
relacionado con las nuevas tecnologias), normalizacion del consumo de snacks, alcohol y

bebidas azucaradas, o campafias de marketing cada vez mas estudiadas, entre otras.

1.3.3. FACTORES AMBIENTALES

Los factores sociales se entrelazan con los estimulos ambientales en lo que se refiere a la
causalidad del desarrollo de la obesidad. De hecho, es muy dificil establecer la linea entre
factor social y factor ambiental. Se ha visto que son moderadores obesogénicos
importantes, entre otros, el entorno urbano, la densidad de las cadenas de comida rapida,
los sistemas de transporte, la posibilidad de caminar por la zona de residencia, o las

oportunidades de recreacion activa.

El contexto arquitectdnico en el que vive un individuo tiene el potencial de contribuir a su
IMC, ya que puede favorecer el movimiento de sus habitantes o limitar su movilidad. El
diseno urbano hasta hace 40 afos priorizaba un urbanismo disperso, orientado hacia el
automovil que desalienta los desplazamientos a pie. Sin embargo, los vecindarios que
favorecen actividades peatonales (barrios con alta densidad de poblacion, gran nUmero de
destinos a poca distancia de las areas residenciales y calles bien conectadas) se caracterizan
por una mayor ratio de transporte a pie o alternativos y menor utilizacién del coche®. Un
ejemplo de esto se pude ver en el caso de Ontario (Canada), donde una mayor
transitabilidad de los barrios se asocia con una menor prevalencia de obesidad y sobrepeso,

asi como una disminucién de la incidencia de diabetes™.

El entorno alimentario de la zona de residencia también es un factor importante a la hora de
favorecer la predisposicién a la obesidad. El hecho de tener acceso facil a comida sana
parece relacionarse con una menor probabilidad de obesidad*. Ademas, la diferencia de la
exposicion y comercializacion de alimentos hipercaléricos frente a alimentos saludables en

los comercios se relaciona positivamente con la obesidad*?

Dentro de los factores ambientales, se pueden encontrar también compuestos quimicos
capaces de favorecer la ganancia de peso. Estos quimicos obesdgenos actian como

disruptores endocrinos (endocrine-disruptive chemicals o EDCs) que son capaces de

14



INTRODUCCION [

interferir con la regulacion de los procesos metabdlicos y el control de la funcién de los
adipocitos, dando lugar a desequilibrios en la regulacion del peso corporal, lo que puede
derivar en obesidad®. Un caso muy conocido de EDC es el relacionado con el tabaquismo
materno, cuya exposicién prenatal se asocia a un aumento del IMC del hijo*. Sin embargo,
hay muchos compuestos que actian como EDCs y que se utilizan ampliamente en la
industria, liberandose al medio ambiente como productos derivados de la actividad humana
sin conocer los efectos que pueden tener sobre el ecosistema o la salud, y que son mucho
menos conocidos para el publico general. Cada vez existen mas estudios sobre EDCs que
revelan que estos compuestos son capaces de alterar los receptores activados por
proliferadores peroxisomales (PPAR), de estrégenos y de la hormona tiroidea, entre otras
rutas metabdlicas, tanto en exposicion prenatal como en adultos®. Por ejemplo, hay varios

46,47
y

sustancias perfluoroalquiladas (PFAS)*™*°. Por su parte, la exposicion en la edad adulta a

estudios que asocian la obesidad infantil con la exposicion prenatal a bisfenol A (BPA)

ftalatos™, BPA® y PFAS®**® parece contribuir a la ganancia de peso, especialmente en
mujeres en el caso de los dos primeros EDCs, que a su vez se asocian con diabetes

gestacional, deterioro de la tolerancia a la glucosa y obesidad.

Por ultimo, es necesario reconocer la microbiota como un factor importante en el desarrollo
de la obesidad y de las enfermedades metabdlicas® ya que juega un papel esencial en la
obtencion de energia y su relacién con la composicién corporal®. Los filos bacterianos
dominantes en el intestino del ser humano son los Bacteroidetes (23%), los Firmicutes (64%),
las Proteobacteria (8%) y las Fusobacteria, Verrucomicrobia y Actinobacteria que conforman
un 3% de la microbiota®®. Si se da una disbiosis, puede alterarse el funcionamiento de la
barrera intestinal facilitando el paso de componentes bacterianos que favorezcan la
inflamacién, como los lipopolisacaridos, o evitar la produccion de péptidos
gastrointestinales relacionados con la saciedad favoreciendo la obesidad. De hecho, hay
numerosos estudios que asocian un aumento en la ratio Firmicutes/Bacteroidetes con esta

patologia, manifestando su papel en el mantenimiento de la homeostasis del organismo®’

En resumen, la obesidad es una consecuencia de la interaccion de multiples factores
heterogéneos que abarcan desde la fisiologia, la psicologia individual, la actividad fisica, el
consumo y la produccién alimentaria, la psicologia social y las condiciones ambientales vy,
aunque cada vez hay mas concienciacion y mas politicas que favorecen habitos de vida
saludables, su caracter multifactorial la convierte en una enfermedad extremadamente dificil

de controlar.
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1.4. CONSECUENCIAS

1.4.1. EN LA SALUD

La obesidad forma parte del sindrome metabdlico, y es un factor de riesgo conocido para
enfermedades no transmisibles (ENT) como enfermedades cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, apnea del suefio, ictus y osteoartritis, asi como para algunas formas de
cancer, padecimientos dermatoldgicos y gastrointestinales'®*®. Asi, por ejemplo, el 44 % de
la carga de diabetes, el 23 % de la carga de cardiopatias isquémicas y entre el 7y el 41 % de
la carga de algunos canceres son atribuibles al sobrepesoy la obesidad®. La obesidad induce
alteraciones en la respuesta del organismo a la insulina (resistencia a la insulina), un estado
proinflamatorio y una tendencia incrementada a la trombosis (estado protrombdtico)™.
Todo ello lleva a que la mortalidad esté incrementada en los obesos®, de forma que un IMC
mayor de 30 esta asociado con una esperanza de vida 4.2 y 3.5 aflos menor en hombres y
mujeres respectivamente®. De hecho, est4d comprobado que las medidas enfocadas a la
pérdida de peso, como la dieta y el ejercicio, son capaces de reducir la mortalidad prematura

en adultos obesos®%.

Ademas, se ha visto que en individuos que sufren obesidad hay una pérdida de afios libres
de enfermedad debido a las principales ENT®. De hecho, al analizar el momento en el que
empezaban a aparecer las ENT, la obesidad leve se asoci6 con la pérdida de uno de cada
diez anos, y la obesidad grave con la pérdida de uno de cada cuatro afios potenciales libres
de enfermedad durante la edad media y avanzada. Esta pérdida creciente de afos libres de
enfermedad a medida que la obesidad se agrava se produjo en ambos sexos, tanto en
fumadoresy no fumadores, entre los fisicamente activos y los inactivos, y en toda la jerarquia

socioecondmica, con las implicaciones que conlleva para la salud mundial.

Obesidad y enfermedades cardiovasculares

Respecto a las complicaciones cardiacas, la obesidad afecta a practicamente todos los
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, especialmente a aquellos relacionados
con el sindrome metabdlico como son la presion sanguinea, concentracion lipidica
(incremento de triglicéridos y reduccion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad,
HDL), y aumento de los niveles de glucosa en sangre, que podrian derivar en el desarrollo
de diabetes tipo 2. Ademas, dado que los adipocitos liberan citoquinas que aumentan los
niveles de proteinas inflamatorias, como la interleucina 1y 6 y la proteina C reactiva, la
obesidad suele asociarse con un aumento de la inflamacion. A esto se le suma el efecto
adverso que produce la acumulaciéon de grasa en la estructura y funcionalidad de la

estructura cardiaca. Por tanto, no es de extrafar que casi todas las enfermedades
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cardiovasculares, especialmente la insuficiencia cardiaca, aumenten en el contexto de la
obesidad®.

Obesidad y cancer

Desde hace unos afos, la obesidad y el sobrepeso han llegado a ser uno de los factores
determinantes en el incremento de la incidencia y prevalencia del cancer. Se estima que el

14% de muertes por cancer en hombres, y el 20% en mujeres, estarian causados por la
obesidad y sobrepeso en Estados Unidos®”.

Meningoma
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Figura 2. Tipos de canceres relacionados con la obesidad. La obesidad es un factor de riesgo conocido que
favorece el desarrollo de adenocarcinoma de eséfago, cancer de colon y recto, cancer de pecho
postmenopdausico, cancer de cuerpo uterino, adenocarcinoma de células renales, canceres de cardias gastrico,
higado, vesicula biliar, pancreas, ovario, tiroides, mieloma y meningioma multijple. En azul se muestran los

canceres asociados con la obesidad en 2016 tras la revision de la IARC (Figura creada con BioRender)

En 2016 el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) hizo una revision
de mas de 1000 estudios investigando el riesgo de cancery el exceso de grasa corporal. Esta
relaciéon era conocida ya para 5 tipos de cancer: adenocarcinoma de eséfago, cancer de
colon y recto, cancer de pecho postmenopausico, cancer de cuerpo uterino y
adenocarcinoma de células renales. Pero en esta revision encontraron evidencias que
relacionaban un exceso de peso corporal con el aumento de riesgo en 8 tipos de cancer

mas, concretamente los canceres de cardias gastrico, higado, vesicula biliar, pancreas,
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ovario, tiroides, mielomay meningioma multiple® (Fig. 2). Ademas, un metaanélisis (revisién
umbrella) realizado por el Fondo Mundial de Investigacion del Cancer junto con la Agencia
Internacional de Investigacién del Cancer (WCRF/AICR) hallé evidencias sélidas de la
asociacién entre obesidad y cancer predominantemente de érganos digestivos y canceres

de 6rganos sensibles a hormonas en mujeres®’.

Obesidad y patologias metabédlicas

De la mano de la obesidad van la diabetes y el sindrome metabdlico. El rapido crecimiento
paralelo de la obesidad y la diabetes tipo 2 ha llevado a acuiar el término  “diabesity” , que
subraya la relacion entre las dos enfermedades y sirve para describir la combinacion de sus
efectos adversos. El aumento de tejido adiposo es uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de diabetes tipo 2. De hecho, con las previsiones de
incremento de obesidad también han aumentado las previsiones de diabetes hasta elevarse
a 642 millones de individuos con diabetes en 2040%. Por ejemplo, si se tiene en cuenta la
incidencia de la diabetes en pacientes sin otros factores de riesgo metabdlico aparte del
IMC, se ha observa que los nuevos casos diagnosticados en pacientes con sobrepeso son
casi el doble que los que tenian normopeso (con una incidencia de 2,1 frente a 1,5 casos por
cada 1000 personas/afio respectivamente); y en el caso de la obesidad la incidencia se volvia
a duplicar (4,3 casos por cada 1000 personas/afio) respecto a la del sobrepeso®. De todas
formas, aun es necesario profundizar en el tema ya que, aunque la relacion diabetes y

obesidad esta establecida, no esta claro cual es la relacion de causalidad entre ellas.

Por lo que atafie al sindrome metabdlico, se observa un crecimiento similar a la obesidad y
la diabetes. El sindrome metabdlico estd compuesto por la resistencia a la insulina, la
hipetension, la dislipidemia y la obesidad, concretamente la obesidad visceral, que es la
manifestacion mas comun y fundamental para el diagnéstico del sindrome metabdlico’™.
Los datos mas recientes de la Encuesta Nacional de Salud y Examen Nutricional de Estados
Unidos de 2011-2018 muestran que en adultos mayores de 20 afios la prevalencia se
encuentra en un 38,3%’%, y la revision sistematica realizada por la revista Lancet a nivel
global y publicada en 2020 revela que el 3% de los nifios y el 5% de adolescentes padecen
sindrome metabolico’”. No solo eso, la obesidad cobra especial importancia ya que parece
preceder a la aparicién de otros factores de riesgo’® lo que permitiria reducir la

comorbilidad asociada al sindrome metabdlico a través de una deteccién temprana.

Obesidad y enfermedades digestivas

De la misma manera que se ha ido observando en patologias como el cancer y la diabetes,
se ha visto que la obesidad se relaciona con un incremento del riesgo y la incidencia de

enfermedades digestivas no cancerosas como el higado graso no alcohélico (NAFLD)"*”® o
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las enfermedades inflamatorias del intestino’®, el reflujo gastroesofagico, el eséfago de
Barrett, los pélipos de colon o los calculos biliares””. El caso del NAFLD ejemplifica muy bien
este aumento. El NAFLD es una patologia que en dos décadas ha pasado de ser apenas
conocida a ser la principal causa de enfermedad hepatica crénica en el mundo, alcanzando
una prevalencia del 25% de la poblacion mundial’®. De hecho, la obesidad se vincula a la
prevalencia y la gravedad del NAFLD, no solo con la esteatosis simple, sino también con
formas avanzadas de la enfermedad como la esteatohepatitis no alcohdlica, la cirrosis

derivada de esteatohepatitis no alcohdlica y el carcinoma hepatocelular’®.

Obesidad y reproducciéon

Hoy en dia, la obesidad en las mujeres de edad reproductiva estd aumentando en todo el
mundo. Unas de las consecuencias directas son la infertilidad y el aumento en el tiempo
necesario para concebir, asi como las comorbilidades relacionadas con la obesidad (como
la diabetes de tipo 2 y la hipertension crénica), que aumentan el riesgo de resultados
adversos para la madre y el nifio si la mujer se queda embarazada. Ademas, las mujeres
embarazadas que son obesas tienen mas probabilidades de sufrir pérdidas tempranas del
embarazo y un mayor riesgo de malformaciones fetales congénitas, de dar a luz a bebés
grandes para la edad gestacional, de sufrir distocia de hombros, de tener un parto

prematuro, o de nacimiento sin vida®h.

El aumento de la resistencia a la insulina materna antes del embarazo y la hiperinsulinemia,
la inflamacion y el estrés oxidativo que la acompafan parecen contribuir a la disfuncién
placentaria y fetal temprana. Ademas, metabdlicamente, las mujeres obesas tienen un
aumento de resistencia a la insulina en los primeros meses de embarazo que se puede
manifestar al final del embarazo como intolerancia a la glucosa y sobrecrecimiento fetal. A
la hora del parto, aumenta la probabilidad de cesarea y de complicaciones hemorragicas. En
el posparto, las mujeres obesas tienen un mayor riesgo de tromboembolismo venoso,
depresion y dificultades para la lactancia. Dado que entre el 50 y el 60% de las mujeres con
sobrepeso u obesidad ganan mas peso del recomendado, la retencion de peso en el
posparto aumenta los futuros riesgos cardiometabdlicos y la obesidad previa al embarazo
en los siguientes embarazos. Por ultimo, los neonatos de mujeres obesas tienen mas grasa

corporal al nacer, lo que aumenta el riesgo de obesidad infantil®.

Todos estos problemas de salud podrian evitarse mediante la prevencién de la obesidad
entre las mujeres en edad reproductiva, ya que no sélo afecta a su salud, si no que el

bienestar de la siguiente generacion se ve también comprometido.
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Obesidad y patologias respiratorias

La obesidad afecta también a varias enfermedades respiratorias, como el asma, la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la apnea de suefio o complicaciones
perioperatorias como las atelectasias®. De hecho, la obesidad aumenta el riesgo de padecer
asma, ademas de incrementar los sintomas, la frecuencia y la severidad de los brotes, y
reduce la respuesta a la medicacién del asma y la calidad de vida®'. La obesidad no es solo
un factor de riesgo importante en el desarrollo del asma, sino que varios estudios
epidemiolégicos muestran que la obesidad, o el incremento de grasa corporal, a menudo
precede a la aparicion del asma®®. De hecho, parece haber una relacién entre la obesidad
materna y el desarrollo de asma de la descendencia, llegando a aumentar un 30% el riesgo
de que el hijo desarrolle asma®®.

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) es la tercera causa de muerte en el
mundo, solo por detras de la enfermedad cardiaca isquémicay el accidente cerebrovascular,
segun la OMS®.Y, al contrario de todas las enfermedades descritas hasta ahora, con la EPOC
se da en muchos estudios lo que se conoce como la paradoja de la obesidad; es decir, hay
situaciones en que parece que un mayor IMC juega un papel protector. Es el caso de
pacientes con obstruccién bronquial severa, donde la obesidad leve o moderada se asocia
a la mejora de la supervivencia® y la funciéon pulmonar®, aunque en condiciones de EPOC
menos graves® o en no fumadores® la mortalidad relacionada con el peso se normaliza

respecto a la poblacién general

En el caso del sindrome de hipoventilacién por obesidad (SHO) y la apnea obstructiva del
suefio (AOS), la relacién con la obesidad esta bien establecida. Por definicion, SHO es la
combinacién de obesidad, hipercapnia diurna y trastornos respiratorios del suefio, y su
prevalencia en la poblacién adulta se estima en un 0.4%, aunque se eleva a un 8-20% en
pacientes con obesidad®. Por su parte, la prevalencia de la AOS ha ido aumentando junto
con el incremento de las tasas de obesidad, con una incidencia del 7 al 11% en adultos de
mediana edad en los Ultimos 5 afios. El exceso de peso es el responsable del 41% de todos
los casos de AOS y el 58% de los casos moderados y severos. Ademas, estas patologias
coexisten a menudo. De hecho, entre el 10-20% de pacientes de AOS sufren SHO, que

aumenta los riesgos de complicaciones cardiovasculares como el cor pulmonale™.

En noviembre de 2019 comenzo el brote de COVID-19 que puso en jaque a los sistemas
sanitarios de todo el mundo. 513.384.685 casos confirmados y 6.246.828 defunciones
después%, el esfuerzo titanico de la comunidad cientifica ha conseguido ir desentrafiando
la fisiopatologia de la enfermedad causada por el SARS-CoV-2 y, aunque queda mucho
trabajo por hacer aun, se han ido dilucidando poco a poco los factores de riesgo que llevan

a entender mejor la respuesta diferencial al virus. La obesidad y el exceso de grasa visceral
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se han manifestado como unas de las comorbilidades mas importantes en casos de covid

severo” *y se relacionan con una mayor probabilidad de hospitalizacion'® % Las causas

del aumento de hospitalizacion y muerte relacionadas con la obesidad parecen ser la

inflamacién crénica'®

104

, la disminucién de la respuesta inmune y una menor respuesta al
tratamiento™", y que a su vez son factores que se observan en pacientes de edad mas
avanzada'®. De hecho, es conocido que el riesgo de COVID-19 grave es elevado en mayores

de 65 afios, y parece que la obesidad traslada ese mayor riesgo a grupos de menor edad%"
108

Obesidad y enfermedades mentales

Las enfermedades mentales y la obesidad siempre han tenido una relacién que tiende a ser
bidireccional. El estrés postrauméticolog, la depresic')nllo, la mala calidad del suefio! o la

ansiedad!?1?

son factores que pueden derivar en obesidad, bien por una alimentacién
emocional o incluso adiccién a la comida, y a su vez la obesidad conlleva una carga
psicolégica tanto en nifios y adolescentes™® como en adultos que puede tener
consecuencias en la salud mental. De hecho, la depresion y la obesidad parecen compartir

mecanismos biolégicos que refuerza la relacién bidireccional entre las dos patologias™™.

Ultimamente hay una creciente preocupacion por el tratamiento social de la obesidad**®

./ ya
que se estd generando un estigma que estd empezando a ser alarmante para las
consecuencias mentales de las personas con obesidad™’. Esta estigmatizacién muchas
veces viene de la creencia de que la presién social y la verglienza estimula a las personas
obesas a perder peso pero, en cambio, contribuye a los atracones, el aislamiento social, a
prescindir de los servicios sanitarios, la disminucion de la actividad fisica y el aumento de
peso, que empeoran la obesidad y crean barreras adicionales para el cambio de
comportamiento saludable®. Este estigma tiene un mayor efecto en pacientes pediatricos,
que sufren burlas, acoso y victimizacién en una fase de su vida mas vulnerable, teniendo asi

un mayor riesgo de desarrollar resultados adversos fisicos, conductuales y psicolégicos **°.

1.4.2. ECONOMICAS

Aunque la obesidad es una condicién clinica individual, se ha convertido en un serio
problema de salud publica que va en aumento. De hecho, el impacto de la obesidad no se
limita a la salud de la poblacién: también tiene importantes consecuencias para la economia.
En primer lugar, el tratamiento de la obesidad y de las enfermedades crdnicas relacionadas
aumenta el gasto sanitario. En segundo lugar, dado que la obesidad y sus consecuencias
afectan a la productividad y a la disponibilidad de la mano de obra, tiene un impacto en el
mercado laboral. A nivel macroeconémico, esto afecta al PIB de un pais y aumenta la presién

fiscal, lo que puede repercutir en un incremento de los impuestos por persona.
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Por ejemplo, el ultimo informe de la OCDE ahonda en el estudio de la repercusion
economica de la obesidad y sobrepeso entre sus 52 paises miembros y las proyecciones
econdmicas que obtiene son preocupantes. En este estudio se dividen las consecuencias
econdmicas en tres grupos: segun el impacto del IMC elevado en el aumento del gasto en
sanidad, segun la afectacion al mercado laboral y, por ultimo, en la disminucién del PIB y

aumento de impuestoslzo.

Este impacto del sobrepeso en la salud de la poblacion se traduce en un aumento del gasto
sanitario. Se estima que los paises de la OCDE gastaran una media de 209 délares per capita
segun la Paridad de Poder Adquisitivo (PPA) al afo en el tratamiento de un IMC elevado y
sus afecciones relacionadas. Ademas, gastaran unos 311.000 millones de dolares PPA al afio
para tratar las enfermedades causadas por el sobrepeso y la obesidad. En total, estas
condiciones costaran a los 52 paises 425.000 millones de ddlares PPA al afio, que equivale a

un 8,4% del gasto sanitario total'%,

El sobrepeso y la obesidad también afectan al mercado laboral, reduciendo la tasa de
empleo y aumentando las jubilaciones anticipadas, el absentismo y el presentismo. Como
resultado, la mano de obra de los 52 paises se reducira en el equivalente a 54 millones de
trabajadores a tiempo completo. Traduciéndolo en pérdida de produccion del mercado
laboral segun los salarios medios, los paises de la OCDE perderan 863 dolares PPA per capita
al aho, por término medio. El coste del presentismo representa casi la mitad de esta
cantidad, mientras que el absentismo y las tasas de empleo suponen aproximadamente una

cuarta parte cada uno. El impacto de la jubilacién anticipada es minimo*®.

Ademas, un IMC por encima de los valores normales supone una disminucién del PIB y
aumentan la tasa de impuestos global. A través de los efectos combinados del sobrepeso
en la esperanza de vida, el gasto sanitario y el mercado laboral, el PIB serd un 3,3% inferior
de media en los paises de la OCDE. En el conjunto de los 46 paises incluidos en el andlisis,
esto equivale a un total de 5,3 billones de dolares PPA en el periodo 2020-50, similar al PIB
medio anual de Alemania o Japén. El sobrepeso también aumentara el tipo impositivo
global necesario para estabilizar |a ratio de deuda publica en 0,62 puntos porcentuales de
media en los paises de la OCDE, lo que es similar a la media de 23 paises de la UE. El aumento
del tipo impositivo puede traducirse en un incremento equivalente de los impuestos por
persona. Por término, medio en la OCDE, cada persona estaria sujeta a 359 ddlares PPA

adicionales al afio en impuestos debido al sobrepeso™®.
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1.5.SOLUCIONES ACTUALES

La comunidad internacional esta cada vez mas concienciada de que los factores ambientales
y sociales son fundamentales en las estrategias de la lucha contra la obesidad. Cada vez hay
mas sensibilidad hacia el consumo de alimentos saludables y fomento del deporte, y cada
vez mas paises estan implementando politicas de fomento de vida saludable dentro y fuera

12113 'normativas agricolas y regulacion de la industria alimentaria de acuerdo

124,125

del trabajo

con las recomendaciones nutricionales
126,127

y para que las opciones saludables sean mas

accesibles

Aun asi, debido a la multitud de factores implicados en el sobrepeso y la obesidad, atajar el
problema a nivel individual no deja de ser complicado. Normalmente, el primer tratamiento
de eleccién es el cambio de estilo de vida, aumentando el gjercicio y reduciendo la ingesta
de calorias. Sin embargo, mantener estos habitos saludables en el tiempo es muy
complicado. Por ejemplo, se sabe que entre el 80 y el 90 % de aquellos que bajan un 10 % o
mas de su masa corporal a través de una dieta vuelven a recuperar todo el peso en un

6,129

periodo de entre dos y cinco afios*?. Por lo tanto, cuando la dieta y el ejercicio fallan es

130,131

preciso recurrir a intervenciones farmacolégicas o incluso quirdrgicas, en el caso de la

obesidad morbida®****.

Para evitar llegar a la cirugia bariatrica, asi como facilitar la pérdida y evitar la recuperacion
del peso, se esta constantemente investigando en alternativas farmacolégicas que ayuden
frente a la pandemia de la obesidad y sus ENT asociadas. Estos medicamentos buscan
minimizar los efectos secundarios y favorecer una mayor pérdida de peso que la derivada
del cambio de habitos Unicamente. Actualmente hay varios farmacos anti-obesidad
aprobados en Estados Unidos, la Union Europea, Australia o Japdn, que incluyen

134,135 136,137

simpatomiméticos , inhibidores de la lipasa pancreatica , activadores del receptor

GABAA™'°  agonistas del receptor de serotonina 2C*°**! antagonistas de los

142143 ‘inhibidores de la recaptacién de dopamina-norepinefrina'* y agonistas del

opioides
receptor del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1)*>*. Estos medicamentos varian en
cuanto a resultados, efectos secundarios, contraindicaciones y preciow, asi que sigue
siendo necesario buscar alternativas efectivas, seguras y asequibles para todo el rango de

edad.

Una de las lineas alternativas mas novedosas en las que se esta investigando actualmente
es el trasplante fecal. Gracias a la investigacion con ratones libres de gérmenes, se descubrié
que la microbiota intestinal juega un papel muy interesante en el equilibrio energético. De
hecho, estos ratones estaban protegidos frente a la obesidad y eran significativamente mas

delgados que los ratones control a pesar de consumir mas calorias**®. Por tanto, ya que la
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microbiota intestinal puede regular el metabolismo, la adiposidad, la homeostasis y el
equilibrio energético, asi como la sefalizacion central del apetito y de la recompensa
alimentaria, es un objetivo muy interesante para las nuevas terapias frente a la obesidad™*’.
Hay varios estudios que analizan el efecto del trasplante fecal de donantes delgados en

130151y adolescentes™™, pero hasta la fecha solo hay publicados

pacientes obesos en adultos
dos ensayos clinicos de fase 11'°**3, De momento los trasplantes fecales alogénicos mas
relevantes no han obtenido una mejora en cuanto a la mejora en la sensibilidad a la insulina
o a la disminucién de peso, aunque si que han demostrado que el cambio en la microbiota
permanece al menos 3 meses y, en el estudio realizado en adolescentes se observd una
mejora en el sindrome metabdlico y en la reduccién de grasa abdominal™>. Sin embargo,
cada vez hay mas interés en trasplantar la microbiota autéloga de pacientes obtenida en la
fase de pérdida maxima de peso durante la fase de recuperacion y, aunque falta mucho
trabajo, los primeros resultados parecen prometedores™****. Aunque este tipo de terapia
presenta muchas ventajas respecto a los farmacos actuales, sobre todo de cara a los efectos
secundarios, tiene el gran inconveniente de que aun falta mucho tiempo y esfuerzo hasta
que se pueda aprobar para el uso en la poblaciéon general, aparte de que es esperable que
el precio que podria llegar a tener sea elevado debido al proceso necesario para su

obtencion y al hecho de ser una terapia personalizada.

Otra aproximacion para encontrar un posible tratamiento frente a la obesidad se ha basado
en mirar hacia el propio tejido adiposo y su funcionamiento. Desde un punto de vista
fisiolégico, la ingesta de alimentos viene seguida por un aumento de la glucosa en sangre
que, a su vez, induce la secrecion de insulina por las células B del pancreas endocrino™®. La
insulina, a través de sus receptores, hace que la glucosa sea absorbida por las células
musculares, hepaticas o por los adipocitos, regulandose asi los niveles de glucosa en sangre.
Los adipocitos son las células que componen la grasa, dando lugar a dos tipos basicos: la
grasa blanca cuyos adipocitos contienen una sola vacuola lipidica y la grasa parda
caracterizada por adipocitos con varias vacuolas lipidicas y un gran numero de
mitocondrias™’. La grasa blanca es la principal causante de la obesidad ya que no es facil
movilizar los lipidos almacenados en sus células, mientras que la grasa parda tiene la funcién
de generar calor a partir de los lipidos acumulados. Se ha comprobado que, en ciertas
condiciones o en respuesta a ciertos tratamientos, algunas células de la grasa blanca pueden
pasar a comportarse como la grasa parda originando lo que se ha dado en conocer como
grasa beige®*°. Por otro lado, se ha comprobado que la activacién de la grasa beige es
beneficiosa para reducir la resistencia a la insulina y mejorar el metabolismo glucidico'®.
Hoy en dia los esfuerzos de buena parte de la comunidad cientifica que estudia el

metabolismo se centran en descubrir nuevas y eficaces técnicas capaces de "oscurecer”
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los adipocitos, ya que esta transformacion llevaria a la pérdida de peso y la prevencion de
d161,162

las consecuencias de la obesida
Dentro de este contexto se ha comprobado que la exposicion de animales de
experimentacion a bajas temperaturas hace que estos pierdan peso o que no engorden a
pesar de estar expuestos a una dieta rica en grasas'®*'**. Pero el significado biolégico de la
grasa parda y beige va mucho mas allad de la regulacién del gasto energético, ya que
desempefian un papel en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa y los lipidos y la
sensibilidad a la insulina, asi como la homeostasis general del tejido adiposo. Todo esto la
convierte en una diana muy atractiva para la terapia frente a la obesidad y las enfermedades

metabdlicas asociadas como la diabetes®®’.

2. TEJIDO ADIPOSO

El almacenamiento de energia en forma de lipidos es un mecanismo muy conservado a lo
largo de toda la filogenia evolutiva, desde los organismos unicelulares con los cuerpos
lipidicos a los multicelulares, con células especializadas para almacenarlos®®. En mamiferos,
este conjunto de células conforma principalmente lo que se conoce como tejido adiposo,
un 6rgano heterogéneo que actla principalmente como reservorio de energia y érgano
endocrino'®’. Sin embargo, también se puede encontrar asociado a otras estructuras
anatomicas desempefiando funciones especificas como suministrar energia y materiales a
las células epiteliales de las glandulas mamarias durante la lactancia o el papel biomecanico
de las almohadillas plantares en la distribucion del peso y la atenuacién de la presion en los

pies y las palmas™®,

Los adipocitos componen el tejido adiposo, pudiendo ser blancos o pardos, con una sola
vacuola lipidica o varias vacuolas lipidicas y un gran nimero de mitocondrias
respectivamente. Ademas, los adipocitos blancos presentan la plasticidad de que, en ciertas
condiciones o en respuesta a ciertos tratamientos, pueden pasar a comportarse
parcialmente como la grasa parda, formando lo que se denominan adipocitos beiges*® (Fig.
3).

2.1. GRASA BLANCA

La grasa blanca es la mas abundante, y se puede encontrar en practicamente cualquier parte
del cuerpo de los mamiferos'®®. Los depdsitos principales de grasa blanca se clasifican,
segun su localizacion anatomica, en grasa subcutanea y visceral. La primera se encuentra
bajo la piel y es la mayoritaria, suponiendo aproximadamente el 80% de la grasa total en

humanos, almacenandose normalmente en el abdomen y en la zona gluteofemoral*’®. Por
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su parte la grasa visceral se localiza en la cavidad peritoneal, formando principalmente los

depdsitos omental y mesentérico®’".
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Figura 3. Caracteristicas de los adipocitos termogénicos. Los distintos adjpocitos de mamiferos presentan

distinta morfologia, localizacion y desarrollo. (Figura modificada de Cohen et al*®*).

Los adipocitos blancos suelen tener una Unica vesicula lipidica que ocupa la mayor parte del
citoplasma y relativamente pocas mitocondrias, siendo su principal funcién el almacenaje y
liberacidn de energia. Estos procesos suceden como respuesta a los cambios en los niveles
energéticos sistémicos y se consiguen desplazando el equilibrio entre la lipdlisis (liberacion
de acidos grasos) frente a la lipogénesis (captacion/sintesis de acidos grasos), segun los

requerimientos del organismo®’%

La grasa blanca también actia como un érgano endocrino con la liberacién de adipoquinas.
Estas hormonas son capaces de actuar a nivel organico regulando la inflamacion y la

sensibilidad o resistencia a la insulina entre otras muchas funciones'’.

Una de las
adipoquinas mas estudiadas es la leptina, encargada de regular la homeostasis energética
a través del hipotalamo y otras regiones cerebrales para fomentar la saciedad y aumentar el

gasto energético'’*.

2.2. GRASA PARDA

La grasa parda es mucho mas minoritaria que la anterior, suponiendo alrededor del 4,3% de
todo el tejido adiposo humano. Aunque en un principio se pensaba que la grasa parda en

humanos desaparecia a lo largo de la infancia, hoy en dia se sabe que puede encontrarse en
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depdsitos cervicales, supraclaviculares, axilares, paraespinales, mediastinicos vy
abdominales'’® (Fig. 4). Pese a ser una pequefia proporcion del tejido adiposo, la grasa parda
es capaz de ejercer un impacto metabdlico considerable debido a su capacidad
termogénica. Cuando estd plenamente activo, el tejido adiposo termogénico puede
aumentar el gasto energético de todo el cuerpo en mas de un 100% en ratones y en un 40-

80% en humanos'’.
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Figura 4. Distribucion anatomica de los adipocitos termogénicos. En marrén oscuro se representan los

depdsitos adiposos pardos y en claro los beiges. (Figura modificada de Cohen et al*®).

Los adipocitos pardos se caracterizan por tener muchas vesiculas lipidicas de pequefio
tamafo y una gran densidad de mitocondrias, ademas de altos niveles de la proteina
desacopladora 1 (UCP1) que les otorga la capacidad termogénica. Cuando esta proteina se
activa, separa el catabolismo de nutrientes de la sintesis de ATP, desacoplando el gradiente
de protones en la membrana mitocondrial interna, gracias a lo cual se libera energia en

forma de calor'’®,

2.3. GRASA BEIGE

La grasa beige es un subtipo de grasa blanca que desarrolla cierta capacidad termogénica
por activacién tras ciertos estimulos, principalmente el frio. Aunque comparta los origenes

con los adipocitos blancos, morfolégicamente parece un hibrido entre adipocitos pardos y
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blancos, tiene menos vesiculas lipidicas que los adipocitos pardos pero bastantes méasy de
menor tamafio que los adipocitos blancos. Lo mismo sucede con las mitocondrias, cuyo
numero se encuentra entre los otros dos tipos de adipocitos. Ademas, posee unos niveles
mas altos de UCP1 comparado con los adipocitos blancos, pero sin llegar a la cantidad de

los adipocitos pardos.

Los adipocitos beiges pueden generarse bien por una conversion o “pardificacién” de los
adipocitos blancos o bien por una sintesis de novo (Fig. 5). Segun los estudios realizados en
ratones parece que la proporcidén entre una via u otra depende de las condiciones
ambientales previas, por ejemplo, si los animales estan albergados a temperaturas entre 20-
23°C previamente a la exposicion a frio presentan menos sintesis de novo (en torno a un
50%) que los albergados en termoneutralidad (30°C) cuya proporcién asciende hasta el
88%'”. Sin embargo, esta capacidad de generacién de adipocitos beiges a partir de células
precursoras se va limitando con la edad'’®”®. La pardificacion por su parte es bidireccional,
volviendo a un fenotipo de adipocito blanco cuando se acaba el estimulo que habia
inducido la diferenciacion a adipocito beige y quedando en un estado latente. Esto supone
que, si hay un estimulo que induzca la pardificacién, parte de los adipocitos latentes se
vuelven a convertir en adipocitos beiges, lo que permite una respuesta rapida ante una

situacién de necesidad*®’.

@ De novo biogenesis @ Whitening
s (Mitophagy)
7 (@Reinstallation
Mitochondri

Progenitors Preadipacyte Beige adipocyte Lic;gzcnezg] s ‘Dormant’” cell
* PDGFRa * PPARY « UCP1 * Leptin
* SCA1 (mice) « PRDM16 « CIDEA * Resistin
* CD81 « EBF2 « DIO2 » Neuronatin
* aSMA etc. etc.

Figura 5. Biogénesis de la grasa beige. La pardificacion de la grasa blanca se induce como respuesta a
estimulos como el frio o los agonistas adrenérgicos, y puede ser bien por diferenciacion de novo desde células
progenitoras o bien por una conversion de adipocitos blancos o re-activacion de los adjpocitos beiges

latentes (Figura obetnida de Cohen et al 165)

La grasa termogénica, tanto adipocitos pardos como beiges, es fundamental para la
adaptacion al frio exterior, pero hoy en dia esta cobrando mas relevancia por su habilidad
como disipador metabdlico del exceso de nutrientes. Muchos estudios han demostrado que
ratones con mayor actividad termogénica en su grasa se ven mas protegidos frente a la
obesidad y alteraciones metabolicas'®; es més, trasplantes de grasa parda o beige a ratones
obesos ha supuesto una mejora en el metabolismo de la glucosa'® y una disminucién de la
cantidad de grasa'®. Por su parte, en humanos también se ha visto que el aumento de la

actividad de la grasa termogénica se asocia con efectos beneficiosos en el metabolismo*®,
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Esta mejora se debe a que los adipocitos termogénicos eliminan del torrente sanguineo las
lipoproteinas ricas en triglicéridos, las acilcarnitinas, la glucosa y otros metabolitos

potencialmente téxicos que se han relacionado estrechamente con las alteraciones
metabolicas'’?.

2.4. TERMOGENESIS

La termogénesis es la generacion de calor por el organismo como respuesta a estimulos
externos, como el frio, y que permite mantener la temperatura corporal regulada. Tiene un
componente facultativo y otro adaptativo, el primero se activa cuando se necesita un extra
de temperatura de forma momentanea mientras que la adaptativa se da por necesidad
mantenida o repetida de calor'®. Este Ultimo sistema ha sido utilizado por los mamiferos

desde sus origenes lo que les ha permitido colonizar ambientes mas frios de los que podrian
habitar los animales ectotermos*®.
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Figura 6. Resumen de las caracteristicas y mecanismos relacionados con la termogénesis del tejido adiposo
pardo (en marron), blanco (en amarillo), y del musculo esquelético (en rosa). Las caracteristicas de los tejidos
se muestran en cursiva y los mecanismos moleculares en el texto recuadrado

(Figura obtenida de Chen et al®).

La termogénesis también puede dividirse en termogénesis con escalofrios, causados por la

contraccion involuntaria de musculos que produce calor ante una exposicion moderada o
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extrema al frio, y termogénesis sin escalofrios, que eleva la temperatura sin necesidad de

escalofrios y que puede ser a su vez facultativa o adaptativa™’.

Cuando baja moderadamente la temperatura de la piel, se activa el receptor de potencial
transitorio de melastatina 8 (TRPM8) de las neuronas sensoriales, que transmiten la sefial al
sistema nervioso central. Desde el hipotadlamo se libera noradrenalina que provoca la
vasoconstriccion de los capilares cutaneos, para reducir la pérdida de calor por la piel*®. Si
el frio persiste, se produce un aumento de gasto de la energia basal del organismo sin llegar
a tener escalofrios como segunda barrera para mantener la temperatura corporal central,
que es la fase de la termogénesis sin escalofrios. Si con esto no es suficiente, o el frio es mas
intenso, entonces se da la fase de la termogénesis con escalofrios. En caso de continuar la
exposicion a frio durante mucho tiempo o si es una exposicion repetitiva, se da una
adaptacién con la disminucion de los escalofrios y el aumento de la termogénesis sin
escalofrios'®®. Durante la aclimatacién al frio, la densidad de fibras noradrenérgicas de la
grasa parda y blanca aumenta notablemente, lo que favorece la estimulacion

noradrenérgica y la induccién de adipocitos beige™®.
Mecanismos de termogénesis

La termogénesis independiente de escalofrios esta liderada por la grasa parda a través de
UCP1, mientras que la dependiente de escalofrios implica al musculo esquelético mediante
la sarcolipina. Ambos mecanismos se apoyan en la hidrélisis del ATP liberando calor a través
de una reaccién exergdnica™’. UCP1 libera energia en forma de calor durante la disipacién
de la fuerza protén motriz a través de la membrana mitocondrial™®*®, y la sarcolipina
controla la termogénesis en el musculo esquelético al mediar la produccidn de calor de la

bomba Ca,-ATPasa del reticulo sarco/endoplé1smico192 (Fig. 6).

UCP1

El efector mas caracterizado de la termogénesis es UCP1, una proteina que se localiza en el
interior de la membrana mitocondrial de los adipocitos pardos y beiges. Su papel en la
termogénesis adaptativa se puso de manifiesto al ver que en ratones carentes de UCP1 la

exposicion a frio les hacia caer en hipotermia severa'®.

Cuando se activa, UCP1 desacopla la cadena transportadora de electrones lo que da lugar a
la lipdlisis de las reservas intracelulares de triglicéridos que proporcionan acidos grasos
libres como combustible para la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Fig.
7). Ademas, los acidos grasos de cadena larga aumentan la conductancia de protones de la
UCP1 en la membrana mitocondrial interna, desacoplando asi la cadena respiratoria de la

regeneracion de ATP. El consiguiente aumento de ADP, a su vez, regula la actividad de la
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cadena respiratoria, lo que conduce a un mayor consumo de oxigeno y produccién de calor.
La activacién del tejido adiposo pardo absorbe la glucosa con avidez y esta captacion
aumenta tras la exposicion repetida al frio. Sin embargo, aunque el tejido adiposo pardo es
capaz de captar cada vez mas acidos grasos en respuesta a la exposicion aguda al frio, la
exposicion repetida al frio no aumenta la tasa de captacion de acidos grasos en los
adipocitos pardos'®. Sin embargo, parece que la fuente de 4cidos grasos esta derivada de
la lipdlisis de los adipocitos blancos en lugar de la lipdlisis de novo en los adipocitos

termogénicos, y que estos acidos grasos son necesarios para activar UCP1**,

Mitochondrial proton uncoupling

Electron transport chain Purine
nucleotides

'Outer mitochondrial . LCFA H‘
membrane @ %UCPI
NADH H, o

ADP + PI

Inner mltochondnal ATP h
membrane Mitochondrial matrix AR

Figura 7. Desacoplamiento de la cadena de electrones por UCP1. UCPI se encuentra en la membrana
mitocondlrial interna y desacopla el gradiente de protones de la sintesis de ATP, provocando la liberacion de
calor

(Figura modificada de Cohen et al**)

Sarcolipina y el ciclo del Ca**

El musculo esquelético contribuye a la termogénesis a través de mecanismos
independientes de UCP1. El principal mecanismo implica los ciclos de calcio del reticulo
sarco/endoplasmico Ca®* -ATPasa (por sus siglas en inglés SERCA), que se encuentra en el
reticulo sarcoplasmico de las células musculares y del tejido adiposo pardo y bombea
activamente iones de Ca’" al reticulo sarcoplasmico durante la relajacién muscular (Fig. 8).
La SERCA esta regulada por fosfolamban y la sarcolipina, esta ultima es un pequefio péptido
que desacopla la hidrdlisis del ATP del transporte de Ca’* y por tanto da lugar a una

interrupcién del ciclo, lo que produce termogénesis*®

De hecho, los ratones knockout de sarcolipina aumenta compensatoriamente la expresion
de UCP1 en los adipocitos termogénicos, de la misma forma que los de UCP1 elevan los
niveles de sarcolipina en el musculo. Sin embargo, los ratones deficientes para ambos
factores son incapaces de mantener la temperatura corporal y entran en hipotermia severa

si se les expone a bajas temperaturas'®
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Como se puede ver, la termorregulacibn es un mecanismo importante para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo y estd finamente regulado. Por tanto,
existen mecanismos compensatorios que pueden ser activados en caso de no disponer de
UCP1. Ademas de la sarcolipina también contribuyen a la termogénsis en menor medida el
ciclo de la creatinina, que aumenta en adipocitos beiges tras la exposicion al frio en ratones
knockout de UCP1', el ciclo de lipdlisis de triglicéridos o la lanzadera de GDP, aunque de

forma menos eficiente (Fig. 9).

b Ca* futile cycling

Plasma «1-AR B3-AR
membrane m m

’ \ o
Increase in cytosolic Ca® | 2 © + Increased Ca® cycling

GED arp o-——i—e—Ca
Endoplasmic A0k RYRZ% IP3R
reticulum SERCA2ZB
Cytosol

Figura 8. Ciclo infructuoso del Ca°* en el SERCA, que constituye uno de los mecanismos de termogénesis

independiente de UCP-1 (Figura modificada de Cohen et al**)
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Figura 9. Ciclo infructuoso de la creatinina (A) y de lipdlisis de TAG (B) (Figura modificada de Cohen et al*®*)
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2.5.HIPOTERMIA TERAPEUTICA COMO TERAPIA FRENTE A
LA OBESIDAD

Como se ha explicado en el apartado anterior, en condiciones de estrés por frio, la
temperatura corporal central se mantiene inicialmente en niveles normales a expensas de
un gran coste energético, pero si el organismo pierde la capacidad para mantener su

temperatura corporal normal, cae en hipotermia.

La hipotermia en el ser humano es definida como el descenso de la temperatura corporal
por debajo de los 36°C. Sus efectos son por lo general negativos, con sintomas que incluyen
desde escalofrios y torpeza en los casos de hipotermia ligera (35-33°C) hasta falta de
consciencia, descenso de la tensién arterial e incluso la muerte en los casos mas graves si se

da una disminucién de la temperatura por debajo de 30°C.

Aparte de los posibles efectos negativos de la hipotermia, numerosas investigaciones han
demostrado que es una herramienta terapéutica potencialmente muy Gtil frente a los dafios

197
, la

ocasionados por complicaciones cardiacas o neurolégicas, tales como el infarto
reanimacion cardiopulmonar'®®, la encefalopatia isquémica neonatal'*® e incluso para evitar
la pérdida de audicion residual en implantes cocleares®®. Esto es debido a que, en
condiciones de hipotermia, la célula pasa de estar en un estado activo de crecimiento a un
estado de preservacién celular. En esta nueva situacion se observa una disminucion de la
actividad metabdlica y el consumo de oxigeno, tiene lugar una modificacion de los patrones
de expresion génica normales e incluso se produce una alteracién de la morfologia celular
con importantes cambios en el citoesqueleto. Ademas, estudios recientes han demostrado
que la hipotermia terapéutica no solo puede reducir y prevenir dafios en la isquemia

21y en lesiones de la médula espinal®®, sino que, ademas, parece retrasar el

aguda
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas crénicas como la esclerosis lateral
amiotréfica®®. Esto pone de manifiesto el elevado potencial de aplicacion terapéutica de la

hipotermia.

Respecto a la obesidad, se ha estudiado mucho la relacion entre la hipotermia y la

termorregulacién como posible mecanismo para reducir la grasa. El tejido adiposo pardo,

como centro principal de la termogénesis adaptativa, parece tener un papel protector frente

a la obesidad y las enfermedades metabdlicas, tanto por su capacidad de utilizar la glucosa
.. . , . . 204 . P

y movilizar lipidos para la termogénesis como por su papel endocrino”™". Si ademas se

aumenta la cantidad de adipocitos beiges, como sucede en situaciones de hipotermia, aun

se potenciaria mas el efecto termogénico.

Sin embargo, el simple descenso de la temperatura, aunque sea de forma controlada,

conlleva posibles efectos secundarios adversos que pueden resultar peligrosos como la

33



| INTRODUCCION

diminucién de la respuesta inmune o el fallo renal®®?%. En este sentido, en las uGltimas
décadas ha cobrado relevancia el estudio de moléculas que puedan simular el papel
protector de la hipotermia pero que actien a temperatura normal (37°C), de manera que se

puedan desarrollar estrategias terapéuticas para controlar y optimizar el tratamiento.

I 3. MOLECULAS DE RESPUESTA A FRIO: CIRP Y RBM3

Al disminuir la temperatura corporal, no solo se produce una reduccién del metabolismo
corporal, sino también una disminucion generalizada de la sintesis de proteinas a nivel
celular. Sin embargo, un pequefio grupo de proteinas (cold-shock proteins), entre las que
se encuentra la proteina de unién al RNA inducibles por frio (CIRP) o la proteina con motivo

de union al RNA (RBM3), ve su sintesis estimulada por la baja temperatura.

3.1.ESTRUCTURA

CIRP, también conocido como CIRBP o ribonucleoproteina nuclear heterogénea Al8
(hnRNP A18), es una proteina de 19 kDa compuesta por 172 aminoacidos (Fig. 10), cuyo gen
en humanos se encuentra en el cromosoma 19 region pl13.3. Al igual que otros miembros
de la familia de las hnRNP, CIRP se une al RNA mensajero y ribosomal presente en la célula

y regula su vida media, la expresion potencial de multiples genes'y, por tanto, su funcion.

Figura 10. Estructura tridimensional de CIRBP (PDB: 1X5S). El dominio N-terminal esta representado en azul y

el C-terminal en rojo.

Aligual que muchos mRNA que son regulados como respuesta al frio, el mMRNA que codifica
para CIRP contiene en laregion 5' -UTR secuencias tipo IRES (Internal Ribosome Entry Site
o Sitio Interno de entrada al ribosoma), que se definen como secuencias nucleotidicas que
favorecen la iniciacion de la sintesis proteica permitiendo el reclutamiento directo de los

ribosomas sobre ellos. Se ha demostrado que esta regién es un punto de regulacion en los
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niveles de CIRP a nivel transcripcional, ya que su actividad IRES se modifica por la
temperatura, activandose con el frio®”. Ademas, también estd regulado a nivel de la
secuencia codificante del mRNA, donde segun las condiciones ambientales se pueden
producir diferentes transcritos. Por ejemplo, en animales en hibernacion es mas frecuente el
transcrito corto, que tiene el marco abierto de lectura (open reading frame, ORF) completo,
mientras que en los animales que no hibernan predomina el transcrito mas largo, que
contiene un codén de parada y da lugar a una proteina truncada y por lo tanto inactiva®®2%,
En la regién amino-terminal, CIRP tiene un motivo de reconocimiento de RNA (RRM)
altamente conservado, que contiene dos dominios ribonucleoproteina, RNP1 y RNP2 (Fig.
11). Por su parte, el dominio carboxi-terminal contiene varios motivos, no tan conservados,
ricos en arginina y glicina (RGG), los cuales han sido asociados al control de la distribucion
nucleocitoplasmatica de la proteina dentro de la célula, tal y como ocurre en otras hnRNP.
De manera general, se considera que es una proteina con localizacién nuclear, pero bajo
condiciones de estrés se transloca al citoplasma y se acumula en los granulos de estrés
citoplasmaticos®'!. Concretamente, algunos autores sugieren que es la metilacién de los
residuos de arginina en los dominios RGG la responsable de la acumulacién de CIRP en el

citoplasma en situacién de estrés celular®?'2.

A RNA recognition motif (REM) Arginine glycine-rich motif (RGG)
1 A

B

Ardilla raja
Rata
Humano
0s0 palar

Ardilla raja &7
Rata &7
Humano &7

Osa polar &7

Ardilla roja 123 168
Rata 123
Humana 133

Osa palar 133

Figura 11. Estructura simplificada de los dominios de CIRP (A). Alineamiento de la secuencia de aminodcidos

de CIRP en diferentes especies de mamiferos (B).

3.2.FUNCION

Los niveles de CIRP varian entre especies, tipos celulares y el estado de desarrollo. Por
ejemplo, en humanos se expresa abundantemente en el tiroides y el corazén. En ratas, sin
embargo, se expresa predominantemente en cerebro, corazén, musculo, higado, rifién y

endometrio, asi como en macréfagos y neutréfilos?.
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Aunque ha quedado claramente demostrada la relacion existente entre la hipotermia y los
incrementos en los niveles de CIRP, el mecanismo molecular por el cual el frio y otros
factores modulan la transcripciony la traduccion de CIRP no es del todo conocido. De hecho,
pese a que se ha caracterizado a CIRP precisamente por su sobreexpresion ante un choque
térmico con frio, se ha visto que también puede aumentar sus niveles celulares ante otros
estimulos enddgenos?* y medioambientales independientes de la temperatura, como por

ejemplo la radiacion UV?* o la hipoxia®*®.

Tras la exposicion a radiacion UV tiene lugar la union de CIRP a la region 3" -UTR de la
proteina de replicacion A (RPA) y de la tioredoxina (TRX), dos transcritos de respuesta a
estrés, estabilizando estos RNAs y favoreciendo su traduccion?'’. Curiosamente, se ha visto
que la exposicion a la radiacién en vuelos espaciales favorece la produccién de CIRP, asi
como de otras hnRNPs, con el fin de promover la reparacién de los dafios generados en el
DNA?®,

También se ha demostrado la existencia de una regulacion de los niveles de CIRP por la
hipoxia, si bien la comprension de esta relacion es complicada ya que, cuando la hipoxia es
leve, parece que se favorece la expresion de la proteina, pero cuando esta es severa lo que
se aprecia es una supresion de la expresion de CIRP?™. Lo cierto es que parece que otros
factores tales como la vulnerabilidad celular, la carcinogénesis o la inflamacién, pueden

influir considerablemente junto con la hipoxia en los niveles de CIRP presentes en las células.

Al igual que sucede en el caso de otras proteinas de unién a RNA, se ha visto que CIRP es
capaz de modular la apoptosis jugando un papel anti-apoptético en situaciones de
hipotermia?*®***. Por ejemplo, en células neuronales de rata este efecto parece darse a
través de la ruta de apoptosis de la mitocondria ya que, en estudios al respecto, se muestra
una disminucién de la expresién de moléculas pro-apoptéticas (Bax, Bad, Bak, Cycs, Apaf-1,
Caspasa-9 y Caspasa-3)*%. Algo similar se puede observar en modelos de rata al aplicar
hipotermia tras un paro cardiaco, donde disminuye la expresion de Bax, Caspasa-3y -9y se

221 A la luz de estos datos,

estabiliza la expresion de Bcl-2, que tiene papel anti-apoptético
parece que este puede ser el origen de los efectos positivos de la hipotermia terapéutica en

los distintos tipos de patologias que responden a la hipotermia.

Estudios recientes han puesto de manifiesto que CIRP esta implicado en otras rutas de
sefalizacion celular. Por ejemplo, se ha demostrado que, tanto a temperatura normal como
en condiciones de hipotermia, CIRP ejerce un papel modulando el envejecimiento celular,
ya que se ha podido asociar su actuacién con una preservacion de la actividad telomerasa

(Fig. 12) presente en las células®®.
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Ademas, recientemente se ha observado que CIRP puede favorecer la proliferacion celular,
induciendo el paso de una fase del ciclo celular al siguiente?”. A nivel reproductivo,
coincidiendo con el hecho de que las células germinales de los testiculos de mamiferos
necesitan desarrollarse a una temperatura ligeramente inferior al resto del organismo, se ha
comprobado que una mayor expresién de CIRP favorece la espermatogénesis (Fig. 12).
Estudios de medicina reproductiva han revelado ademas que, en ovocitos, la expresion de
CIRP durante la criopreservacion supone la protecciéon frente a la cristalizaciéon y el estrés

por frio en la congelacion rapida®.

Anti- Spermatogenesis
senescence Cancer progression

= 3.UTR == AAAA

Frizzled |

Immune

response. Stress responses

Stemness Circadian rhythm

Figura 12. Redes moleculares de CIRP y su implicacion en funciones fisiologicas y patologicas
(Imagen obtenida de Zhu X. et alf®)

Como se puede ver, la actuacion de CIRP a nivel celular tiene muchas mas implicaciones
bioldgicas que las inicialmente esperadas. De hecho, al ahondar en el estudio de esta
proteina, ha resultado que no solo juega un papel importante en la hipotermia, sino también
en el ritmo circadiano, en la respuesta inmune, en el cancer e incluso en la regulacion de la

glucemia (Fig. 12). Por ejemplo, forma parte de las variaciones circadianas en mamiferos,
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que estan influidas tanto por la luz como por la temperatura corporal, y ademas regula la
expresion de genes circadianos®®. Por otra parte, se ha visto que CIRP puede ser secretado
por el higado y el corazdn y actuar como mediador de la inflamacion en situacion de shock

hemorragico y sepsis por estimulacion de la secrecion de TNFa y TGFR?.

Recientemente se ha visto que CIRP interacciona con la ruta de sefalizacion AKT?®

, que
entre otros procesos regula la resistencia a insulina transitoria de animales en hibernaciény
cuyo mal funcionamiento es responsable de la resistencia a lainsulina en la diabetes mellitus
tipo 222, Con este hecho se pone de manifiesto la plasticidad funcional de CIRP y, ademas,

puede abrir la puerta a una diana terapéutica muy interesante frente a la diabetes.

3.3. INCONVENIENTES

Pese a los efectos positivos que se han descrito para CIRP, también se ha visto que, en
circunstancias similares, su implicacion puede resultar perjudicial. Uno de estos casos
paraddjicos es la liberacién en el corazén e higado de CIRP a la circulacion (lo que se conoce
como CIRP extracelular o eCIRP), ya que provoca dafio celular al inducir la respuesta
inflamatoria al estimular la producciéon de TNFa y HMGB1 de macréfagos a través del
TLR4/MD-2%' . Pero, a su vez, la inflamacion permite la regeneracion posterior. Esta dualidad
se puede observar también en dafios isquémicos cerebrales, donde si CIRP permanece
intracelular tiene un efecto protector de la apoptosis en neuronas, pero si se libera provoca

dafios severos debido a la estimulacién de la neuroinflamacion.

Respecto a su papel en cancer, se ha visto que actia como proto-oncogen, promoviendo la
proliferacion celular debido a su papel regulatorio del ciclo celular. Ademas, no solo se
expresa en mayor nivel en células malignas de ciertos canceres, sino que también se asocia
con un peor prondstico al disminuir la quimiosensibilidad de las células tumorales®*°y con
un mayor riesgo de recurrencia en hepatocarcinomas (Tabla 2). Esta relacidon viene
determinada precisamente por la capacidad inflamatoria y proliferativa antes mencionada,
donde la accién extracelular de CIRP genera la activacion de citoquinas que se cree que

favorecen tanto la progresion tumoral como la malignidad del tumor.
Tabla 2. Papel de CIRP en el céncer (Tabla obtenida de Lujan et al. )

Roles of CIRP as a Tumor Suppressor

Role Possible Mechanisms/Conclusions Experimental Model(s) | References
Slows cell growth via prolonging o . . Mouse Fibroblasts (Nishiyama et
Possible interaction with G1 regulators
G1 phase (BALB/3T3 Cells) al, 1997)
Human Rectal R.Yang et al,
Inhibits proliferation through its Binds and increases translational ) (
) ) o carcinoma cells (RKO 2006; R. Yang et
function as a stress-induced RBP efficiency of DNA damage response -
cells) al.,, 2010)
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Inversely correlates with
proliferation/reduced in
endometrial cancer compared to
normal endometrium

Slows doubling time in ovarian
cancer cells/reduced in malignant
compared to benign ovarian

tumors

Decreases proliferation during

mammary gland development

Part of transcriptomic signature for
parity

genes ATR, Trx-1, RPA2 via 3' UTR
binding

Maintains normal endometrial function,
aside from its role as a stress response

protein

Prevents malignancy in ovarian tumors

Halts proliferation when it is no longer

needed during development

Breast differentiation leads to
transcriptomic changes that decrease the
lifetime risk for breast cancer in parous

women

Human Normal
Endometrium and
Endometrial
Carcinoma Tissues
Human Malignant and
Benign Ovarian
Tumors, Ovarian
Cancer Cells
Transgenic mice
expressing hCIRP in

mammary glands

Human breast biopsies
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(Hamid et al.,
2003)

(Biade et al.,
2006)

(Lujan et al.,
2016)

(Suraj Peri et al.,
2012)

Roles of CIRP as a Tumor Promoter

Role

Possible Mechanisms/Conclusions

Model

References

Bypasses replicative senescence in

vitro; overexpressed in breast,
prostate, colon and pituitary
cancers

Downregulation impairs prostate
cancer cell survival

Upregulates HIF-1a in  breast
cancer and melanoma xenografts,
cyclin E1 in breast cancer cells, and
is part of autoantibody signature in
breast cancer

Knockdown results in decreased

telomerase activity /n vitro

Upregulation decreases p53 levels
and activity, decreasing apoptosis;
induced EMT markers

Enhances translation via ribosomal
protein S6 and 4E-BP1

increases ERK activation, cyclin D1 and

interactions;

proliferation; decreases p27 via Erkl/2
signaling pathway
Downregulation mimics heat stress and

impairs cancer cell survival

Stabilizes HIF-1a and cyclin E1 mRNAs,

increasing their translation

Stabilizes TERC mRNA, increasing its
translation; stabilizes telomerase complex
assembly in Cajal bodies

Unknown mechanism of p53 regulation;
function in EMT relies on its RRM motif

Mouse Embryo
Fibroblasts and Human

Tumors

Human Prostate
Cancer Cell Lines (PC3
and LNCaP Cells)

Human Breast Cancer
(MCF7  Cells),

Melanoma

cells
Human
Cells (HEMa-LP) and
Human Breast Tumors
Cancer  Cell
(HTC75, Hela, U20S,
HEK293)

Lung Carcinoma Cells
(A549); Hepatoma cells
(HepG2, SK-HEP-1)

Lines

(Artero-Castro
et al, 2009; Jian
etal, 2016)

(Zen et al,
2009)

(Chang et al,
2016; Guo et al.,

2010; Mangé et
al, 2012)

(Zhang et al,
2015)

(Lee, Ahn, &
Jang, 2015,
2016; Sakurai et

al., 2006)

3.4. MECANISMO

Como ya se ha mencionado previamente, los mecanismos moleculares que controlan los
cambios en los niveles de CIRP como consecuencia de la hipotermia estan poco claros.
Generalmente, la elevacion de los niveles de una proteina presente en una célula se puede
deber a dos factores: o bien tiene lugar un incremento en la expresion génica que eleva los

niveles de su mRNA y, por tanto, los de la proteina; o bien tiene lugar una inhibicién de los
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mecanismos de degradacidn de la proteina que hacen que esta no desaparezca a la misma
velocidad. En el caso de CIRP, al ser una proteina de respuesta rapida a multiples estreses,
cabria pensar que su acumulacion se debe a la sinergia entre ambos factores. Sin embargo,
aun es necesario profundizar mas en el estudio de los mecanismos de respuesta a frio para
lograr entender los procesos que tienen lugar en la célula en las primeras etapas de la

hipotermia.

4. CILIO PRIMARIO

Con el fin de ahondar en los mecanismos de captacién del frio es necesario comprender
cdmo se relacionan las células con su ambiente. Estas necesitan poder percibir distintos
tipos de sefales extracelulares, como estimulos quimicos y mecanicos, procedentes del
entorno extracelular para poder funcionar correctamente, y una de las principales
estructuras celulares que permite trasmitir los cambios en el ambiente al interior de la célula

es el cilio primario.

4.1.;QUE ES?

El cilio primario es un cilio Unico e inmévil con forma de antena que esta presente en la
mayoria de los tipos celulares de los mamiferos. Esta estructura es capaz de actuar como un
sensor ante multiples estimulos extracelulares gracias a una composicion Unica de lipidos y
receptores en su membrana que, junto con su citoesqueleto, le permite detectar cambios
en el entorno y trasmitirlos al resto de la célula?*'. Cuando el cilio primario se describié en la

década de los 60%*

, Se pensd que era una estructura vestigial pero hoy en dia se sabe que
tiene un papel importante en multiples rutas de sefalizacién como Hedgehog (Hh),
Wingless (WNT) y receptores acoplados a proteina G (GPCRs), entre otras®*>. De hecho, los
defectos en el desarrollo del cilio primario dan lugar a una amplia variedad de enfermedades
conocidas como ciliopatias, que afectan a multitud de érganos®**. Por todo ello se puede
considerar al cilio primario como una antena celular y centro de sefalizacion para la

morfogénesis y la homeostasis de los tejidos*®.

4.2 . ESTRUCTURA

El cilio primario tiene habitualmente entre 250-300 nm de diametro y 1-10 um de
longitud?®*®. Est4 constituido por el cuerpo basal, que se origina a partir del centriolo madre,
desde el que se prolonga una columna de microtubulos recubierta de membrana que

237

conforma el axonema®’ (Fig. 13.A). A diferencia de los cilios moéviles, cuyas proteinas

asumen unas posiciones especificas formando una estructura conservada incluso entre
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especies, los cilios primarios tienen una arquitectura y una composicién proteica mucho mas

heterogénea y, potencialmente, especifica para cada funcion®®.

La membrana ciliar es continua con la membrana basal y ambas comparten el mismo origen
bioquimico, sin embargo, tienen una composicién proteica y lipidica diferente?®. En
concreto, la membrana ciliar esta enriquecida en receptores de sefalizacién especificos,
como RTKs, GPCRs o receptores TGFB/proteina morfogénica 6sea (BMP) y también canales
idnicos®! (Fig. 13.A)
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Figura 13. Resumen de la estructura y sefializacion del cilio primario (a), con una imagen del cilio primario de
un fibroblasto embrionario de raton obtenida por microscopia electronica de barrido (b), las ciliopatias
asociadas al cilio primario (c) y la capacidad sensorial junto con las rutas de sefalizacion en las que esta

implicada esta estructura (d). (Figura obtenida de Anvarian et al. ")

Por su parte, el axonema sigue una estructura candnica de microtibulos de 9+0 (9 dobletes

de microtubulos sin par central), a diferencia de los cilios méviles que tienen axonemas con
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doblete central, 9+2, que facilita la motilidad ciliar (Fig. 13.A). Sin embargo, a medida que se
ha profundizado en el estudio del cilio primario se ha visto que no siempre siguen el patréon
9+0, si no que pueden tener un doblete central®**?*! o0, como se ha visto por criotomografia
electronica en células MDCK-II, el anillo periférico de dobletes de microtubulos se
interrumpe a pocos micrémetros de la zona de transicién al migrar algunos dobletes hacia

el centro del axonema®*%.

El cuerpo basal es un centriolo modificado que procede del centriolo madre del centrosoma.
Contiene estructuras especializadas en su extremo distal, que regulan aspectos criticos de
la biogénesis ciliar y de la funcién, por ejemplo, el anclaje del cuerpo basal a la membrana
plasmatica o las vesiculas durante las primeras etapas de la ciliogénesis®*. Entre el cuerpo
basal y el axonema se encuentra la zona de transicién (TZ que, junto con las fibras de
transicion del cuerpo basal, controlan la entrada y la salida de las proteinas ciliares,

contribuyendo asi a la compartimentalizacion del cilio®*

(Fig. 13.A). Ambas estructuras
tienen una gran importancia fisiolégica, de hecho, las mutaciones en los genes que codifican
los componentes del mddulo proteico de TZ y de las fibras de transicién del cuerpo basal
dan lugar a ciliopatias graves como el sindrome de Joubert, el sindrome de Meckel-Gruber

o la nefronoptisis*** (Fig. 13.C).

4.2.1. TRANSPORTE INTRAFLAGELAR

Independientemente de su funcién, arquitectura y origen especificos, ninguna de las
numerosas proteinas ciliares se sintetiza en el cilio. Todas las proteinas que lo componen se
producen en el cuerpo celular y se transportan a la zona de transicion y a la base ciliar. Ahi
se da un proceso selectivo que solo permite la entrada al compartimento ciliar a las
proteinas cuyo destino es el cilio. Una vez dentro, Unicamente las proteinas y moléculas muy
pequefas pueden desplazarse eficazmente por simple difusion hasta su ubicacion final. Por
lo tanto, la mayoria de los componentes del cilio tienen que ser transportados activamente
dentro, fuera y a lo largo del cilio, lo que se consigue gracias al sistema de transporte
intraflagelar (IFT, por sus siglas de “intraflagellar transport” )?*®. El IFT supone un punto de
regulacion de la composicion y funcién ciliar junto con las fibras de transicion de la TZ y el
cuerpo basal, siendo necesario para aportar los componentes basicos para la biogénesis y

mantenimiento del cilio, como se vio por primera vez en C reinhardtif®.

El sistema de IFT mueve las distintas cargas hacia el apice (transporte anterégrado) o hacia
la zona basal (transporte retrogrado) por los microtubulos del axonema. Por ejemplo, los
distintos receptores se mueven hacia dentro o fuera del organulo, donde son degradados o
reciclados. Este transporte esta mediado por complejos proteicos que pueden disociarse en

los complejos IFT-A e IFT-B 1y 2, que contienen 6, 10 y 6 subunidades, respectivamente®*®
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8 Los complejos IFT se alinean formando “trenes” que se transportan desde la base

hasta la punta del cilio en el IFT anterégrado, impulsado por el motor kinesina-22*

.y luego

. , . . . . c4: 250
regresan a la base ciliar en el IFT retrogrado, impulsado por la dineina-2 citoplasmatica®".
Otro complejo multiproteico, el BBSome, actia como un adaptador que conecta los
complejos IFT con las moléculas de sefializacion y es necesario para la exportacion ciliar de

los receptores de sefializacion activados®**#? (Fig. 13.A)

4.3.BIOGENESIS DEL CILIO PRIMARIO

La biogénesis del cilio primario es un proceso complejo en el que intervienen multiples
maquinarias y vias de sefalizacion celulares. La formacion del cilio primario esta
intimamente ligada al control del ciclo celular y comienza cuando la célula entra en la fase
GO o Gl temprana hasta su reabsorcion antes de que la célula entre en mitosis. La
ciliogénesis comienza con la migracion del centrosoma hacia la superficie celular para
convertirse en el cuerpo basal, seguido de la extensién de los microtibulos del axonema, la
formacion de la TZ y el crecimiento del cilio a través de mecanismos de tréfico ciliar como el
IFT. El cilio persiste normalmente durante toda la fase G1 y, el momento de la reabsorcion
difiere entre los distintos linajes celulares, siendo mas comun en la fase S o G2. Tras la
reabsorcion, el centriolo es liberado y se somete a un proceso de diferenciacién para servir
como centro organizador de microtlbulos hasta que la célula entra de nuevo en quiescencia

y se reanuda la ciliogénesis®>.

Dependiendo de si la elongacion se inicia en la superficie de la célula o en el citoplasma, el
proceso de biogénesis de los cilios primarios puede clasificarse como una ruta extracelular
o intracelular. La ruta extracelular se da en células epiteliales polarizadas del rindn o del
pulmén®?, mientras que el ensamblaje intracelular es el mas habitual y se da en la mayoria
de las células®’. En esta Gltima se da la maduracion del centriolo madre, el reclutamiento de
vesiculas pre-ciliares por el centriolo madre tras lo cual se forma la TZ compartimentalizando
el cilio; una vez generado el compartimento ciliar se procede a la elongacion del axonema
por medio del IFT y, finalmente, se ancla el cuerpo basal y se fusiona la vesicula pre-ciliar

con la membrana celular quedando asf el cilio expuesto al exterior®® (Fig. 14).

A la hora de determinar la elongacién del axonema, se ha visto que el cilio primario tiene
una largura que varia segun el tipo celular, y que puede ser necesaria para su
funcionamiento 6ptimo®*°. De hecho, dentro de las ciliopatias pueden verse defectos en la
sefializacion y diferencias en la longitud de los cilios®’*®. Ademas, en enfermedades
complejas no causadas por una lesién genética en los cilios primarios, por ejemplo, en la
obesidad®??®° |a diabetes tipo 2%°' y en lesiones renales®®, se han observado cambios en la

largura del cilio en las células afectadas. Esta largura viene determinada por el equilibrio
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entre ensamblaje y desensamblaje del citoesqueleto ciliar en el que las proteinas del

transporte flagelar juegan un papel principal®®.

H.Y. Chenetal Seminars in Gell and Devel 1 Biology 110 (2021) 70-38
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Figura 14. Biogénesis del cilio primario. Formacion y desensamblaje durante el ciclio celular (A), con el detalle

de la biogénesis intracelular (B). Figura obtenida de Chen et aF*’

Ademas, los cilios también pueden liberar ectosomas desprendiéndose del material que
contiene la membrana de la superficie del organulo. La funcién de estas vesiculas
extracelulares se ha relacionado con el mantenimiento de la integridad ciliar, el equilibrio de

los eventos de sefializacion intraciliar y/o la transmisién de sefiales a otras células®**?**

4.3.1. FUNCION

Aunque el cilio primario, en cierta manera, al secuestrar el centriolo tiene un efecto en la
division celular, su funcion principal reside en la sefializacion celular. A través de diversas
rutas son capaces de coordinary controlar procesos del desarrollo, plasticidad de los tejidos
y funcién de mdltiples 6rganos (Fig. 13.D).
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Cilio primario durante el desarrollo

El cilio primario tiene un papel muy importante en numerosas rutas de sefializacién, gracias
a su composicion rica en receptores y su capacidad de trasmitir las sefiales extracelulares al
interior de la célula. El conjunto de componentes de sefializacion dentro del cilio es
dinamico y esta estrechamente relacionado con el estado de diferenciacion y microentorno
de la célula®®, lo que podria explicar como tipos celulares especificos son capaces de recibir
y convertir elementos de sefalizacion en distintos momentos del desarrollo y en
condiciones fisiolégicas diferentes. Los cilios primarios regulan las interacciones de las rutas
de sefalizacién y organizan redes espacio-temporales de sefalizacion durante el desarrollo;
ademas tienen un papel en el mantenimiento de la homeostasis tisular. Todo esto a través
de las principales vias de sefializacién relacionadas con el desarrollo, incluidas las reguladas
por Hedgehog, GPCRs, WNT, RTKs, TGFB/BMP, Notch, Hippo 0 mTOR?3233266

Principales rutas de sefializacion
La asociacién entre la ruta Hedgehog y los cilios primarios esta bien establecida. De hecho,
los cilios primarios son necesarios para esta sefializacion®’. Esta ruta es capaz de regular
muchos destinos celulares y su importancia en el desarrollo embrionario, la biologia de las
células madre y la homeostasis de los tejidos se puso de manifiesto al verse implicada en
varios canceres y sindromes congénitos®®. Por ejemplo, su principal ligando, la proteina
Sonic hedgehog (Shh), media en la actividad de dos centros de organizacidn embrionaria
clasicos de los vertebrados®®, y fallos en el IFT interrumpen la sefializacion de Shh dando

lugar a anomalias congénitas?’%?’*

. En concreto, las alteraciones de la ruta Shh por
mutaciones en alguno de sus genes produce defectos de cierre del tubo neural, hidrocéfalia,
y otros defectos de la linea media como el encefalocele occipital, defectos del cuerpo calloso
y holoprosencefalia?’2. Lo mismo sucede con la proteina Indian hedgehog (Ihh), molécula
clave en la sefalizacion para la osificacion endocondral, responsable de la mayoria de los
componentes del esqueleto, incluidas las costillas y los huesos largos, a través de la

regulacion de la maduracién de los condrocitos durante los procesos de osificacion®’>,

El cilio primario también es un punto importante para la sefializacién por GPCR, la mayor
superfamilia de receptores de sefializacién del genoma humano?*. Muchos GPCRs y sus
moléculas efectoras secundarias se localizan en los cilios de diversos tipos de células de
mamiferos. Por ejemplo, la relacién GPCRy cilio primario se puede ver en el desarrollo de la
conectividad interneuronal, ya que la interrupcion condicional de ARL13B, una GTPasa
necesaria para la correcta sefalizacion ciliar altera el desarrollo de los circuitos en las
interneuronas post-migratorias en el nicleo estriado del ratéon?”>. Otro ejemplo se da en las
primeras etapas del embarazo durante la implantacion embrionaria, ya que una alteracion

de la ciliogénesis en los trofoblastos favorece la activacion de ERK1/2, la elevacion de las
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metaloproteinasas de matriz (MMP) y la invasién celular via EG-VEGF cuyo receptor,

receptor 1 de proquineticina (PKR1), esta en el cilio primario®’®.

La sefializacion WNT comprende una serie de rutas evolutivamente conservadas que
coordinan muchos procesos celulares a lo largo de la vida de la célula. Dentro de WNT hay
dos vias de sefializacién principales conocidas como WNT-B-catenina (via canénica) y WNT-
polaridad celular planar (via no candnica). Para esta Ultima esta aceptado que la ciliogénesis
normal es esencial, ya que las proteinas ciliares vinculan la polarizacion del cuerpo basal con
la regulacion de la polaridad celular planar®”’. Sin embargo, el papel del cilio en la via

candnica esta sujeto a algo més de controversia®*>.

Cilio primario en tejidos adultos

La sefalizacién mediada por el cilio primario es fundamental durante el desarrollo, y
seguramente lo siga siendo en las poblaciones de células madre de los tejidos. Si bien la
alteracion del cilio primario en la vida adulta no presenta la letalidad de las aberraciones que
se aprecian durante la fase embrionaria, estos organulos tienen un papel fundamental para
el funcionamiento correcto de los tejidos. Es mas, en el organismo adulto, muchas de las
células ya diferenciadas tienen cilios primarios y las alteraciones en su funcion o biogénesis
se asocian con obesidad, enfermedad poliquistica del rifién (PKD), degeneracién de retina,
problemas en la funcién hepatica, deformidades esqueléticas, defectos cardiacos

congénitos y anomalias del desarrollo cerebral?’3?7°.

Por ejemplo, en el rifidn los cilios primarios sobresalen de la superficie apical de las células

epiteliales que recubren los tibulos y conductos de las nefronas®*°

.Ahi el cilio primario actla
como sensor que responde a las modificaciones del flujo, la composicién y la osmolalidad
de la orina, modulando importantes vias de sefalizacion intracelular como WNT?! o
Hippo?®2. Una alteracion en estos cilios provoca el desarrollo de la PKD ya que la largura del

cilio esté relacionada con la sensibilidad al flujo e inhibicién de la formacién de quistes?®,

Otro caso se da con los cilios primarios de los colangiocitos, que son las células epiteliales
que revisten los conductos biliares. Al igual que en el riidn, los cilios primarios de los
colangiocitos tienen un papel como mecano-, quimio- y osmorreceptores que permiten
detectar el flujo, composicién y osmolaridad en el canal biliar, transduciendo estas sefiales
a través de la modulacién del calcio intracelular y del cAMP?*. De hecho, algunas
mutaciones en las proteinas ciliares dan lugar a una malformacién de la placa ductal del

higado con formacién anormal de los conductos biliares®®.

Los conos y bastones de los fotoreceptores de la retina de los vertebrados contienen un cilio

primario modificado que se conoce como segmento externo y que es donde se inicia la
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fototransduccion®®’. Estos cilios modificados estan estructural y funcionalmente adaptados
a la captura eficiente de fotones y, aunque tienen una morfologia y una composicién
proteica similar, se diferencian en detalles que les da una funcionalidad distinta?*®. Por
ejemplo, los conos son los responsables de la vision en color de alta resolucion que funciona
con luz brillante, mientras que los bastones son los encargados de la captura de fotones de
alta sensibilidad en condiciones de luz tenue®®. Como consecuencia, ciertas mutaciones de
las proteinas fotorreceptoras implican un defecto en el desarrollo, mantenimiento o funcién
del cilio que da lugar a un fenotipo de distrofia de retina que aparece frecuentemente en las

ciliopatias?®®,

También ha quedado de manifiesto laimportancia de los cilios primarios neuronales debido
a que muchas ciliopatias estan asociadas con enfermedades neuropatoldgicas, que pueden
ir desde alteraciones anatémicas hasta enfermedades neuropsiquiatricas?®****. De hecho,
los cilios primarios de las neuronas estan enriquecidos en ciertos GPCRs y proteinas
efectoras que aparecen alterados en modelos murinos de sindrome de Bardet-Biedl
(BBS)*. Tanto este como el sindrome de Alstrdm (ALMS) estan asociados con la

obesidad?®®?

, sugiriendo la implicacion del cilio primario con la gestion de la energia y la
ingesta de alimentos; algo que se ha confirmado con estudios en ratones adultos donde la
alteracion condicional del cilio provoca hiperfagia y obesidad?*?**. Un ejemplo de su
relevancia en el sistema nervioso central y en la obesidad se puede ver en la alteracion de la
localizacion del receptor MC4R, que normalmente se encuentra en el cilio de las neuronas
del nticleo paraventricular del hipotalamo en los ratones®* y cuyo gen es el responsable de
la obesidad monogénica mas comin en humanos®*. Este receptor se asocia con obesidad
en humanos y la inhibicién en el cilio primario de la sefializacién de cAMP en las neuronas
que expresan MC4R del ndcleo paraventricular causa un aumento de la ingesta y una
ganancia de peso en los ratones””. Todo esto lleva a pensar que la alteracion de la
sefializacion de MC4R en el cilio primario podria ser una causa comun de la obesidad, tanto
sindromica como no sindrémica en humanos. Algo similar ocurre con NPY y su receptor,
NPY2R, que se localiza en los cilios primarios de las neuronas hipotalamicas del raton y que
actan en la regulacién de la ingesta y el gasto energético’”. Para que este receptor
funcione es necesaria su localizacién en el cilio primario, en concreto en la punta del
axonema. Ademas, se ha comprobado que se libera en ectosomas al medio extracelular, lo
que podria sugerir que la sefalizacién a través de este receptor se podria transmitir entre

células?®®?

El cilio primario no solo estaimplicado con la obesidad a través de la regulacién neurolégica,
también interviene en la diferenciacion adiposa que, junto con la acumulacién de grasa, se
asocia con la formacion transitoria del cilio primario®”’. Este hecho se ha visto en adipocitos

cultivados a partir de fibroblastos dérmicos de pacientes con BBS, donde Unicamente
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aparecian cilios primarios en los preadipocitos en diferenciacion y mostraban una mayor
predisposicion a la acumulacion de grasa y un mayor nivel de leptina secretada que las
células control®®. Ademas, los cilios primarios también pueden estar implicados en el
sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2 a través de la sefializacion RTK. De hecho, el
receptor de la insulina (IR) y el receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina
(IGF1R) acttan en este organulo®®*®. Estos receptores tienen un papel importante en el
procesamiento y almacenamiento de la glucosa, en la sintesis proteica y lipidica, asi como
en la diferenciacion celulary la respuesta mitogénica”*. Todo esto se traduce en la aparicion
de diabetes como complicacion frecuente en pacientes con BBS y uno de los sintomas
principales en ALMS®**'. Ademas, se ha comprobado que la disfuncién ciliar en los islotes

pancreaticos supone el desarrollo de diabetes tipo 2 en ratones®*.

Por ultimo, el papel de transductor de sefiales hace que el cilio primario esté implicado en

la regulacion de rutas de sefializacion asociadas al cancer. En un principio, dado que las

células cancerosas muestran un nivel de proliferacion elevado comparado con las normales
. , . , 303 .

y en algunos tipos de cancer (como el carcinoma renal de células claras™”, el cancer de

306) el

epitelio del ovario®®, el colangiocarcinoma®® o el adenocarcinoma ductal pancreatico
ndmero de cilios primarios era significativamente mas reducido que en las células
normales®”, se pensaba que los cilios se perdian en las células cancerosas. Sin embargo, se

308y favorecer la progresion

ha visto que el cilio primario también puede estar incrementado
tumoral en otros tumores, por ejemplo, en algunos tipos de meduloblastomas®®, el cancer
de piel de células basales y el cancer de mama de tipo basal**’*'® que, ademas, coinciden en
que los tres presentan alteraciones en la ruta Hh*™. Es necesario profundizar méas en la
investigacién en este campo para llegar a entender la relevancia del cilio primario en la
oncogénesis, ya que si se puede asociar su presencia o ausencia a variantes especificas,
como en el caso del meduloblastoma®®, podria suponer una herramienta muy UGtil para el
diagnostico y la estrategia de tratamiento del cancer, asi como proporcionar nuevos
conocimientos sobre el mecanismo de la formaciéon de tumores y su relacién con el
microambiente tumoral®>.

Debido a que el estudio del cilio primario es un campo de investigacion relativamente
nuevo, se siguen descubriendo nuevas funcionalidades e implicaciones en multitud de
organos. Las descritas sobre estas lineas son solo unos ejemplos, quizas los mas conocidos,
pero recientemente se ha puesto el foco en muchos otros como su papel en la modulacién
de las células inmunitarias® o su implicacién en las enfermedades cardiacas y su

recuperacién’®, y pueden ser solo la punta del iceberg.
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4.3.2. ALTERACIONES EN EL CILIO PRIMARIO (CILIOPATIAS)

Como ya ha ido apareciendo a lo largo de este texto, las alteraciones en la biogénesis del
cilio primario dan lugar a un conjunto de patologias conocidas como ciliopatias. Debido a
la presencia del cilio primario en muchos tipos celulares, las anomalias genéticas que afectan
al desarrollo o a la funcion ciliar tienen una repercusion a nivel multiorganico (Tabla 3), bien
por ser genes que codifican proteinas que se localizan y actdan en el cilio o bien porque

tienen un papel en la biogénesis del mismo?”®.

Las ciliopatias son enfermedades complejas de diagnosticar, ya que tienen una amplia
heterogeneidad genética y clinica, con altos niveles de letalidad. Aunque sus
manifestaciones son variadas, algunas de ellas suelen aparecer de forma habitual en
practicamente todas las ciliopatias, siendo la caracteristica mas comun el situs inversus (la
inversién de la lateralidad de los 6rganos). Otras manifestaciones pueden asociarse
frecuentemente entre ellas, como la polidactilia, la agenesia del cuerpo calloso y el retraso
mental, que son una triada que tiende a manifestarse simultdneamente, seguramente por

una sefalizacién comun en la que el cilio actiia como nexo®™.

Tabla 3. Tabla de los rasgos mds comunes de las ciliopatias y los sindromes que los comparten
(Obtenida de Tobin J, et al*™)

Common clinical features of the ciliopathies

Feature BBS MKS IBTS NPHP SLSN JATD OFDI1 EVC ALMS PKD
Renal cysts J & v v Vv J/ v v
Hepatobiliary disease J J J o J/ J o Y /
Laterality defect J v J J/

Polydactyly & v v Vv o v

Agenesis of corpus callosum 7 J o v v

Cognitive impairment J J J v/ v v

Retinal degeneration " J J / / J

Posterior fossa defects/encephalocoele i J J J &

Skeletal bone defects

Obesity v N

BBS, Bardet-Biedl syndrome; MKS, Meckel syndrome; JBTS, Joubert syndrome; NPHP, Nephrophthisis; SLSN, Senior-Leken syndrome; JATD, Jeune syndrome; OFDI,
Oro-facial-digital syndrome type 1; EVC, Ellis van Creveld syndrome; ALMS, Alstrom Syndrome; PKD, polycystic kidney disease.

Las primeras ciliopatias identificadas fueron las relacionadas con los trastornos renales
quisticos, entre los que destacan la PKD y la nefronoptisis (NPH). La primera se caracteriza
por generar un rinén agrandado y con multiples quistes y presenta dos variantes: la recesiva,
causada principalmente por mutaciones en el gen PKHD1 que codifica la proteina
fibrocistina/poliductina y de inicio prenatal, y la dominante, provocada por mutaciones en
PKD1 y PKD2 que codifican la policistina 1 y 2 respectivamente y con inicio en la edad
adulta®. Por su parte, la NPH es la causa genética mas frecuente de la insuficiencia renal
terminal infantil, y esta causada por mutaciones en los genes recesivos NPHP. Se manifiesta

como una de las ciliopatias conocidas mas leves. Sin embargo, la NPH puede presentarse
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con distrofia de retina en lo que se conoce como sindrome de Senior-Loken (SLS)*™®® o

asociarse con otros trastornos de mayor gravedad como el sindrome de Joubert (BTS)3%,

De las ciliopatias no letales, las mas conocidas son el BBS y el JBTS. El BBS es el modelo
tradicional de ciliopatia, ya que es la primera enfermedad cuya etiologia radica en un
trastorno ciliar primario®®, y esta causada por mutaciones en cualquiera de los 24 genes
conocidos relacionados con BBSome (adaptador que conecta la mercancia ciliar al IFT), bien
porque codifican alguna de las 8 proteinas que forman el complejo de transporte o para
aquellas que ayudan a la funcién o ensamblaje del mismo®". Los pacientes con BBS
presentan muchas de las caracteristicas comunes de las ciliopatias, como polidactilia,
rifones quisticos, retinitis pigmentosay situs inversus, ademas de una alta tasa de obesidad
desde edades tempranas®®. Por otra parte, el JBTS es una ataxia cerebelosa congénita que
se caracteriza por el “signo del diente molar” y que suele presentarse con NPH, retraso
mental, coloboma retinal e irregularidades en el patréon respiratorio durante el periodo
neonatal®®. Es una ciliopatia més severa que la anterior, causada por la mutacion recesiva
en genes NPHP3, NPHP6/CEP290, AHI1 y/o MKS3, entre otros®*”.

Alo largo del estudio de las ciliopatias se han ido caracterizando muchas mas aparte de las

expuestas aqui, como el sindrome de Meckel**?

,una ciliopatia letal caracterizada por rifiones
quisticos agrandados, polidactilia, encefalocele occipital y frecuentemente fibrosis hepatica
congénita, o los sindromes orofaciodigitales y las ciliopatias esqueléticas (Sindrome de
Jeune o distrofia toracica asfixiante, sindrome de Mainzer-Saladino o sindrome de Ellis van
Creveld), ambos con un amplio rango de severidad que puede acabar siendo letal*®.

Por suerte, las ciliopatias son relativamente raras, siendo la mas frecuente el PKD
autosomico dominante con una incidencia de 1 en 1000. Esta enfermedad provoca una baja
calidad de vida y la muerte prematura en muchos pacientes. Sin embargo, muchas de las
caracteristicas de las ciliopatias si que son comunes en la poblacion general, como la
obesidad, los quistes renales, la degeneracion de la retina, defectos en el tubo neural o la
hendidura orofacial. Por tanto, profundizar en su estudio ayudaria a entender mejor estas
enfermedades®™. Por ejemplo, el BBS presenta obesidad asociada a diabetes tipo 2,
hipertension y enfermedad cardiovascular, lo que proporciona un buen modelo de estudio
para el sindrome metabdlico que tiene una incidencia mucho mayor a nivel mundial, o el
sindrome de Alstrén para la diabetes tipo 2°%°. Por tanto, entender la patogenia de las
ciliopatias podria abrir la puerta a nuevos modelos y enfoques terapéuticos para otras

muchas enfermedades que conforman sus sindromes.
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4.3.3. CILIO PRIMARIO Y FLUJO

Como ya se ha visto, los cilios primarios desempefian un papel fundamental en la
transduccion de sefialas quimicas y mecanicas. La fuerza mecanica puede dar lugar a una
serie de estimulos fisicoquimicos, como cambios en la osmolaridad, presién hidrostatica y
pH, que pueden ser percibidos por el cilio primario. La teoria predominante es que la
estimulacién mecanica, como el flujo de fluidos o la deformacién de los tejidos, provoca la
inclinacion de los cilios primarios, que a su vez inician las cascadas de sefalizacion de

mecanotransducciénZ,

El cilio primario juega un papel muy importante en la mecanotransduccion de muchos tipos
celulares en funcion del papel del tejido. Muchas proteinas que se localizan en el cilio, como
PC13Y, PC2%% TRPV4** 0 AC6*** han sido descritas como criticas para este proceso, y su
alteracion modifica significativamente la capacidad mecanotrasductora de la célula®*!. De
hecho, un fallo en la deteccién de flujo de los cilios primarios de las células colindantes al
nodo embrionario en ratones supondria la incapacidad de deteccion del flujo generado por
los cilios méviles del nodo que impediria la diferenciacion izquierda-derecha necesaria para

la continuacion de la embriogénesis®®

Sin embargo, el cilio primario no solo tiene una funcién como mecanosensor, sino que
también es capaz de modularse ante estimulos mecanicos. Por ejemplo, es capaz de
modificar el citoesqueleto probablemente para soportar mejor la tensién de cizalla del
flujo®”, la acetilacién de sus microttbulos y la rigidez de la flexion ciliar®”’, asi como la
rotacion y la largura del organulo®?!. Todas estas modificaciones suponen un mecanismo a

través del cual la célula puede regular su aparato mecanosensor y adaptarse al medio.
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La obesidad y el sobrepeso son un problema de salud mundial extremadamente dificil de
combatir. Por ello, son necesarias nuevas estrategias que sirvan como herramientas para
hacerle frente, y una de ellas es el desarrollo de nuevas terapias antiobesidad. Una de las
dianas principales de estas nuevas terapias es la termogénesis, que es la capacidad de un
organismo de generar calor a través de reacciones metabdlicas, muchas veces a partir de los
lipidos de la grasa. Este mecanismo se produce de forma natural en el organismo de los
animales homeotermos como respuesta a distintos estimulos, siendo el principal la
exposicién al frio. Por tanto, desarrollar un tratamiento capaz de simular el efecto de la
hipotermia moderada, sin las incomodidades y los perjuicios derivados de la exposicion al

frio, seria una herramienta muy Util para frenar y reducir la obesidad mundial.

En el laboratorio se desarrollaron una serie de moléculas capaces de actuar como miméticos

de la hipotermia, por tanto, en este trabajo proponemos que:

El tratamiento con la molécula zrl7-2, u otras de las disefiadas e identificadas como
miméticos de la hipotermia, es capaz de modular beneficiosamente el metabolismo de la
glucosa y el del tejido adiposo. Y que, por lo tanto, estas moléculas pueden constituir la
base para un nuevo tratamiento de enfermedades relacionadas con la obesidad y el

sindrome metabdlico.
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OBJETIVOS

ODbjetivos

El objetivo principal de esta tesis es estudiar la eficacia de SMs que simulan hipotermia en la

modulacién del metabolismo glucidico y lipidico.
Para ello se han establecido varios objetivos parciales que consisten en:

1. Terminar de caracterizar las SMs en lineas celulares y modelos animales.

2. Investigar el efecto de los miméticos de la hipotermia en la respuesta a la glucosa 'y
la insulina en modelos animales.

3. Documentar molecularmente los cambios de grasa blanca a beige en un modelo
animal tras la inyeccién de los miméticos.

4. Investigar los posibles efectos toxicos en un modelo animal tras inyecciones
periddicas de los compuestos.

5. Investigar el efecto de los miméticos de la hipotermia en la diferenciacién de cultivos
de células madre de adipocitos.

6. Estudiar la expresion de proteinas de respuesta a frio en el cilio primario.
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Material y Métodos

La metodologia empleada para alcanzar los distintos objetivos de la tesis ha sido muy
variada asi que, con el fin de exponerla de forma clara, se presentard agrupada segun el
origen de obtencién de las muestras (de lineas celulares, de modelos animales o de cultivos
primarios humanos), tras lo cual se describiran las técnicas generales de analisis de muestras
(Western-Blot, extraccion de RNA, PCR cuantitativa e inmunofluorescencia) y, finalmente, el

tratamiento estadistico de los datos.

1. ENSAYOS CON LINEAS CELULARES

1.1.LINEA CELULAR R28

La linea celular empleada para realizar los ensayos /n vitro fue la R28, una linea de células
328

precursoras de retina de rata inmortalizadas que responde a la hipotermia moderada’".

Para el crecimiento de las células se utilizé el medio de cultivo DMEM/F-12 suplementado
al 5% con suero bovino fetal (FBS), 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de
penicilina/estreptomicinay 1,5% de piruvato sédico 100 mM (HyClone, ref. 16SH30239.01).
Las células se incubaron en una atmdsfera con 5% CO, humedad del 85%, y a dos
temperaturas: a 37°C para las células en normotermia y a 32°C para las sometidas a

hipotermia moderada.

1.1.1. TRATAMIENTO CON DISTINTAS MOLECULAS DE PEQUENO TAMANO
PARA SIMULAR HIPOTERMIA.

Para determinar el papel de las moléculas sobre los niveles de CIRP presentes en las células,
se sembraron 750.000 células/placa para el crecimiento a 37°C y de 1,5 x10° células/placa
para el crecimiento a 32°C (control positivo de hipotermia moderada), de forma que
alcanzasen una confluencia similar al final del experimento. Las moléculas de pequefio
tamafio empleadas para simular hipotermia (Fig. 15), que fueron identificadas en un trabajo
anterior*?, se disolvieron en 10 mL de medio de cultivo a una concentracién final de 10 uM
y se afiadieron a las placas con células en condiciones de normotermia durante 4 dias. Como
controles del tratamiento se afiadio la cantidad equivalente de vehiculo (DMSO, Sigma-
Aldrich, ref. 472301-100ML), o agua miliQ autoclavada segun las necesidades de cada

molécula. Por Ultimo, las células se procesaron para Western Blot, PCR cuantitativa (QPCR) o
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inmunofluorescencia como se describe mas adelante en los apartados de técnicas

generales.
R,\io
CKOOH s
NN
: [
N XN HN N N
XD .
~
H.N" "N~ N zr12-1: Ry = OCHj; Ry = CHp,=CHCH,
\—\ zr12-2: R = OCH3; R, = CgHsCH,

N zr12-3: Ry = OCHj3; Ry = p-CH30CgH4CH2
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5017: R1 = H; R2= CH3 $D16: R1 = H; R2= F
SD18: R, =H: R, = CHy

Familia SD

Figura 15. Estructura molecular de las moléculas zr17-2 y SD4 junto con la de sus respectivas familias

1.1.2. EXPERIMENTOS DE FLUJO

Flujo laminar

Los experimentos de flujo laminar se realizaron en colaboraciéon con el laboratorio de
Microentorno Tisular del i3A de la Universidad de Zaragoza, liderado por el Dr. Ignacio

Ochoay con la supervisién de la Dra. Sara Olivan.

En ellos se sometieron células R28 a un flujo laminar continuo dentro de unos chips de forma
que las células estuvieran expuestas a una presion controlada y mantenida en el tiempo. Los
experimentos de flujo laminar se emplearon para i) determinar la localizacién de CIRP y
RBM3 en la célula a distintas presiones, y ii) establecer la cinética de expresién de ambos

genes en el tiempo (Fig. 16.A).
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Figura 16. Esquema del sistema de flujo empleado para someter a las células a las distintas presiones lineales
con los dos tipos de ensayos realizados y sus anélisis posteriores (A). Detalle del sistema de trabajo en los
canales de los chips de flujo (B), con 3 conductos independientes que se pueden utilizar para réplica de

condiciones o bien para probar distintas condiciones sobre las mismas células. (Creada con BioRender).

Las células se cultivaron dentro de los canales hasta obtener una confluencia del 100%, ya
que de lo contrario se levanta la monocapa por la presion lineal del flujo. Gracias a un
sistema de bomba de jeringa conectado al chip se establecié el flujo deseado que
atravesaba el canal hasta desecharse en una botella estéril (Fig. 16.A). Transcurrido el tiempo
establecido se cesé el flujo e inmediatamente se procedié a recoger o fijar las células en los
canales para su procesamiento posterior (Fig. 16.B).

Tabla 4. Presion lineal ejercida por caudal

Presién lineal : .
Flujo (uL/min)

(dinas/cm?)

0 0
0,2 15,5
0,5 31
10 62
2,0 124
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En el primer ensayo se sometieron las células a distintas presiones lineales de 0,2, 0,5, 1,0y
2,0 dinas/cm?, méas un control negativo de células sin flujo (Tabla 4), durante 6 horas en

condiciones estandar de incubacion.

Para las células estudiadas por inmunofluorescencia, una vez finalizadas las 6 horas, se
fijaron con formaldehido al 3,4% directamente sobre el chip y se conservaron a 4°C hasta su

analisis posterior.

Para el segundo ensayo, de gPCR, se escogieron dos flujos distintos: un flujo bajo de 31
pL/miny uno alto de 62 pL/min y se expusieron las células a distintos tiempos de 1, 2, 4, 8,
12 y 24 horas (Fig. 16). En este caso, cada canal se recogidé de manera individual en Trizol
(Life Tech, ref. A315596018) y se conservd congelado a -80°C hasta su procesamiento

posterior.

Flujo oscilante en placas de Petri de 100 mm (p100)

También se quiso estudiar el efecto del flujo oscilante en la expresion de las proteinas de
respuesta al frio. Para ello se cultivaron células R28 sobre portaobjetos de adhesion
SuperFrost Plus (Thermo Scientific, ref. J1I800AMNZ) en placas de Petri de 150 mm hasta
alcanzar una confluencia del 100%, momento en el que se individualizaron en placas de 100
mm (Falcon, ref. 353003) con medio de cultivo fresco. Se les sometioé a flujo oscilante
generado por un balancin Rocking Shaker (Ohaus, SHRK04DG), configurado con una
inclinacién de 5° y una frecuencia de 10 rpm, en el interior de un incubador, manteniendo
durante todo el experimento las condiciones habituales de temperatura y humedad de las
células (Fig. 17).

En cada oscilacion del balancin el medio discurria por gravedad por encima de las células
generando estrés de cizalla de una media de 0,81 dinas/cm? (Fig. 17). Los portaobjetos se
fijaron a un lateral de la placa dejando espacio por encima y por debajo de forma que el
efecto de las turbulencias del medio contra la pared de la placa se minimizase al maximo,
para intentar que las condiciones de flujo dentro del porta fuesen las mas homogéneas

posibles.
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# o RNA

& _ Proteina

[ ) Inmunofluorescencia

Inclinacién: 5°
Frecuencia: 10 rpm

Figura 17. Esquema del desarrollo del experimento de flujo oscilante en células R28. Las células se crecieron
sobre portaobjetos en placas de 150 mm, que posteriormente se individualizaron y se sometieron a un flujo
generado por un balancin (inclinacion de 5° y frecuencia de 10 rrom). Tras el tiempo de exposicion a flujo, que

fue variable, se recogieron o fijjaron las células segun su destino final. (Creada con BioRender,).

Con el fin de analizar el efecto del flujo oscilante en la respuesta de CIRP y RBM3 en el
transcurso del tiempo, se realizaron varios experimentos sometiendo a las células R28 a flujo
oscilante durante distintos tiempos. Las muestras destinadas para analizar la expresién de
proteinas se recogieron a las 2, 6 y 24 horas en condiciones de medio normales. Este mismo
experimento también se realiz6 en condiciones de deprivacion de suero, es decir, tras
alcanzar la confluencia del 100% se hizo un cambio a medio sin suero durante 24 horas antes
de exponer alas células a flujo durante los tres tiempos. Finalmente, las células se recogieron
en el buffer de lisis M-PER (Thermo Scientific- Rockford, EEUU), con inhibidores de proteasas
cOmplete ULTRA, EDTA-free (Roche, ref. 05892791001), levantadndolas con un cell scraper
(Fig. 17), tras lo cual se congelaron a -20°C. Todas las condiciones se realizaron por triplicado

y con su correspondiente control estatico para cada tiempo.

Las células destinadas para analizar la expresién génica de CIRP y RBM3 en el transcurso del
tiempo se trataron de forma similar a lo descrito anteriormente. Los tiempos de
mantenimiento del flujo escogidos para estos experimentos fueron de 1, 2 y 6 horas, en
condiciones de medio con suero. Una vez que transcurrio el tiempo, las células se recogieron

en 300 pL de Trizol ayudandose del ce// scrapery se congelaron a -80°C.

Por ultimo, se prepararon las muestras para estudiar la colocalizacién de las proteinas de
respuesta al frio, CIRP y RBM3, que seria analizada por inmunofluorescencia (Fig. 17). De la
misma manera que esta descrito en los parrafos anteriores, se someti¢ a las células a flujo
oscilante durante 2 horas. Inmediatamente después se fijaron con formaldehido 3,4 %
durante 10 minutos y, tras tres lavados de 5 minutos en PBS, se guardaron bien selladas a
4°C en PBS.
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Disefio de un dispositivo de cultivo para obtener un flujo oscilante

reproducible

Con el fin de reducir la variabilidad procedente de las turbulencias y los movimientos
aleatorios del propio portaobjetos, y/o el medio de cultivo en la placa, se ide6 un dispositivo
que permitiese obtener unas condiciones estables de flujo lineal oscilante sobre una
superficie de cultivo. Se disefi¢ con el programa FreeCAD**° un sistema de contenedor
estanco que permite crear mediante balanceo un flujo oscilante controlado sobre una
superficie de cultivo celular extraible. El contenedor consta de dos piezas: un recipiente
preparado para la colocacién exacta de un portaobjetos quedando este fijado en el fondo y
una cubierta a modo de cierre que sella el recipiente y el portaobjetos creando un canal
delimitado sobre el mismo y dos cavidades en los extremos que permiten el
almacenamiento del medio de cultivo (Fig. 18). El movimiento de balanceo oscilante permite
la circulacion del medio creando un flujo dirigido en direccion longitudinal a lo largo del

canal, sometiendo asi a la superficie de cultivo a un flujo bien definido.

\

—_—

\

Figura 18. Esquema del dispositivo de cultivo para establecer un flujo oscilante controlado. Vista lateral de los

dos componentes (arriba) y aspecto del dispositivo completo listo para comenzar el experimento (abajo).

En la Fig. 19 se puede apreciar en plano de seccion el canal de flujo y reservorios (marcados
en rosa) y el emplazamiento del portaobjetos sobre el que se realiza el cultivo celular
(marcado en morado). La geometria de la pieza dirige el medio para crear un flujo lineal y
no turbulento a lo largo del canal inferior de 25mm de anchura x 5 mm de altura. A su vez
se establece un volumen maximo de medio de 30 ml y un minimo de 25 ml para evitar el

vaciado del canal. Este dispositivo permite un angulo maximo de inclinacién de 13 grados.
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El dispositivo permite obtener un grado de flujo (g) variable en funcién del angulo de
inclinacion y la velocidad de balanceo cuya aproximacion se obtiene a partir de la siguiente

formula:
q (Pa) = 0.0417 *sin(a) T

T = Velocidad de balanceo (rpm)  a = Angulo de inclinacién maxima

- 183,00 - __2500_

S

RN RN NN
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Figura 19. Secciones laterales y frontales del dispositivo de cultivo para control del flujo oscilante donde se
observa el canal de flujo y los reservorios de medio marcados en rosa, y el rebaje para fijar el portaobjetos en

morado

Después de varias pruebas empiricas, se establece un balanceo 6ptimo de 5 grados de
inclinacion a 10 rpm para la obtencién de un estrés de cizalla con un flujo medio de 0,363

dyn/cm?.

Caracterizacién de la toxicidad de los plasticos empleados para construir el
dispositivo
El dispositivo de flujo oscilante se construyé mediante impresiéon 3D en una impresora
Raise3D (UP3D, Brasil), utilizando distintos plasticos de impresién de modelado por
deposicion fundida (FDM), que incluian: PET-G (Polietileno-glicol), PLA (Acido poli lactico),
ABS (Acetil Buteno Estireno) y ABS de grado médico. Para comprobar la idoneidad de estos
materiales se realizd un ensayo de citotoxicidad en células R28 con los diferentes materiales
de impresion. Cada prueba tuvo lugar mediante la exposicion de un cultivo celular en
confluencia sobre un portaobjetos una probeta impresa inmersa en el medio. La exposicién
se realiz6 en placas de 100 mm con una probeta que asegura su inmersién en el medio sin

contacto con el cultivo alojando el portaobjetos en su parte central (Fig. 20).
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Figura 20: Croquis de probeta para ensayo de citotoxicidad

Experimentos de flujo en el dispositivo de flujo oscilante

Para evaluar la funcionalidad del dispositivo, se crecieron células R28 en portaobjetos de la
manera ya descrita y se comenzd a evaluar su respuesta a flujo oscilante dentro del
dispositivo. En primer lugar, fue necesario realizar un lavado del dispositivo con aguay jabén
y una esterilizacion con etanol 70% seguida de 20 minutos bajo luz ultravioleta por cada
lado en la campana de cultivo celular para minimizar el riesgo de contaminaciones.
Posteriormente se realizaron tres lavados en PBS para arrastrar posibles residuos que
quedasen como consecuencia de la impresion y se llend el dispositivo con 25 mL del medio
de crecimiento de las células. Se colocé cuidadosamente el portaobjetos en su
emplazamiento asegurando su fijacién y se puso la tapa desde un lateral hacia el otro de

forma que no quedasen burbujas que perturbasen o levantasen la monocapa.

Una vez montado el dispositivo se instalé en el balancin, que se configuré como se ha
descrito en los apartados anteriores y se dejo oscilando durante 1 hora, momento en el que
se recogieron las células en Trizol y se congelaron a -80°C hasta su procesamiento. Se
realizaron duplicados del experimento dejando 2 dispositivos en el balancin y otros 2

estaticos que sirviesen como control sin flujo.

1.2.LINEA CELULAR 3T3-L1

Las células 3T3-L1 son preadipocitos de raton, que se obtuvieron de la ATCC (Manassas, VA,
USA). Estas células se utilizaron para probar la respuesta /n vitro de los adipocitos a la
molécula zr17-2. Como los adipocitos no tienen la capacidad de amplificarse, las células
3T3-L1 se encuentran en un estado de preadipocito que, a través de la induccién con
insulina, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y dexametasona (entre otros componentes), se

diferencian hasta adipocitos maduros".
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Mientras se encontraban como preadipocitos, las células se crecieron en el medio de
crecimiento de preadipocitos 3T3-L1 (Zen-Bio, ref. PM-1-L1), en una atmésfera con 5% CO,

humedad del 85% y a 37°C; y nunca se dejaba superar el 80% de confluencia del cultivo.

1.2.1. DIFERENCIACION DE LOS PREADIPOCITOS A ADIPOCITOS
MADUROS

Se continud con las mismas condiciones de crecimiento descritas anteriormente hasta
conseguir el numero de células adecuado para el experimento. En ese momento se
distribuyeron en placas de 35 mm con densidades de 80.000 células por placa u 8.500 células
por pocillo para su crecimiento y posterior diferenciacion (Fig. 21.A). Una vez que las células
alcanzaron el 100% de confluencia, se mantuvieron 48 horas, tras las que se indujo la
diferenciacion siguiendo el protocolo de diferenciacion recomendado por la compafiia Zen-
Bio (Fig. 21.B), es decir 3 dias en presencia de medio de diferenciacién (medio de cultivo
DM-2, Zen-Bio) tras los que se empezaba a sustituir con medio de adipocitos (medio de
cultivo AM-1-L1, Zen-Bio). En el medio de diferenciaciéon y de adipocitos de las placas
tratadas con la SM, se afiadié zrl7-2 para alcanzar una concentracién final de 10 uM, que se

mantuvo durante el resto del experimento.
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— 0o,
7
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B
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2 o 0 3 5 ki 9 1 13 15
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PM-1-L1 | PM-1-L1 | PM-1-L1 | confluent | DM-2-L1 | AM-1-L1 | AM-1-L1 | AM-1-L1 | AM-1-L1 | AM-1-L1 | AM-1-L1
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Figura 21. Flujo de trabajo para el crecimiento (A) y la diferenciacion (B) de preadipocitos hasta adipocitos

maduros con los volumenes de cambio de medio correspondientes (creada con BioRender).

Finalmente, trascurrido el tiempo recomendado por la casa comercial, se considerd que el

proceso de diferenciacién a adipocitos maduros habia concluido, y se procesaron las células
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bien para su tincién con Oil Red O, o bien fueron recogidas en Trizol y congeladas a -80°C

para su conservacion hasta el momento de extraer el RNA.

I 2. EXPERIMENTOS IN VIVO

Todos los procedimientos que involucraron animales se llevaron a cabo de acuerdo con la
Directiva del Consejo de la Unién Europea (2010/63/UE), y legislacién espafiola (RD53/2013)
sobre experimentacion con animales, y con la aprobacion del comité de uso ético de
animales del CIBIR (Organo Encargado del Bienestar Animal del Centro de Investigacion
Biomédica de La Rioja, OEBA-CIBIR).

2.1. PRUEBA PILOTO EN RATAS

Para comprobar que zrl7-2 era capaz de modular la expresiéon de CIRP en un organismo
complejo se realizd una pequefia prueba piloto en dos ratas macho. A la rata tratada se le
inyectaron 20 nmol/Kg de la SM mientras que al control se le inyect6 el mismo volumen de
suero fisioldgico. A los 4 dias se sacrificaron los animales y se extrajeron muestras de
multitud de 6rganos, entre los que se incluyen pulmédn, rifdn, retina, corteza, cerebelo,
grasa, testiculo, higado, corazén, musculo, colony pancreas. Las muestras se conservaron a

-80°C hasta su posterior utilizacion.

2.2.MODELO ANIMAL
2.2.1. RATONES EXPERIMENTALES

Los experimentos con modelos animales se comenzaron a realizar en ratones C57BL/6,
mantenidos en las condiciones estandar del animalario del Centro de Investigaciones
Biomédicas de La Rioja (CIBIR) en cuanto a humedad, luz, temperatura, dieta y
estabularizacién hasta el momento del sacrificio. Posteriormente, dado que la temperatura
habitual del animalario estaba por debajo de la normotermia murina (22°C frente a los 30°C
que se considera la 6ptima para ratones), se realizé un ensayo piloto modificando este

parametro como esta explicado mas adelante.

Tratamiento con zrl7-2y evaluacién del efecto a distintos tiempos.

La respuesta ante un tratamiento en un organismo complejo puede verse modificada
respecto a lo observado en lineas celulares, que es un sistema mucho mas simple. Por tanto,

lo primero que se hizo fue un ensayo piloto para evaluar el efecto de la molécula zr17-2 (20
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nmol/Kg) disuelta en suero fisioldgico en los ratones a 1, 2, 3 y 4 dias tras tratarlos con la SM

y comparandolos con los ratones control (tratados con vehiculo).

Para ello se utilizaron 15 ratones macho C57BL/6 de 9 semanas obtenidos de Charles River

que se dividieron en grupos de 3 animales y 5 condiciones experimentales:

1) Grupo 1:sacrificados 1 dia tras inoculacion de SM
2) Grupo 2: sacrificados 2 dias tras inoculaciéon de SM
3) Grupo 3: sacrificados 3 dias tras inoculacién de SM

4) Grupo 4: sacrificados 4 dias tras inoculacion de SM

5) Grupo control: sin SM, inoculacién de vehiculo (suero fisiol6gico)

: : : H : Corazén
Dia 0 (Inyeccién) i Dial i Dia2 i Dia3 1 Dia4 /
: ' : : : ﬁ Grasa epididimal
i Sacrificio L —
Ayt Grupo1 ! ' ! i\ .~ ——»Grasainguinal
20 ] : : : :
o 0 oi E Sl E E E ; \Testiculos
1»00 i\\b@“ : ; Grupo 2 : ; : E
N : : i B ! :
R : ' + Sacrificio ! ! ;
2 ! . v Grupo3 H ;/vGrasa Escapular
: : ; : : -
i Sacrificio e
. : : i Grupo4 |
E E E E Sacrificio E
: : : i Control

RNA/: Proteina

Figura 22. Esquema del tratamiento y obtencion de muestras de ratones a distintos tiempos desde la

inoculacion de zr17-2 (Imagen creada con BioRender)

El dia O se inyectd intraperitonealmente 20 nmol/Kg de zrl7-2, con suero fisiolégico como
vehiculo, a todos los grupos de animales menos al control, al cual se inyecté el volumen
correspondiente de suero fisiolégico. Tras 24 horas se sacrificaron los 3 primeros ratones
con anestesia letal y se les extrajo el corazén, los testiculos, la grasa escapular, la inguinal y
la epididimal. Todas las muestras se dividieron en dos tubos, que posteriormente se
procesarian para extraer el RNA y las proteinas, y se congelaron /n situ en nitrégeno liquido
antes de guardarlas hasta el momento del procesamiento a -80°C. El mismo procedimiento
serealizd alos 2, 3y 4 dias, momento en el que se sacrificaron también los ratones del grupo
control (Fig. 22).
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Tratamiento con zrl7-2 en termoneutralidad.

Ya que los ratones mantenidos a 22°C (la temperatura estandar de los animalarios) se
encuentran en un estado de hipotermia regulada®*?, se decidié realizar otro ensayo piloto

en condiciones de termoneutralidad murina (30°C).
Se obtuvieron 12 ratones macho C57BL/6 de Charles River que se distribuyeron en 4 grupos:

1) Control de temperatura normal del animalario (22°C), sin SM
2) Control de termoneutralidad (30°C), sin SM

3) Dosis Unica de SM en termoneutralidad (30°C)

4) Dosis repetida (dos dosis) de SM en termoneutralidad (30°C)

Dia 3:
Sacrificio
] B 0 Dia 6:
Dia 0 (Inyeccion) 23 dosis  Sacrificio

/Pa’ncreas

Grupo control 22°C: inyeccién con -——»Grasa epididimal

suerofisiolégico a TA de animalario

"/;\\\{‘Q —»Grasa inguinal
Q&(\ & Grupo control 30°C: inyeccién con suero
; ,\,'],\(L o ﬂ\c’*\\’ fisiolégico en normotermia
A v
D _ _ .
%&‘O Grupo 1 dosis a 30°C: 1 inyeccion con

ZR17-2 [20 nmol/Kg] en normotermia R Grasa Escapular

Grupo 2 dosis a 30°C: 2 inyecciones con
ZR17-2 [20 nmol/Kg] en normotermia

RNA/: Proteina

Figura 23. Esquema del experimento de ratones en termoneutralidad (Imagen grada con BioRender)

De la misma forma que en el ensayo anterior, se inyect6 zr17-2 el dia 0 en los grupos 3y 4,
y el volumen correspondiente de vehiculo para los grupos 1y 2. A los 3 dias se sacrificaron
los animales del grupo 1y 3y se inyectd de nuevo suero fisioldgico o SM a los grupos 2y 4
respectivamente, que esperarian otros 3 dias antes de ser sacrificados. Se recogieron
muestras de grasa inguinal, epididimal, escapular y pancreas, que se dividieron en dos y se

congelaron siguiendo el procedimiento ya descrito en el apartado anterior (Fig. 23).
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2.2.2. RATAS EXPERIMENTALES

Ensayo piloto con distintas cepas de rata

Una vez que se decidié que el modelo animal mas adecuado para continuar los
experimentos de obesidad inducida por dieta alta en grasas (DIO, por sus siglas en inglés
“diet induced obesity” ) era la rata, se procedioé a realizar un ensayo piloto. En él se
evaluaron 12 ratas de 6 semanas de edad y de 3 cepas distintas, Wistar-Hanover IGS, Long-
Evans y Fischer F344, para averiguar cual se adecuaba mejor a nuestras condiciones

experimentales.

Figura 24. Criterio de obtencion de tejidos de grasa. La grasa femoral (A) se identificé como el pequerio
depdsito de tejido adiposo que aparece entre la insercion de la cabeza del fémur y el peritoneo abdominal. La
grasa epididimal se secciond por encima del vaso sanguineo espermatico (B). La grasa inguinal de la zona de /a
rodilla presentaba dos depdsitos de tejido adiposo mas pardificado (C), que se individualizaron segun se
muestra en la figura. Por ultimo, se observo que la grasa perirrenal presentaba una zona cerca del hilio renal

mads pardificada pero que no era facilmente divisible de la grasa blanca, por tanto, se extrajo todo el conjunto.

A su llegada desde Envigo, se procedi6 a distribuir las ratas por parejas y por cepas, y 4
semanas antes de empezar el tratamiento se realizaron 2 sesiones semanales de
aclimatacién al procedimiento para disminuir el posible estrés derivado de la manipulacién
de los animales. El tratamiento se inicié cuando las ratas tenian 12 semanas y, de forma
similar a lo descrito en los ratones, se inyectaron intraperitonealmente 40 nmol/Kg de zr17-
2 aunade las dos ratas de cada cubeta mientras que a la otra se le administré el equivalente

de suero fisiolégico.
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El sacrificio de los animales se realizd 4 dias después, tomando muestras de pancreas,
higado, grasa inguinal femoral, grasa inguinal de la zona de la rodilla, grasa epididimal, grasa
escapular que se dividié en parda y blanca y, por ultimo, pancreas (Fig. 24). Todas las
muestras se congelaron siguiendo el protocolo habitual excepto el pancreas, del que se
congeld la parte destinada a la extraccion de RNA pero la parte de proteina se homogenizo
en fresco en 1 mL de buffer de lisis RIPA de Pierce (Themos Scientific, ref. 89901) para evitar

la protedlisis.

2.2.3. EXPERIMENTO PILOTO DE TRATAMIENTO A MEDIO PLAZO Y SU
EFECTO EN LOS NIVELES DE GLUCOSA E INSULINA

La cepa seleccionada para realizar los experimentos posteriores fue finalmente la cepa
Wistar-Hanover. Sin embargo, antes de continuar con el experimento de la DIO, se quiso
estudiar el efecto a medio plazo de la molécula descartar toxicidad antes del experimento
final de larga duracién. Para ello se dividieron 12 ratas Wistar Hanover de 12 semanas en 2
grupos experimentales: uno tratado con 40 nmoles/Kg de zrl7-2 y otro control al que se
administré la misma cantidad de vehiculo. El tratamiento se administré dos veces por

semana durante 11 semanas (Fig. 25).

Tras 8 semanas de tratamiento se realizd un test de resistencia (IRT) a la insulina a los
animales (Fig. 25). El dia de la prueba se retiré el alimento de los animales 6 horas antes y se
inyectd 1 U/Kg de insulina ultrarrapida Humulina (Lilly, ref. 710008.9). Los niveles de glucosa
se determinaron con las tiras FreeStyle Optium (Abbot, ref. 252346.3) antes de la inyeccién
deinsulinay alos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después. A los animales cuyos niveles de
glucosa no comenzaron a mostrar sefales de recuperacién a los 120 minutos se les
administré una inyeccién de suero glucosado al 5% como medida paliativa para reducir,

evitar y aliviar sufrimiento.

A las 10 semanas de ensayo se realizd un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
(IPGTT) a las ratas (Fig. 25). Al igual que en el IRT, se mantuvieron a los animales en ayuno
durante 6 horas antes de determinar los niveles de glucosa basales con las tiras FreeStyle
Optium (Abbot, ref. 252346.3). Posteriormente se les administré una inyeccidon
intraperitoneal de 2 g/Kg de glucosa y se midieron de nuevo los niveles de glucosa a los 15,
30,45y 90 minutos.
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Figura 25. Esquema del experimento piloto de tratamiento a medio plazo y su efecto en los niveles de glucosa

e insulina.

Finalmente, a las 23 semanas se sacrificaron los 12 animales y se les extrajo el pancreas, la
grasa inguinal dividida en zona superior (hacia la ingle) y zona inferior (hacia la rodilla), la
grasa escapular distinguiendo entre escapular blanca y escapular parda, la grasa epididimal,
la grasa omental y la grasa renal. Las muestras se congelaron inmediatamente en N(l) para

conservarse posteriormente a -80°C hasta el momento de su procesamiento.

Experimentos de obesidad inducida por dieta alta en grasas (DIO)

Para el experimento de obesidad inducida por dieta se adquirieron 34 ratas Wistar Hanover
de 35-41 dias de edad desde Envigo. Tras una semana de aclimatacion, se procedio a realizar
el cambio de pienso normal del animalario por un pienso alto en grasa (Research Diets, ref.
D12451) en los grupos DIO durante otra semana, de forma que se pudiesen identificar y
eliminar del ensayo a las ratas resistentes a DIO******. Una vez establecidos los 4 grupos

experimentales con 6 animales cada uno, se comenzd el procedimiento (Fig. 26).

Se inocularon dos inyecciones semanales a cada animal por via intraperitoneal, bien con
suero fisioldgico o bien con zrl7-2 a una concentracién de 40 nmoles/Kg, segun se muestra
en la Fig. 26. Ademas, los grupos DIO recibian el pienso alto en grasas mientras que los

grupos control fueron alimentados con el pienso control (Research Diets, ref. D12450H), con
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menos grasa, pero con el mismo aporte caldrico de sacarosa (17%). Los animales disponian
del alimento libremente, condicion que se mantuvo durante el resto del experimento a
excepcion del momento de la realizacién del test de tolerancia a la glucosa. Se realizé un
registro del peso de los animales dos veces por semana, justo antes de administrar el

tratamiento.

I v
16 semanas (B8 e (@°
»\s.: @QOO gad\c‘\

'
'

N Higado
jﬂ 'ﬁ <6 Grupo Control: inyeccién con suero 3 i :
/,/' v, fisiolégico 2 veces/semana , Pancreas

i ———»Grasa epididimal
L PN \\
& Grupo Control-SM: inyeccion con : \ Grasa inguinal
X6 ZR17-2 [40 nmol/Kg] 2 veces/ ) %
- == semarna )/ ™Grasa femoral
. 9 ,\‘i‘. Grasa Escapular
&= - %6 Grupo DIO: inyeccién con suero 3
4 fisioldgico 2 veces/semana : : i/vsangre
¢ |
& Grupo DIO-SM: inyeccidn con : : \
& X6 ZR17-2 [40 nmol/Kg] 2 veces/ : 7 S .y
— semana i b J

RNA : Proteina

Figura 26. Planificacion del ensayo DIO y obtencion de muestras (Creado con BioRender).

A las 14 semanas desde el cambio de dieta se realizé un test de tolerancia a la glucosa a
todos los grupos. Los animales se sometieron a ayuno durante 6 horas. Durante el ensayo,
los niveles de glucosa se determinaron con las tiras FreeStyle Optium (Abbot, ref. 252346.3),
antesy alos 15, 30, 60 y 120 minutos después de una inyeccién intraperitoneal de glucosa
de 2 g/Kg.

Los animales se sacrificaron en la semana 16, siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente. Como se muestra en la Fig. 26, se tomaron muestras de sangre, higado,
pancreas, grasa epididimal, inguinal, femoral y escapular, que se congelaron /n situ en

nitrégeno liquido para su posterior procesamiento.
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I 3. ENSAYOS CON CULTIVOS PRIMARIOS HUMANOS

3.1.1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE PREADIPOCITOS

La molécula zrl7-2 esta disefiada frente a la proteina CIRP humana'y, pese a ser una proteina
muy conservada entre especies, se quiso probar también los efectos de la SM en tejido
humano. Para ello se asilaron preadipocitos de la fraccion del estroma vascular (FEV) de
grasas viscerales procedentes de cirugias renales (Tabla 5), obtenidas gracias a la
colaboracion del Dr. Carlos Sancho Serrano, del Departamento de Cirugia del Hospital San
Pedro. Todas las muestras se obtuvieron mediante consentimiento informado y siguiendo
todos los principios de los acuerdos de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de

Ftica de Investigacién con medicamentos de La Rioja (CEIMLAR, expediente P.I. 488)

Tabla 5. Datos de obtencion de las muestras de grasa humana de las que se obtuvieron las células de la FEV

CAUSA DE TIPO DE TIPO DE
SEXO | EDAD

INTERVENCION INTERVENCION MUESTRAS

) Masa renal derecha
Paciente

" 61 (posible grasa perirrenal

Hipernefroma)

Insuficiencia renal o

X . Nefrectomia S|mp|e grasa perirrenal

Paciente terminal, en ]

55 o por atrofia renal +

2 hemodialisis por L .
o por poliquistosis grasa hilio renal

poliquistosis renal.

Rifdn izquierdo
. > , grasa perirrenal
Paciente o - atréfico por Nefroureterectomia
+
3 obstruccién por TM Izquierda

, grasa hilio renal
vesical.

Tras la recepcion de la muestra recién extraida, se procedié a triturar el tejido
minuciosamente con tijeras y bisturi en la campana de cultivo celular. Inmediatamente se
realizd el aislamiento con el kit de Aislamiento de Preadipocitos (Abcam, ref. ab196988)
siguiendo el protocolo establecido en el mismo. Los preadipocitos humanos (hPA)
obtenidos se incubaron en el mismo medio de crecimiento de preadipocitos descrito

anteriormente y en las mismas condiciones. Por ultimo, se amplificaron hasta un maximo de
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3 pases antes de empezar la diferenciacién, sin dejar que superasen el 80% de confluencia,

y cambiando la mitad del medio cada dos dias con medio fresco.

3.1.2. TRATAMIENTO Y DIFERENCIACION A ADIPOCITOS MADUROS

En el tercer pase desde el aislamiento de los preadipocitos, se realizé el cultivo de las células
en placas individualizadas de 35 mm tratadas para favorecer la adhesion celular (Corning,
ref. 15430165). Para cada tejido se cultivaron 18 placas, que se distribuyeron en un grupo
control y otro con tratamiento, con triplicados para cada anélisis segun fuese de RNA, de

proteina o de imagen (Fig. 27).

Proteina ‘ /| \ | \

Andlisis \ ‘ ‘ ‘ — — | ‘ > ‘
deimagen : \ - )X i

Figura 27. Esquema de la distribucion de placas de hPA para cada paciente y tejido (Creada con BioRender)

Se continud con las mismas condiciones de crecimiento descritas anteriormente hasta que
las células alcanzaron el 100% de confluencia, momento en el que se comenzo la
diferenciacion siguiendo el mismo protocolo de diferenciacion de las células 3T3-L1

recomendado por Zen-Bio (Fig. 21.B).

Tras 48 horas con una confluencia 100% se retird todo el medio de preadipocitos y se
sustituyd por 2 mL de medio de diferenciacion (DM-2), en el que se disolvié la molécula
zrl7-2 a una concentracion final de 10 uM en el caso de las placas destinadas al tratamiento.
Se mantuvo el cultivo en medio de diferenciacion durante 3 dias, momento en el que
comenzé el cambio progresivo del medio de diferenciacién al de adipocitos (AM-1-L1).
Ademas, en cada cambio de medio se afadia nuevamente la SM para mantener una

concentracion de 10 uM.

Finalmente, 15 dias después del cambio al medio de diferenciacion, se consider6é que el

proceso de diferenciacion a adipocitos maduros habia concluido y se procesaron las células
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bien paraimagen, o bien por fijacion o recogidas en distintos buffers para aplicar las técnicas

descritas en los apartados posteriores.

4. TECNICAS GENERALES

4.1. WESTERN BLOTTING
4.1.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas de las distintas muestras se realizé con el buffer de lisis celular
M-Per en el caso de los cultivos celulares, o con RIPA (Thermo Scientific, ref. 89901) y el
dispositivo dispersor Ultra-Turrax de IKA (Staufen, Alemania) en el caso de los tejidos
animales. En ambos buffers se afiadieron inhibidores de proteasas cOmplete y se trabajé en

hielo picado para evitar la degradacion de las proteinas en las muestras.

Tras la lisis, se centrifugaron las muestras a 12.000 xg durante 10 minutos en la
ultracentrifuga (Eppendorf SE, ref. 5418) previamente enfriada a 4°C. Se recuperé el
sobrenadante y se alicuotaron las muestras para evitar ciclos de congelacion y
descongelacion que pudiesen degradar las proteinas. Por Ultimo, se realizé la cuantificacion
mediante el kit BCA Protein Assay de Thermo Scientific (Rockford, EEUU) utilizando una

curva estandar de seroalbdmina bovina (BSA).

4.1.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES

Para la electroforesis se tomaron 30 ug de proteina total de cada extracto de lineas celulares
y tejidos 0 20 pg de las muestras de hPA. A cada muestra se le afadio el agente reductor de
NuPAGE 10x (Thermo Fischer Scientific, ref. NPO009) que contiene ditiotreitol (DTT), buffer
de carga 4x (Invitrogen, ref. NPOOO7), y agua hasta completar el volumen de carga.
Posteriormente se finalizé la desnaturalizacién de las proteinas calentando la mezcla a 70°C

durante 10 minutos.

La electroforesis se realizé en el buffer acido 3-(mofolin-4-il) propano-1-sulfonico (MOPS)
durante 1,5 horas a 120 V, en un gel de poliacrilamida NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Life
Technologies, ref. NP0321BOX) y utilizando como marcador de peso molecular Seeblue plus
2 Prestained Standards (Invitrogen, ref. LC5925). Las proteinas, una vez separadas en el gel,
se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) por transferencia seca
con el equipo iBlot 2 de ThermoFisher Scientific y el kit iBlot Gel transfer Stacks PVDF Mini

(Invitrogen, ref. IB24002), con un voltaje de 20 V durante 6 minutos.
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Una vez transferidas las proteinas a la membrana se realizé el bloqueo con leche desnatada
en polvo (Central Lechera Asturiana) al 5% en TBS durante 1 hora en agitacién.
Posteriormente, las membranas se incubaron durante 16h en agitacion a 4°C con el
anticuerpo primario (Tabla 4) diluido en leche al 5% en TBS con Tween20 al 0,1% (TBS-T).

Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados en Western-blot

Casa comercial Referencia Dilucion

CIRP (m) Proteintech 60025-2-1g 1/500
CIRP (r) Proteintech 10209-2-AP 1/10.000
CIRP (r) Ribonomics RN0O32P 1/1.000
CIRP (g) Abcam Ab106230 1/1.000
CIRP recombinante (r) [AYele=]gg] Ab246510 1/2.000
CIRP recombinante
Abcam Ab191885 1/1.000
humano (r)
RBM3 recombinante (r) [Neleclgl Ab134946 1/1.000
Sigma-Aldrich A5441 1/15.000
Santa Cruz
GAPDH (m) ] Sc-32233 1/10.000
Biotechnology
AKT total (r) Cell Signaling 4691 1/2.000
B -tubulina (m) Sigma T4026 1/10.000

Anticuerpo producido en ratén (m), conejo (r), o cabra (g).

Tras el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados de 10 minutos en TBS-T en agitacién
antes de afadir el anticuerpo secundario conjugado con HRP de cabra anti- IgG de conejo
(Cell signaling, ref. 7074) diluido 1/10.000, o el de burro anti- IgG de ratén (Jackson
Immunoresearch, ref. 715-035-151) diluido 1/30.000. Se incubaron 1 hora en agitacién a
temperatura ambiente (TA) tras lo cual se realizaron otros 3 lavados mas un ultimo lavado
en TBS de 10 minutos.

Deteccién y revelado

A continuacién, se afadio el liquido quimioluminiscente Amersham ECL Prime (GE
Healthcare, ref. RPN2236) que se incubo durante 5 minutos a TA en agitacion y se procedio
al revelado, bien por exposicion en las peliculas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare,
ref. 28906837) o con ayuda del sistema de imagen ChemiDoc MP de Bio-Rad.

~
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Cuando fue necesario, se utilizé el tampdn de lavado de inmunotransferencia Restore Plus
(Thermo Fisher Scientific, ref. 46430) durante 10 minutos en agitacion a TA, se lavd en TBS-
Ty se bloqued de nuevo segun las condiciones ya descritas. Después se aiadié el anticuerpo
primario de la proteina control de carga (housekeeping) que, segun la muestra, podia ser -
actina, GAPDH, AKT o B-tubulina (Tabla 6).

Los resultados se analizaron mediante densitometria con el programa Fiji*** (ImageJ) en el

caso de las peliculas radiogréaficas o con el software Image Lab de Bio-Rad en el caso de las

imagenes obtenidas en el ChemiDoc MP.

4.2 . EXPRESION GENICA MEDIANTE QPCR

Extraccion de RNA

Antes de poder analizar la expresion de los genes se extrajo y purifico el RNA de las muestras
congeladas y conservadas en Trizol. Siempre que fue posible, y mientras el protocolo no
indicase lo contrario, se trabajo a 4°C o en hielo picado. En el caso de los tejidos fue
necesario afadir previamente 1 mL de Trizol, triturar con el dispositivo dispersor Ultra-
Turrax para homogenizar la muestra y centrifugar 10 minutos a 4.000 xg antes de continuar
(Fig. 28).

Para retirar restos celulares del Trizol se realizd una centrifugacién de 10 minutos a 12.000
xg y se recuperé el sobrenadante que se pasé a un tubo nuevo. En el caso de los tejidos
grasos, se extrajo el sobrenadante con una jeringuilla de insulina, intentando no perturbar
la capa de lipidos que se formaba encima. A continuacion, se afadieron 200 plL de
cloroformo por cada mL de Trizol, se agit6 el tubo durante 15 segundos y se incub6 durante
3 minutos a TA. Para terminar de separar la fase organica del mRNA, se realizd una
centrifugacion de 15 minutos a 12.000 xg. La fase acuosa, que contiene el RNA, se pas6 a un
nuevo tubo al que se le afiadié el mismo volumen de etanol 100%, de forma que alcanzase
un volumen de etanol de al menos un 35%, necesario para la precipitacion del mRNA.
Inmediatamente después, la fase acuosa se transfirié a las columnas de purificacién del kit
RNeasy Micro (Qiagen, ref. 74004), en el caso de las muestras de flujo y hPA, o Mini (Qiagen,
ref. 74104) para todas las demas muestras, y se siguié el protocolo recomendado por el
fabricante (Fig. 28).

La elucién del RNA de la columna se hizo en 30 pL o 14 pL, segun fuese el kit Mini o Micro
respectivamente, de agua libre de RNAsas facilitada en el kit. Finalmente, el RNA purificado
se cuantificé espectrofotométricamente con el nanodrop ND-1000 midiendo su

absorbancia a 260 nmy 280 nm.
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Retrotranscripcion (RT)

Para la RT se utilizé el kit Superscript Vilo (Life Techonolgies, ref. 11754050) y se
retrotranscribié la maxima cantidad de RNA por experimento siguiendo las instrucciones
del fabricante. El programa utilizado consistié en 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos
a42°C, 5 minutos a 85°C y un ultimo paso a 4°Cy se aplicé en un termociclador GeneAmp
PCR system 9700 (Applied Biosystems). El cDNA obtenido se guardé a -20°C (Fig. 28).

qPCR

La reaccién de PCR en tiempo real para cada muestra se prepar6 en un volumen final de 20
pl con una mezcla de reaccion que contenia 2 pl de cDNA, 0,5 pL de la premezcla de primers
(a una concentracion de 10 pM) listados en la Tabla 7, 10 pl de Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, ref. 436808) y 7,5 pl de agua (Fig. 28). En cada experimento
se incluyd un control negativo, que contenia todos los componentes de la reaccidn excepto

el cDNA, y cada muestra fue analizada por triplicado.

Tabla 7. Lista de primers utilizados en experimentos de gPCR

: : : Banda
Especie | Primer Forward Primer Reverse
(pb)
180

Humano GATGCCGACTTTTGGGAAGG GTGTGGAGAGGAGTGTCTTCG
Ratla’ CCACACAGAAGAGCGTGAGTACAA  TGTGAACACCTTGACGCAGTTT 136
raton

Rata AGACTACTATGCCAGCCGGA AGCTGTCTCTGTAGGACCCA 74
Humano TCAGACAACCGATCCCGTG CACTCCTGGACTCGAACCG 142
Humano AGACCTTGGGAGACAACACG GACTCTCGCTATTCCCGACC 77
Ratén TGCTCTTCTGTATCGCCCAGT GCCGTGTTAAGGAATCTGCTG 113
Rata GCAGACGAAAAAGGTCCTGC GTGACCAGGCCAGTTGTGAT 162
Humano AGGATGCAAGGGTTTCTTCCG CATCCGCCCAAACCTGATGG 169
Humano TGGAAGAGCTTCCTCCTCGAT TGCACCACACTGGAATTGGG 74
Humano GCGGATGAAACTCTACAGCG CTTGCTTCCTAAACTAGGTGCT 139
Raton ACTGCCACACCTCCAGTCATT CTTTGCCTCACTCAGGATTGG 123
Rata AGACAGAAGGATTGCCGAAACT TGCCCAATGAATACCGCCA 196
TBP Humano TGCCCGAAACGCCGAATATAA CGTGGTTCGTGGCTCTCTT 73

7
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He[e A Humano GGCCCAGGTATGACAGCTAC CTGTCCGTGTTGTGTCAGGT 183

Rata,
PGC-1a ) CCCTGCCATTGTTAAGACC™® TGCTGCTGTTCCTGTTTTC? 161
raton

RBM3 Humano CATCACCTTCACCAACCCAGA ACCATCCAGAGACTCTCCGTTC 70

RBM3 Rata TGGAGAGTCCCTGGATGGG TGGTTCCCCTGGCAGACTT 65

Rata,
GAPDH ) ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC TCTCAGCCTTGACTGTGCC 184
raton

Rata,
36B4 raton, CGACCTGGAAGTCCAACTAC ATCTGCTGCATCTGCTTG 109

humano

TCCGCGTTCTCATGTAGGTCT*®
7

ELOVL3 [Elte] GGACCTGATGCAACCCTATGA® 140

Las amplificaciones del cDNA tuvieron lugar en los termocicladores 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) y QuantStudio 5 gPCR (Applied Biosystems). En ambos
aparatos el proceso consistié en un paso de desnaturalizacion de la doble hebra a 95°C de
10 min, seguido de un segundo paso de emparejamiento de 15 segundos a 95°C y de un
tercer paso de extensién de 1 minuto a 60°C donde se capturaba la sefial emitida. Ambos
pasos de emparejamiento y extension se repitieron durante 40 ciclos. Por Ultimo, la cantidad
de mRNA del gen de interés fue normalizada respecto a la expresion de GAPDH, TBP 0 36B4,
que se emplearon como controles endégenos, y se analizaron los datos con el programa
7300 System SDS Software (Applied Biosystems) y QuantStudio Design & Analysis Software

(Applied Biosystems), correspondientes a cada termociclador.
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Tejidos

ﬁ-ij@ &

RT-qPCR en dos pasos
Supercript Vilo SYBR Green + primers
T T 4NTPs /\, Transcriptasa T 7 ANTPs ) DNA
< " inversa b polimerasa

<~ Primers aleatorios <& Primers especificos

molde Amplificacion
de cDNA del cDNA

Figura 28. Esquema ilustrativo del procesamiento de las muestras destinadas al analisis de la expresion de

mRNA por gPCR (Imagen creada con BioRender)

4.3. INMUNOFLUORESCENCIA EN TEJIDOS

Las muestras de tejidos destinadas para inmunofluorescencia fueron incluidas en parafina,
por tanto, se realizé el proceso habitual de desparafinado y rehidratacion por gradiente
decreciente de alcoholes. Posteriormente fue necesario aplicar un tratamiento de
recuperacion antigénica con citrato pH 6.0 en ebullicién durante 20 minutos con el fin de

desenmascarar los epitopos para ser reconocidos por los anticuerpos empleados.

Tras lavar 2 veces en PBS para retirar los restos de citrato, se permeabilizé la muestra con el
buffer de permeabilizacidn (1x PBS/0,2% Triton X-100-100 mM glycina) durante 30 minutos.
Después se bloqued la muestra durante otros 30 minutos con suero normal de burro, diluido
1:10 en PBS/0,2% Triton X-100. En los casos de tejido de ratéon que fuesen a ser marcados

con un anticuerpo primario hecho en ratén, como el caso del anticuerpo anti-CIRP de
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Proteintech con referencia 60025-2-Ig, fue necesario realizar otro bloqueo de la regién
variable de las IgG endbgenas con fragmentos Fab de burro contra las IgG de ratén (Jackson
Immunoresearch, ref. JAC-715-007-003), diluido 1/10 en PBS/0,2% Triton X-100 durante 2
horas a TA. Una vez que la muestra estaba bien bloqueada, se procedié a afnadir el
anticuerpo primario (Tabla 8), diluido en la solucién de bloqueo correspondiente, y se

incubd durante 16 horas a 4°C.

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia

Casa comercial Referencia Dilucién

CIRP (m) Proteintech 60025-2-1g 1/250
Insulina (gp) Dako A0564 1/500
Glucagén (r) Novocastra NCL-GLUCp 1/500
Polipéptido pancreatico

Abcam Ab77192 1/500
€))
Somatostatina (r) Dako A0566 1/500

Anticuerpo producido en ratén (m), conejo (r), cabra (g), o conejo de indias (gp)

El anticuerpo primario se eliminé realizando 3 lavados de 5 minutos en PBS antes de afiadir
los anticuerpos secundarios fluorescentes (Tabla 9) diluidos en PBS e incubados 1 hora a TA.
Posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos en PBS y se procedid al montaje de las
preparaciones con el liguido de montaje ProLong Gold Antifade con DAPI (Life
Technologies, ref. P36931). En todos los experimentos se incluyé un control negativo de
tejido que Unicamente se incubd con anticuerpo secundario con el fin de descartar uniones
inespecificas. Finalmente, los resultados se observaron y fotografiaron en el confocal de
Leica SP5.

Tabla 9. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunofluorescencia

Marcaje Dilucion

IgM de raton Alexa Fluor 488 1/500

IgG de conejo de indias RINII® 1/500
IgG de conejo CF488 1/500

IgG de cabra Alexa Fluor 633  1/500
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4.4, INMUNOFLUORESCENCIA EN CELULAS

Las células, tanto cultivadas en camaras de cultivo (s/ide chambers), como en cubres o en
portas se fijaron en 3,4% de formaldehido durante 10 minutos, se lavaron en PBS segun el
protocolo habitual y se conservaron a 4°C hasta el momento de realizar la

inmunofluorescencia.

Se aplicé una solucion de permeabilizacion (1x PBS/0.2% Triton X-100) durante 10 minutos,
tras los que se procedid a bloquear con suero normal de burro o cabra diluido 1/10 en PBS,
segun la especie de origen del anticuerpo secundario, durante otros 30 minutos. Una vez
trascurrido el tiempo, se afiadié el anticuerpo primario no marcado (Tabla 10) diluido en

solucion de bloqueo y se incubé 16 horas a 4°C.

Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS y después se incubd 1 hora a
TA con el anticuerpo secundario contra IgG de conejo marcado con CF633 (Biotium, ref.
20125) o contra IgG de raton marcado con CF543 (Biotium, ref. 20305) mas una dilucién
1/2.000 de Hoechst 33342 (Sigma, ref. B2261). Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5
minutos y, excepto en el caso de las inmunofluorescencias triples, se montaron las muestras
con ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, ref. P36930) y se visualizaron en el confocal
Leica SP5.

En el caso de las inmunofluorescencias triples de CIRP/RBM3 con tubulina acetilada y y-
tubulina, después de los lavados tras el anticuerpo secundario, se bloqued de nuevo durante
2 horas a TA con suero normal de conejo (Abcam, ref. Ab166640). Este bloqueo evita que el
primario marcado hecho en conejo contra la y-tubulina se una al secundario contra IgG de
conejo. Posteriormente se afhadieron los anticuerpos primarios marcados (Tabla 10) diluidos
en PBSy, tras tres lavados de 5 minutos, se procedié al montaje y la visualizacién de la misma

manera que esta descrita en el parrafo anterior.

Tabla 10. Anticuerpos primarios utilizados en las inmunofluorescencias de células.

Casa comercial | Referencia Dilucién Marcaje

CIRP (m) Proteintech 60025-2-1g 1/250

CIRP (r) Proteintech 10209-2-AP 1/500 -

CIRP
(oo oI aET -0 Abcam Ab246510 1/250 -

(r)
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RBM3
recombinante [AeJe:1ng] Ab134946 1/250 -
(r)
o -Tubulina Santa Cruz

. , Sc-23950 1/500 -
acetilada (m) Biotechnology
o -Tubulina Santa Cruz Sc-23959

1/250 Alexa Fluor 546

acetilada (m) Biotechnology = AF546

v - Tubulina

humana
. Abcam Ab205475 1/500 Alexa Fluor 488
recombinante

(r)

Anticuerpo producido en ratén (m), o en conejo (r)

4.5.TINCION CON OIL RED O

Preparacion de Oil Red O

La solucion stock y la tincion de Oil Red O (OrO) se prepararon y se realizaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Es decir, se diluyeron 150 mg de OrO (Merck, ref. 01391 -
250ML) en 50 mL de isopropanol para preparar la solucién stock. La solucién de trabajo se
preparé mezclando 3 mL del stock con 2 mL de agua desionizada (escalable segun la
necesidad). Tras 10 minutos reposando a TA, se paso la solucion por un papel de filtro antes

de proceder a la tincion de la muestra.

Tincién de adipocitos

Las células cultivadas en slide chambers se fijaron segun el protocolo habitual y, tras los
lavados, se afiadid isopropanol al 60% hasta cubrir el fondo de cada pocilloy se dejoé reposar
durante 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se eliminé el isopropanol y se afiadio la
solucion de trabajo por la pared de cada pocillo hasta que todas las células estuviesen
completamente cubiertas y se dej6 incubando durante 10 minutos a TA. Cuando finalizo la
incubacion se lavaron los pocillos varias veces con agua destilada hasta que esta quedo

transparente.

La preparacion se mont6é con medio de montaje ProLong Gold Antifade con DAPI y se
visualizoé al confocal, ya que el OrO tiene autofluorescencia y se puede observar y capturar
con cualquier laser visible o UV. Para realizar las imagenes se ajusto la configuracion del laser

para capturar en la zona del rojo (600-700 nm) y excluir el rango de captura del DAPI, y no
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captar asi el OrO en el canal azul. Las imagenes se analizaron con un moédulo de analizado

de particulas ajustado de Image J**°

I 5. MINERIA DE DATOS

Como primera aproximacion al estudio de la relacion de CIRP con la respuesta al flujo se
realizé un trabajo de mineria de datos. En él se buscaron estudios de RNASeq en PubMed y

GEO dataset en los que:
a) sometiesen a células a distintas condiciones de flujo, bien laminar u oscilante
b) tuviesen entre sus datos, pero no centrasen su estudio, en CIRP o RBM3
¢) los datos de la secuenciacién fuesen de acceso abierto

Posteriormente se hizo un andlisis de los datos de secuenciacién de los estudios

encontrados para evaluar preliminarmente la respuesta de CIRP y RBM3 al flujo.

I 6. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se realizé con el programa Graph Pad Prism 9 en el
caso de las pruebas moleculares. Todos los grupos de datos se analizaron para comprobar
su normalidad (test de Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (test de Levene). Para contrastes
de significacién entre grupos se usaron T-test, U Mann-Whithney y Kolmogrov-smirnoff
segun las poblaciones tuviesen una distribucién normal o no. En contrastes multiples se
usaron las pruebas ANOVA unifactorial y bifactorial, en caso de incluir un segundo factor de
interaccion. Para comparaciones multiples en contrastes multifactoriales se us6 la

correccién de Tukey y Holm-Sidak en funcion de la adecuacion de las poblaciones.

Por ultimo, para el analisis de los resultados del procesado de imagenes se utilizé el paquete
estadistico R'" para estructurar, modificar y analizar estadisticamente estos conjuntos de

datos masivos

Para todos los analisis estadisticos realizados se situd la significacion estadistica cuando la
probabilidad de error fue menor de 0,05 (P < 0,05).
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I Resultados

1. CARACTERIZACION DE MOLECULAS DE PEQUENO
TAMANO PARA SIMULAR HIPOTERMIA

1.1. CONTEXTO

Teniendo en cuenta el papel de la termorregulacion en la obesidad y los pros y contras ya
mencionados del uso de la hipotermia terapéutica para su tratamiento, junto con la
importancia de CIRP en distintos procesos bioldgicos y terapéuticos, el hecho de disponer
de una molécula de pequefo tamafio (SM por sus siglas en inglés de  “small molecule” )
capaz de producir los efectos de la hipotermia pero a la temperatura corporal normal (37°C)
podria suponer una ventaja fundamental en la lucha contra la pandemia de la obesidad

actual.

Las SMs que se han analizado fueron seleccionadas previamente mediante una busqueda
in silicogracias a la colaboracion establecida con el grupo de investigacion de la Universidad
San Pablo CEU (Madrid), dirigido por Beatriz de Pascual-Teresa Fernandez. Esta busqueda
fue recogida en el trabajo fin de master de Lydia de Salazar Sanchez-Ferragut, de la
Universidad San Pablo CEU, titulado “Hipotermia en el tratamiento de lesiones en la retina:
Cribado Virtual de Alto Rendimiento para la busqueda de nuevos agentes moduladores de
CIRBP" . En él analizaron la estructura de la proteina CIRP unida a RNA a partir de la cual
realizaron un cribado de alto rendimiento (HTVS) de posibles ligandos entre 25 compuestos
de su coleccidn interna 'y 1596 estructuras de la base de datos Diversity Set IV del National
Cancer Institute (NCI, Bethesda). Se utilizaron tres criterios como diana del HTVS, una
proteina homdloga estructural y funcional (CUGBP1), un modelo teérico generado para
CIRP-RNAy el modelo de CIRP en su forma apo. Tras el cribado, los complejos obtenidos se
sometieron a simulaciones de dindmica molecular, que permitieron evaluar la unién de los

ligandos y la estabilidad del complejo tedrico resultante.

Las moléculas resultantes de ese trabajo fueron evaluadas biolégicamente en células R28°%%,

que es una linea inmortalizada de neuroblastos de retina de rata posnatal. Se escogio esta
linea celular ya que este estudio se situaba dentro del contexto de un proyecto financiado
por el Departamento de Defensa de Estados Unidos (ref. DoD MR130239), que surgi6 de la
necesidad creciente de encontrar una terapia alternativa, econémica y eficaz para frenar los
dafnos oculares de origen traumatico causados en los campos de batalla. Como resultado

de ese estudio se identificaron varias moléculas capaces de elevar la expresion de CIRP en
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R28, como se recogio en el trabajo de fin de master de la doctoranda “Caracterizacion de
moléculas de pequefio tamafio que modulan la expresion de CIRP” disponible en el

repositorio de la Universidad de La Rioja.

En este contexto surgié la idea de emplear una molécula activadora que simule la exposicién
prolongada al frio y que active las propiedades adelgazantes y saludables del mismo, de
forma que se viesen reducidas las consecuencias del tratamiento con frio relacionadas con
la pérdida de bienestar humano y/o animal. En el campo del metabolismo, la aplicacién de
estas moléculas podria inducir al organismo a actuar como si se encontrase a bajas
temperaturas y promover la transformacion de la grasa blanca en grasa beige para asi
obtener calor de los lipidos almacenados. Como consecuencia se podria conseguir un mejor

control del metabolismo glucidico y del peso corporal.

1.2. CARACTERIZACION DE SMs QUE MODULAN LA
EXPRESION DE CIRP

En las primeras etapas de este trabajo se terminé la caracterizacién de las moléculas que
modulan la expresion de CIRP. En los experimentos anteriores, recogidos en el trabajo fin
de master ya citado, se determind que los compuestos con mayor actividad, en cuanto al

aumento de los niveles de CIRP, fueron SD4 y zr17-2 (Fig. 29).

CIRBP Expression
over Control 37°C

Figura 29. Representacion de las densitometrias de las bandas obtenidas por Western blot de las SMs analizadas
en el contexto del trabajo fin de méster de la doctoranda’*. Las barras representan la media + desviacion

estandar de todas las muestras. **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figura 30. Resultados de Western blotting de CIRP en células R28 expuestas a moléculas de las familias SD y zr
a una concentracion de 10 uM durante 4 dias. A la derecha de cada grafica se muestra la estructura quimica de

los compuestos de la familia correspondiente™. Las barras representan la media + desviacion estandar de

todas las muestras. *: p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

A la luz de estos datos, se continu6 con el estudio de los compuestos quimicamente
relacionados con ellos, es decir, la familia de compuestos SD y zr cuya composicion esta
resumida en la Fig. 30. En estos experimentos, realizados por triplicado para cada SM, se

observd un aumento en los niveles de CIRP para las moléculas SD16, SD17, zr12-2y zr17-2.

Haga clic o pulse aqui para escribir texto.De estas 4 moléculas se escogi6 seguir trabajando
con zrl7-2 ya que, ademas de su capacidad de aumentar los niveles de CIRP, presentaba la

ventaja de poder ser disuelta en agua o suero fisiolégico en vez de DMSO.

Todos los resultados de la caracterizacion de las moléculas, asi como los primeros resultados
de la inoculacion de zr-17-2 en animales de experimentacion, que se presentan mas
adelante (Fig. 35), estan recogidos en el articulo "/n silico identification and /n vivo
characterization of small molecule therapeutic hypothermia mimetics” que se adjunta al

final de esta memoiria.

Este estudio dio origen, también, a la concesion de una patente nacional (ES-2680418_A2),
que fue publicada el 06-09-2018
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1.3.EFECTO DE LA CONFLUENCIA EN CELULAS R28
TRATADAS CON ZR17-2 (10 pM)

A la hora de realizar los tratamientos con la molécula zr17-2 en las células R28, se quiso
estudiar si su efecto se veia modulado por la confluencia de las células. Para ello se realizd
un ensayo con dos concentraciones de células de partida, 0.5 x10° células y 1.0 x10° células
por pocillo, tratadas con zrl7-2 (o no) con una concentracién final de 10 uM durante 4 dias.
Al final de ese tiempo, el cultivo con menos densidad de células alcanzé una confluencia
aproximada de un 85%, mientras que el cultivo méas denso alcanzé el 100%. Tras analizar los
niveles de CIRP de los extractos de proteina se pudo observar que una mayor confluencia
no solo aumentaba la proteina (p = 0,038), sino que potenciaba el efecto de la SM, llegando
a doblar los niveles alcanzados en las mismas condiciones en las células sin el tratamiento
(Fig. 31)

Efecto de la confluencia en células R28 tratadas con zr17-2
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Figura 31. Efecto de la confluencia en los niveles de CIRP en células R28 tratadas con zr17-2 a una
concentracion de 10 uM durante 4 dias. En la grdfica se muestran los resultados del andlisis de densitometria
del Western-blotting de las bandas que se exponen en la figura. Las primeras corresponden a CIRP, con una
banda que corresponde a 19 kDa y las segundas a la 3-actina, con una banda esperada a 42 kDa. Las barras

representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. * p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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1.4. COMPARACION DE ANTICUERPOS ANTI-CIRP

Durante el desarrollo de este trabajo, por causas ajenas al laboratorio, se dejo de disponer
del anticuerpo primario que se utilizaba habitualmente para la identificacion de CIRP tanto
en Western-blot como en inmunofluorescencia: el anticuerpo de Proteintech con referencia
60025-2-Ig. Por tanto, se estableci6 como prioritario el hacerse con una herramienta de
identificacién adecuada para evaluar los niveles de CIRP en estas técnicas antes de poder

avanzar en las siguientes fases de la investigacion.

Con este fin, se hizo una busqueda de anticuerpos alternativos capaces de detectar los
niveles de CIRP, y se probaron en extractos de células R28 crecidas en normotermia (37°C)

o en hipotermia (32°C) durante 4 dias para evaluar su calidad (Fig. 32)
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Figura 32. Comparacion de anticuerpos anti-CIRP por Western blot en células R28 tras 4 dias de crecimiento a
32°C 0 37°C. En la parte superior de la imagen se muestra el resultado del revelado de las membranas
incubadas con cada anticuerpo, cuyos datos se referencian en la tabla inferior. La linea punteada indica la
altura aproximada de 19 kDa, predicha para CIRP, y en el recuadro inmediatamente debajo se muestran las

bandas correspondlientes a la 3-actina, aproximadamente a 42 kDa.
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Lo primero que se evalud es la capacidad de los anticuerpos de detectar el aumento de CIRP
como respuesta al frio. En este sentido, los 5 anticuerpos cumplen con el requisito, sin
embargo, la especificidad de las bandas parece ser un poco mas heterogénea entre ellos.
Aparte de la banda de 19 kDa que corresponderia a CIRP, en todos aparece una banda
comun a una altura aproximada de entre 38-42 kDa que se marca con distinta intensidad
segun el anticuerpo. Con todos estos datos se establecié que el anticuerpo que mejor
funcionaba en Western-blotting en cuanto a deteccion de CIRP, limpieza de la sefial y menor

marcaje de bandas inespecificas, fue el anticuerpo de CIRP recombinante (Ab246510).

2.2r17-2 COMO MOLECULA MODULADORA DEL
METABOLISMO RELACIONADO CON LA OBESIDAD

2.1.EXPERIMENTOS IN VITRO:

2.1.1. EXPRESION DE GENES DE PARDIFICACION EN LA LINEA CELULAR
3713-L1

Para evaluar los efectos de zrl7-2 en el metabolismo lipidico y el tejido adiposo se
diferenciaron preadipocitos de la linea celular 3T3-L1 a adipocitos maduros en presencia de
la SM. Posteriormente se analizaron genes de pardificaciéon de adipocitos, en concreto
CIDEA**, ELOVL3**, y PGC1a®®, un coactivador transcripcional de PPARy que modula la

expresién de UCP1y la termogénesis de la grasa parday beige.
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Figura 33. Expresion de CIDEA, PGCla y ELOVL3 en adlipocitos maduros 3T3-L1. Se refiere como control a las
células a las que se le anadié unicamente vehiculo y como tratado a las que se diferenciaron en presencia de
zrl7-2 a una concentracion de 10 uM. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las

muestras.

En la Fig. 33 se puede observar el resumen de dicho analisis, donde no hay diferencias
significativas en la expresién de estos tres genes entre las células controles y las tratadas con

zrl7-2, tras todo el proceso de diferenciacion. Esto puede ser debido bien a que ha
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transcurrido un tiempo suficientemente largo desde la exposicién a la molécula y el
aumento de la expresion ya haya caido, o bien porque CIRP no module la expresién de estos

tres genes en concreto y actle en otro punto de la regulacién del metabolismo lipidico.

2.1.2. OIL Reb O (ORO) DE ADIPOCITOS MADUROS DE LA LINEA
CELULAR 3T3-L1

Si bien no se vio un cambio en los genes estudiados a nivel de mRNA, cuando se hizo un
analisis de las imagenes de microscopia de las vesiculas tefiidas con OrO (Fig. 34.A) si que

se vieron diferencias en el area de estas (Fig. 34.B).
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Figura 34. (A) Detalle de las imagenes de /a tincion OrO de adipocitos maduros 3T3-L1 y fotografiados en el
microscopio confocal para la cuantificacion de vesiculas, en rojo se muestran las vesiculas tefiidas con OrO y
en azul los nucleos marcados con DAPI. La imagen de la izquierda corresponde a las células control y la de la
derecha a las células tratadas con zr17-2 a una concentracion de 10 uM. (B) Representacion grafica de los
datos analizados del 4rea de las vesiculas, medida en un7’, de adipocitos maduros diferenciados en ausencia o

presencia de zr17-2. (C) Andlisis de los niveles de fluorescencia de OrO respecto a los de DAPI normalizados
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frente a los datos de las células control. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las

muestras. **** p<0.0001.

De hecho, de las méas de 10.000 vesiculas analizadas por grupo, se vio que el tamafio medio
de las vesiculas de los adipocitos tratados con zrl7-2 a una concentraciéon de 10 pM durante

toda su diferenciacion era 5,3% menor que las de las células no tratadas (p <0,0001).

En cuanto a la acumulacion de lipidos en células diferenciadas a adipocitos, se analizd el
coeficiente entre la fluorescencia de las vesiculas tefiidas con OrO frente a la fluorescencia
de los nucleos (DAPI) y se pudo comprobar que no habia diferencias significativas entre las
células tratadas y no tratadas (Fig. 34.C). Los niveles de fluorescencia de los nucleos eran

estables entre ambas condiciones experimentales.

Esta respuesta fisiolégica parece indicar que zrl7-2 es capaz de actuar durante la
diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1, dando lugar a vesiculas de menor tamafo sin
afectar a la acumulacion global de lipidos. Ademas, teniendo en cuenta el disefio de zrl7-2
y su efecto en la concentracion celular de CIRP, probablemente este empequefiecimiento

de las vesiculas esté relacionado con un aumento de los niveles de CIRP.

2.2.EXPERIMENTOS IN VIVO

La primera aproximacién que se realizé para estudiar el efecto de zrl7-2 en organismos
complejos fue un pequefio ensayo en ratas macho a las que se les inyectd una dosis de 20
nmoles/Kg de SM mientras que a los controles se les inyect6 el mismo volumen de vehiculo.
Después de 4 dias se sacrificaron y se extrajeron muestras de grasa subcutanea, pancreas,
colon, testiculo, pulmdn, retina, corteza cerebral y corazén, cuyos niveles de CIRP se
analizaron posteriormente mediante Western blotting (Fig. 35). Estos resultados se
publicaron en el articulo de Coderch et al.**° donde la doctoranda figura como segunda

autoray que se adjunta como anexo al final de este manuscrito.

Al evaluar los niveles de CIRP por Western blotting en los distintos érganos se observé que
la repuesta era dependiente del tejido. En pulmédn, testiculo, colon, pancreas, grasa
subcutaneay corazén, la expresion de los tejidos de animales tratados con zr17-2 era mayor
que la de los tejidos control y, sin embargo, en corteza cerebral y retina no se apreciaban
diferencias (Fig. 35). Estos dos ultimos tejidos se encuentran protegidos por la barrera
hematoencefalica y hematoocular respectivamente, asi que es posible que la SM no llegase

a alcanzar esos tejidos o, al menos, no en una cantidad suficiente como para ver su efecto.
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Figura 35. Andlisis de los niveles de CIRP en distintos tejidos de rata. Los animales tratados recibieron una
inyeccion intraperitoneal de 20 nmoles/Kg de la molécula zr17-2, mientras que los controles recibieron el
mismo volumen de suero fisiolégico. Debajo de las bandas correspondientes a CIRP (19 kDa) se muestran las

bandas de 3-actina (42 kDa) o tubulina (55 kDa) que tienen la funcion de control de carga de cada muestra.

Cabe resaltar el resultado obtenido en el analisis del Western blotting del corazén, donde
se aprecia una banda difusa inferior a los 19 kDa en el animal control que desaparece a favor
de la banda de 19 kDa esperada para CIRP en el animal tratado. Este patron parece indicar
que la union de zrl7-2 a CIRP bloquea la degradacién de la proteina por proteasas en el
corazon, lo que permitiria mantener la proteina funcional durante mas tiempoy, por tanto,

sus efectos.

2.2.1. RATONES EXPERIMENTALES

Tratamiento con zrl7-2 y evaluacion del efecto a distintos tiempos

Para estudiar el efecto de la SM en el tiempo, se trataron ratones C57BL/6 de 9 semanas que
se sacrificaron 1, 2, 3 y 4 dias tras una inyeccién intraperitoneal de 20 nmoles/Kg de zr17-2.
Posteriormente se analizo la expresion de CIRP y genes relacionados con la termogénesis 'y
el "oscurecimiento” de los adipocitos blancos en las grasas epididimal e inguinal, y de
genes relacionados con el metabolismo de la glucosa en el pancreas (Fig. 36). Se escogieron
estos depdsitos de grasa ya que la grasa epididimal es una muestra de grasa visceral y la
grasa inguinal de grasa subcutanea, con mas potencial de desarrollar adipocitos beiges que

la primera®*.

Los analisis de la expresion en la grasa epididimal de CIRP, asi como de UCP-1, PRDM16 y
CIDEA se muestran representados en la Fig. 36.A. No se observaron diferencias significativas

en los niveles de mRNA de ninguno de ellos respecto a las muestras control.

En el caso de los genes analizados en la grasa inguinal (Fig. 36.B), se aprecia una disminucién
de la expresion de CIRP al dia siguiente de la inoculacién, que vuelve a sus niveles normales
para el segundo dia. Por su parte, UCP1 se reduce el dia 3 tras la inoculacion y, sin embargo,

en el caso de CIDEA no se aprecian cambios en su expresion.
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Figura 36. Expresion de CIRP y los correspondientes genes relacionados con la termogénesis en grasa

epididimal (A) y grasa inguinal (B) en ratones tratados con 20 nmoles/Kg de zr17-2 o el volumen equivalente

de vehiculo (controles) y sacrificados a los 1, 2, 3 y 4 dias. (C) Expresion de las hormonas pancreaticas

nombradas en cada grdfica en muestras de pancreas de esos mismos ratones. Las barras representan la media

+ desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05.
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Figura 37. Imagenes de microscopia confocal representativas de las inmunofluorescencias de tejidos de

ratones de 9 semanas a los tres dias de ser tratados con 20 nmoles/Kg de zr17-2. En todas ellas CIRP esta
marcado en verde y el DAPI que sefala los nticleos aparece en azul; ademads, en la imagen de un islote
pancredtico (A) se muestra la somatostatina marcada en rojo. Por ultimo, la distribucion de CIRP en los

distintos tipos de grasas se puede apreciar en la grasa epididimal (B), la inguinal (C) y la escapular (D)

En un principio, dado el patron de expresion de CIRP en la grasa y el pancreas, se pensé que
podria estar implicado en el metabolismo de la glucosa a través de alguna de las hormonas
pancreaticas relacionadas. Sin embargo, en el estudio de los niveles de mRNA de lainsulina,
la somatostatina o el glucagdn, no se han visto cambios en la expresion de ninguna de ellas
en los tiempos analizados (Fig 36.C). El motivo de la ausencia de cambio en estos genes
podria ser que la expresién ya se habria estabilizado para el momento del muestreo. Sin
embargo, al hacer lainmunofluorescencia de los tejidos y estudiar la colocalizacién de CIRP
con las tres hormonas, se vio que las células que expresaban CIRP no eran las mismas que

expresaban ninguna de ellas, ejemplo que se representan en la Fig. 37.A con la
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somatostatina, en rojo, frente a CIRP, en verde. La expresidn de CIRP parece estar restringida
a las células vasculares o del estroma del pancreas. Ambos resultados disminuyen la
probabilidad de que CIRP esté implicado directamente en el metabolismo de la glucosa a

través de estas hormonas.

En cuanto a la distribucién de CIRP en las grasas, los estudios de inmunofluorescencia
revelaron un patrén principalmente citoplasmatico en todas ellas, permitiendo apreciar las
diferencias morfolégicas en cuanto a nimero y tamafio de las vesiculas entre la grasa
epididimal (Fig. 37.B), inguinal (Fig. 37.C) y escapular (Fig. 37.D), que representaria a la grasa
parda.

Tratamiento con zrl7-2 en termoneutralidad.

La temperatura normal para los ratones se encuentra en torno a los 30°C** y en las
condiciones de estabularizacion normal de los animalarios esta establecida una
temperatura ambiente de 22°C. Esto supone que los ratones estén en un estado constante
de hipotermia moderada que podria modificar o enmascarar los efectos de zr17-2, de CIRP
y del estado termogénico general del animal. Por ello se plante6 un ensayo piloto en el que
se aclimataron 12 ratones a 30°C tras lo que se les inyectaron 20 nmoles/Kg de zr17-2 una
Unica vez (una dosis), dos veces (dos dosis), o el volumen correspondiente de suero
fisiolégico (control). Ademas, el grupo control se dividid entre ratones mantenidos en
termoneutralidad (control negativo) y ratones a los que se les volvio a estabular a 22°C

(control positivo).

Haga clic o pulse aqui para escribir texto.Para estudiar el efecto de la SM y la temperatura
en la termogénesis y la pardificacién de los adipocitos de la grasa inguinal (Fig. 38.A), se
analizaron los genes UCP1, Tbx1, que es un marcador genético de tejido adiposo beige®**,
y Fndc5 o irisina, que juega un papel fundamental en la pardificacion de la grasa blanca
mediada por el ejercicio **. La expresién de UCP1 se vio claramente aumentada en los
controles positivos respecto a los animales mantenidos en termoneutralidad (de izquierda
aderecha del grafico: p = 0,002 para todos ellos), sin embargo, no se vieron diferencias entre

los grupos ni en la expresion de Tbx1 ni en la de Fndc5.

Ademas, se estudio la expresion de UCP1 en la grasa escapular (Fig. 38.B) que, conformada
principalmente por tejido adiposo pardo, constituye un depdsito termogénico ejemplar. En
este caso la diferencia de UCP1 entre los animales mantenidos a 22°C respecto a los
mantenidos a 30°C era aun mas clara si cabe (p <0,0001), independientemente del
tratamiento recibido. Estos resultados indican que, en las condiciones habituales de

temperatura del animalario, la maquinaria termogénica ya esta activada
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Figura 38. Expresion génica de ratones mantenidos a 30°C inoculados intraperitonealmente con 20 nmoles/Kg

de zr17-2 en una dosis, dos dosis espaciadas tres dlias o suero fisioldgico frente a ratones estabulados a 22°C
inoculados con el volumen correspondiente de vehiculo. (A) Muestras de grasa inguinal en las que se
analizaron los genes correspondientes a cada grdfica. (B) Muestras de grasa escapular en las que se estudio la

expresion de UCPI. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. ** p<0.01;

**44 p<0.0001

Grasa inguinal Grasa escapular

*

IS

CIRP/B-actina

5 &

CIRP/B-actina
N

Grasa epididimal

0.0

Figura 39. Western blotting de ratones mantenidos a 30°C inoculados intraperitonealmente con 20 nmoles/Kg

de zr17-2 en una dosis, dos dosis espaciadas tres dias o suero fisiologico frente a ratones estabulados a 22°C

inoculados con el volumen correspondiente de vehiculo, en muestras de las grasas citadas en cada gréfica. Las

barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. * p<0.05.

En cuanto a los niveles de CIRP obtenidos por Western blotting, se pudo apreciar un patron

similar al analisis genético. En cualquiera de los tres tipos de grasas analizados, inguinal (p
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= 0,024), escapular (p = 0,020) o epididimal (p 0 0,023), habia un aumento de CIRP en las
muestras de animales controles hospedados a 22°C frente a los controles en

termoneutralidad (Fig. 39).

Tanto el analisis genético como el de proteinas indican que los animales mantenidos en las
condiciones estandar de temperatura del animalario tienen una respuesta basal al frio que
puede suponer un problema a la hora de estudiar proteinas de respuesta al frio, como CIRP

o RBM3, y su relacion con la termogénesis.

2.2.2. RATAS EXPERIMENTALES

Ensayo piloto con distintas cepas de rata

Ala hora de establecer un nuevo modelo animal para los experimentos posteriores, se quiso
analizar laidoneidad de distintas cepas de ratas a nuestras condiciones experimentales. Para
ello se estudiaron distintas estirpes de uso habitual en modelos de obesidad, de las cuales
se seleccionaron tres cepas, Long Evans, Wistar Hanover y Fischer F344, para compararlas
en un ensayo piloto. Las ventajas y los inconvenientes sopesados de cada cepa se resumen
enlaTabla 11l

Tabla 11. Tabla con las ventajas e inconvenientes de cada estirpe de rata

Ventajas Inconvenientes

o Tienen mucha grasa parda e Alcanzan un gran tamafo:

e Son buen modelo de DIO necesario equipamiento adecuado

e Heterogeneidad genética: para su mantenimiento
comportamiento similar a una e Heterogeneidad genética: mayor
poblacion dispersion de datos

o Muy bien caracterizadas para

obesidad e Individuos resistentes a DIO, hay
Wistar o Con dietas grasas derivan a que descartarlos previamente al
diabetes (similar a humanos) estudio
Hanover . . . "
* Heterogeneidad genética: o Heterogeneidad genética: mayor
comportamiento similar a una dispersion de datos
poblaciéon
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e Estirpe consanguinea: a partir de la

e Estirpe consanguinea: menos semana 26 empiezan a desarrollar
Fischer heterogeneidad genética > patologias derivadas de la
344 modelo mas homogéneo consanguinidad

e Tienen activos los mecanismos de
termogénesis.

Ademas de evaluar la conveniencia teorica, se quiso estudiar qué estirpe era la mas
adecuada para alcanzar los objetivos establecidos. Para ello se analizaron los niveles de CIRP
de los distintos grupos de ratas a los 4 dias de haberles inyectado intraperitonealmente 40
nmoles/Kg de zrl7-2 o su volumen equivalente de suero fisiolégico. Los datos obtenidos
por Western blotting se resumen en la Fig. 40, donde se puede comprobar que no hay
diferencias en los niveles de CIRP entre los animales tratados con zrl7-2 y los controles en

ninguna de las cepas.
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Figura 40. Western blotting de ratas Long Evans, Wistar Hanover y Fischer F344 trascurridos 4 dias desde la
inyeccion de 40 nmoles/Kg de zr17-2 o el volumen correspondiente de vehiculo. Cada gréfica representa los
niveles de CIRP obtenidos en el tejido citado, y en el centro se muestran las bandas de CIRP (19 kDa) y S-actina
(42 kDa) de las muestras de pancreas como ejemplo representativo. Las barras representan la media +

desviacion estandar de todas las muestras.

Evaluando las ventajas e inconvenientes de cada cepa, junto con la facilidad del manejo de
los animales se decidio que la estirpe mas adecuada para el estudio de DIO eran las ratas

Wistar Hanover.
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Experimento piloto de tratamiento a medio plazo y su efecto en los niveles

de glucosa e insulina

Hasta este momento todos los ensayos relacionados con zrl7-2 se habian realizado en
periodos cortos de tiempo, asi que se consideré oportuno hacer un estudio mas largo con
el fin de poder evaluar posibles efectos adversos de la SM y poder atajarlos desde el disefio
del experimento DIO. Ademas, este estudio presentaba la oportunidad de poner a punto el
protocolo de realizacion de la prueba de tolerancia a la glucosa que se emplearia en el
ensayo final.

En este experimento piloto se mantuvieron 12 ratas durante 11 semanas, con dos
inyecciones semanales de 40 nmoles/Kg de zrl7-2 o su correspondiente volumen de
vehiculo. Tres semanas antes del sacrificio, en la semana 8, se les realizd un test de
resistencia a la insulina (Fig. 41.A) sin que hubiese diferencias entre el grupo control y el
tratado. Ademas, a las 10 semanas se realizd a los animales una prueba intraperitoneal de
tolerancia a la glucosa (IPGTT), en el que se observé diferencias significativas en el pico de

la curva de tolerancia a la glucosa entre ratas tratadas con la moléculay controles (Fig. 41.B).
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Figura 41. (A) Test de resistencia a la insulina en ratas macho de 20 semanas tras 4 dias de la inyeccion de
ZR17-2 o de vehiculo (control). La medida de la glucosa correspondiente al tiempo 0 se realizo tras 6h de
ayuno y antes de la inyeccion i.p. de 1 U/Kg de insulina, y se corresponde con los niveles de glucosa basal. Las
medidas se realizaron hasta el comienzo de la recuperacion de los niveles basales de glucosa en sangre. (B)
Dos semanas mds tarde se realizo la curva de tolerancia a la glucosa. En las condiciones de ayuno ya descritas
antes de la inyeccion i.p. de glucosa (2,0 g/Kg). Los niveles de glucosa en sangre se midieron a los 15, 30, 45,
60 y se finalizé a los 90 minutos, cuando se habia alcanzado de nuevo el nivel basal. Los puntos representan la

media + desviacion estandar de todas las muestras. ** p<0.01.

Tras el sacrificio, se quisieron caracterizar los niveles de CIRP en tejido adiposo mas en
profundidad asi que se analizé dicha proteina por Western blotting en grasa subcutéanea,
representada por los dos depésitos de grasa inguinal (superior e inferior), en grasa escapular
blancay parday, por ultimo, en grasa visceral con muestras de grasa epididimal, omental y
renal, que son las mas frecuentes en obesidad asociada al sindrome metabdlico. De todas

las muestras analizadas, Unicamente se apreciaron diferencias significativas en los niveles
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de CIRP correspondientes al depdsito superior de grasa inguinal (p= 0,016), que

disminuyeron en comparacion con las de los animales control (Fig. 42).
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Figura 42. Western blotting de ratas de 23 semanas tratadas dos veces por semana con una inyeccion
intraperitoneal de 40 nmoles/Kg de zr17-2 o el volumen correspondiente de vehiculo durante 11 semanas.
Cada gréfica representa los niveles de CIRP obtenidos en el tejido correspondiente, y en el centro se muestran
las bandas de CIRP (19 kDa) y B-actina (42 kDa) del revelado del depdsito superior de la grasa inguinal. Las

barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05.

Experimentos de obesidad inducida por dieta alta en grasas (DIO)

En este experimento se mantuvieron 24 animales, inicialmente de 8 semanas, alimentados
bien con pienso control (10% de las Kcal provenientes de grasa) o bien con pienso rico en
grasas (45% de las Kcal provenientes de grasa) para fomentar la ganancia de peso. Ademas,
a la mitad del grupo con cada dieta se les inoculd bisemanalmente 40 nmoles/Kg de zrl7-
2 o su correspondiente volumen de suero fisiolégico. El tratamiento se realizé durante 16
semanas, en las que se registré el peso antes de cada inyeccion, que se resume en la Fig. 43.
Tal y como se puede apreciar en dicha figura, el efecto de la dieta influye significativamente

en la ganancia de peso de los animales, independientemente del tratamiento recibido.
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Como la dietarica en grasa es diabetogénica, a las 14 semanas del tratamiento se realizé un
IPGTT a todos los animales con el fin de ver si habia diferencias en la respuesta bien por la
dieta o bien por el tratamiento con la SM. Las curvas de la glucosa estan representadas en
la Fig. 44, sin que se vean diferencias en la modulacion de la curva ni por el efecto de la dieta

ni por el del tratamiento.

Pesos ratas DIO
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Contraste Significacion P-valor
Control-suero vs. Control-zr17-2 |No ns 0,9519
Control-suero vs. DIO-suero Yes * 0,0219
Control-zr17-2 vs. DIO-zr17-2 Yes ** 0,0062
DIO-suero vs. DIO-zr17-2 No ns 0,9993

Figura 43. Evolucion de los pesos de las ratas alimentadas con dieta rica en grasa (DIO) o con dlieta normal
(Control) a las que se inyecto zr17-2 a una concentracion de 40 nmoles/Kg (zr17-2) o el volumen
correspondiente de suero fisiologico (suero). En la tabla inferior se muestra el resumen del analisis estadistico
de los datos con la significacion asociada a cada comparacion entre grupos. Los puntos representan la media

+ desviacion estandar de todas las muestras.

En el momento del sacrificio, se extrajo una muestra de sangre que se envio a analizar a un
laboratorio externo. Los resultados resumidos se muestran en la Fig. 45. Como se puede ver,
no hay modificaciones mas alla de los patrones esperados propios de la dieta hipercaldrica
como es el aumento en las transaminasas, disminucién del HDL-colesterol y aumento del

LDL-colesterol. Sin embargo, llama la atencién la bajada que se observa en los triglicéridos.
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Test de tolerancia a la glucosa

500+
-0~ Control-suero
— 4001 - Control-zr17-2
©
k) DIO-suero
£ 300-
;‘ -+ DIO-zr17-2
8 200-
O
3
2 1004
o | T L I I

° N T K,

Tiempo (minutos)

Figura 44. Test de tolerancia a la glucosa en ratas tras 14 semanas con dlieta rica en grasa (grupo DIO) o dieta
control (grupo control) junto con inyecciones bisemanales de 40 nmoles/Kg de zr17-2 (grupo zr17-2) o de
suero fisiolégico (grupo suero). La medida de la glucosa correspondiente al tiempo 0 se realizo tras 6h de

ayuno y antes de la inyeccion i.p. de glucosa (1,0 g/Kg), y se corresponde con los niveles de glucosa basal. Las

medidas de los niveles de glucosa en sangre se realizaron a los 15, 30, 45, 60 y se finalizé a los 120 minutos.

Los puntos representan la media + desviacion estandar de todas las muestras.

Posteriormente se estudiaron los niveles de CIRP en la grasa inguinal, escapular y epididimal
(Fig. 46). Aungue no se observaron diferencias entre las ratas tratadas con zrl7-2 respecto
a los controles en la banda de CIRP de 19 KDa, nos llamé la atencién una banda superior
inmunorreactiva que otros autores describen como CIRP de 28 KDa**. Al analizar esta banda
comprobamos que la dieta grasa aumentaba muy significativamente (p<0,0001) los niveles
del CIRP detectado a la altura de 28 KDa.
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Figura 45. Resumen del analisis bioquimico de las ratas mantenidas con dieta rica en grasa (grupo DIO) o dieta
control, tratadas dos veces por semana con 40 nmoles/Kg de zr17-2 (grupo zr17-2) o de suero fisiologico
(grupo suero). Las siglas ALT (GPT) y AST (GOT) se refieren a las transaminasas alanina aminotransferasa
(glutamico piravico transaminasa) y a la aspartato aminotransferasa (transaminasa glutamico-oxalacética)
respectivamente, y los colesteroles HDL y LDL a los de alta y baja densidad, en ese orden. Las barras

representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. * p<0.05; ** p<0.01; ***: p<0.001.
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Figura 46. Western blotting de distintos depdsitos de grasa de ratas mantenidas con dieta grasa (DIO) o dieta
control (control) durante 3 meses, con inyecciones bisemanales de 40 nmoles/Kg de zr17-2 o el volumen
correspondiente de suero. Cada grafica representa los niveles de CIRP obtenidos en el tejido citado. Las barras
representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. Las barras representan la media +

desviacion estandar de todas las muestras. ***: p<0.001.

2.3.EXPERIMENTOS EX VIVO

Otro de los objetivos de esta tesis era estudiar el efecto de la SM en adipocitos humanos,
para ello se establecio una colaboracion con el equipo de Cirugia del hospital San Pedro con
la que se obtuvo grasa perirrenal y del hilio renal de nefrectomias de tres pacientes (hPA 1,

2 y 3). De ahi se extrajeron células madre mesenquimales que se diferenciaron hasta
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adipocitos maduros en presencia de zrl7-2 en una concentracion de 10 uM o del mismo

volumen de vehiculo.

Tras 15 dias desde el comienzo de la diferenciacion, se recogieron las muestras de los
adipocitos y se analizaron a través de una bateria de genes relacionados con la pardificacién
(PGClo, PPARYy, CIDEA y PRDM16), y la termogénesis (UCP1 y DIO2), asi como RBM3 y CIRP
(Fig.47).Y,de forma similar alo que se vio en adipocitos 3T3-L1, no se apreciaron diferencias

significativas de ninguno de los genes estudiados.
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Figura 47. Expresion de los genes citados en cada grdfica en adipocitos maduros diferenciados de cultivos

primarios humanos de tres pacientes (hPA1, 2 y 3). Desde el momento que se inicio la diferenciacion se

comenzo a anadir zr17-2 en una concentracion de 10 uM en cada cambio de medio en las células tratadas, o

su equivalente de vehiculo en el caso de las células control. Las células se recogieron 15 dlias tras el inicio de la
diferenciacion, momento en el que se consideran adipocitos maduros. Las barras representan la medja +

desviacion estandar de todas las muestras

Ademas de la expresion génica, se pudieron analizar los niveles de CIRP en los adipocitos a
través de Western blotting. Ni en el caso de las muestras de grasa perirrenal, ni en las de la
grasa del hilio renal se pudieron apreciar diferencias en los niveles de la proteina (Fig. 48).

Esto puede ser debido a una aclimatacién o a que en un ensayo tan largo se haya
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normalizado el efecto en el momento de la toma de muestras. Aunque vista la capacidad
celular de aclimatarse a la hipotermia moderada, y teniendo en cuenta la velocidad de
respuesta de la célula y de recuperacion del estado basal que se ha visto en otros

experimentos, lo mas probable es que sea un poco de ambas.

Grasa perirrenal Grasa del hilio renal
2.0 2.0
Control
m ZR17-2
g 15 g 159
3 | z
g 107 L - g 101 T -
& &
O 051 [ O 0.5
0.0- T 0.0

D
Q?'

N v >
v s v
& & <& §

Paciente Paciente

Figura 48. Wester blotting de muestras derivadas de cultivo primario de adjpocitos humanos (hPA1, 2y 3)
tratadas con zr17-2 (10 uM) o tratadas con vehiculo, en grasa perirrenal y grasa del hilio renal. Las barras

representan la media + desviacion estandar de todas las muestras.

Finalmente, se quiso estudiar el efecto en la morfologia de las vesiculas analizando
imagenes de microscopia de los adipocitos maduros para cuantificar el nimero y tamafio
de las vesiculas por cada célula (Fig. 49.A). Como se puede observar en la gréafica, en todos
los pacientes disminuyé muy significativamente el tamafio de las vesiculas tanto en los
adipocitos diferenciados a partir de grasa perirrenal como del hilio renal (Fig. 49.B). Ademas,
si se analiza la densidad de vesiculas por célula, se ve que en el paciente 1 esta se ha
incrementado significativamente (p=0.037) en las muestras derivadas de grasa perirrenal, y
lo mismo sucede en las de hilio renal en el caso del paciente 3 (Fig. 49.C). El conjunto de
ambos resultados podria indicar una pardificacion de los adipocitos humanos por el efecto
de zrl7-2.Y, de nuevo, tal como habia sucedido con los adipocitos 3T3-L1, parece haber

una respuesta fisioldgica pese a que no se ha llegado a ver aun la respuesta molecular.
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Figura 49. (A) Imagen de las vesiculas lipidicas de los adjpocitos en contraste de fases, con los nucleos

marcados en azul. A la derecha se muestra un ejemplo de la mascara del médulo de analizado de particulas

que selecciona las vesiculas en funcion de criterios de drea y circularidad que corresponderia a la imagen (A).

(B) Graficas que muestran el area por vesiculas y (C) la densidad de las vesiculas de los adipocitos derivados de

la grasa perirrenal y del hilio renal segun el tratamiento con zr17-2 o vehiculo para cada uno de los tres

pacientes, codificados como hPA 1, 2 y 3. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las
muestras. * p<0.05; *** p<0.001; ****: p<0.0001.
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I 3. CILIO PRIMARIO

3.1.CILIO PRIMARIO E HIPOTERMIA

Para investigar los posibles mecanismos de captacion del frio, se estudiaron diversos
sensores celulares, entre ellos los cilios primarios. Cuando se evalu6 la localizacion de las
proteinas de respuesta a frio por inmunofluorescencecia se observé que, tanto en
normotermia (37°C) como en hipotermia (32°C), CIRP (Fig. 51) y RBM3 (Fig. 52) colocalizaban
con el cuerpo basal de los cilios primarios. Sin embargo, a 32°C habia una reduccién
significativa (p=0,047) en el porcentaje de células ciliadas (Fig. 50), asi como un

acortamiento de la longitud del cilio primario (p<0,0001).
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Figura 50. Representacion grafica del porcentaje de células ciliadas (A) y de la largura de los cilios primarios (B)
segun la temperatura. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05;
**44 p<0.0001.

Ademas, se pudo comprobar que, durante las distintas fases de la mitosis, la sefial de CIRP

(Fig. 53) y RBM3 (Fig. 54) seguia colocalizando con el centrosoma.
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Figura 51. Imagen de microscopia confocal de la inmunofluorescencia de CIRP de células en normotermia
(37°C) y en hipotermia (32°C). El cuerpo basal del centriolo se marca en verde con el anticuerpo de y-tubulina,
mientras que el axonema, con la tubulina acetilada, esta representado en morado, y el nucleo en azul con

Hoechst. Las flechas blancas sefialan la colocalizacion de CIRP con el cuerpo basal.
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Figura 52. Imagen de microscopia confocal de la inmunofiuorescencia de RBM3 de células en normotermia
(37°C) y en hipotermia (32°C). El cuerpo basal del centriolo se marca en verde con el anticuerpo de y-tubulina,
mientras que el axonema, con la tubulina acetilada, esta representado en morado, y el nicleo en azul con

Hoechst. Las flechas blancas sefalan la colocalizacion RBM3 con el cuerpo basal.
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Figura 53. Localizacién de CIRP durante las fases de la mitosis obtenida con microscopia confocal. En verde se
marca el centrosoma, el axonema en morado y el nucleo en azul. Las flechas marcan la colocalizacion de CIRP

con el cuerpo basal
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Figura 54. Localizacion de CIRP durante las fases de la mitosis obtenida con microscopia confocal. En verde se
marca el centrosoma, el axonema en morado y el nicleo en azul. Las flechas marcan la colocalizacion de RBM3

con el cuerpo basal

113



RESULTADOS

3.2.EXPERIMENTOS DE FLUJO

Mineria de datos

Uno de los papeles mas estudiados del cilio primario esta ligado a la respuesta al flujo, por
su capacidad de actuar como mecanosensor®”’. Dado que no habia estudios especificos
referidos al papel de CIRP en el cilio primario en situaciones de flujo, se hizo un trabajo
previo de mineria de datos. En él se analizaron datos de secuenciaciéon de RNA de trabajos
que tuvieran células sometidas a flujo, ya fuera laminar u oscilante, que contuvieran CIRP y
RBM3 entre sus datos, que estuvieran disponibles para su acceso y que no hubiesen sido
analizados por sus autores. Hubo tres articulos que cumplian estos requisitos y que estan

resumidos en la Figura 55.

Mohammed SG, et al. Kunnen SJ, et al. Qiao C, et al.
mm Estatico 40000 - 500 * 500 *
= Fluo wd - ° |_' '_l
200004 I_' 400 400+
E E 300 E 300
o (&] [$]
E 20000+ E E
S 5 200 5 200
= =z 4
st 100 100
0- 0-
CIRP RBM3 CIRP RBM3 CIRP RBM3
Tipo de . . . . . .
_ Flujo laminar Flujo laminar Flujo oscilante
flujo
0,6 dyn/cm?2 1,9 dyn/cm? 5 dyn/cm?
Tipo Células del tubo colector Células del epitelio Células del epitelio
celular renal (IMCD3) tubular proximal (PTEC) tubular proximal (PTEC)
Mohammed SG, etal*®  Kunnen SJ, et al**® Qiao C, et al**®

Figura 55. Anélisis de la expresion de CIRP y RBM3 a partir de datos publicados de RNAseq. En la gréfica de
cada trabajo se resume el resultado de la comparacion entre la expresion de CIRP y RBM3 de células estaticas
frente a las sometidas a flujo, mientras que en cada columna se resume las condiciones del experimento de

flujo de cada ensayo. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05

El analisis de los distintos trabajos de secuenciacién de células expuestas al flujo muestra
que la expresién de CIRP y RBM3 se puede ver modificada con esta condicion experimental.

En el trabajo de Kunnen y colaboradores sometieron a las células PTEC a un flujo laminar
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durante 6 horas que se tradujo en una presién lineal bastante elevada, 1,9 dyn/cmz?, que

aumento la expresion de RBM3 (p = 0,031) pero no de CIRP. Ese mismo tipo celular fue
utilizado también en el trabajo de Qiao y colaboradores, donde una presién lineal

elevada (5 dyn/cm?) durante 24 horas generada por un flujo oscilante provocé el efecto

contrario en la expresion de RBM3 (p = 0,022), aunque CIRP se mantuvo estable. No
sucedi6 o mismo en el caso del trabajo de Mohammed y colaboradores, donde un

menor tiempo de exposicion y una presion lineal mas suave, 3 horas y 0,6 dyn/cm2, si

que se tradujo en un aumento de la expresion tanto de CIRP (p = 0,015) como de RBM3
(p = 0,016) en células IMCD3.

En resumen, parece haber una relacion entre el tipo de flujo y la respuesta de la expresion
de las dos proteinas de respuesta a frio. En el caso de CIRP parece responder Unicamente en
flujo laminar suave (0,6 dyn/cmz?) y cuando se analiza tras un tiempo de exposicion mas
corto (3 horas). Sin embargo, RBM3 aumenta con flujo laminar y disminuye con flujo

oscilante y, ademas, no parece haber variaciones segun el tipo celular o el tiempo.

Flujo Laminar

Los ensayos analizados por mineria de datos eran muy heterogéneos entre ellos, pero si que
se veia movimiento en los niveles de CIRP y RBM3 en al menos una condicidn para el primer
gen y en todas para el segundo. Por tanto, se decidié profundizar en el estudio de la

respuesta de CIRP y RBM3 ante el estrés de cizalla producido por el flujo.

Primero, se quiso determinar la localizacion de CIRP y RBM3 en las células R28 sometidas a
distintos flujos laminares dentro de los chips, que se analizaron por inmunofluorescencia.
Para averiguar si su localizacion se correlacionaba con el cilio primario, se marcaron
simultaneamente la y-tubulina del cuerpo basal en verde y la tubulina acetilada del axonema
en rosa. En la Fig. 56 se muestra un ejemplo representativo de la inmunofluorescencia del
chip sometido a un flujo de 62 pL/min frente al chip estatico, en ella se puede observar una
acumulacién de CIRP colocalizando con el centrosoma en células sometidas a flujo que no
se aprecia en las células estaticas. En esas mismas condiciones RBM3 parece acumularse
también en el centrosoma tanto de las células estaticas como de las sometidas a flujo,

aunque el marcaje parecia mas intenso en estas ultimas (Fig. 57).

Ademas, en la cuantificacion de la cantidad de células ciliadas en todas las muestras,
estaticas y con los distintos flujos, y se observd que habia una disminucion del porcentaje
en todas las muestras con flujo excepto en la de 124 ulL/min (Fig. 58). En este flujo,
equivalente a una presion lineal de 2 dinas/cm? parece que habia una recuperacion del

porcentaje de cilios primarios que se asemejaba al control estatico.
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Figura 56. Imagen representativa de fluorescencia de células R28 sometidas a un flujo laminar de 62 uL/min
durante 8 horas o estaticas, donde esta marcado el nucleo en azul, el centrosoma en verde, CIRP 10209-2-AP

de Proteintech en rojo y el axonema en morado. Las flechas sefialan la presencia de CIRP en el centriolo.
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Figura 57. Imagen representativa de fluorescencia de células R28 sometidas a un flujo laminar de 62 uL/min

durante 8 horas o estdticas, donde esta marcado el nucleo en azul, el centrosoma en verde, RBM3 en rojo y el

axonema en morado. Las flechas sefialan la presencia de RBM3 en el centriolo.
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Figura 58. Porcentaje de células ciliadas en las condiciones de flujo laminar o estaticas descritas. Las barras

representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.0001
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Figura 59. Expresion de mRNA de CIRP y RBM3 en células R28 expuestas (o no) a flujo laminar a lo largo del
tiempo. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *: p<0.05; **: p<0.01;
#44 n<0.001
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En segundo lugar, se quiso profundizar en la cinética de expresién de mRNA de ambos
genes en el tiempo, analizando la expresion de CIRP y RBM3 en células R28 estaticas y
sometidas a flujo lineal de 31 pL/min 0 62 uL/min durante 1, 2, 4, 8 y 12 horas por RT-qPCR
(Fig 59).

La expresion de mRNA de CIRP y RBM3 en los chips de flujo laminar muestran una respuesta
tanto de CIRP como de RBM3 ante el flujo de 31 pL/min con un pico a 1h para CIRP y a las
12h para RBM3. Ademas, RBM3 responde también ante el flujo de 62 pL/min con un pico de

expresién a las 8-12h que, sin embargo, en la expresion de CIRP no tiene efecto (Fig 58).

Flujo oscilante en placas de Petri de 100 mm

Una vez que se vio una modulacién de la expresion de mRNA de CIRP y RBM3 por el flujo
laminar, la siguiente pregunta se dirigié hacia el flujo oscilante, ;sucederia lo mismo ante
otro tipo de flujo? Para responder a esta cuestion se analizé la expresién de ambos genes
tras 1, 2 y 6 horas de flujo oscilante, que sometia a las células a una presién lineal aproximada
de 0,81 dinas/cm?, y se comparé con células que se habian mantenido estaticas. Los datos
obtenidos mediante RT-qPCR de cada gen, tras normalizarlo con el gen GAPDH, se

relativizaron frente al control estatico y se muestran resumidos en la Fig. 60.

CIRP RBM3
| * % % .
% % % % * |

g 5 x g 6 * % . *
o= =
T 44 i |
7] »
[}] o 4
£ £
5 5
8 2+ o 24
p T <
Z 11 zZ
o 14
IS €

0 T T 0 T T

O R Qe & & Y a° &
B ¥ ¥ 5 £ & & &
<&@ Y ¥ ¥ & < 3 <

Figura 60. Expresion de CIRP y RBM3 en células R28 sometidas a flujo oscilante a distintos tiempos. Las barras

representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. * p<0.05; ** p<0.01; ***: p<0.001.

Como se puede observar, la expresion de CIRP en células R28 sometidas a flujo oscilante en
estas condiciones aumenta muy significativamente a 1h y va disminuyendo paulatinamente.
Lo mismo ocurre con RBM3, donde su expresion a 1h y a 2h aumenta significativamente

respecto al control estatico para tender a valores normales después.
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Ademas, se quiso estudiar si este aumento de expresion de CIRP y RBM3 se traducia en un
aumento de dichas proteinas tras la exposicién al flujo oscilante en el tiempo. Al mismo
tiempo, como la deprivacion de suero estimula la biogénesis del cilio primario, se decidiod
evaluar el efecto del suero en condiciones de flujo oscilante. Para ello se recogieron
extractos de proteinas de células R28 tras 2, 6 y 24 horas en flujo oscilante en medio con o
sin suero, con una presion lineal aproximada de 0,81 dinas/cm?, que se relativizaron frente

a sus respectivos controles estaticos.

Posteriormente estos extractos se analizaron mediante Western-blotting (Fig. 61) y se
observé que los niveles de CIRP aumentan tras 2h de exposicion a un flujo oscilante de 0,81
dyn/cm? en las células con suero. Asimismo, como se puede apreciar en la figura, la
deprivacion de suero supone un aumento de CIRP en las células tanto a las 2 horas como a
las 24 horas de estar en flujo. Respecto a RBM3, no hay diferencias en los niveles de proteina
como respuesta a flujo, sin embargo, se observa una disminucién notable de RBM3 en las

células sin suero, al contrario de lo que sucedia en el caso de CIRP.

CIRP RBM3

(CIRP/Tubulina)/Control estatico
(RBM3/Tubulina)/Control estatico

2 Horas 6 Horas 24 Horas 2 Horas 6 Horas 24 Horas
CIRP (19 KDa) [ s s s e s it e i
TUDULN (55 KDa) | we s s e e s s s o
mm Con suero + estatico mm Con suero + flujo mm Sin suero + estatico Sin suero + flujo

Figura 61. Niveles de expresion de proteina de CIRP y RBM3 en células R28 sometidas a flujo oscilante durante
2, 6 y 24 horas. Para cada tiempo se representan 4 condiciones experimentales: con suero estatico, con suero
en flujo oscilante, sin suero estatico y sin suero con flujo oscilante. Cada punto esta relativizado a su control de
células con suero y estaticas. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras. *:
p<0.05 **: p<0.01; ***: p<0.001; **** p<0.0001.
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Figura 62. Imagen de microscopia de confocal de células R28 estaticas o expuestas a flujo oscilante de 0,81
dinas/cnt’. En rojo se puede ver CIRP, en verde el centrosoma y en morado el axonema del cilio primario, y en

azul el nucleo. Las flechas blancas indican la colocalizacion con el centrosoma.
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Figura 63. Imagen de microscopia de confocal de células R28 estaticas o expuestas a flujo oscilante de 0,81
dinas/cmZ2. En rojo se muestra RBM3, en verde el centrosoma y en morado el axonema del cilio primario, y en

azul el nucleo. Las flechas blancas indican la colocalizacién con el centrosoma
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También se estudié la localizacion de CIRP (Fig. 62) y RBM3 (Fig. 63) por
inmunofluorescencia en las células R28 estaticas y expuestas a un flujo oscilante de 0,81
dyn/cm?. En ambas condiciones las dos proteinas de respuesta al frio colocalizan con el
cuerpo basal del cilio primario. Ademas, al analizar el porcentaje de cilios primarios en cada
condicion se observé una disminucién significativa (p=0,014) en las células con flujo
respecto a las estaticas (Fig. 64.A), asi como una menor longitud de los mismos (p<0,0001)
(Fig. 64.B)
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Figura 64. Representaciones grdficas que muestran el porcentaje de células ciliadas (A) y la longitud de los
cilios (B) en las dos condiciones. Las barras representan la media + desviacion estandar de todas las muestras.
* p<0.05; **** p<0.0001

Experimentos de flujo en el dispositivo de flujo oscilante

Caracterizacion de toxicidad
Para tener un mejor control del flujo oscilante, decidimos disefiar un dispositivo especifico,
que fue construido mediante impresién 3D con diferentes materiales plasticos. Antes de
empezar a usarlo experimentalmente, fue necesario comprobar la idoneidad del material de
impresion para el cultivo celular. Por ello se imprimieron unas probetas de distintos plasticos
de impresion, PET-G, PLA, ABS y ABS de grado médico, donde se ajustaba el portaobjetos
dentro de una placa de Petri de 100 mm. Se sembré la misma cantidad de células R28 en
cada placa y diariamente se evalu¢ la citotoxicidad presentada respecto a la placa control.
En la Fig. 65 se muestran imagenes representativas del estado de las células al 4° dia de
crecimiento con los distintos plasticos, asi como el efecto de los mismos sobre el

crecimiento y viabilidad celular .
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Figura 65. Evaluacion de la citotoxicidad de células R28 expuestas a distintos plasticos de impresion 3D. En las
imdgenes se muestra el estado de las células tras 4 dias de crecimiento en presencia de PET-G, PLA, ABS y ABS
de grado médico, asi como del control sin plastico. En la grdfica se resume la evaluacion de la citotoxicidad en

cada condicion comparandola con el control a lo largo de los 4 dias que durd la exposicion (D1, 2, 3 y 4)

Tras 4 dias de exposicion a los plasticos, todos muestran cierto grado de citotoxicidad en
mayor o menor medida. El PET-G y el PLA mostraban ya un mayor nivel de muerte celular
que el control desde el dia 1, que se fue incrementando notablemente a medida que pasaba
el tiempo. Cabe destacar que, pese a que en el caso del PET-G cada vez se apreciaba un
mayor efecto citotdxico, en el caso del PLA daba la sensacién de que este se iba
estabilizando en el tiempo. Por su parte, el ABS de grado médico fue el plastico que mas se
asemejo al control en cuanto a niveles de crecimiento y viabilidad; de hecho, en las primeras
24 horas no habia diferencias perceptibles entre ambas placas. Por lo que respecta al ABS,
tuvo mejores resultados que el PET-G y el PLA en cuanto a una menor citotoxicidad, pero

sin llegar a los niveles de su homdélogo de grado médico.

Validacion del dispositivo de flujo oscilante
Tras poner a punto el disefio y el protocolo de limpieza y desinfeccion del dispositivo de
flujo oscilante se comenz6 con las pruebas de validacion del mismo. De momento,
disponemos de datos preliminares sobre la expresion de CIRP y RBM3 de células R28 tras 1
hora en el dispositivo de flujo, sometidas a una presién lineal de 0,363 dinas/cm? que estan

resumidos en la Fig. 66.
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Figura 66. Datos preliminares de la expresion de CIRP y RBM3 en el dispositivo de flujo oscilante tras 1 hora de
exposicion de células R28 a flujo (cubeta en flujo) frente a las células estaticas (cubeta estatica). Las barras

representan la media de las muestras.

Realizar mas repeticiones de este experimento nos indicara si realmente hay diferencias de
expresion de CIRP y RBM3 sometidas a flujo dentro del dispositivo, como sucedia en las
placas de Petri. Ademas, nos dard informaciéon tanto de la reproducibilidad de las

condiciones como de la estabilidad de las variables controlables con el dispositivo de flujo.
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Discusion

1. CONTEXTO Y RESUMEN DEL TRABAJO

La obesidad supone un problema mundial de salud que afecta a casi 2000 millones de
personas de todas las edades, origenes y estatus socioeconémico*>’. Las implicaciones de
esta enfermedad en el desarrollo y gravedad de otras patologias, asi como en la repercusién
econdmica a nivel mundial, hacen que sea de vital importancia encontrar una solucién

efectiva ante esta creciente situacion.

La principal complicacién en la lucha contra la obesidad la constituye su origen
multifactorial, con componentes genéticos, ambientales y sociales que dificultan
enormemente su control®. Por ello, a nivel mundial se estan realizando esfuerzos en todos
los niveles, tanto institucionales como educativos y sociales, para que se alcance una
relacion con la comida mas saludable y fomentar habitos de vida beneficiosos adaptados a
las nuevas necesidades de la sociedad actual®**%*!% Todas estas estrategias parece que
han conseguido ralentizar el crecimiento desenfrenado de la obesidad de las ultimas
décadas, aunque no estan siendo suficientes para revertir la tendencia ascendente en el
aumento de peso general de la poblacién mundial®. Por ello, es importante disponer de
terapias que potencien los efectos de los habitos saludables en personas con sobrepeso y
obesidad y que, ademas, favorezcan el mantenimiento a largo plazo de la pérdida de peso

en estos casos.

Una de las aproximaciones que ha cobrado importancia en los uUltimos afios consiste en
potenciar la pardificacién de la grasa blanca, de forma que se movilicen los lipidos de su
interior y se deriven hacia la generaciéon de calor en vez de almacenarse'®**?2 La
termogénesis es el mecanismo natural que tiene el organismo para responder ante el frio,
sin embargo, la hipotermia, ain moderada, conlleva una serie de efectos adversos

potencialmente peligrosos para aplicarla como tratamiento frente a la obesidad?%>?%.

Teniendo esto en mente, se disefiaron unas SMs que pudiesen actuar como miméticos de
la hipotermia de forma de que se pudiese disponer de los efectos beneficiosos de esta
terapia sin las incomodidades que implica someter a una persona al frio. En el trabajo fin de
master “Caracterizacion de moléculas de pequefio tamafio que modulan la expresion de
CIRP" se evaluaron sus efectos /nvitro y se comprobé que estas moléculas eran capaces de
aumentar los niveles de la proteina de respuesta a frio CIRP, algunas de ellas incluso

superando los obtenidos en células sometidas a hipotermia moderada (32°C)**°. Una de
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estas moléculas es zrl7-2, cuyo comportamiento pasé a estudiarse en distintos tejidos y
modelos animales. Ademas, durante el transcurso de la investigacion, se decidié profundizar
en los posibles mecanismos de captacion del frio a través de sensores celulares, entre los
que destaca el cilio primario. Esta estructura es capaz de detectar y transmitir cambios en el
ambiente al interior de la célula 'y, como se ha visto en este trabajo, implica a las proteinas
de respuesta al frio CIRP y RBM3.

2. CARACTERIZACION DE LAS SMS QUE SIMULAN LA
HIPOTERMIA

De las SMs que se probaron durante la etapa del trabajo de fin de master hubo dos, zr17-2
y SD4, que mostraron un mayor aumento de CIRP en las células R28 en condiciones de
normotermia. Por tanto, se decidid estudiar el efecto de sus respectivas familias de
moléculas, SDy zr, cuyas diferencias residian en la sustitucion de los radicales de la cadena
de hidrocarburos. Aunque hubo varios compuestos que demostraron aumentar
significativamente los niveles de CIRP en células R28, zr17-2 no solo obtenia uno de los
mejores rendimientos en la expresion de la proteina, sino que, ademas, era la Unica soluble
en agua o suero fisiolégico en vez de en DMSO. El DMSO es ampliamente utilizado para
disolver compuestos no polares o polares con poca solubilidad en agua; sin embargo, se ha
visto que no es inerte y puede tener efectos sobre la proliferacion®>?, la expresién de
genes®™ e incluso efectos citotoxicos®™®, que suponen una desventaja frente al agua, el
disolvente universal. Estos motivos nos llevaron a escoger la molécula zr17-2 como un

tratamiento potencial para simular la hipotermia en los experimentos posteriores.

3.ZR17-2 COMO MOLECULA MODULADORA DEL
METABOLISMO RELACIONADO CON LA OBESIDAD

3.1.EXPERIMENTOS IN VITRO

Tras el tratamiento con la SM durante la diferenciacion y maduracién de adipocitos de la
linea celular 3T3-L1 no se observaron cambios a nivel molecular en los genes seleccionados,
aunque si hubo modificaciones significativas en el tamafio medio de las vesiculas de las
células tratadas con zrl7-2. Este cambio indica que zr17-2 actia de alguna manera sobre la
fisiologia de las vesiculas lipidicas en los adipocitos 3T3-L1. Sin embargo, no se aprecian
diferencias en la expresion de ElovI3, un gen que regula el metabolismo de lipidos y parece
tener un papel en la remodelacién de las vesiculas lipidicas®®, ni en CIDEA, una proteina de

las vesiculas lipidicas que también se relaciona con la sensibilidad a la insulina®’. Y tampoco
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en PGCla, que es un factor de transcripcion que actia como coactivador de genes
relacionados con la pardificacion y que, ademas, estd implicado en la formacion de

mitocondrias>>®,

Lo mas probable es que esto sea debido al momento en que se tomaron las muestras, al
final del proceso de maduracién. Esto pudo originar una recuperacion de los niveles basales
de mRNA de estos genes bien por aclimatamiento, como se ha visto en el caso de CIDEA en
cerdos expuestos a frio durante 2 semanas>%, bien por el tiempo transcurrido tras el Gltimo
tratamiento (48h desde la Ultima inoculacion de la molécula), o la combinacién de ambas.
Si bien la cinética del mRNA de muchos de los genes implicados en la termogénesis no esta
caracterizada, se puede tomar como referencia el comportamiento de otros genes a lo largo
del tiempo. Un ejemplo serian los genes que actdan en la respuesta inflamatoria, mucho
mas estudiada, donde se pueden encontrar genes de expresién rapida, intermedia o tardia.
Tras la exposiciéon a TNF se ha visto que la expresion de genes relacionados con la
inflamacién aumenta y disminuye siguiendo 3 cinéticas distintas, con un pico de expresién
alas 0,5, 2 0 12 horas®?, tras lo que disminuye paulatinamente o mas abruptamente si se
suprime el estimulo del TNF. De forma similar, los 2 transcritos de CIRP que aumentan en
hipotermia moderada tienen un pico de expresién a las 6 horas que va disminuyendo hasta
alcanzar la normalidad hacia las 24 horas®°. En resumen, muchos de los genes tienden a
aproximarse a los niveles basales de expresion dentro de las primeras 24 horas, por lo que
seria de esperar que, en las 48 horas que trascurrieron desde la Ultima exposicion a la
molécula hasta la recogida de las células, la expresion de los genes estudiados haya vuelto
a la normalidad. De todas formas, si se hubiese dado una diferenciacién profunda hacia
adipocitos beiges, habria sido esperable que esta fuese acompafiada de una programacién
genética acorde a como se ha visto en otros trabajos, por ejemplo, con la diferenciacién
producida por CBD** o por la combinacién de capsaicina-capsiato®.

Ademas, aunque se pudieron apreciar diferencias significativas de 1 um en el tamafo de las
vesiculas de las células tratadas, que sugieren cierto grado de pardificacién, estas no se
tradujeron en cambios en la acumulacién de lipidos ni en diferencias perceptibles
macroscépicamente en el grado de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1, como si se ha
visto en otros estudios>®*>%. Sin embargo, pese a no ser significativo estadisticamente, si
que se aprecio una tendencia al aumento en la acumulaciéon de lipidos en las células tratadas
que, quizas aumentando el niumero de muestras, se podria confirmar. Este dato es
interesante porque se correlacionaria con que la exposicion intermitente al frio parece

estimular la acumulacién de grasa aumentando la lipogénesis de novo en ratones®®.

Estos resultados abren la puerta a numerosas incdgnitas que animan a profundizar en la

caracterizacion de zrl7-2 en 3T3-L1 en un futuro, su efecto en la diferenciacion, sobre
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adipocitos ya maduros o sobre la restauracion del fenotipo beige desde adipocitos blancos.
Esta claro que el tratamiento con zrl7-2 disminuye el tamafo de las vesiculas, pero en estas
condiciones experimentales no apreciamos mas efecto, ;es porque realmente no lo tiene o
quizas aumentando la dosis, la frecuencia o el momento de exposicidn se verian otros
resultados? ;Necesita de adyuvantes? ;O qué sucederia si, tras el aumento de CIRP, se
sometiesen las células a un nuevo estrés térmico, por ejemplo?, ;pardificarian antes que las
tratadas con zr17-2?*% ;El frio es capaz de inducir pardificacion en los adipocitos de forma
directa o lo hace mediado por otras células? Con tiempoy trabajo se podran responder estas
cuestiones y, quizas, las respuestas nos ayudarian también a entender un poco mejor como
responde la grasa ante un aumento de CIRP y desarrollar herramientas cada vez mas

adecuadas para enfrentarnos a la pandemia de obesidad que vivimos actualmente.

3.2.EXPERIMENTOS IN VIVO

A lo largo de los experimentos con modelos animales se fue depurando y caracterizando el
comportamiento de zrl7-2. Si bien zrl7-2 es capaz de aumentar los niveles de CIRP en
células, en un organismo complejo como son los animales de experimentacion, el
mantenimiento de la homeostasis y la heterogeneidad individual dificultan la respuesta'y,

por tanto, la deteccion y los efectos derivados del tratamiento.

En el primer ensayo, en ratas, se observé que el impacto del tratamiento con zrl7-2
dependia de los tejidos. Por ejemplo, la mayoria de los tejidos estudiados respondieron al
tratamiento con un aumento de los niveles de CIRP, especialmente en el caso del pulmoény
el pancreas, seguidos del colon, la grasa y el corazon. En el testiculo también se percibia un
ligero aumento de CIRP, pero mucho mas sutil que en los tejidos antes mencionados. Este
organo tiene la peculiaridad de encontrarse entre 8,3 y 8,5°C por debajo de la temperatura

corporal normal de la rata®®’

, lo que podria afectar a los niveles basales de CIRP y su
capacidad de respuesta. Los aumentos en los niveles de CIRP tras el tratamiento con zrl7-2
se han visto corroborados por otros grupos, que han utilizado la SM en un modelo de rata
donde se relacionaba el aumento de CIRP con una proteccion de la funcién y estructura
cardiaca en trasplantes de corazdn®® y una mejor respuesta fisioldgica y menor muerte
celular tras un aplastamiento del nervio éptico®®. Respecto a la retina, la molécula no parece
ser capaz de traspasar la barrera hematoocular, requiriendo de una inyeccion intravitrea
para poder tener efectos en el 0jo*®. Nuestros datos también sugieren que puede pasar lo
mismo con la barrera hematoencefalica, al igual que sucede en el caso de muchos
medicamentos®’’, ya que tampoco se apreciaron modificaciones en la corteza cerebral ni en

el cerebelo después del tratamiento sistémico. Habria que ver si las inyecciones
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intracerebrales de zrl7-2 son capaces de modular los niveles de CIRBP en el cerebro para

profundizar en su estudio.

De todos los tejidos analizados en este ensayo, el corazén merece una mencién especial ya
que da una pista del posible mecanismo de accién de zrl7-2. En el patrén de CIRP que se
observa en los Western blots, aparece una mancha inmunorreactiva con un peso molecular
inferior al esperado para CIRP en el caso del control. Sin embargo, tras el tratamiento con
zrl7-2, esta mancha se redujo y aparecié la banda esperada a 19 kDa. Esta observacion
sugiere que CIRP es degradado rapidamente en el corazén y que la molécula bloquea esta

degradacién, preservando asi la proteina activa y sus funciones durante méas tiempo>>.

Por ultimo, el aumento de los niveles de CIRP en el pancreas y la grasa nos llevaron a pensar
que el tratamiento con zrl7-2 podria ser Util para la regulacion de la glicemia y el
metabolismo de las grasas, ya que se ha demostrado que los animales de experimentacién
expuestos al frio no ganan peso ni siquiera cuando se les alimenta con una dieta

hipercalérica'®3>2.

Tratamiento de ratones con zrl7-2 y evaluacion del efecto sobre los

marcadores de pardificacion a distintos tiempos

Una vez que se estudio el efecto de zrl7-2 en los distintos érganos, se decidié cambiar de
modelo animal de rata a ratén. Esta decisién se tomd por las ventajas que suponian estos
ultimos en cuanto a manipulacion, estabulacién y procesamiento, y en ellos se analizé la
expresion de CIRP y de distintos marcadores de pardificacion, tanto en grasa epididimal
como en inguinal. La primera es un ejemplo de grasa visceral, utilizada como modelo de
grasa blanca, mientras que la inguinal representa la grasa subcutdnea con mas capacidad
de pardificarse®®. No hemos encontrado estudios previos que nos indicasen el
comportamiento de CIRP en el tejido adiposo ni que empleasen hipotermia moderada para
estimular la termogénesis, pero si que se ha empleado la estimulacién adrenérgica, bien por

exposicion a frio agudo (4°C)*"**”? o bien farmacolégicamente®*7

, COMO mecanismo para
inducir la termogénesis. En estos estudios se detectaron incrementos en el mRNA de UCP1
y de otros genes implicados en la termogénesis, como CIDEA, en al menos uno de los dos
tipos de grasa que analizamos aqui. Sin embargo, en nuestro ensayo, no vimos ningun tipo
de aumento significativo en los genes estudiados de los ratones tratados con zrl7-2

respecto a los controles.

Es mas, en el caso de la grasa inguinal, detectamos una caida de la expresion de CIRP en el
dia 1 que se recuperaba para el dia 2y, similarmente, los niveles de mRNA de UCP1 caian a
dia 3 pararecuperarse en el dia 4. La falta de incremento de CIRP puede ser debida al propio

mecanismo de accién de zrl7-2, ya que parece ir vinculado a una estabilizacion de la
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proteina que evita su degradacion, y no tendria por qué darse un aumento de mRNA. Sin
embargo, si CIRP se autorregulase (feedback negativo) esto explicaria la disminucién que se
ve al dia siguiente de la administraciéon de la SM. Quizas el aumento de los niveles de la
proteina tras la inoculacion, sin mas sefiales de estrés real, implique una reduccion de la

expresiéon de CIRP de forma que se mantuviese la homeostasis del sistema.

Respecto a la expresién de hormonas pancreaticas, no se apreciaron diferencias en sus
niveles de mRNA tras el tratamiento con zrl17-2. Por otra parte, la localizaciéon de CIRP en los
islotes pancreaticos no se correspondia con las células productoras de hormonas, sino que
estaba restringida a las células vasculares o del estroma del pancreas. Estos resultados
disminuyen la probabilidad de que CIRP esté implicado en el metabolismo de la glucosa a

través de estas hormonas, al menos de forma directa.

3.3.TRATAMIENTO DE RATONES CON zr17-2 EN
TERMONEUTRALIDAD

En el estudio de Kalinovich et al*”

se describe cdmo la temperatura de estabulacién de los
ratones afecta significativamente a la respuesta termogénica de los distintos tipos de grasa.
La temperatura de normotermia para los ratones seria de 30°C. Sin embargo, la temperatura
habitual de los animalarios se sitlua en torno a los 22°C. Esto implica que los ratones
estabulados se encuentran constantemente en una situacién de estrés térmico. Por ello,
diversos estudios alertan de los posibles problemas de utilizar al ratén como modelo animal
en experimentos que puedan verse modificados por la temperatura, como aquellos
destinados a investigar la termogénesis o el metabolismo®”>""

Sin embargo, numerosos estudios son capaces de detectar modificaciones en la respuesta
termogénica en ratones expuestos a frio (4°C) que previamente habian sido criados a 22°C.
En el articulo de Kalinovich et al*”® se muestra un buen ejemplo; el frio, al fin y al cabo, es un
estimulo intenso que provoca una respuesta sistémica conjunta para conseguir mantener la
homeostasis del organismo. El problema puede aparecer cuando se quieren investigar
posibles agentes capaces de pardificar la grasa blanca y que no tengan un efecto tan radical

como la hipotermia profunda (un descenso de 18°C).

En nuestro caso, al estudiar el efecto de zrl7-2 en condiciones de normotermia, vimos que,
efectivamente, los ratones mantenidos a la temperatura habitual del animalario (22°C)
expresaban una cantidad notablemente mayor de mRNA de UCP1 que los que se
encontraban en normotermia (30°C). Sin embargo, el tratamiento con zrl7-2 cada 3 dias no
alteraba los niveles basales de este gen, independientemente del nimero de dosis. Por las

mismas razones ya expuestas al hablar de los adipocitos 3T3-L1, en este caso pensamos que,
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tras el tiempo transcurrido desde la inoculacion, los niveles basales de los genes estudiados
habrian vuelto a su estado basal. Sin embargo, tampoco habia transcurrido tanto tiempo
como para ver un resultado macroscopico permanente como genotipo de adipocitos beiges
y, por tanto, modificaciones en la expresion de Tbx1**. Ademas, en el anélisis incluimos a
Fndc5 o irisina®®®, un gen fundamental en la pardificacion de la grasa a través del ejercicio.
De haber habido diferencias en la expresion de este gen nos habria permitido detectar si los
cambios en la actividad fisica asociados a las diferentes temperaturas de estabulacion®”

interferian con nuestro estudio.

Lo mismo sucedio al analizar los niveles de proteina CIRP en los distintos tipos de grasa.
Debido al estrés térmico basal que sufrian los animales a 22°C, estos presentaban niveles
elevados de la proteina en los tres tipos de grasa. Cabe destacar que en las grasas epididimal
y escapular si que se aprecio una tendencia al aumento en los niveles de CIRP en los animales
tratados con zrl7-2 respecto a los controles tratados con vehiculo, aunque no llegaron a ser

significativos por la alta heterogeneidad individual de las muestras.

3.4.ENSAYO PILOTO CON DISTINTAS CEPAS DE RATA

A la luz de los resultados obtenidos en los experimentos realizados en ratones, decidimos
volver a utilizar como modelo animal la rata, ya que su termoneutralidad (= 25°C en
condiciones gregarias y con material para anidar) se encuentra en torno a la temperatura

habitual de estabulacién del animalario (22°C)*8°38,

Esta claro que genéticamente hay diferencias entre cepas distintas de ratas. Incluso se ha
visto que, conductualmente, las ratas presentan grandes discrepancias en su
comportamiento social, dependiendo de las distintas estirpes®?. Si se evaltan los factores
genéticos y los de comportamiento, no hay lugar a dudas de que las variaciones entre cepas
de ratas pueden determinar su idoneidad para cierto tipo de ensayos mas que para
otro®®3® Por ello se procedié a evaluar 3 estirpes de ratas distintas bajo nuestras

condiciones experimentales, de forma que se pudiese escoger la mas adecuada.

Las ratas Long Evans y Wistar Hanover son ratas no consanguineas que estan ampliamente
caracterizadas para obesidad y que se emplean de forma habitual como modelos de
DIO**>%¢ Ambas presentan la ventaja de ser mas heterogéneas genéticamente que las
cepas consanguineas lo que representa un comportamiento mas cercano al de una
poblacion general. Sin embargo, esto supone que también presenten una mayor dispersién
de los datos obtenidos que, junto con la variabilidad individual de cada animal de percibir

la sensacién de frio, puede suponer un gran inconveniente en el disefio del experimento.
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Por ello se afiadi¢ al estudio una estirpe consanguinea, Fischer 344, que es un modelo

genético mas homogéneo y que también responde a DIO?.

Incluso mantenidas con pienso normal del animalario, las ratas Long Evans se hicieron
notablemente mas grandes que las Wistar Hanover y las Fischer (555,5 g frente alos 372,5y
365 g de media respectivamente), lo que complicaba su manipulacién y mantenimiento. Por
otra parte, la estirpe de rata Wistar Hanover presenta dos subpoblaciones diferentes en la
respuesta a la obesidad inducida por dieta, una sensible y otra resistente, incapaz de
engordar con las dietas hipercaléricas®*****, lo que suponia un inconveniente de cara al
estudio de DIO. Respecto a las ratas Fischer 344, como estirpe consanguinea estd mas
predispuesta a desarrollar patologias derivadas de la consanguinidad conforme avanza en
edad, por lo que habria que acotar muy bien los tiempos del estudio. Ademas, esta cepa se
caracteriza por una hiperreactividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal ante estimulos
estresantes, lo que favorece la movilizacién de energia almacenada y otros efectos
derivados de la activacién adrenérgica®®**®. Dicha activacion podria interferir en los
resultados del estudio, asi que se hace crucial aclimatar adecuadamente a los animales antes

de comenzar el procedimiento, de forma que se minimice el estrés.

En este ensayo se realiz6é un estudio en profundidad sobre los niveles de proteina de CIRP
en el pancreas y en varios depositos de grasa diferentes, sin llegar a apreciar modificaciones
significativas. Uno de los principales problemas a la hora de analizar los datos fue la
desviacion de los datos, que era mas notable entre las grasas mas blancas: epididimal,
retroperitoneal, inguinal, escapular blanca y renal, frente a las méas pardas, como la femoral
y la escapular, cuyos resultados eran mas consistentes. La expresiéon de CIRP se mantuvo
bastante constante entre grupos de tratamiento y entre cepas, pero llama la atencion la
tendencia que se aprecia en la grasa escapular blanca de una caida de los niveles de CIRP
en las ratas tratadas con zrl17-2. Un nimero experimental mas alto probablemente ayudase

a detectar diferencias significativas de expresion, si las hubiera.

A la luz de los resultados obtenidos se decidié continuar los experimentos con la estirpe de
ratas Wistar Hanover, corrigiendo la posible aparicion de individuos resistentes a DIO con

una preseleccion previa al inicio del tratamiento.

3.5.EXPERIMENTO PILOTO DE TRATAMIENTO A MEDIO
PLAZO Y SU EFECTO EN LOS NIVELES DE GLUCOSA E
INSULINA

Los objetivos del ensayo a medio plazo del tratamiento de ratas con zrl7-2 fueron tanto

evaluar posibles efectos adversos de la SM, de forma que se pudiesen solventar de cara al
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disefio del experimento DIO e incluirlos en el protocolo ético si procediese, como poner a

punto la técnica de realizacion de la prueba de la tolerancia a la glucosa.

Se ha visto que la exposicién al frio agudo ****! y CIRP**? son capaces de favorecer el
metabolismo de la glucosa®®. Esto corrobora los resultados obtenidos en el IPGTT, donde
el tratamiento con zrl7-2 para aumentar los niveles de CIRP supone una disminucién en el
pico de la glucosa en las ratas tratadas respecto a los controles. Sin embargo, en el analisis
de proteina por Western blotting no se aprecia este aumento, es mas, en la grasa inguinal
mas cercana a la ingle no solo no aumenta, sino que disminuye significativamente. Este dato
€s muy curioso, puesto que se ve algo similar en los ratones a las 24 horas tras la inoculacién
de zrl7-2. En estudios posteriores convendria profundizar en la caracterizacion de la cinética
de CIRP con el tratamiento con la SM, y asi intentar entender mejor el mecanismo de la

respuesta de CIRP y su regulacion.

Valorando todos los datos en conjunto se consideré que merecia la pena profundizar en el
estudio de zrl7-2, ya que, aunque no haya cambios moleculares detectables en la mayoria
de las grasas (excepto la llamativa disminucién de CIRP en el caso de la grasa inguinal), si
que parece haber un efecto de zr17-2 sobre el metabolismo de la glucosa en el tratamiento

a medio plazo.

3.6.EXPERIMENTOS DE OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA
ALTA EN GRASAS (DIO)

Para estudiar el efecto de zr17-2 en el desarrollo de la obesidad, se utilizdé una dieta rica en
grasa (45% de las Kcal provienen de la grasa) frente a una dieta control cuyo porcentaje de
grasa era del 10%. Ambos grupos de animales, DIO y control, se subdividieron en un grupo
tratado con zrl7-2 y otro con suero fisioldgico. La dieta dio lugar a cambios significativos
en el peso de los animales, con un aumento de la ganancia de peso en las ratas del grupo
DIO, de forma similar a lo que se ha visto en otros estudios publicados de este tipo®¥3%.
Sin embargo, la SM no tuvo un efecto significativo en el peso en ninguno de los grupos
experimentales. De todas formas, si que parece observarse una tendencia en el grupo de la
dieta control a subir de peso mas lentamente y a alcanzar la meseta de la curva antes en los
animales tratados con la SM, y asi, quedarse unos gramos por debajo de los animales que
recibieron suero fisiol6gico. Puede que estas diferencias sutiles se acentuasen variando la

dosis o la frecuencia de inoculacién, por ejemplo.

El efecto observado en los niveles de glucosa entre los animales sometidos a las dos dietas

395,396
O

sigue los patrones esperados en los modelos DI , con una tendencia al aumento en el

pico de la curva y una caida mas moderada en los animales con dieta alta en grasa, aunque
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no muestra diferencias significativas estadisticamente. Lo interesante sucede cuando se
observa el efecto que tiene zrl7-2. Si se comparan los animales tratados con la SM con los
de suero fisiolégico del grupo DIO, se observa un maximo similar al obtenido en los
controles de la dieta normal (por debajo de los valores del grupo tratado con suero) y una
velocidad de recuperacion mayor. Sin embargo, zrl7-2 administrado junto con la dieta
control tiene el efecto contrario: los valores medios de cada tiempo son superiores a los de
los animales que recibieron vehiculo. Curiosamente, hay un estudio que somete a frio a
hombres sanos y que muestra un efecto similar: los niveles de glucosa entre el grupo

expuesto a frio son superiores a los del grupo mantenido en termoneutralidad”’

,ylomismo
. 398 . . H 390-392 H

se ha visto en ratones™", lo que contradice a otros estudios publicados . Debido a la

complejidad de la respuesta al frio, profundizar en el estudio sobre como responde el

organismo ante el estrés térmico puede que nos dé la clave sobre los factores responsables

de estas variaciones y, por tanto, del efecto de zr17-2 en la modulacion de la glucemia.

A los tres meses del tratamiento, se realiz6 una bioquimica de la sangre de los animales y se
vio un aumento en los niveles de las transaminasas (ALT) y el colesterol (HDL y LDL) en los
animales sometidos a DIO, como era de esperar’”. Sin embargo, se produjo una
disminucién no esperada en los niveles de triglicéridos. Las alteraciones bioquimicas
debidas a la dieta grasa pueden ser diversas. Por ejemplo, se pueden ver modificadas por
las consecuencias del sindrome del higado graso no alcohélico, que se da a menudo como
consecuencia de este tipo de dietas®® % Sin embargo, los niveles bajos de triglicéridos
suelen ser el resultado de dietas pobres en grasa, hipertirodismo, sindrome de malabsorcién
o malnutricion®. También pueden darse en casos de fibrosis hepatica avanzada’®, pero en
el momento de la necropsia no habia indicios de fibrosis en los higados. El resultado de los
triglicéridos es llamativo, ya que esta disminucion se ha observado en dietas grasas basadas

en aceite de cartamo o de pescado, ricas en acidos grasos polistaturados n3*%%’

, pero no
es tipico de aquellas cuyas grasas proceden de la manteca, como es nuestro caso, y que
normalmente aumentan los niveles de triglicéridos significativamente®****%. El porqué de

esta disminucion, a dia de hoy, es una incognita.

Por ultimo, se evaluaron los niveles de proteina de CIRP en grasa inguinal, epididimal y
escapulary, de nuevo, la dispersion de los datos complico el obtener datos estadisticamente
significativos relacionados con el tratamiento con zrl7-2. Sin embargo, al analizar el Wester
blotting de la grasa epididimal con el anticuerpo recombinante contra CIRP (Ab246510),
observamos que aparecian bandas a la altura de 28 KDa mas intensas que las de 19 KDa.
Esta banda se ve aumentada significativamente en las ratas DIO respecto al grupo de dieta
control, y podrian ser consistentes con la isoforma Q14011-2, que presenta una delecién
tras el dominio RRM y una sustituciéon de secuencia a partir del aminoacido 16794,

Ademas, un aumento de CIRP en contexto de la obesidad inducida por dieta podria
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d411

explicarse por lainflamacién basal crénica asociada a la obesidad™ " y el papel de CIRP como

mediador de la inflamacion®*.

Un comportamiento similar se ha visto al estudiar las fases de letargo-despertar en la
hibernacion de las ardillas terrestres®*®. En este caso, los autores describieron variaciones
significativas en las bandas de 28 KDa en los distintos érganos, incluyendo la grasa
escapular, segun el momento de la hibernacién mientras que no habia cambios en la banda
de 19 KDa. Este hecho les llevd a pensar que la razén de que los niveles de mRNA de CIRP
no cambien o se reduzcan podria ser debida a la traduccién activa de mRNA de CIRP a
proteina cuando la temperatura corporal disminuye mas alld de un determinado umbral.
Por esta razén, es posible que los niveles de CIRP se mantengan relativamente estables hasta
un tiempo prolongado en el letargo profundo. De ser asi, significaria que la regulacion de
CIRP en el organismo es aun mas compleja de lo que se pensaba, y que su respuesta al frio
no depende solo de la sensacion térmica si no de la caida de la temperatura corporal

producida por el frio.

Pese a todo, zrl7-2 no solo no parece inducir el efecto esperado de aumentar los niveles de
CIRP, sino que, en practicamente todas las muestras de ambos grupos de dieta, parece
disminuir los niveles de esta proteina. Sin embargo, los resultados derivados de este
experimento, tanto a nivel de pesos, de IPGTT y de proteina, parecen quedarse en tendencia
y no son determinantes. Quizas aumentando el nimero de animales disminuiria la
dispersion de los datos obtenidos y se obtendrian resultados mas concluyentes. O también
se podria aumentar la dosis y/o la frecuencia del tratamiento, ya que no hubo muestras de
toxicidad del mismo a corto, medio ni largo plazo. También mereceria la pena estudiar en
profundidad el papel de la banda de CIRP de 28 KDa y su funcién en la respuesta a la
hipotermia, asi como la implicacién de otros tejidos; por ejemplo, el musculo esquelético™.
Por tanto, este ensayo deja la puerta abierta a seguir explorando las relaciones entre CIRP,

la hipotermiay el papel de zr17-2.

3.7.EXPERIMENTOS EX VIVO

De forma similar a lo que se hizo con los adipocitos 3T3-L1, se quiso estudiar el efecto de
zrl7-2 sobre un cultivo primario de adipocitos humanos. La SM fue disefiada sobre el
modelo de CIRP humanoy, aunque se une a la region mas conservada de la proteina, quizas
/n vivo la interaccién entre la molécula y la proteina podria sufrir alguna pequefa variacion

entre especies que fuese determinante para su funcionamiento real.

La molécula se anadié desde el primero momento de la diferenciacion, pero no se

apreciaron diferencias significativas en los genes de pardificacion, de termogénesis ni CIRP
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o RBM3. Esto sucedid tanto en las muestras extraidas a partir de la grasa perirrenal como
del hilio en cuanto a los niveles de proteina de CIRP. Debido a la escasez de muestra y el
margen tan limitado que permite el trabajo con preadipocitos humanos tomados de
muestras clinicas, no se pudo caracterizar la expresion de CIRP a lo largo del tiempo, de
forma que se revelase la cinética de la expresion de CIRP en estas muestras. Por tanto, no
sabemos si no se modificaron los niveles de CIRP o, simplemente, no fuimos capaces de

detectarlos, ya que si que se vieron diferencias en el andlisis de las vesiculas.

Al igual que pasaba con los 3T3-L1, se pudo observar una disminucién muy significativa en
el area de las vesiculas en los dos tipos de grasa en todos los pacientes. Esta disminucién
del tamafio de las vesiculas podria ser un indicador de pardificacion si fuese acompafado
de cambios genéticos especificos. Sin embargo, dada la cinética de expresién de muchos
genes y que la pardificacion se suele abordar desde la termogénesis, no se puede descartar
que el efecto de CIRP no actle sobre otras vias de sefializacion mas relacionadas con la
biogénesis y degradacion de las vesiculas lipidicas, por ejemplo, que es un campo que cada

vez despierta mas interés*.

Ademas de todo lo comentado en el apartado de los adipocitos 3T3-L1, no hay que obviar
la edad, el sexo, y las variabilidades individuales de los pacientes, que son factores que
pueden afectar al ensayo. Por ejemplo, se sabe que a medida que va avanzando la edad,
disminuye la capacidad de pardificacion, se altera la adipogénesis, la secrecion de
adipocinas, la inflamacién y falla la capacidad de produccion de calor mediada por la
termogénesis*>**°. El sexo afecta al programa metabdlico del individuo y a su capacidad
termogénica a través de las hormonas sexuales*’ de hecho, las hormonas sexuales son los
principales responsables del sesgo de sexo en los estudios sobre termogénesis en humanos.
Segun este estudio, en los hombres se evitan interferencias debidas a las fluctuaciones
hormonales durante el ciclo menstrual. Y, por ultimo, parece haber una clara relacién entre
el estado metabdlico del donante y la capacidad de diferenciacién de sus preadipocitos del
estroma vascular, asi como de su capacidad termogénica. Por ejemplo, en donantes obesos
se observa una menor capacidad de diferenciacion de sus preadipocitos*?, y en el caso de
donantes obesos con resistencia a la insulina, los preadipocitos son incapaces de

diferenciarse a adipocitos beiges*".

En otras circunstancias, donde no se hubiesen parado las operaciones y complicado toda la
logistica debido a la pandemia, se habrian reclutado mas pacientes y estudiado otros
parametros, por ejemplo, el efecto de zrl7-2 sobre los adipocitos ya maduros. Asi que,
quizas en un futuro, merezca la pena profundizar en el efecto de zrl7-2 en cultivos primarios

de adipocitos humanos.
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4. CILIO PRIMARIO

Durante el estudio de la respuesta celular a la hipotermia se quiso ahondar en los
mecanismos de captacion del frio y, asi, intentar entender cémo la célula era capaz de
“sentir” la temperatura. Y entre los sensores celulares destaca el cilio primario. Esta
estructura permite detectar distintos tipos de sefiales extracelulares y transmitirlos al interior

de la célula, lo que le permite adaptarse y reaccionar ante cambios en el ambiente.

Nuestra primera observacion en este sentido indicaba que las CSPs estaban localizadas en
la zona del cuerpo basal del cilio primario. Desde que se describieron las proteinas de
respuesta al frio CIRP y RBM3, se ha visto que, al menos la primera, es capaz de responder,
ademas de a la bajada de temperatura, a otras situaciones de estrés como la hipoxia?**%,
la exposicion a luz UV*! o el dafio celular*?? Por lo tanto, no es sorprendente encontrar
CSPs en los cilios primarios donde pueden servir como sensores quimicos para todos esos
estimulos. Ademas, la sobreexpresion de CSPs se ha relacionado con la regulacion al alza de
proteinas antiapoptdticas como BCL2 y/o una regulacién a la baja de proteinas
proapoptéticas como BAX, BAD, BAK y otras, protegiendo a las células de la muerte celular
programada “?*%*. Ser4 interesante estudiar la relacion real entre las CSPs primarias

localizadas en el cilio y la regulacién de la apoptosis celular.

4.1.CILIO PRIMARIO E HIPOTERMIA

Pese a que los cilios primarios estan presentes en la mayoria de las células de mamiferos, no
se habia descrito hasta ahora su presencia en células R28, una linea celular constituida a
partir de precursores de neuroblastos de la retina de rata. Sin embargo, la relacién entre
retina y cilio primario no es extrafa, ya que los segmentos apicales de los fotorreceptores

son basicamente cilios primarios modificados®*’

. Ademas, ya hay estudios que demuestran
que el ojo es capaz de responder a la hipotermia terapéutica®” y que tanto CIRP como RBM3

estan presentes en la retina®%.

En las células R28, hemos observado que, tanto la hipotermia como el estrés de cizalla
producido por el flujo, dan lugar a una reduccién del nimero y tamafo de los cilios
primarios. Este hecho se puede apreciar también en el sistema cardiovascular, donde hay
una correlacion entre el flujo y la variacién en el nimero de cilios primarios. En este sistema,
el numero de cilios disminuye en areas expuestas a flujo laminar, mientras que, en las zonas
de flujo mas turbulento u oscilatorio, las células endoteliales presentan mas cilios
primarios*”>. La importancia de estas variaciones radica en la capacidad protectora de los
cilios primarios, que bloquean la sefalizacién del TGF y secretan éxido nitrico, lo que

previene la inflamacién y la aterogénesis®*®. Es mas, las células endoteliales sin cilios
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primarios son mas propensas a la transicién de endotelio a mesénquima mediante la
activacion de la via SLUG, incrementando el riesgo de calcificacién y aterosclerosis*?®. En los
resultados obtenidos en este trabajo, parece que la reducciéon de la temperatura tiene un
efecto similar a la exposicién de los cilios primarios a un flujo menos turbulento. Otro de

estos efectos es la reduccion del tamafio del cilio primario inducida por el frio.

Actualmente, hay varias hipdtesis relacionadas con el acortamiento del cilio primario. En las
células epiteliales de los tubulos renales, la sefializacion del TGF-B induce el acortamiento
de los cilios primarios*”’. Por lo tanto, la hipotermia podria ser capaz de aumentar la
sefializacion de TGF y disminuir la longitud de los cilios. Ademas, el aumento en longitud del
cilio primario parece estar regulado por la actividad de los GPCRs, los niveles de calcio y la
despolimerizacién de la actina®?; asi que un bloqueo de este mecanismo también podria
llevar a la reduccién de la longitud de los cilios. Por ultimo, un informe reciente ha
relacionado el acortamiento primario de los cilios con un mecanismo de fragmentacion®®.
Serd necesario profundizar mas en el tema para averiguar qué mecanismo especifico es

desencadenado por la hipotermia en el cilio primario.

4.2.CILIO PRIMARIO Y FLUJO

La deteccion del estrés de cizalla es un mecanismo celular que asegura el buen
funcionamiento de la circulacion de fluidos en el organismo, y el cilio primario es una pieza
clave del engranaje. Por ejemplo, una simple alteracion de la largura del cilio en los tubulos
y conductos de las nefronas provoca la formacién de quistes en el rifién y el desarrollo de la
PKD?**4%°  Ademés, las células endoteliales son capaces de percibir caracteristicas
espaciotemporales del flujo sanguineo a través de los cilios primarios*° y otras moléculas

mecanotransductoras como PIEZO1**

, lo que les permite determinar las propiedades
morfofuncionales de la red vascular*®% En nuestro estudio hemos demostrado que el estrés
de cizalla, ya sea fruto de un flujo laminar o turbulento, aumenta la expresién de las
proteinas de respuesta al frio, implicando a estas proteinas en la sefializacion intracelular de
la captacion de las modificaciones del flujo. Esta observacion abre toda una nueva via de
investigacién para comprender las implicaciones fisiolégicas de este hecho, lo que justifica

la necesidad de una investigacion mas profunda.

Esta activacion de la expresién de las CSPs estd modulada por el tipo de flujo que perciben
las células a través del cilio primario, y condicionada por el tipo celular. Por ejemplo, con un
flujo laminar de 31 pL/min que genera una presion lineal de 0,5 dinas/cm?, observamos un
pico de expresion de CIRP a las 1-2 h de exposicién, mientras que en el caso de RBM3 el
cenit se daba a las 8-12 h. Sin embargo, con una presién mas elevada (1 dina/cm?),

provocada por un flujo de 62 ul/min, no hubo diferencias en la expresion de mRNA de CIRP,
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aunque si en RBM3, que mantuvo un patrén de expresiéon similar a la condicion menos
severa. Estos datos coinciden con los obtenidos a partir de la mineria de datos, donde las
células sometidas a baja presion lineal tuvieron diferencias en la expresién de CIRP mientras
que con la presion mas elevada este hecho no sucedia; sin embargo, los niveles de RBM3
aumentaban en todas las condiciones®*®**43_Estas observaciones sugieren que la relacién
entre el estrés de cizalla y la regulacion de la expresion de CIRP depende de pequefios

detalles en los que mereceria la pena profundizar.

Ademas, la presién lineal no solo afecta a la expresion de las proteinas de respuesta al frio.
El nimero de cilios era significativamente inferior en las células sometidas a flujos bajos, sin
embargo, el flujo mas alto (124 ul/min) presentaba valores similares a las células estaticas.
Esto puede ser debido a que, con una presion elevada, la corriente pudo inducir algunas
perturbaciones en las condiciones generales del flujo, acercAndose mas a lo que sucede en

un flujo turbulento.

A diferencia del flujo lineal, el flujo oscilante indujo un aumento en la expresion de CIRP y
RBM3 mucho mas rapido. A la hora de exposicién a flujo, el mRNA de ambos genes estaba
sobreexpresado significativamente, lo que se tradujo en el caso de CIRP en un aumento en
los niveles de proteina a las 2 h. En el caso de RBM3, sin embargo, no encontramos cambios
significativos en los niveles de proteina. Probablemente esto sea debido al pequefio
porcentaje que representan los cilios primarios en el volumen total de la célula, por lo que
es facil pasar por alto cambios proteicos que pueden ser relevantes a nivel local pero que se
diluyen al tener en cuenta la expresion total en la célula. Ademas, observamos que la
deprivacion de suero disminuye notablemente la expresion de la proteina RBM3, por lo que
puede que tenga alguna funcion aun desconocida que se relacione con una inhibicion de
su expresion ante esta situacion. De todas formas, una vez que se ponga a punto y se valide
el dispositivo de flujo oscilante, seria interesante repetir el ensayo de flujo oscilante en un

sistema mas controlado de forma que se obtuvieran datos mas homogéneos.

De nuevo, nuestros datos fueron respaldados por los trabajos de Mohammed, et al. 348

Kunnen, et al.**y Qiao et al.*** donde, analizados en conjunto y a pesar de estar hechos con
células distintas a las nuestras (de origen renal en su caso), se ve un aumento significativo
inducido por el estrés de cizalla tanto de CIRP como de RBM3 a corto plazo (3h), una
sobreexpresiéon de RBM3 a medio plazo (6h) e incluso una disminuciéon de RBM3 a largo
plazo (24h). Estos datos sugieren que la participacion de estas proteinas en el mecanismo
de deteccion del estrés de cizalla es una caracteristica comun en la biologia celular, lo que

abre un campo que merece la pena explorar.
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4.3.CIRP Y RBM3 EN CENTROSOMAS

A lo largo de los experimentos hemos visto que estas proteinas colocalizan con el cuerpo
basal de los cilios primario en las células R28. De hecho, esta asociacién se mantiene incluso
durante la metafase del ciclo celular, donde los cilios primarios se desorganizan en

preparacion de la division celular®’. Si

bien ambas proteinas se modulan como respuesta a
flujo, como hemos visto en este trabajo, cabe preguntarse qué papel tienen a lo largo de la
division celular. Probablemente, en esas circunstancias su labor puede estar también
asociada a su papel como proteinas de unién a RNA. De hecho, en torno al centrosoma se
da una alta concentracién de mRNAs que parecen traducirse localmente, asi que no es de
extrafar que también se acumulen proteinas de este tipo implicadas en el mantenimiento
del material pericentriolar u otras funciones relacionadas con el centrosoma®****. O, quizas,
dada la répida modificacion de la estructura ciliar y la respuesta observada en la exposicién
a flujo, CIRP y RBM3 estén mas implicadas en la biogénesis y mantenimiento del cilio y que,
para garantizar la velocidad de la respuesta, se mantengan asociadas al centrosoma como
un punto de localizacién subcelular. Sea cual sea la situacion, un andlisis de los mRNAs
unidos a estas proteinas podria darnos una pista sobre la funcién de estas proteinas en el

cuerpo basal y en el centriolo.

5. REFLEXIONES

CIRP es una proteina de union a RNA que aumenta como respuesta a multiples situaciones
de estrés, entre ellas el frio. Durante todo este trabajo hemos intentado profundizar en el
efecto que tendria aumentar los niveles de CIRP, gracias al tratamiento con zrl7-2, en el
metabolismo de la grasa empleando distintos modelos experimentales. Pese a todo el

esfuerzo, los resultados han sido limitados.

Sin embargo, quizas la pluripotencialidad de CIRP es precisamente donde radica la dificultad
de su empleo. Es una proteina muy conservada entre especies’”, sujeta a una estrecha
regulacion, y cuya actividad deriva en acciones contrapuestas, por ejemplo, siendo capaz de
actuar como promotor y supresor oncogénico **°, segin el momento, la via o el contexto de
actuacion. Sin embargo, la idea que fundamenta este trabajo deberia trascender a trabajos
posteriores, quizas con una diana mas especifica. Por ejemplo, las SMs que se identificaron
como miméticos de la hipotermia se disefiaron a partir de la estructura tridimensional de
CIRP**. Seria muy buena idea hacer lo mismo con la proteina RBM3 pero,
desafortunadamente, todavia no se ha dilucidado su estructura tridimensional. Ya que
parece que RBM3 tiene una respuesta mas limitada que CIRP, podria ser una diana mas

especifica para disefiar estas SMs. Y, sobre todo, aun hace falta mucho trabajo en la
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caracterizacion de la respuesta al frio. Por ejemplo, apenas hay estudios del efecto del frio

en cultivos de adipocitos y la mayoria de ellos no tratan la pardificacion.

Por otra parte, sabemos que zrl7-2 actia sobre la expresidon de CIRP y produce efectos

368'369, al menos en ciertas

protectores similares a los generados por la hipotermia
condiciones, pero algunas de las consecuencias de su uso podrian deberse a su interaccion
con otras vias de sefializacion distinta a través de una actividad "off-target” . Todo esto

requiere estudios mas profundos que se abordaran en el futuro.

Sea como fuere, la hipotermia moderada es una condicién que la naturaleza ha aprendido
a utilizar en su beneficio por ejemplo con la hibernacién®’, y cuyos efectos beneficiosos son
una herramienta terapéutica ampliamente utilizada por la medicina actual****°. Por todo
ello, merece la pena seguir investigando, profundizando y explorando, hasta dar con un
resultado que arroje luz suficiente como para encontrar el cabo que nos permita ir

desentrafando la madeja del conocimiento, también en el caso de la obesidad.

Durante la investigacion principal, se abrié una pequefia investigacion tangencial con los
cilios primarios, que resulté ser fascinante. Gracias a ella podemos entrever que la respuesta
mediada por las proteinas de respuesta al frio es mucho mas compleja de lo previsto. Y su
regulacion como respuesta al flujo nos ha permitido ver una respuesta mucho mas agil y
rapida de lo que los estudios con hipotermia aparentaban en un principio, bien por la
magnitud del estimulo que supone la temperatura o bien por el estrecho control del
organismo ante un mecanismo con tantas implicaciones a nivel organico. Ademas,
personalmente, me parece un ejemplo precioso de laimportancia de la ciencia basica. Al fin
y al cabo, esta estructura que cuando se descubrié hace 60 afios se consideraba vestigial**
hoy en dia acumula “natures” , “new englands” y “sciences” . La ciencia aplicada se
fundamenta en la ciencia bésica, y no puede desarrollarse la una sin la otra. Solo hay que ver
como ha crecido el campo de investigacién en los cilios primarios, desde los 234 articulos
publicados en el afio 2000 hasta los 1054 que se publicaron el afio pasado (busqueda en

Pubmed para el término  “primary cillia” ).
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

1. Las moléculas zrl7-2, SD4 y otras relacionadas son capaces de aumentar los niveles

de CIRP en cultivos celulares de células R28 tras 4 dias de tratamiento.

2. Una mayor confluencia del cultivo potencia el efecto de zr17-2 en células R28,

favoreciendo el acimulo de CIRP tras 4 dias de tratamiento.

3. Zrl7-2 es capaz de disminuir el tamafio de las vesiculas lipidicas en la linea de
adipocitos de ratdon 3T3-L1. Sin embargo, no se perciben cambios a nivel genético en los

marcadores de pardificacion estudiados.

4. Tras hacer muchas pruebas /n vivo del efecto de zrl7-2 en modelos animales,
hemos visto que la SM no es capaz de modular la expresion génica o proteica de CIRP de

forma consistente a corto, medio ni largo plazo.

5. Zrl7-2 tampoco es capaz de modificar los parametros metabolicos estudiados
(peso, indice glucémico o marcadores bioquimicos) en los animales tratados a largo plazo
ni parece tener efecto en el metabolismo lipidico de animales sometidos a dieta rica en

grasa.

6. En cultivos ex vivo de preadipocitos humanos, zrl7-2 es capaz de disminuir el
tamano de las vesiculas lipidicas de los cultivos procedentes tanto de grasa perirrenal
como del hilio renal, y también de aumentar el nUmero de vesiculas por células en alguno
de los casos. Sin embargo, no se aprecian cambios en el programa genético de los

marcadores de pardificacion estudiados.

7. Engeneral, podemos afirmar que zr17-2 tiene un efecto muy modesto sobre el
metabolismo lipidico y en el futuro habra que comprobar cémo actiia en combinacién con

otros compuestos activos.

8. Las proteinas inducidas por frio se acumulan en el centrosoma de las células

durante todo el ciclo celular.

9. Lahipotermia moderada y el flujo disminuyen el porcentaje de cilios primarios y su

longitud en células R28.
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10. Tanto el flujo laminar como el oscilante modifican la expresién de CIRP y RBM3 en
células R28. Estas modificaciones se traducen en un aumento del nivel de proteina en el
caso de CIRP.

11. A falta de mas ensayos, el dispositivo de flujo oscilante parece reproducir el
aumento de CIRP de las células sometidas a flujo oscilante observado en las placas de
Petri.
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of several diseases.

Hypothermia has been proved to have a beneficial effect on several pathologies. CIRBP is one of the so
termed cold-shock proteins involved in this process. In this work, we have detected small molecules cap-
able of modulating the activity of CIRBP in the absence of a cold stimulus, by High Throughput Virtual
Screening (HTVS) of the Diversity Set IV of the NCI and 15 compounds of our in-house data base.
Fifteen compounds were selected from the HTVS to carry out a second screening through a cell-based
Western blot assay. This assay, together with molecular modeling studies allowed us to select compound
zr17-2 for an in vivo experiment, which showed an interesting increase of CIRBP expression in several
organs of experimental animals. Therefore, we have demonstrated that the effect of hypothermia can
be mimicked by small molecules, which can be developed as first-in-class new drugs for the treatment

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Hypothermia, or reduction of the body’s temperature, is being
used clinically as a therapeutic intervention to reduce the symp-
toms of several pathologies, including stroke,' coronary artery
bypass surgery,” neurodegeneration after cardiopulmonary resus-
citation,® neonatal asphyxia’, or traumatisms® among others.
Investigations in the last three decades have been trying to unravel
the molecular mechanisms underlying the beneficial effects of
hypothermia.® Usually, exposure to moderately cold temperatures
induces a general reduction of metabolism and protein expression
in all cells, but there is a small group of proteins, the so-termed
cold-shock proteins (CSP), whose expression increases under these
conditions. In mammals, there are two main CSPs, RNA-binding
motif protein 3 (RBM3) and cold inducible RNA-binding protein
(CIRP or CIRBP). These proteins, which belong to the heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein family, bind to cellular RNAs and regu-
late their half-life and thus their expression potential and their
final functions.'®'® In view of the many applications of therapeutic
hypothermia, we decided to search for small molecules capable of
mimicking the beneficial effects of cold but acting at normother-
mia. Since structural data are available for CIRBP but not for
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RBM3, we looked for small molecules able to bind CIRBP and
increase its protein expression.

CIRBP is a small 172-amino acid RNA-binding protein. It has an
extremely conserved tertiary structure constituted by an arginine
and glycine rich domain (RGG) and an RNA-recognition motif
(RRM), which is shared by this type of RNA-binding proteins. The
overall tertiary structure of this family of proteins presents two
flexible N- and C-terminal domains that lack a defined secondary
structure, and a central globular domain with the typical RRM
made up of 2 a-helixes and 4 B-sheets (Supplementary Fig. 1).
The structure of CIRBP was first determined by NMR in the apo
form in 2005 and deposited in the PDB under the code 1X5S, an
entry with 20 models that account for the high mobility of the
N- and C-terminal ends.'®'*"'® A more recent CIRBP apo structure
has been obtained by X-ray crystallography and deposited in 2017
under the PDB code 5TBX.!” However, to date there is no 3D-struc-
ture available of a CIRBP-RNA bound complex.

After visual inspection of other RNA-bound RRMs, we could
infer that several hydrophobic amino acids such as Val*®, val*®,
Phe'®, Phe®® and Phe>® in the RRM motif of CIRBP could be impli-
cated in the stabilization of the nitrogen bases of the RNA. In addi-
tion, several positively charged amino acids such as Arg*®, Arg>*,
Arg®? and Arg®® could interact with the negative charges of the
RNA phosphate backbone. However, to understand the nature
of the CIRBP-RNA interaction, it was necessary to analyze the
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