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“La vida es como un espejo,
te sontie si Ia miras sonriendo”

Mahatma Gandhi
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Resumen

RESUMEN

La inflamacién sistémica crénica que existe en la obesidad esta mediada
por la presencia de citocinas proinflamatorias, tanto a nivel sistémico
como local. Esta inflamacién se ve favorecida por la presencia de

hipoxia local y estrés de reticulo endoplasmatico en el tejido adiposo.

TWEAK es una citocina de la familia del Factor de nectrosis tumoral
(TNF) implicada en diversas actividades biolégicas como proliferacion,
diferenciacion, inflamacién, migracion, incluso muerte celular, y sefaliza
a través de su receptor Inl4. Esta citocina se encuentra unida a
membrana (MTWEAK) o en forma soluble (STWEAK) tras un
procesamiento proteolitico. Los niveles de sSTWEAK estan disminuidos
en enfermedades cardiovasculares. Ademas, se ha descrito que
STWEAK  puede interferir de forma negativa en la actividad
proinflamatoria de TNFa.

Los datos que se muestran a continuacién indican que TWEAK y Fn14
se sobreexpresan en el tejido adiposo de obesos severos. Curiosamente,
los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo de éstos pacientes
muestran una mayor expresion de Fnl14, mientras que los macréfagos de
tipo M2 expresan mTWEAK. Ademas, demostramos que TWEAK
actia como una citocina proinflamatoria sobre el adipocito y que sélo la
inflamacion, pero no la hipoxia ni el estrés de reticulo pueden regular la
expresion de TWEAK en el macréfago y de Fnl4 en el adipocito. A
pesar de esta capacidad inflamatoria, hemos demostrado una actividad
competitiva de STWEAK con TNFa, al interferir con éste en eventos
de sefalizacién en el adipocito, provocando una modulaciéon de la
respuesta inflamatoria inducida por TNFa sobre este tipo celular.
Respecto a sTWEAK, la disminucién observada en suero de los
pacientes con obesidad severa podria favorecer la respuesta inflamatoria
de TNFa en dicho contexto. Los resultados que recoge esta tesis
apuntan a que el eje TWEAK/Fnl4 tiene un papel relevante en la
fisiopatologia de la obesidad.
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INTRODUCCION

1. OBESIDAD
1.1 Definicion y clasificacién

En la sociedad del siglo XXI, la obesidad se ha convertido en uno los
mayores problemas de salud publica. En la dltima década, la prevalencia
de la obesidad ha aumentado y continua incrementindose de forma
alarmante, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. Por
ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la definié como “la

35171
5

enfermedad epidémica no transmisible mas grande del mundo
considerando como obesidad y sobrepeso la acumulacién anormal o
excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Por su parte, la
Sociedad Espafola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO), se refiere
a la obesidad como una enfermedad crénica caracterizada por el
aumento de peso, que se produce por un desequilibrio prolongado en el

balance energético, entre la ingesta calérica y el gasto energético.

Una manera sencilla de medir la obesidad es mediante el indice de masa
corporal (IMC), también conocido como el indice de Quetelet. E1 IMC
esta estrechamente relacionado con el porcentaje de grasa corporal y se
determina mediante la férmula IMC= (peso,Kg)/(altura, cm)®. Segin la
OMS, una persona con un IMC igual o superior a 25 se considera con

sobrepeso y obesa con un IMC igual o superior a 30 (tabla 1).

Existen otras medidas antropométricas para evaluar la distribucién de
grasa corporal como son la circunferencia de la cintura (CC) y el indice
cintura cadera (ICC). Ademas, también se puede determinar la grasa
corporal por el método de los pliegues cutaneos, por impedancia, o bien
métodos mas complejos como la tomografia computarizada, la

resonancia magnética y la absorciometria.
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Clasificacion mc

Bajo peso <18.50

Rango normal 18.50- 24.99

Sobrepeso 225.00
Pre-obesidad 25.00- 29.99

Obesidad 230.00
Obesidad clase I 30.00- 34.99
Obesidad clase II 35.00- 39.99
Obesidad clase III (mérbida o severa) 240.00

Tabla 1. Clasificacion internacional de la obesidad segun el IMC. Fuente: adaptada de la
OMS 2014 y 2015.

La CC es ampliamente utilizada como indice de obesidad central, y esta
muy relacionada con patologias con elevado riesgo cardiovascular. Los
puntos de corte a partit de los cuales aumenta el riesgo de
complicaciones metabélicas establecidos por la OMS son: CC mayor de
94 cm para los hombres y mayor de 80 para las mujeres; e ICC mayor de

0.90 para hombres y mayor de 0.85 para mujeres™.

1.1 Prevalencia de la obesidad

La obesidad se ha considerado como la epidemia del siglo XXI. Su
prevalencia mundial se ha multiplicado por mas de dos entre 1980 y
2014, de manera que en el afio 2014, alrededor del 13% de la poblacion
adulta era obesa y el 39% tenia sobrepeso. En Espafia los datos de
prevalencia de la obesidad en adultos, surgidos del estudio de Di@bet.es,
indican que el 26,6% de la poblacién es obesa y el 40,5% tiene obesidad
abdominal, datos que evidencian la altisima prevalencia de esta patologia

7.233
en nuestro pats > .

El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor de riesgo de defuncion
en el mundo y cada ano fallecen por lo menos 3,4 millones de personas

. . 171
adultas como consecuencia del sobrepeso o la obesidad .
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1.2 Etiopatogénesis de la obesidad

La obesidad es una enfermedad créonica compleja de origen
multifactorial que aparece por la influencia interactiva de factores
sociales, ambientales, psicologicos, metabdlicos, celulares y moleculares
y que conlleva gran transcendencia sociosanitaria y econdmica. El
desequilibrio entre la ingesta y el consumo energético junto con un
estilo de vida sedentario y una carga energética desfavorable constituyen
el principal factor de riesgo de obesidad, especialmente en las culturas

occidentales (Figura 1).

El conocimiento de la etiopatogenia de la obesidad es imprescindible
para el desarrollo de estrategias para controlar esta enfermedad. La
modificacién de factores ambientales como los habitos alimentarios, el
aumento de la actividad fisica y el descubrimiento de nuevas
herramientas moleculares con finalidades terapéuticas son aspectos

claves en la prevencion y tratamiento de la obesidad.

1.3 Importancia clinica y patologias relacionadas

La obesidad constituye un grave problema de salud publica, su
importancia radica tanto en la morbilidad que se le asocia como en la
mortalidad que lleva asociada. El exceso de peso es un factor de riesgo
para la apariciéon de enfermedades de entre las que destacan la
dislipemia, la hipertension arterial, la enfermedad coronaria vy
cerebrovascular, algunos tipos de cancer y la diabetes tipo 2 (DMT2),

entre las mas destacadas'” (Figura 1).

La obesidad y la DMT2 son enfermedades muy relacionadas que
comparten mecanismos de evolucion y aparicion. De hecho, el 80% de
los individuos diabéticos son obesos o tienen sobrepeso. El estudio
Di@bet.es mostré que la prevalencia de la diabetes en Espafia es del

13.8% y aumenta considerablemente con la edad. Ademas, es algo
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mayor en hombres que en mujeres y la prevalencia de obesidad aumenta

. . . . . 211
significativamente con la presencia de diabetes

Factores genéticos y moleculares Diabetes

Factores metabdlicos Hipertension

Factores hormonales Enfermedad Cardiovascular

Dislipi i
Habitos alimentarios islipidemia

Sedentarismo

Complicaciones digestivas

Microbiota intestinal T
Complicaciones pulmonares

Aol ancialesyaculiuales Complicaciones musculoesqueléticas

\'
\Q
\'
‘.
‘\ Cancer
\'
‘.
\'
‘,,

Factores psicolégicos Enfermedad renal

Figura 1. Etiologia y consecuencias de la obesidad.

La distribucién anatémica del tejido adiposo en el organismo es un
factor determinante en el riesgo de padecer una enfermedad
cardiovascular. En este sentido se distingue entre obesidad androide o
masculina o en forma de manzana (cuando la grasa le localiza
principalmente en el abdomen, la cara y el térax) y obesidad ginoide,
periférica o en forma de pera (grasa en los muslos, los gliteos y la region
femoral). I.a grasa intraabdominal se relaciona con mayor riesgo de

enfermedad cardiovascular y mortalidad'*'™®,

1.3.1 Resistencia a la insulina y Diabetes

La obesidad esta relacionada en la mayoria de los casos con la resistencia
a la insulina. La insulina es la hormona liberada por las células beta del
pancreas que permite la entrada de glucosa a las células de los 6rganos

diana como el musculo, el higado y el tejido adiposo.

En situaciones anormales como la obesidad, el exceso de acidos grasos
que no pueden ser almacenados en los adipocitos bloquea las sefales de
la insulina en los tejidos creandose resistencia a la insulina (RI) e
impidiendo que dichos tejidos puedan responder adecuadamente a la

accion de la insulina.
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Una forma sencilla de medir la RI es mediante el indice HOMA-IR (del
inglés Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance), descrito por

Matthews en el 1985"" y se calcula mediante la siguiente férmula:
HOMA-IR= [insulina pUI/mL x Glucemia mg/dL]/405

A nivel celular, la insulina se une a su receptor y se fosforila el sustrato
del receptor de insulina 1 (IRS-1) en los aminoacidos tirosina, activando
asf la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), que a su vez activa la translocacion
de los transportadores de glucosa a la membrana celular, permitiendo asi
la entrada de glucosa en las células. Los acidos grasos libres dan lugar a
la activaciéon de la proteina quinasa C que también fosforila el IRS pero,
en este caso, en otros residuos de serina, impidiendo la accién de la

insulina y dando lugar a la RI.

Las células beta del pancreas intentan compensar la RI sintetizando mas
hormona, pero llega un momento en que a pesar del aumento
compensatorio en la produccion de insulina, los tejidos son incapaces de
metabolizar adecuadamente la glucosa, dando lugar a una hiperglucemia
franca lo que puede acabar derivando en la aparicién de una diabetes

mellitus tipo 2°”.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es un trastorno que se
caracteriza por presentar hiperglucemia crénica en sangre como
consecuencia de la RI asociado a un defecto en la funcién secretora de
la célula beta del pancreas. Las causas de la enfermedad son complejas y
no se conocen con exactitud, aunque se sabe que esta muy relacionada
con la obesidad, la poca actividad fisica, la alimentacién inadecuada y la
hipertensién, presentando, ademas, un componente genético
importante'"”.

La DMT2 supone el 80-90% de todos los casos de DM, afecta a un 12%
de la poblaciéon espafiola y constituye, un problema sociosanitario y
econémico de primera magnitud que en los proximos afios va a adquirir

caracteristicas epidémicas, sobre todo en los paises occidentales.
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La importancia relativa de los defectos en la secrecion de insulina o en la
accion periférica de la hormona en la apariciéon de la DMT2 siguen
siendo elementos clave en la patogénesis de esta enfermedad.
Considerando la estrecha relaciéon que guardan la secrecién de insulina y
la sensibilidad a la accién de la hormona en el control de la homeostasis
de la glucosa, es dificil asignar de forma inequivoca el papel que cada
una de ellas juega en la etiopatogenia de la DMT2. Ademas, ambos
fenémenos suelen coexistir y participan en una proporcion diferente en
la fisiopatologia de la enfermedad, no sélo segtn la poblacion estudiada,

sino también segun el periodo evolutivo de la misma’®,

Por otro lado, la expresion fenotipica de los defectos genéticos que
condicionan las alteraciones en la secreciéon de insulina y en su accion
periférica se encuentra modulada por diversos factores ambientales,
muchos de ellos consecuencia directa de estas propias alteraciones. En
las situaciones en las que predomina la RI, la masa de células beta sufre
una trasformaciéon capaz de aumentar su oferta de insulina y compensar
la excesiva y anémala demanda. Sea cual sea el defecto inicial en la
patogenia de la DMT?2, el fracaso de la célula beta pancreatica es una
condicién necesaria en la aparicién clinica final de la enfermedad™.
Existen diversos elementos que afectan a la célula beta, entre los que se
encuentra el efecto téxico de algunos acidos grasos libres circulantes. La
mayoria de los triglicéridos del cuerpo se encuentran en el tejido adiposo
(>95%) y la lipolisis determina el suministro de acidos grasos sistémicos;
la insulina y las catecolaminas son los principales reguladores de este
proceso. La insulina tiene un efecto antilipolitico que se pierde en la
diabetes incrementandose la lipdlisis e induciendo hipertrigliceridemia
mediante la produccién de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL),
proceso que contribuye a la aterogénesis. Las cadenas largas de acidos
grasos en el plasma normalmente son reguladas por la insulina, y
durante la RI, incrementan y producen toxicidad de células beta
(lipotoxicidad), que junto con la toxicidad de la hiperglucemia favorecen

el fenémeno de lipo-glucotoxicidad sobre la célula beta.
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El tejido adiposo tiene la capacidad de liberar diversas proteinas
prodiabetogénicas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF«), la
interleucina 6 (IL-0), la leptina (LEP), varias adipocitocinas, resistina y
acidos grasos libres, los cuales estan incrementados en la obesidad y
pueden afectar a las células beta. La lipdlisis es el proceso en el que los
triglicéridos son hidrolizados a mono y diglicéridos intermedios hasta
acidos grasos y glicerol mediante la activaciéon de la lipasa sensible a
hormona (HSL). La insulina estimula la lipasa de lipoproteina (LPL),
que se encarga de fraccionar en particulas a las lipoproteinas unidas a
triglicérido para que, de esta manera, puedan incorporarse al tejido
adiposo. Algunos acidos grasos libres y lipoproteinas pueden resultar
dafiinos para la célula beta""*'®,

Los pacientes con diabetes presentan una mayor incidencia de
enfermedades como la insuficiencia renal, la retinopatia, la neuropatia
periférica, y un mayor riesgo de padecer cardiopatias y accidentes

cerebro-vasculares que la poblacién general, lo que conlleva una mayor

ili : 216,222,189,163
morbilidad y mortalidad®®*'¢***'%>1%,
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2. TEJIDO ADIPOSO
2.1 Anatomia del tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido conjuntivo mesenquimal derivado del
mesodermo embrionario que representa entre un 15 y un 25% del peso
corporalgl. En los mamiferos, el tejido adiposo esta compuesto al menos
por dos tipos muy distintos de grasas, como son el tejido adiposo
blanco y el tejido adiposo marrén o pardo (TAM), que presentan

diferencias en cuanto a su morfologia, distribucién y funcion.

El tejido adiposo blanco (TAB) es el principal almacén de energia,
ademas de atribuirsele la funcién de aislamiento y proteccién mecanica
para algunos 6rganos vitales. También se sabe que posee una importante
actividad metabdlica y endocrina (autocrina y paracrina) sobre si mismo
y sobre otros tejidos'****.

En humanos el TAB se encuentra disperso en el organismo. A nivel
intraabdominal encontramos los mayores depésitos alrededor del
omento, del intestino y de las areas perirrenales; a nivel subcutaneo, la
grasa se localiza sobre todo a nivel de las nalgas, los muslos y el
abdomen. Ademads, también podemos encontrar TAB a nivel pericardial,
perivascular o periarterial, periarticular, retroorbital, intramuscular, cara
y médula 6sea. La distribuciéon de la grasa corporal varfa con la edad y

esta influida por factores genéticos y por el sexo”’.

Los adipocitos son las principales células del TAB, derivan de los
fibroblastos y se caracterizan por tener una sola vesicula de grasa que
ocupa casi todo el volumen celular, quedando el citosol, los organulos y
el nicleo en una estrecha franja a la periferia. Los adipocitos almacenan
los 4acidos grasos en forma de triglicéridos en el interior de la gota
lipidica. Su tamafio es variable (entre 10 y 100 um), y dependiendo del
estado nutricional, pueden aumentar o disminuir su capacidad segin
contengan mas o menos acidos grasos. El volumen de los adipocitos

refleja el balance entre lipogénesis y lipolisis; y el nimero de adipocitos
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en el tejido es el reflejo del equilibrio entre la proliferacién, la

diferenciacion y la apoptosis de los adipocitos y sus precursores.

Los adipocitos son las células mayoritarias en cuanto a volumen en el
tejido adiposo blanco, pero se ha descrito que entre un 60-80% de las
células del tejido no son adipocitos sino que corresponden a células del

componente estromatico (o fraccién estroma-vascular (FSV))*".

Entre estas células de la FSV se encuentran preadipocitos, monocitos
activados, macréfagos, componentes perivasculares de la matriz

(pericitos y células endoteliales) y células madre mesenquimales

3,067

derivadas del tejido adiposo™' (Figura 2). También se ha descrito la

presencia de neutréfilos™, linfocitos T y linfocitos T reguladores’™’.

La proporcion de los diferentes tipos celulares presentes en el estroma
vascular puede variar segin la situacion fisiolégica y la localizacion del
tejido adiposo. Pero todos ellos forman una unidad integrada y muy

activa funcionalmente en el tejido'*,

I / !
r -{ A. Adipocitos maduros
1
5 B. Matriz extracelular
C. Pericitos con elementos
r del endotelio vascular
AP
+ d . D. Células madre
%{ A ‘ mesenquimales

E. Preadipocitos

Figura 2. Principales tipos celulares presentes en el tejido adiposo. Fuente: adaptada de
Alexander, et al. 2012 3

El tejido adiposo marrén o pardo (TAM) es un sitio clave de
producciéon de calor (temogénesis) en los mamiferos. Tiene aspecto
lobulado, recordando una glandula y esta altamente irrigado (mas que el
TAB) e inervado por fibras nerviosas. A diferencia de los adipocitos

blancos clasicos que aparecen de color blanco debido a su contenido en
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lipidos, los adipocitos del tejido marréon y el tejido en si, deben su

coloracion a la cantidad de citocromos mitocondriales.

Los adipocitos marrones del TAM tienen forma poliédrica, son mas
pequenos, multiloculares y muy ricos en mitocondrias que contienen la
proteina desacopladora-1 (UCP1) que incrementa la actividad de la
cadena respiratoria. El calor es generado a partir de la combustion de los
sustratos disponibles y es distribuido al resto del cuerpo a través de la
circulacion”?.

Los adipocitos que expresan la UCP-1 también se desarrollan entre el
TAB en respuesta a diversos estimulos y son conocidos con varios
nombres: beige, “brite” (brown in white), iBAT (induced BAT), BAT
reclutable y wBAT (white adipose BAT) **. Asi, se pueden distinguir dos
tipos de tejido marrén, o dos tipos de células marrones con capacidad
termogénica, los adipocitos pardos o marrén clasicos y los beige'**”.
Las células beige del TAB, como ocurre con los adipocitos marrones del
TAM, son definidas por su morfologia multilocular, el alto contenido
de mitocondrias y la expresiéon de un conjunto de genes especificos de
la grasa marrén. Sin embargo, las células marrones y beige tienen
algunas caracterfsticas que permiten diferenciarlas por lo que deben ser

consideradas como tipos de células distintas.

En primer lugar, las células beige, al menos en los depdsitos
subcutaneos, no derivan de los mismos precursores embrionarios que
dan origen a los adipocitos marrones™. En segundo lugar, existe un
numero de factores asociados con el desarrollo inducido de los
adipocitos beige pero no de los marrones, lo que sugiere que estos tipos

de células son regulados de maneras diferentes”®

. En tercer lugar, los
adipocitos beige y marrones expresan distintos genes”, los adipocitos
marrones expresan altos niveles de UCP-7 y otros genes termogénicos
en condiciones basales (sin estimulacioén) y en respuesta a activadores,
mientras que los adipocitos beige expresan estos mismos genes
solamente en respuesta a activadores como la exposiciéon al frio o

agonistas del receptor B-adrenérgico o del receptor activado por el

19



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDIO DE LA CITOCINA TWEAK Y DE SU RECEPTOR Fnl4 EN EL CONTEXTO DE LA OBESIDAD.
Elsa Maymé Masip

Diposit Legal:

T 322-2016

177

proliferador de peroxisoma-y (PPAR-y) Es probable que los
adipocitos beige y marrones tengan acciones especificas que aun no han

sido estudiadas, aunque realmente todavia esta por resolver.

Originalmente, se pensé que el TAM estaba presente en los seres
humanos solamente durante el periodo neonatal. Sin embargo, datos
recientes han demostrado que los adultos conservan algunos depositos
metabodlicamente activos de TAM que responden al frio y a la activacion
simpatica del sistema nervioso. Actualmente, en humanos, el TAM se ha
descrito que esta localizado en depdsitos de la region cervical,
supraclavicular, paravertebral, mediastinica, paraaértica y suprarrenal'”.
También se han localizado pequefios grupos de adipocitos marrones en

el interior del musculo esquelético en adultos humanos’.

Ademas de estar implicado en la termogénesis, estudios recientes han
demostrado que el tejido marrén podria estar implicado en la liberacion
de triglicéridos y en la utilizacién de glucosa'’, ademas de servir como
fuente de adipoquinas y poseer cierta actividad inflamatoria, aunque
distinta de la que tiene el TAB®™.

2.2 Distribucion del tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco lo encontramos distribuido en diferentes
regiones a lo largo del organismo. Segun su localizacion podemos
distinguir entre el tejido adiposo subcutaneo (TAS) (que puede ser
anterior o posterior) y el tejido adiposo visceral (TAV), distribuido
alrededor del omento y las visceras, a nivel intraabdominal. Los dos
tipos de tejido son diferentes en cuanto a caracteristicas metabdlicas y

endoctrinas.

El TAV y el TAS tienen diferente capacidad para sintetizar y liberar
citocinas, por ejemplo, el tejido subcutaneo secreta mas LEP*, mientras
que el visceral secreta més citocinas proinflamatorias'>**. El tejido
visceral drena directamente al higado a través del sistema porta y por eso

existe la hipdtesis de que las adipocitocinas o adipoquinas del TAV
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estan muy implicadas en la activaciéon de mecanismos inmunoldgicos
108

hepaticos .

El TAV contiene mas adipocitos de gran tamafio que el TAS, los
adipocitos grandes son disfuncionales, mas insulino-resistentes, mas
lipoliticos y mas resistentes al efecto lipogénico de la insulina'®’. Por eso,
el TAV es mas insulino-resistente, y esto es uno de los principales
factores que relaciona la adiposidad visceral con el riesgo
cardiovascular”'",

En la obesidad, el aumento de triglicéridos en los adipocitos debido al
desequilibrio entre calorfas consumidas y gastadas, se manifiesta tanto
con un aumento del tamafo de los adipocitos (hipertrofia) como por un
incremento del nimero de adipocitos (hiperplasia)'®.

Aunque la obesidad es claramente un factor de riesgo para el desarrollo
de la RI, se ha comprobado que hay individuos en los que a pesar de
aumentar el tejido adiposo, mantienen la sensibilidad a la insulina. Se
conocen actualmente como individuos metabélicamente sanos'””. Esto
sugiere que la cantidad de grasa no es absolutamente determinante en la

inducciéon de R1 Y.

El TAS es el reservorio natural para el exceso de energia, pero su
capacidad de almacenar lipidos es limitada. En este sentido, Vidal Puig y
colaboradores, propusieron la teoria de la expandibilidad del tejido
adiposo. El TAS se expande mediante procesos de hiperplasia e
hipertrofia para hacer frente al exceso de energia. Pero cuando se
sobrepasa la capacidad de almacenaje debido al excesivo aporte de
nutrientes, los lipidos empiezan a acumularse en areas fuera del TAS
como el tejido adiposo visceral u otros tejidos como el higado, el
pancreas, el corazéon y el musculo esquelético (Figura 3). Ademas, los
lipidos son metabolizados por vias no oxidativas, dando lugar a lo que

: . 89,108
se conoce como lipotoxicidad™ ™.

El acimulo de lipidos fuera del tejido adiposo es petjudicial para la

homeostasis metabdlica y contribuye, como ya hemos comentado
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previamente, al desarrollo de patologias como la RI, la DMT2, la
esteatosis hepatica y enfermedad cardiovascular (CV)”. Este limite de
almacenamiento de lipidos puede variar de un individuo a otro y
evidentemente, a mayor adiposidad la probabilidad de alcanzar el limite
es mayort, lo que explica el mayor indice de RI y de DMT?2 en individuos
obesos.

La lipodistrofia, que podria ser considerada como opuesta a un estado
de obesidad, también suele estar relacionada con RI. La lipodistrofia
podria ilustrar el caso del desarrollo de RI debido a la imposibilidad de
expansibilidad del tejido adiposo. En ambos casos (lipodistrofia y
obesidad), la grasa se acumula de forma ectépica en higado, musculo,

célula beta pancreatica, donde aparece un efecto lipotdxico que conduce

a RT3,
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[ Expansion Tejido subcutaneo J
2 3
[ Saturacion de la capacidad de almacenaje del TA o incapacidad de expansion del TA subcutaneo }

D
PRAE N B NN N

[’ Des'bordarfliento de lipidos

¥ovooy N
e
-'.','._\\- A

Defectosen la

[ Insulino-resistencia/ inflamacidn } secrecion de
lainsulina

[ Aumento del riesgo metabdlico M Diabetes tipo2 J
( RIESGO CARDIOVASCULAR }

Figura 3. Consecuencias de la expansion del tejido adiposo. Modificada de Tchernof A.

2013 221
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2.3 Tejido adiposo blanco como érgano endocrino

El tejido adiposo es verdaderamente un 6rgano endocrino ya que libera
numerosos factores y proteinas capaces de actuar tanto de manera local
como sistémica’’. Estas proteinas se conocen con el nombre de
adipocitocinas o adipoquinas y estan implicadas en varias funciones
como son la regulaciéon del peso corporal, funcién vascular, funcion
reproductiva, desarrollo de la RI y funcién del sistema inmune'™. A
través de ésta liberacion de adipoquinas, el tejido adiposo establece una
interrelacién con otros tejidos y o6rganos diana como el higado, el
musculo esquelético, el sistema nervioso, el sistema CV y el pancreas,

regulando asi su propia funcién y la homeostasis metabdlica.

Cuando la funcién endocrina del tejido adiposo se ve alterada, pueden
aparecer trastornos metabodlicos como la RI, DMT2 y enfermedades

. . 190
CV, aunque no se conocen bien los mecanismos responsables de ello .
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3. INFLAMACION Y OBESIDAD

La inflamacién se define como una respuesta fisiolégica del organismo a
estimulos nocivos, ya sean de origen fisico, quimico o biolégico con el
fin de restablecer la homeostasis. La respuesta inflamatoria aguda
consiste en el reclutamiento de componentes del plasma y leucocitos al
lugar afectado y es iniciada por macréfagos y mastocitos que producen
mediadores inflamatorios (citocinas, quimiocinas, eicosanoides, etc).
Cuando el proceso de neutralizaciéon o de eliminacion del estimulo

. . . ., , - 134
nocivo persiste, se genera un estado de inflamacién cronica ™.

Aunque la relacién entre inflamacién y enfermedades como la obesidad
y la DMT2 se puede remontar a finales de los afios 1950 y 1960 cuando
se encontraron niveles aumentados de fibrindgeno circulante™, la
primera evidencia de inflamacién en tejido adiposo obeso en humanos
fue en 1995 cuando Hotamisligil y colaboradores mostraron que el
tejido adiposo de los individuos obesos tenfa mas expresion de la

104

citocina TNFa que los delgados ™. A partir de entonces fueron muchos
los trabajos publicados indicando que los pacientes con obesidad
muestran una mayor actividad inflamatoria a diversos niveles,
concretamente un incremento de factores proinflamatorios, citocinas y
proteinas de fase aguda circulantes. Por ello se considera la obesidad
como una enfermedad inflamatoria cronica de bajo grado que puede
facilitar la aparicion de RI y las comorbilidades asociadas a ésta”*'">*"*,
En este sentido se ha demostrado que los niveles circulantes de TNFa y
de IL-6 se correlacionan directamente con la adiposidad y la RI, siendo
los macréfagos infiltrantes del tejido adiposo la principal fuente de
TNFa. Los macrofagos contribuyen aproximadamente al 50% de la 1L-
6 derivada de dicho tejido™.

La inflamacién del tejido adiposo tiene un impacto importante en el
metabolismo energético de este tejido y ademds puede provocar
alteraciones en otros organos como el higado, rifién, pancreas y
musculo, dando lugar a importantes alteraciones metabdlicas en el

organismo'” (Figura 4). A pesar de todos los hallazgos y avances,
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todavia no se conocen con exactitud los mecanismos que explican la

conexioén entre la inflamacion y la obesidad.

Immune cells

Blood vessels

Adipocytes

Muscle

Pancreas

Immune cells

Figura 4. La inflamacién del tejido adiposo provoca alteraciones en el organismo.
Fuente: Gokhan S Hotamisligil, 2006 103

3.1 Macréfagos e inflamacion. Polarizacion de macréfagos

Como hemos mencionado anteriormente, el tejido adiposo, esta
formado por distintos tipos celulares, entre los que se encuentran
preadipocitos, células endoteliales, fibroblastos, células del sistema
inmune (linfocitos, mastocitos, neutréfilos y macréfagos)™***. El
aumento de la adiposidad y el tamafio de los adipocitos estan
directamente relacionados con el nimero de macréfagos infiltrados en
el tejido adiposo en la obesidad**’. Este descubrimiento cambi6 la vision
de la inflamacién crénica del tejido, aunque el mecanismo por el cual el

macréfago infiltra el tejido adiposo no esta muy claro.

La hipotesis mas aceptada es que la citocina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1/(CCL-2), secretada principalmente por
macréfagos y células endoteliales, es la responsable de la atraccion de los
macréfagos al tejido adiposo. El papel de MCP-1 en la infiltracion de

macréfagos se ha demostrado en estudios realizados en ratones &nok out
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para el MCP-7 y en modelos de sobreexpresion de MCP-7 en tejido

121,122

adiposo . A raiz de todos estos hallazgos, el macréfago se ha
convertido en un nuevo marcador de la inflamacion crénica y una diana

. ” . . ey eqe 170
potencial de farmacos insulino-sensibilizadores .

Las células del linaje monocito-macrofago son muy heterogéneas, hecho
que les proporciona una gran plasticidad y versatilidad en respuesta a
seflales ambientales. Aunque esta aceptado que los monocitos pueden
reponer los macréfagos de los tejidos especialmente durante la
inflamacion, se sabe que también la proliferacion local células residentes
formadoras de colonias pueden dar lugar directamente a la aparicién de
poblaciones de macréfagos maduros en el tejido. Cuando los
macréfagos son reclutados por los tejidos, éstos son activados
diferencialmente en respuesta a diferentes estimulos. Se ha demostrado
que ciertas citocinas estan implicadas en la activacion y polarizacioén de
las respuestas inmunes. Asi, encontramos diferentes tipos de
macrofagos segun su estado de activacion. Con el fin de mimetizar la
nomenclatura de los linfocitos T colaboradores (Th), se han clasificado
los tipos de macréfagos en M1 y M2 siendo éstos los extremos de un

. 3 <z 37
continuo en cuanto a estados de activacion’.

ACTIVACION MACROFAGOS

©
b

Activaciéon ALTERNATIVA

Activaciéon
CLASICA

+LPS, IFNy || +IL4,IL13, M+IC+TLR,ILI(L) MIL—IO \
o0 d

CD86 .
16 . MHCIE 1110 P ) o Flg}lra 5 L.
e l;f‘cjf.;;ijigs g/ Ve P AUNE {'C-‘f.-'\ Lo Activacién clasica y
IL1 hight, /CD206 & I  J1GE i
w2 8 At e &g 2‘3125( alternativa de los
.23 IL10 low IL10 high MHCII ) 6 macréfagos
M1 M2a M2b M2c Adaptada y modifi-
clasica ‘ alternativa ‘ Tipo 11 cada de Dall’Asta et al
2012 y Mantovani et al
RESPUESTAS TH1 RESPUESTAS TH2 J 2004.50.144
Activ. microbiocida, Endocitosis Inmunoregulacién Inmunoregulacién
presentacién antigenos J Fagocitosis J g Regeneracién J
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La estimulacién de los macréfagos con estimulos bacterianos como el
lipopolisacarido (LPS), citocinas producidas por linfocitos Th1 como el
interferon y (IFNy), factores como el TNFa o el factor estimulante de
colonias de granulocitos (GMCSF), promueven la activaciéon vy
polarizaciéon por la via clasica hacia macréfagos de tipo M1 (Figura 5).
Estos se caracterizan por una elevada secrecion de citocinas
Interleucina-12 (IL-12), interleucina-23 (IL-23), o6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), especies reactivas del oxigeno (ROS), expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC-II),
cluster de diferenciacion 86 (CD86), alta capacidad de presentacién de
antigenos y actividad microbiocida™"*"'*,

Por otro lado, citocinas antiinflamatorias como interleucinas 4 y 13 (IL-
4, 1L-13), glucocorticoides y la adiponectina (ADIPOQ) inducen la via
de activacion alternativa que da lugar a macréfagos de tipo M2. Dentro
de este grupo, Mantovani y colaboradores distinguen subtipos de
macréfagos M2 segun el fenotipo y el tipo de respuesta. Los M2a,
inducidos con IL-4 o IL-13, presentan respuestas de tipo Th2, actividad
endocitica y fagocitica. El subtipo M2b, inducido por inmunocomplejos
y agonistas de receptores de tipo To// (TLRs) o ligandos del receptor de
la interleucina 1 (IL-1R); y los M2c, inducidos por interleucina 10 (IL-
10) y hormonas glucocorticoides, con respuestas de regulaciéon y

supresion de la inflamacion'* (Figura 5).

Ademas de los fenotipos M1 y M2, también se ha descrito macréfagos
reguladores (MR), que igual que los macréfagos M2, pueden producir
altos niveles de IL-10; sin embargo, a diferencia de las células M2, no

. s, . 1
contribuyen a la produccién de matriz extracelular'.

Los macréfagos son células versatiles, de manera que tienen la capacidad
de polarizarse hacia un fenotipo u otro con el fin de ejercer efectos
distintos, dependiendo del tejido y el microambiente donde se
encuentran y de los precursores de monocitos de los cuales deriven’.
En el tejido adiposo se encuentran distintos fenotipos de macréfagos y

la proporciéon entre ellos contribuye a la inflamacién y disfuncién
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metabdlica de los tejidos, asi como posiblemente al mantenimiento de la

homeostasis.

En modelos murinos todos los estudios demuestran que en el tejido
adiposo de ratones obesos predomina el fenotipo M1 sobre los
demis'. Sin embargo, en la obesidad humana no esta claro qué
poblacién de macréfagos es mas predominante en el tejido adiposo y
aunque hay una mezcla de poblaciones, unos autores apuntan a que hay
un predominio del fenotipo M2%% mientras que otros afirman que el
fenotipo predominante es el M1°*'®*, Sin embargo, datos recientes
apuntan a un escenario mas complejo con el espectro de estados de
macréfagos que va mucho mas alld de la clasificacion binaria M1 y M2
confundiendo aun mas los datos entre humanos y modelos
anim3168128,51,50,144‘

La expansion del tejido adiposo en la obesidad, ademas de movilizar a
los macrofagos debido a la secreciéon de citocinas quimio-atrayentes,
también puede conducir a una gran variedad de efectos que subyacen a
la inflamacién en la obesidad. En este sentido, se postula que los
adipocitos necréticos, que suelen aparecer en el tejido adiposo del

obeso, estimulan la infiltracién de los macréfagos al tejido®’.

3.2 Hipoxia

La hipoxia se propuso como posible causa de inflamacién en 2004*
aunque las evidencias experimentales que relacionan la hipoxia con el
tejido adiposo no se publicaron hasta el 20077+,

La expansion del tejido adiposo es una caracteristica de la obesidad.
Cuando el tejido adiposo se expande y su vascularizacion no es
suficiente para mantener la normoxia en el 6rgano, se pueden producir
areas localizadas de hipoxia dentro del tejido'”” y como consecuencia, se
genera una respuesta inflamatoria local (Figura 06), caracteristica de la
obesidad y de la DMT2**,
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Figura 6. Expansion patolégica del tejido adiposo en la obesidad que implica
hipertrofia, vasculatizacion limitada, infiltracion macréfagos e hipoxia (Fuente: adaptada
de Sun,K et al 2011) 217

Como consecuencia de esta deficiencia de oxigeno (hipoxia) se induce la
expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo
como la Interleucina 1 (IL-1), IL-6, LEP, Factor inducido por ayuno
(FIAF o ANGPTL4), factor inhibidor de la migraciéon de los
macréfagos (MIF), inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), metaloproteinasas 2 y
9 (MMP-2 y 9), subunidad alfa del factor inducible por hipoxia 1(HIF-
1) y MCP-17"* asi como de marcadores de estrés de reticulo como la
proteina regulada por glucosa 78 (GRP78)'". Estas citocinas atraen a
monocitos al tejido adiposo, los cuales se diferencian a macréfagos,
permitiendo la eliminaciéon de células y restos de tejidos necroticos y
ademas éstos macrofagos pueden secretar otras citocinas inflamatorias

tales como TNFa e 11.-6 empeorando asf el ambiente inflamatorio™".

En la secrecién de estas citocinas proinflamatorias juega un papel muy
importante el factor inducido por la hipoxia 1 (HIF-1). HIF-1 es un
factor de transcripcion que actia como principal sensor y mediador de
la respuesta a la hipoxia en el adipocito y otros tipos celulares. La
estructura de HIF-1 es heterodimérica, formada por dos subunidades
HIF-18, que se expresa constitutivamente; y HIF1-a (1 o 2), que esta

115

directamente regulado por la tensiéon de oxigeno . La combinacién de
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cualquiera de éstas con HIF-1§3 forman la unidad funcional del factor de

. ., 205
transcripcion®.

En condiciones de normoxia, HIF-1, que se sintetiza de forma
constitutiva, sufre hidroxilacién de un residuo de prolina y se degrada
via proteosoma (Figura 7). En cambio, en condiciones de hipoxia, las
hidroxilasas no estan activas y por tanto se acumula HIF-1, que pasa al
nucleo y se une a elementos de respuesta a hipoxia dando lugar a la
activaciéon transcripcional de genes diana tales como IL-6, LEP y
IVEGF, entre otros™".

Hypoxia TNF @ (B ]
H,0, KB | / P
l

Prolil

hidroxilasa
N e

*4_ HFlx *— HFlz  <—— —NFB] HIF-1o
265 Proteasome l

HIF
« B
—al FiEﬁ—‘:I Target genes I

Figura 7. Implicacién del factor de transcripcion HIF-1x en el adipocito en condiciones
de hipoxia. Fuente: adaptada de Gorlach et al 2008 86

El efecto 7n vitro de la hipoxia sobre lineas de adipocitos murinos (3T3-
F442A) se demostrd en el 2003 cuando se observd que los niveles de
LEP, de IVEGF y de metaloproteinasas estaban aumentados en 3T3-
F442A en respuesta a una tensién baja de oxigeno (5% 02)"*. En
adipocitos de tejido visceral de rata ya se habfa visto que la hipoxia
induce VEGF *".

En 3T3-L1, la hipoxia aumenta la expresién de PAI-1"" y de Visfatina

204

(propuesto como insulino-mimético y proangiogénico) En estas

mismas células y en adipocitos primarios, también aumenta el

31



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDIO DE LA CITOCINA TWEAK Y DE SU RECEPTOR Fnl4 EN EL CONTEXTO DE LA OBESIDAD.
Elsa Maymé Masip

Diposit Legal:

T 322-2016

transportador de glucosa 1 (GLUT-7), MIF, MMDP-9, PAI-1, TNFa y
I’EGF en condiciones de hipoxia, a la vez que aumenta HIF-7a ***. La
Apelina también es sensible a la hipoxia a través de HIF-7a, tanto el
ARNmM como la proteina estan sobre-expresados en 3T3-L1 por niveles
bajos de oxigeno™. Por otro lado la expresion y secreciéon de ADIPOQ

disminuye en situaciéon de hipoxia tisular™®,

ANGPTL4
APELINA
FABP3
IL-6
Leptin
MIF
MMP2
MMP9
PAI-1
VEGF
Visfatin
GLUT1
GLUT3, GLUTS

Adiponectina
Haptoglobin
PPARY

ucpP2

Respuesta a hipoxia

Figura 8. Ilustracién del efecto de la hipoxia en la expresion de genes en el adipocito
humano. Fuente: adaptada de Trayhurn, 2013 228

En adipocitos humanos los efectos de la hipoxia son muy similares a los
de los de los modelos murinos. Los genes LEP, IVEGF, IL.-6, PAI-1,
MIF, FIAF y GLUT-1 entre otros se sobreexpresan en condiciones de
hipoxia, mientras que la ADIPOQ disminuye su expresion (Figura 8).
Asi mismo, se ha demostrado que la transcripcion de la mayoria de estos
genes esta regulada por el factor de transcripcion HIF-1 (excepto IL-6,
que se regula por el factor nuclear kappa B (NF-kB))**.

HIF-1 se expresa en el tejido adiposo humano, tanto en adipocitos
aislados como en los macréfagos infiltrantes y su expresion esta

aumentada en tejido adiposo de individuos obesos™.

En lineas celulares de preadipocitos de ratén y adipocitos abdominales
subcutaneos humanos se demostré que la hipoxia induce RI a través de

la inhibicién de la fosforilacion del receptor de insulina'®.
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Estudios con wmicroarrays indican que la hipoxia induce vias

glicoliticas®™'>* y por tanto un aumento de la utilizacién de la glucosa. El

transportador de glucosa 1 (GLUT1) esta aumentado en hipoxia en

: : 2 100,138,204,244,264
adipocitos humanos y de ratén, tanto su ARNm 7" como la

proteina final®®,

La hipoxia también induce la expresion de genes asociados con

152 : : P4 , - 269
, 2 la vez que disminuye la captacién de acidos grasos™. Los

lipolisis
acidos grasos liberados podrian perturbar aun mas el entorno local del

.. . : 2 sz 76
tejido, o entrar en la circulacion sistémica y promover RI™.

3.3 Estrés oxidativo

Los procesos y las vias moleculares que vinculan la inflamacién y la RI
en la obesidad son varios y entre ellos encontramos también el estrés
oxidativo™"?".

El estrés oxidativo se produce por un desequilibrio entre la produccion
de radicales libres y las defensas antioxidantes del organismo, cuya
funcién es la detoxificacion de dichos radicales. Los radicales libres
forman parte de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y provienen
principalmente de la mitocondria'. El estrés oxidativo juega un papel
importante en el desarrollo de patologias tales como la RI vy

,1° . 22
enfermedades metabdlicas relacionadas™.

Unos niveles elevados de acidos grasos conllevan un aumento en el
almacenamiento de energia, mayor oxidacién mitocondrial de los
nutrientes y por tanto mas estrés oxidativo, dando lugar a un
desequilibrio entre la producciéon de ROS vy los sistemas de defensa
antioxidantes de las células'*'*.

Se ha descrito que la obesidad induce estrés oxidativo sistémico, siendo
los marcadores de dafio oxidativo mayores cuanto mayor es el IMC'™,
Hay varios estudios que muestran que la obesidad induce estrés

oxidativo e incremento de ROS en los adipocitos™. El exceso de
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glucosa y la RI activan varios mecanismos bioquimicos que terminan

: s 1,188,1
aumentando la produccién de ROS®H'*!1%,

Este aumento de ROS afecta directamente a la biologia del tejido
adiposo y provoca la desregulacion de la expresion de citocinas como el
TNFa, RI y finalmente diabetes asociada a obesidad o enfermedad
CVEI4s.

3.4 Estrés de reticulo endoplasmatico

En 2004 se describié en modelos de ratones que la obesidad también
causa estrés de reticulo endoplasmatico (RE) y que, ademas, conlleva la
inactivacion de la cascada de sefializacion de la insulina' ™.

El correcto plegamiento de proteinas en el RE es esencial para el normal
funcionamiento de la célula. Sin embargo, el entorno del RE es
altamente sensible. Cuando la demanda biosintética de proteinas excede
la capacidad de plegamiento del RE, se da la condicién denominada
estrés de RE. Debido a esto, las células eucariotas cuentan con un
mecanismo de adaptacién, una via de sefializaciéon del RE al nucleo
denominada respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, del inglés, unfolded
protein response). El estrés de RE se ha observado en la obesidad. El
adipocito se hipertrofia debido al aumento en el almacenamiento de
lipidos y esto conlleva la pérdida o disminuciéon de la funcién celular y la

activacion de respuestas UPR™.

En mamiferos, la sefalizacién del UPR es iniciada por tres proteinas
transmembrana residentes en el RE: la quinasa asociada a RE similar a la
ARN proteina quinasa (PERK), el factor activador de la transcripcion 6
(ATF-6) y la enzima con requerimiento de inositol 1 (IRE1). Las
proteinas mal plegadas compiten con PERK/IRE1/ATF-6 por su
unién a una proteina llamada BiP o GRP78. Tras la acumulacién de
proteinas mal plegadas, BiP se une preferentemente a las proteinas mal
plegadas, lo que lleva a la liberaciéon de PERK, IRE1 y ATF-6. PERK se
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oligomeriza y se activa una vez liberado de BiP, y posteriormente
fosforila la subunidad alfa del factor de iniciaciéon de traduccién
eucariotico 2 (elF2a). La fosforilacién de elF2« resulta en la supresion
de la transcripcion general de ARNm y la mejora selectiva de la
transcripcion de genes implicados en la UPR, tales como el ARNm de
ATF-4. De forma similar a PERK, IRE1 se dimeriza y se activa después
de ser liberado por BiP. IRE1 activado induce la X-box-proteina 1 (XBP-
1) mediante el splicing de su ARNm. XBP-1 mejora la UPR mediante la
regulaciéon de la transcripcion de sus genes diana. ATF-6 se libera al
Golgi, donde es procesado y da lugar al factor de transcripcién activo
que se transloca en el nucleo e inicia la transcripcion de genes diana
(Figura 9A)”.
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Figura 9. A) Esquema de respuesta de UPR (Unfolded Protein Response). B)
Consecuencias del estrés del reticulo endoplasmatico.

Las consecuencias de la activacién de UPR se relacionan con el
desarrollo de RI a través de mecanismos tales como: la activacion de la
quinasa cJun N-terminal (JNK), del factor de transcipcion NF-kB, y del

90,105

estrés oxidativo (Figura 9B). Recientemente se ha descrito que en la
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obesidad, el mecanismo de nitrosilacion de IREla, inducido por
factores derivados de la inflamacién crénica como iNOS, perjudica la
actividad endonucleasa, y no permite el splicing de XBP1 por parte de
IRE y aumenta la actividad de JNK, interfiriendo la sensibilidad a la

insulina en el higado y la homeostasis de la glucosa™”.

Todos estos eventos que suceden en el tejido adiposo en situaciones de
obesidad (inflamacion crénica, hipoxia, estrés mitocondrial y de reticulo)
sumados conllevan un desequilibrio y una desregulacion en la
produccién de una gran variedad de citocinas y factores inflamatorios
que perpetuan y agravan ain mads la situacién patoldgica del tejido
(Figura 10).
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Respuestas U, "~
E

ndoplasmic,

reticulum ]
%‘:’C’ DIABETES TIPO 2

Figura 10. Estrés oxidativo y estrés de reticulo endoplasmatico en el adipocito.

RESISTENCIA A
LA INSULINA

3.5 Citocinas

Las citocinas son mensajeros hormonales responsables de la mayoria de
los efectos biolégicos en la inmunidad mediada por células. Las citocinas
son secretadas por varias células implicadas en la respuesta inmune
como respuesta a un estimulo y actian sobre las células diana que
expresan en su membrana receptores especificos para una citocina dada.
La unién de una citocina a su receptor de membrana transmite una sefial
hacia el interior celular que conduce a cambios en la activacién y

expresion de genes. Ademas, en el suero se han detectado receptores
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solubles para las distintas citocinas cuya accidon es contribuir a la
regulacion de la actividad de las mismas. Las citocinas pueden actuar
sobre muchos tipos celulares diferentes con acciones: a) autocrina,
uniéndose a la misma célula que la secreta; b) paracrina, actuando sobre
una célula cercana y c) en algunas ocasiones, con una acciéon endocrina

uniéndose a células distantes.

Existe una creciente evidencia de la implicaciéon funcional de multiples
citocinas pro y antiinflamatorias en la homeostasis del tejido adiposo en
la obesidad. Las numerosas citocinas pueden dividirse funcionalmente
en dos grupos, aquellas que son antiinflamatorias (ADIPOQ, 1L.-4, IL-
13, antagonista del receptor IL-1 (IL-1a)) y las que son pro-
inflamatorias, tales como IL-13 y TNFa. La interaccién entre citocinas
pro y antiinflamatorias influye significativamente en el resultado de la
respuesta inflamatoria global y en la funcién de las células inmunes y los

: : . - 231,96
adipocitos zn vivo =7

. La regulaciéon de la secrecién de citocinas en el
tejido adiposo juega un papel muy importante en el desarrollo de
patologias metabodlicas como el sindrome metabdlico, DMT2 y la

enfermedad coronaria.

Las citocinas son producidas fundamentalmente por los linfocitos y los
macréfagos activados, aunque también pueden ser producidas por
leucocitos polimorfonucleares, células endoteliales, epiteliales, adipocitos
y células del tejido conjuntivo. Segun la célula que las produzca se
denominan linfocinas (linfocito), monocinas (monocitos, precursores de
los macrofagos), adipoquinas (células adiposas o adipocitos) o
interleucinas (células hematopoyéticas). Su accion fundamental es en la

regulacion del mecanismo de la inflamacion.

A continuacién se muestran dos tablas (tabla 2 y tabla 3) donde se
describen las citocinas y adipoquinas mas estudiadas hasta la fecha y

que se encuentran alteradas en la obesidad y/ o la DMT2.
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Tabla 2. Adipoquinas y/o citocinas aumentadas en la obesidad y/o la DMT2. Fuente:
Adaptada de Makki et. al. 2013 143

Leptina

Resistina

TNF-o

IL-6

IL-7

IL-8

IL-1

RBP4

MCP-1

PAI-1

CXCL5

Visfatina

38

Secretada por TAB,
hipotalamo, epitelio
gastrico, placenta y
gonadas
En roedores,
secretada por los
adipocitos.
Humanos, secretada
por macréfagos y
monocitos y TAB

Macréfagos y
adipocitos

Adipocitos,
macréfagos, musculo
esquelético, células
endoteliales y
fibroblastos

Células del estroma y
del endotelio vascular

Adipocitos y
macréfagos

Adipocitos y

macréfagos

Adipocitos,
macréfagos y
hepatocitos

Tejido adiposo

Tejido adiposo
blanco

Macréfagos de la
fraccion estroma
vascular

Higado, musculo,
TAB, médula 6sea,
linfocitos

Regula ingesta y gasto
energético. Regula
almacenamiento grasa y
sefializacion insulina

Metabolismo glucosa,
neogluconeogénesis y RI
en roedores. Pro-
inflamatorio en humanos

Metabolismo de la glucosa
¢ insulina. Provoca IR y
estimula lip6lisis.

Metabolismo de la glucosa.
Papel controvertido en IR

Homeostasis sistema
inmune. Regula peso
corporal, masa grasa y
sefalizacion insulina

Quimiotaxis de neutrofilos

Quimiotaxis macréfagos y
termogénesis

Afecta la sensibilidad a la
insulina, produccién
glucosa hepatica y
sefializacion insulina en
musculo
Reclutamiento de
macréfagos en TAB.
Inflamacién. Afecta la
sensibilidad a la insulina.

Inhibidor de la via
fibrinolitica

Interfiere con la
sefializacion de la insulina
en musculo

Secrecién y sensibilidad a la
insulina. Propiedades
inflamatorias

Ratones y humanos
obesos (cotrelacion
con IMC)

Ratones y humanos
obesos. Correlacién
con IRy DM

Ratones y humanos
obesos (cotrelacion
IMC)
Humanos obesos.
Correlacién positiva
con adiposidad.
Aumentado en
plasma de DMT2

Aumentada en
obesos mo6rbidos

Relacionado con
masa grasa y niveles
TNFa
Ratones obesos,
correlaciéon con
IMC e IR

Niveles aumentados
en obesos.
Cortrelacion con
IMC e IR

Aumentado en
modelos de ratones
obesos y pacientes

con DMT2

Aumentado en
humanos obesos y

DMT2
Niveles elevados en
individuos obesos y

disminuyen tras
dieta baja en calotfas
Relacionado con
adiposidad visceral
en humanos
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Chemerina TAB y placenta Desarro.ll/o del adlrfo.clto Y Obesos y DMT2
funcién metabdlica
TAB, hipotilamo,
Vaspina islotes Mejora sensibilidad insulina Aumentado en
obesidad y DMT2

pancreaticos,piel

Tabla 3. Adipoquinas y/o citocinas disminuidas en la obesidad y/o la DMT2. Fuente:

Adaptada de Makki et. al. 2013143

Disminuido en

Insulinosensibilizador. obesidad. Correlacién
Adiponectina  Solo tejido adiposo  Mejora RI y metabolismo negativa con IMC.
glucosa Aumenta tras pérdida
de peso.
Monocitos,
, ., . S Atenuado en DMT2.
macréfagos, células  Mejora sensibilidad insulina 1
IL-10 . p Aumenta con pérdida
dendriticas, células y transporte glucosa
By T peso
TAB, corazon, Mejora captacion glucosa irﬁivilfs ba}?)s e
Omentina pulmones, ovario y en adipocitos humanos. Iuos obesos,
. . DMT?2 e intolerantes a
placenta. Efecto anti-inflamatotio

glucosa
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4., Tumor Necrosis Factor-like weak inducer of

apoptosis (TWEAK)
4.1 Identificacion

El inductor débil de apoptosis parecido al TNF (TWEAK) es una
citocina de la familia del TNF descrita por Chicheportiche en 1997
(Figura 11). Su gen se cloné a partir de una librerfa de ADNc de
macréfagos e inmediatamente identificado como miembro de la
superfamilia del TNF por la homologia estructural que presentan los
dominios que conforman la proteina. Se le llamé en inglés weak inducer of
apoptosis porque presentaba actividad proapoptotica débil 7z vitro sobre
células de carcinoma de colon humano HT-29 tratadas con IFNy*. En
1998, Marsters y colaboradores, buscando secuencias relacionadas con el
TNFa, aislaron la misma proteina que Chicheportiche, y la llamaron
ligando de la apoproteina 3 (APO3L)'*.

A TWEAK también se le conoce como TNFSF12, APO3L, o CD255,
aunque el simbolo aprobado por el comité de nomenclatura Gene

HUGO es TNFSF12.

oxaoL EDA-A2

TNFo g CD9SL cpaoL ?

BAFF EDA-A1L

WA

Figura 11. Proteinas de la superfamilia del TNF 13
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4.2 Estructura

El gen de TWEAK humano se localiza en la posicién cromosémica
17p13.3 y codifica una proteina de 249 aminoacidos (27 kDa). La
secuencia de aminoacidos de la molécula de TWEAK en humano y en
ratén presentan un 93% de similitud en la region extracelular de union al

receptor®,

TWEAK, como la mayoria de las proteinas de la familia del TNEF,
adopta una conformacién de proteina transmembrana de tipo II. Como
tal, consta de tres dominios, uno hidrofébico que atraviesa la membrana
y dos hidrofilicos, uno en cada lado de la membrana. ILa regiéon C-
terminal es extracelular y consta de 206 aminoacidos con un dominio
homologo a la citocina TNFa que contiene un lugar de glicosilacion y
una regioén de corte. El dominio transmembrana tiene 25 aminoacidos y
el dominio N-terminal intracelular, con 18 aminoicidos, contiene un
lugar potencialmente fosforilable por una proteina quinasa C (Figura
12).

La isoforma TWEAK que se une a la membrana (mTWEAK) tiene un
tamafio entre 30 y 35 kDa*?”. Puede ser procesada proteoliticamente
en la Arginina 93 y 105 del dominio extracelular por una furina, siendo

la Arginina 93 el residuo mas frecuente de corte y dando lugar a una
isoforma soluble (STWEAK) de 156 aminoacidos (18 kDa)™.

T
o
o
o

249
Dominio de
union al
receptor DOMINIO
Lugar Glicosilacion @ EXTRACELULAR
Regionde corte
por Furin proteasas <
[seseseslesessss Beesssss s < S
Figura 12. Estructura de TWEAK : | DOMINIO
Fuente: Adaptada de Winkles, 2008 TRANSMEMBRANA
o =a et oo
DOMINIO

CITOPLASMATICO
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4.3 Expresion

El ARNm de TWEAK se expresa en la mayorfa de 6rganos humanos,
siendo su expresion mas abundante en corazén, pancreas, colon,
intestino delgado, pulmén, ovario, prostata, bazo, nédulos linfaticos,
apéndice y linfocitos de sangre periférica. Asi mismo, también se ha
descrito una expresiéon menor en rifién, testiculo, higado, timo y médula
6sea”. Ademas, TWEAK se encuentra también expresado en células
endoteliales humanas, células musculares lisas’ y  astrocitos

55,265
humanos™™

. Hoy sabemos que TWEAK también se expresa en el
tejido adiposo humano como ya describié nuestro grupo, tanto en los

adipocitos como en la FSV™.

No existe demasiada informacion sobre la regulacion de la expresion de
TWEAK. Se ha descrito que los niveles de ARNm de TWEAK
disminuyen tras la inyeccién de LPS en varios tejidos de ratén (rifion,
corazén, pulmoén) y en macrofagos; algunos datos de la literatura
sugieren que también estan reducidos en patologias con inflamacion

cronica®.

En situaciones de dafio tisular o hipoxia, se induce la expresion de
TWEAK y se ha visto que el factor de transcripcién con dominio
Jforkhead 3 (FOXO3A), regulado por la hipoxia y el IFNy estan

implicados en la regulacién de la expresion de TWEAK en ratén'®,

En humanos, la proteina mTWEAK se ha localizado por la técnica de
separacion celular con activacion de fluorescencia (FLACS), en diversos

tipos celulares como la superficie de monocitos, células dendriticas,

70,141,166
>

células Natural Killer estimuladas con IFNy en monocitos
. . . P 54 .
derivados de pacientes con esclerosis multiple™, en adenocarcinoma de
: 123 7 .
colon, en hepatocarcinoma = y en lineas celulares de cancer de mama

(MDA- MB-436 y MDA-MB-231)>".
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4.4 Receptores de TWEAK
Se han descrito dos receptores para TWEAK.
4.4.1 Fibroblast growth factor-inducible 14 (Fnl4)

Fnl4 es el primer receptor que se describié de TWEAK. Se identifico
de una librerfia de células endoteliales de vena umbilical humana en
2001%",

A Fnl14 también se le denomina TNFRSF12A (comité de nomenclatura
Gene HUGO) o TWEAK-R y es el receptor transductor de sefal de
TWEAK. El gen Fn14 se localiza en el cromosoma 16p13.3 y codifica
una protefna transmembrana de tipo I, ya que el dominio N-terminal se
encuentra orientado hacia el exterior y el C-terminal esta en el
citoplasma. Su tamano es de 129 aminoacidos y se corresponde con un
peso molecular de cerca de 14 kDa. Presenta solamente un dominio rico
en cisteinas en la region extracelular y en el extremo amino terminal
contiene un péptido sefial de 27-29 aminoacidos, seguido de un lugar de
escision proteolitico que da lugar a una proteina de 102 aminoacidos,
siendo el receptor mas pequefio de la superfamilia de receptores del
TNFo (TNFRSF)*? (Figura 13).

La regién citoplasmatica de Fnl4 no contiene dominio de apoptosis
pero si tiene un supuesto lugar de unién a proteinas TRAF’. Las
proteinas TRAF, del inglés TINFR-associated factors, son una familia de
proteinas adaptadoras que se asocian a receptores de la familia del
TNFa. El reclutamiento de una o varias de ellas da lugar a la activacion
de vias de sefalizacion implicadas generalmente en procesos de
proliferaciéon y supervivencia'’. Hasta el momento se conocen seis
miembros pertenecientes a esta familia de proteinas TRAF. Se ha visto
que el receptor Fnl4 es capaz de unir algunas de ellas, concretamente
TRAF1, TRAF2, TRAF3 y TRAF5. El sitio de unién a TRAFs esta
flanqueado por dos residuos de Treonina que son los unicos lugares

posibles de fosforilacién del receptor™.
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La secuencia de la proteina madura en humano y en ratén mantiene una
homologfa del 90%.

o~
iy
=z

Peptidasa } Péptido
sefial

Dominio DOMINIO

rico en ™ EXTRACELULAR
cisteinas

| DOMINIO
TRANSMEMBRANA
Sitio unién DOMINIO
proteinas TRAF L INTRACELULAR

Figura 13. Estructura de Fnl4.
Adaptada de Winkles 2008 255

Fnl4 tiene una expresion casi ubicua. Se localiza en células epiteliales'”,

82,176 : 251 :z e :
’ endoteliales™, también en células progenitoras de
bl

220,181

mesenquimales

neuronas’, las propias neuronas y astrocitos del sistema nervioso >,

en higado'?, células madre embrionarias de ratéon'™ y eritrocitos

inmaduros’. No se ha detectado expresion en linfocitos B y T,

Fnl4 es un receptor altamente inducible por factores de crecimiento,
citocinas y otros estimulos. La regiéon promotora del gen Fr74 tiene
varios lugares de unién a factores de transcripcion como la proteina
activadora 1 (AP-1) o NF-xkB, aunque no se han descrito ain los

elementos reguladores del promotor implicados en su activaciéon™.

Mientras que los niveles de expresion de Frn74 son relativamente bajos

en la mayoria de tejidos sanos, éstos aumentan en situaciones de dafio

251,70 . : s
" en modelos de enfermedad inflamatoria crénica como

131 : 2144 207 ;.
, esclerosis multiple™’, enfermedades hepaticas

tisular agudo
artritis reumatoide

"% y patologfas inflamatorias intestinales™. Adicionalmente,

inflamatorias
también se han encontrado niveles de expresion elevados de mensajero

, , . . . . . . . 227
y de proteina Fn14 en células invasivas de glioma 7 vitro e in vivo ~".
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Como ocurre con otros miembros de la superfamilia de receptores del
TNF, a nivel postraduccional se ha demostrado muy recientemente que
tras la unién del ligando con su receptor, Fnl4 es internalizado y
degradado, pero este recambio de la proteina también ocurre de forma
constitutiva e independiente de TWEAK”' (Figura 14).

4.4.2 Cluster of Differentiation 163 (CD163)

Se ha descrito que sSTWEAK también puede unirse a CD163%. Un
estudio en la linea de monocitos humanos THP-1 demuestra que la
interaccion TWEAK-CD163 interfiere en la uniéon de TWEAK a Fnl14
provocando la internalizaciéon de dichos complejos y retirando de la
circulaciéon a sSTWEAK'' (Figura 14).

La unién de sTWEAK a CD163 parece actuar como un mecanismo

antagonista, pero su relevancia zz vivo no esta clara ya que la interaccion

sSTWEAK-CD163 no ha podido ser confirmada en otros estudios™>™.

CD163 es una proteina transmembrana de tipo I que pertenece a la
familia de receptores scavenger ricos en cisteinas (SRCR). Contiene 9
dominios SRCR de tipo B unidos a un segmento corto transmembrana y
una cola citoplasmatica que puede sufrir splicing y dar como resultado
diferentes isoformas de la protefna con diferentes longitudes en el
dominio intracelular”. A partir del corte proteolitico de CD163 en la
superficie celular, se genera la forma soluble de CD163 (sCD163)"".
sCD163 se encuentra de forma constitutiva en el plasma sanguineo

159

humano ™. CD163 se expresa de forma casi exclusiva en monocitos y

macréfagos y se ha descrito que su principal funcién es la captacion de

130
>

complejos haptoglobina-hemoglobina circulantes ™, aunque también
tiene funciones relacionadas con la adhesién de los eritroblastos® y la

deteccién inmunolégica de bacterias®.
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Figura 14. Unién de sTWEAK y mTWEAK a sus receptores.

4.5 sSTWEAK y sCD163 como biomarcadores

Como se ha descrito anteriormente, mediante un corte proteolitico, se
genera la forma soluble de la proteina TWEAK (sTWEAK). La primera
sSTWEAK  podia ser

biomarcador CV partié de la observaciéon de niveles reducidos de

evidencia de que considerado como un
STWEAK en el plasma de pacientes con aterosclerosis carotidea en
comparacién con sujetos sanos’’. La asociacién de concentraciones
plasmaticas de STWEAK con marcadores de aterosclerosis (disfuncion
endotelial y grosor de la capa intima) llevé a proponer sSTWEAK como
un biomarcador independiente de riesgo CV. Los niveles sSTWEAK se
encuentran reducidos en otras enfermedades CV, como la enfermedad

: o : 1,114,160
arterial periférica, enfermedad arterial coronaria ",

: . : . 46187
insuficiencia cardfaca™ ",

234,266,267

hipertension

pulmonar arterial”, aneurismas aorticos

abdominales'* y enfermedad renal crénica
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Sin embargo, en pacientes con infarto de miocardio o infarto cerebral
agudos, los niveles de sSTWEAK son mas altos, pero se normalizan a las

pocas horas de hospitalizacion™®.

Los niveles de sTWEAK en circulacion también se han hallado
asociados negativamente con los niveles de glucosa, hemoglobina
glicosilada (HbA,), el HOMA-IR y la obesidad central, todos ellos
conocidos factores de riesgo CV'*?*%7 Esto refuerza la hipétesis de
que la asociaciéon de los niveles bajos de sSTWEAK con un perfil CV

alterado va mas alla que la de una simple asociacién casual.

Recientemente, un estudio realizado en una poblacién de alto riesgo CV
ha destacado la importancia de sSTWEAK como marcador predictivo de
la DMT?2. Los sujetos que desarrollaron DMT2 muestran niveles mas
bajos en suero de STWEAK que los controles, y esta disminucién se
asocia con un mayor riesgo de DMT2 de manera significativa e
independiente™. Estos resultados y otros estudios anteriores'” refuerzan
el papel patogénico que potencialmente podria tener STWEAK en la
patogénesis de la DMT?2.

En trabajos previos publicados por nuestro grupo de investigacion se ha
descrito que los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1)
presentan niveles reducidos de sSTWEAK asociados a marcadores de
aterosclerosis precoz (disfuncién endotelial y espesor intima-media),
hecho que ha llevado a proponer sSTWEAK como un biomarcador

independiente de enfermedad CV'” en esta poblacion.

Contrariamente a los datos publicados sobre niveles de sSTWEAK
circulantes en enfermedades de riesgo CV>, se han descrito niveles
séricos de STWEAK elevados en enfermedades reumaiticas de caracter
autoinmune como el lupus etitematoso’”, la artritis reumatoide'”®, la
esclerosis sistémica®® y la esclerosis psoriéltica258 entre otras. TWEAK
parece jugar un papel importante en la fisiopatologia de estas
enfermedades y los primeros ensayos clinicos basados en anticuerpos
anti-TWEAK para reducir los efectos inflamatorios en estas patologias

. 20 Q: .
ya se estan llevando a cabo™. Sin embargo, los mecanismos y el
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significado que conducen a la elevacion de los niveles de sSTWEAK en

estos contextos aun no se han dilucidado.

En cuanto a los niveles de sCD163, en situaciones de dafio agudo como
por ejemplo sepsis o fallo hepatico agudo, se ha relacionado los niveles

muy bajos de sCD163 con un mejor pronéstico de la enfermedad'™. En

150,16
>

enfermedades cronicas como artritis reumatoide tuberculosis'*,
enfermedad renal crénica® y obesidad'>*”, los niveles moderadamente
elevados son indicadores de morbilidad y mortalidad. Es por ello que se
ha propuesto sCD163 como un biomarcador de la activaciéon de la
respuesta inmune en vatios tejidos'”.

Se han encontrado niveles mas altos de sCD163 en plasma de
individuos obesos y con diabetes”*. También se relacionan los niveles
altos de sCD163 con la masa grasa en pacientes con enfermedad renal
crénica y complicaciones metabdlicas®. Niveles elevados de sCD163 se

han asociado con RI'™"" y con la obesidad’.

Los niveles de sTWEAK y de sCD163 y la relaciéon entre ambos
también se han utilizado como biomarcadores en el contexto de algunas
enfermedades con riesgo CV, concretamente se ha descrito que los
niveles de sCD163 se correlacionan negativamente con los niveles
plasmaticos de sSTWEAK'® y el cociente sCD163/sTWEAK se asocia
con aterotrombosis en enfermedad arterial periférica'”. También en esta
misma patologia, los niveles de sSTWEAK bajos y el cociente
sCD163/sTWEAK elevado estan estrechamente relacionados con un
incremento de la mortalidad®”. Estudios recientes indican también una
relacion entre los niveles de sCD163 y sTWEAK y la esclerosis
sistémica, concretamente el cociente sCD163/sTWEAK es mayor en
pacientes con la enfermedad comparado con sujetos sanos'”’.

En el contexto de la DMT2, el cociente sCD163/sTWEAK es mayor en
pacientes diabéticos, ya que tienen menos sTWEAK circulante y los
niveles de sCD163 no varfan. También se observa que dicho cociente es

significativamente mayor en hombres que en mujeres, en pacientes con

49



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDIO DE LA CITOCINA TWEAK Y DE SU RECEPTOR Fnl4 EN EL CONTEXTO DE LA OBESIDAD.
Elsa Maymé Masip

Dipdsit Legal:

T 322-2016

sindrome metabdlico y en pacientes con alteraciones en los niveles

glucémicos no diagndsticos de DMT2%*,

4.6 Sefnalizacion de TWEAK

TWEAK y Fnl4 son moléculas altamente conservadas en la evolucion,
lo que nos lleva a pensar que ejercen una funciéon biolégica importante
en el organismo. La region C-terminal de TWEAK es la responsable de
la trimerizacién y la consecuente unién al receptor, por lo que tanto
STWEAK como mTWEAK son capaces de interactuar con el receptor
y desencadenar la ruta de sefializacion, siendo asi ambas formas
biolégicamente activas™ (Figura 15). Tanto la forma soluble como la
unida a membrana se pueden expresar de forma simultanea en la misma

2 30
célula™.

La unién tanto de sTWEAK como mTWEAK a su receptor Fnl4
provoca la formacién de trimeros que mediante la unién de los
dominios citoplasmaticos a proteinas adaptadoras TRAF, daran lugar a
la activacion de vias de sefializacion, principalmente las vias canonica y

no canonica de NF-kB y via de las mitégeno quinasas (MAPK).

sTWEAK

Figura 15. Vias mas

frecuentes de sefializacion
/ l \ de TWEAK al unirse a

Fnl4.
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Existen varias vias de sefializaciéon que dan lugar a la activacion del NF-
KB, la via clasica o candnica y la alternativa o no-candnica que son
distintas en cuanto a estimulos que las activan, complejos y respuesta

7,133
celular”.

El factor de transcripcion NF-kB controla la transcripcion de citocinas
proinflamatorias tales como TNFa, II-1 e II.-67"", de mediadores

. . . , 2 183
inflamatorios como iNOS y moléculas de adhesion celular'®,

Los miembros de la familia del factor de transcripcion NF-kB consisten
en homo o heterodimeros, miembros de la familia de proteinas Rel y
son activados a través de la via clasica (o candnica) o la via alternativa
(no canodnica). En mamiferos las proteinas caracterizadas hasta la fecha
que forman parte de esta familia son: NF-kB1 (sintetizada como
precursor p105 y luego p50), NF-kB2 (sintetizado como p100 y luego
p52), RelA (p65), RelB, y c-Rel, todas ellas con un dominio homdélogo
en la region N-terminal (dominio RHD, de Re/ homology domain) que les
permite la formacién de dimeros’, la unién al ADN vy la interaccién con
la molécula inhibidora IkB.

La via clasica de activacion depende de la activacién del complejo de
quinasas que fosforilan IkB (IKK) y la actividad de NF-kB se regula
mediante la interacciéon de proteinas inhibitorias (IkB) que retienen el
complejo p50/RelA en el citoplasma. Se conocen dos isoformas de las
proteinas inhibitorias IkB: IxkBoa y IkBB, siendo la primera la mas
conocida. Cuando las células reciben sefiales extracelulares como el
TNFa, LPS o la falta de oxigeno, mediante el reclutamiento de
moléculas TRAF, se activa el complejo IKK, que esta formado por
IKKa, IKKB y NEMO (IKKy). No se conoce con exactitud cé6mo
transcurre la activacion de dicho complejo pero una de las proteinas
implicadas es la quinasa activada por el factor de crecimiento
transformable beta (TAKI1). La activacion de IKK conlleva la
fosforilacion, ubiquitinizacion y degradacion via proteosoma de IkBo
(que mantenia inhibido el complejo) y la maduraciéon de p105 en p50.
Una vez liberado del inhibidor, RelA y p50 migran al nucleo y se inicia la
transcripcién de genes diana como TNFa, I1-7 e II-6 " (Figura 16).
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La via alternativa es independiente de IkB, conlleva la activacion final
del complejo Relb/p52" y es activada por estimulos distintos como
linfotoxina b (LT b), ligando de CD40 (CD40L), factor activador de
células B (BAFF), ligando de receptor activador para el factor nuclear
Kappa B (RANKL) y miembro 11 de la superfamilia del TNF
(TNFSF11)'Y", pero no por TNFa'****, La via alternativa depende de la
activaciéon de dimeros IKK a través de la quinasa inductora de NF-xB
(NIK)'"". Ta activacién de esta quinasa conlleva la fosforilacion de
IKKa que es responsable de la fosforilacion de pl00 que tras su
procesamiento, madura a su forma activa p52. Esta se une a RelB

provocando su translocacién nuclear y la respuesta génica (Figura 16).

-

(1]

Via CLASICA TRAF5 TRAF2 Via ALTERNATIVA
o CANONICA TRAFL TRAF3 o0 NO CANONICA
v N
i
(NEyMo> } pd
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IKK o IKKo
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[
N\
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"0
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Figura 16. Vias clasica (candnica) y alternativa (no candnica) de activacion de NFkB.

El reclutamiento de proteinas TRAF-1, 2, 3 y 5 da lugar a la activacién de diferentes quinasas
como transforming growth factor b-activated kinasel (TAK1) y NF-«B inducing kinase (NIK). TAK1
activa IKK@ y NIK activa IKKa, dando lugar a la activacion de las vias candnica y no candnica
respectivamente. La activacién de NF-kB da lugar a la transcripcion de genes responsables de las
respuestas biolégicas.
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Se ha demostrado que TWEAK es capaz de activar la via de las MAPK
a través de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK); JNK,
implicada en la activacion del factor de transcripcion AP-1; o p38
MAPK en wvarias lineas celulares como monocitos THP-1, células

: 23,32,30,60,235
endoteliales y fibroblastos™***%*%,

También hay evidencias de la
activacion de NF-kB por parte de TWEAK a través de la quinasa

activada TAK'™ y de NIK*"*",

TWEAK puede dar lugar a la activaciéon de unas vias u otras segun el
contexto y del tipo de isoforma. La forma sTWEAK activa
preferentemente la via no canénica de NF-kB y débilmente activa la via
canbnica, mientras mMTWEAK es capaz de estimular ambas vias con la
misma intensidad en lineas celulares de adenocarcinoma (HT29), cancer
de cérvix (HeLa-TNFR2) y fibrosarcoma (HT1080) humanos'".

Mas recientemente se ha visto que TWEAK también podria
desencadenar la activacion de otras vias como la fosfoinositol 3
quinasa/Akt (PI3K/Akt)” y guanosinas trifosfatasas (GTPasas) de la
familia Rho®*.

En 2008, Winkles y colaboradores hipotetizaron dos modelos de
interaccion TWEAK-Fn14. Por un lado, la interacciéon dependiente de
ligando, que implica grandes concentraciones de trimeros de TWEAK
que se unen a trimeros de Fn14 en bajas concentraciones; y por otro
lado, la interacciéon independiente del ligando cuando la concentracion
de TWEAK es menor que la de su receptor Fnl4. En este ultimo caso,
los receptores libres trimerizan y activan sefializacién intracelular™. Este
mecanismo podtia ser importante en cancer, donde hay niveles elevados
de Fn14 pero niveles bajos de TWEAK***?. Brown y colaboradores, en
2013, pudieron demostrar esta sefializaciéon del receptor Fnl4
independiente de TWEAK, a partir de la construcciéon de una variante
de Fn14 que no une TWEAK, pero que si da lugar a la activacion de la
via de NF-kB en células HEK393 (células humanas embrionarias de

rifion)”,
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La siguiente figura ilustra las distintas vias de sefializacion de TWEAK

tal y como se muestra en la pagina web NetSlim, construida a partir de

la recopilacién de los datos existentes en la bibliograffa'.
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Figura 17. Vias de sefializacion de TWEAK. Fuente: http://www.netpath.org/netslim/ 2L
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4.7 Actividades biolégicas de TWEAK

La unién de TWEAK a su receptor desencadena una serie de
actividades biolégicas que varfan segun tipo celular y contexto dénde se

desencadenen.

4.7.1 Apoptosis

TWEAK debe su nombre a la observacion inicial 7z vitro de la capacidad
de inducir muerte celular en algunas lineas celulares de
adenocarcinoma®. Pero la actividad proapoptética de TWEAK es
controvertida, ya que en pocos casos se ha demostrado un efecto
directo. La mayoria de estudios demuestran que este efecto es indirecto,
es decir, mediado por otras citocinas®'""* Iy vivo, no esta claro que
induzca apoptosis directamente, precisamente porque su receptor Fnl4

no tiene dominio de muerte celular.

A pesar de que no se conocen bien los mecanismos por los cuales
TWEAK podria inducir apoptosis, algunos estudios muestran que
podria ser por mecanismos dependientes de contexto y del tipo celular.
Esto incluye apoptosis dependiente de TNF«*>**, apoptosis
dependiente de caspasas'” o independiente de caspasas con
caracteristicas de necrosis™'. En este sentido, un estudio reciente
muestra que TWEAK induce apoptosis a través del ensamblaje de un
complejo que comprende la proteina inactivadora de ribosomas 1
(RIP1), la proteina adaptadora que contiene un dominio de muerte
citosolico (FADD) y Caspasa 8'”.

También hay trabajos que indican que TWEAK no es capaz de inducir
apoptosis en algunos tipos celulares, concretamente en queratinocitos”,
mientras que otros'”* muestran que TWEAK induce apoptosis en un 26-
38% en lineas celulares de queratinocitos HaCaT y NHK. Este mismo
estudio muestra que la muerte de las células no se debe a la secrecién de

TNFa«, ni al ligando inductor de apoptosis relacionado con TNFa
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(TRAIL) ni a ningin otro ligando inductor de apoptosis. Tampoco a
través de vias dependientes de caspasa y catepsina B, sino que TWEAK
induce arresto en una parte del ciclo celular a través de la transcripcion

de factores de transcripcion implicados en apoptosis como FOXO3A™,

4.7.2 Actividad proinflamatoria

La capacidad inflamatoria de TWEAK se describi6 originariamente en

células tumorales 7z vitro debido a la capacidad de inducir la produccién

de citocinas®. Posteriormente, también se describi6 que TWEAK tiene

actividad proinfamatoria 7 vitro sobre otros tipos celulares humanos,

tales como células de cancer de colon, melanoma, fibrosarcoma®; en

sinoviocitos y fibroblastos de la dermis*; células endoteliales™;
180,55,

: : : 116 : : 101 : 176
astrocitos ° 7’; queratinocitos ; fibroblastos gingivales ', condrocitos

s 2 125
y en lineas celulares de macréfagos ™ entre otras.

Esta actividad proinflamatoria de TWEAK/Fn14 generalmente tiene
lugar a través de la activacién de las vias de senalizacion NF-xB vy
MAPK y se traduce en la induccién de secrecion de citocinas tales como
IL-6, Interleucina 8 (IL-8), MCP-1, proteina 10 inducida por IFNy (IP-
10) vy RANTES (del inglés, regulated wupon activation, normally T-
expressed)*™'*'” | asf como en el aumento de la produccién de enzimas
proteoliticas MMP-1 y MMP-9'*; mediadores de inflamacién como la
prostaglandina E,"; y moléculas de adhesién intracelular 1 (ICAM-1) y

E-selectina™,

TWEAK tiene un papel en el proceso inflamatorio de algunas patologias
como enfermedades del sistema nervioso central”>'®, en lesion CV* y

19 ;
en enfermedades renales'’, aunque todavia quedan muchos aspectos

b

por resolver sobre la respuesta inflamatoria producida por TWEAK en

este y otros contextos.
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4.7.3 Proliferacion

Hay numerosos estudios que muestran una accion directa de TWEAK
sobre la proliferaciéon en lineas celulares, por ejemplo en lineas de
carcinoma hepatico humano'”, lineas de epitelio mamario humano'”,
astrocitos y sinoviocitos de ratén®>'”.

Ademas, estudios experimentales en ratones implican directamente a
TWEAK en la proliferacién celular del higado'®. Y en un contexto no
inflamatorio, TWEAK también induce la proliferaciéon del epitelio

1(
tubular renal'®®.

4.7.4 Regeneracion tisular

['WEAK también puede inducir crecimiento celular y regeneracion en el
tejido en la mayoria de los tipos celulares donde es capaz de inducir

3

: : ; - s 123 . .
proliferaciéon  (lineas celulares de carcinoma hepatico epitelio

b

. 153 : : 54
mamario  y en astrocitos murinos )

A pesar de la débil expresion del receptor Fnl4 en condiciones
normales, se ha demostrado en ratones que TWEAK estimula la
proliferaciéon de células progenitoras ovales esenciales para la
regeneracién hepitica a través de su receptor Fn14'"% Asi como también
es capaz de estimular directamente procesos de mitosis en este mismo

tipo de células hepaticas de ratén™.

4.7.5 Actividad proangiogénica

TWEAK tiene un papel en la formacién de la vasculatura zz vitro ya que
ha visto que induce proliferaciéon en una variedad de lineas celulares
endoteliales humanas: células endoteliales de la vena de cordén umbilical
humano (HUVEC), células endoteliales microvasculares derivadas de
dermis humana (HMVEC-d), Células musculares lisas de pared vascular
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(AOSMC), y fibroblastos humanos de la dermis neonatales (NHDF-

140,251
neo)

. En el mismo sentido, TWEAK puede actuar como un factor
de migraciéon y de crecimiento endotelial y podria tener un papel

., . . . L 60
regulador de la angiogénesis en situaciones patolégicas’ .

Jakubowski y colaboradores plantearon un doble papel para TWEAK
pudiendo regular el crecimiento, el mantenimiento vascular y la
remodelacién tisular de manera diferencial segin el contexto'".

Ademas, recientemente se ha observado que la ruta TWEAK/Fn14 estd
también activada en patologias relacionadas con la neovascularizacion

de la retina en situaciones de isquemia inducida en ratones’.

4.7.6 Diferenciacion

TWEAK es capaz de estimular la diferenciacion de células progenitoras
favoreciendo la regeneracion tisular después de dafio tisular agudo. Pero
en enfermedades crénicas, cuando persiste la activacion de TWEAK, se
ha visto que inhibe la diferenciacién de las células progenitoras™, y que
promueve la diferenciaciéon de los precursores de los osteoclastos a
osteoclastos maduros a través de la estimulacion de RANKL en
humanos y en ratén con artritis reumatoide' ™.

Por otro lado, hay un estudio donde se ha demostrado en lineas
celulares y preadipocitos primarios de humanos iz vitro que TWEAK
puede inhibir la diferenciaciéon de los preadipocitos a adipocitos
maduros en los primeros dias, reduciéndose la acumulacién de lipidos

de forma dosis dependiente22 .
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4.7.7 Migracion

Se ha demostrado que TWEAK tiene un efecto estimulador de la

migracién celular en células endoteliales HUVEC iz vitro © y en células
de glioma U118 y SF767%.

En células de cancer de ovario estimuladas con TWEAK también se ha
observado un aumento en la capacidad migratoria, asi como que la
activaciéon de NF-xB y VEGF por parte de TWEAK/Fnl14 podtia

. . . ., , . 48
estar implicado en la invasion del cancer de ovario™.

En varios tipos de tumores donde se ha visto que Fn14 esta aumentado,
se ha descrito que este receptor tiene un papel en la migracion de las
células del tumor y por tanto en la invasién del cancer™'>***,
Finalmente, en un trabajo en el que participé6 nuestro grupo de
investigaciéon también se ha comprobado que TWEAK estimula la
migracion de los fibroblastos embrionarios murinos aumentando la
MMP-9 a través de la activacion de NF-kB y p38-MAPK*>.
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Hipdtesis

HIPOTESIS

Se ha descrito que la expresion de TWEAK y de su receptor Fnl4 esta
aumentada en el tejido adiposo de obesos severos, pero existen pocos

datos acerca de su funcién y regulaciéon en el contexto de la obesidad.

Es un hecho conocido que en la obesidad existe una inflamacién cronica
de bajo grado, mediada por la presencia de citocinas proinflamatorias,
tanto a nivel sistémico como local. Este estado inflamatorio se ve
favorecido por la presencia de hipoxia local y estrés de reticulo
endoplasmatico, hechos que podrian ser responsables de la
desregulacion de la expresion de TWEAK y Fnl4 en el tejido adiposo.

Ante estos antecedentes, postulamos que la citocina TWEAK podria
tener un papel en la regulacion de la homeostasis del tejido adiposo, y
mas concretamente, participar en la modulaciéon de la actividad

inflamatoria que se observa en obesidad.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el papel de TWEAK y de su receptor 'n14 en el contexto de la
obesidad.

Objetivos especificos estudio 1

Explorar la expresion del eje TWEAK /Fnl4 en tejido adiposo de
pacientes con diferentes grados de obesidad y estudiar su regulacion a
nivel celular (adipocito y macréfago) en el contexto de hipoxia,
inflamacion, y estrés de RE.

Objetivos intermedios:

- Analizar la expresion génica de TWEAK y de Frn14 en muestras
pareadas de TAS y TAV en un grupo de pacientes con
diferentes grados de obesidad, con y sin presencia de DMT2 en
relacién a la expresion de genes de hipoxia, inflamacién y estrés
de RE.

- Determinar el efecto de la hipoxia, la inflamacién y el estrés de
RE sobre la expresion de TWEAK y de Fnl4 en adipocitos

humanos y macréfagos.
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Objetivos especificos estudio 2

Determinar si la fraccion soluble circulante de TWEAK podria
intervenir en el desequilibrio inflamatorio observado en la obesidad

severa.

Objetivos intermedios:

- Determinar los niveles de sSTWEAK en pacientes con obesidad

severa antes y después de cirugia bariatrica.

- Evaluar la expresion de las isoformas de TWEAK (mTWEAK y
sTWEAK) y de su receptor en tejido adiposo total y fraccionado

de pacientes con obesidad severa.

- Buscar el isotipo de macréfago responsable de la expresion de
TWEAK

- Valorar el efecto de sSTWEAK sobre la respuesta inflamatoria

de TNFa en adipocitos subcutaneos.
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ORIGINAL ARTICLE

Endocrine Research

Tumor Necrosis-Like Weak Inducer of Apoptosis as a
Proinflammatory Cytokine in Human Adipocyte Cells:
Up-Regulation in Severe Obesity Is Mediated by
Inflammation But Not Hypoxia

Joan Vendrell,* Elsa Maymoé-Masip,* Francisco Tinahones, Antonio Garcia-Espafia,
Ana Megia, Enric Caubet, Eduardo Garcia-Fuentes, and Matilde R. Chacén

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas (J.V., E.M.-M.,
A.M., M.R.C.), Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIIl. ISPV (Institut d'Investigacié Sanitaria “Pere
Virgili”), Universitat Rovira i Virgili (J.V., E.M.-M., AM., M.R.C., A.G.-E.), 43007 Tarragona, Spain;
Centro de Investigacion Biomédica en Red de Fisiopatologia, Obesidad y Nutricion (F.T., E.G.-F.),
Department of Obesity and Nutrition, Hospital Virgen de la Victoria, Mélaga, Spain; Department of
Surgery (E.C.), Hospital St. Pau i Sta Tecla, 43003 Tarragona, Spain

Context: Adipose tissue hypoxia and endoplasmic reticulum (ER) stress may link the presence of
chronic inflammation and macrophage infiltration in severely obese subjects. We previously re-
ported the up-regulation of TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK)/ fibroblast growth factor-
inducible 14 (Fn14) axis in adipose tissue of severely obese type 2 diabetic subjects.

Obijectives: The objective of the study was to examine TWEAK and Fn14 adipose tissue expression
in obesity, severe obesity, and type 2 diabetes in relation to hypoxia and ER stress.

Design: In the obesity study, 19 lean, 28 overweight, and 15 obese nondiabetic subjects were studied.
Inthe severe obesity study, 23 severely obese and 35 control subjects were studied. In the type 2 diabetes
study, 11 type 2 diabetic and 36 control subjects were studied. The expression levels of the following
genes were analyzed in paired samples of sc and visceral adipose tissue: Fn14, TWEAK, VISFATIN, HYOU1,
FIAF, HIF-1a, VEGF, GLUT-1, GRP78, and XBP-1. The effect of hypoxia, inflammation, and ER stress on the
expression of TWEAK and Fn14 was examined in human adipocyte and macrophage cell lines.

Results: Up-regulation of TWEAK/Fn14 and hypoxia and ER stress surrogate gene expression was
observed in sc and visceral adipose tissue only in our severely obese cohort. Hypoxia modulates
TWEAK or Fn14 expression in neither adipocytes nor macrophages. On the contrary, inflammation
up-regulated TWEAK in macrophages and Fn14 expression in adipocytes. Moreover, TWEAK had
a proinflammatory effect in adipocytes mediated by the nuclear factor-«B and ERK but not JNK
signaling pathways.

Conclusions: Our data suggest that TWEAK acts as a pro-inflammatory cytokine in the adipose
tissue and that inflammation, but not hypoxia, may be behind its up-regulation in severe obesity.
(J Clin Endocrinol Metab 95: 2983-2992, 2010)

besity as an excess of adipose tissue is attributed to se-
quential events of hyperplasia and hypertrophy of adi-
pocytes. This disproportionate gain of adipose tissue may be
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causal to multilevel obesity-related dysfunctions such as
increased risk of coronary heart disease, peripheral ar-
terial disease, stroke, venous thromboembolism, hyper-

Abbreviations: Ct, Cycle threshold; ER, estrogen receptor; FIAF, fasting-induced adipose factor;
Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14; GLUT, glucose transporter; GRP78, glucose-reg-
ulated protein, 78 kDa; HIF, hypoxia-inducible factor; hr, human recombinant; HYOU1, heat
shock protein; JNK, c-Jun N-terminal kinase; LPS, lipopolysaccharide; NF-«B, nuclear factor «B;
SAT, scadipose tissue; TWEAK, TNF-like weak inducer of apoptosis; VAT, visceral adipose tissue;
VEGF, vascular endothelial growth factor; XBP, X-box binding protein.
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porter (GLUT)-1 (Hs00197884_m1); glucose-regulated pro-
tein, 78 kDa (GRP78) Hs99999174_m1; X-box binding pro-
tein (XBP)-1 (Hs00231936_m1). Real-time quantitative
PCR was performed on the 7900HT fast real-time PCR sys-
tem (Applied Biosystems, Foster City, CA). The cycle threshold
(Ct) value for each sample was normalized with the expression of
PPIA (Hs99999904_m1). SDS software 2.3 and RQ Manager 1.2
(Applied Biosystems) were used to analyze the results with the com-
parative Ct method (224<). All data were expressed as an n-fold
difference relative to a calibrator (a mix of different depot samples).

Cell culture and stimuli

SGBS preadipocyte cells were induced to differentiate to ma-
ture adipocytes as described (14). Differentiation was checked by
accumulation of intracellular lipids by Oil Red O (Sigma-Al-
drich, Barcelona, Spain).

Adipocytes were cultured overnight in serum-free DMEM/
F12 (1:1) (Invitrogen, Barcelona, Spain) medium before stimuli.

The human monocytic THP-1 cell line (European Collection
of Cell Culture, Wiltshire, UK) was used and cultured as de-
scribed by Chacon et al. (15). Cells were serum deprived over-
night before stimulation.

Inflammatory stimuli

Adipocytes were stimulated for 24 h with 10 and 100 ng/ml
with human recombinant (hr) TWEAK (PeproTech, Barcelona,
Spain) and 50 ng/ml TNFa (Peprotech). THP-1 cells were treated
with 100 ng/ml lipopolysaccharide (LPS; Sigma-Aldrich) for 8 h.

Hypoxia and ER stress stimuli

Adipocytes were incubated at 37 C in a humidified atmo-
sphere of 95% air-5% CO, or placed into a hypoxic chamber
(Billups-Rothenberg, Dell Mar, CA) flushed with gas mixture
consisting of 1% O,, 5% CO,, and 94% N,. Cells were incu-
bated for 24 h at 37 C under these conditions. Chemical hypoxia
was induced by treating cells with 200, 100, and 500 um CoCl,
(Sigma-Aldrich) for 8 or 24 h.

ER stress was induced by the addition of 1-5 ug/ml of tuni-
camycin (Sigma-Aldrich) for 8 or 24 h.

Dimethylthiazoldiphenyltetra-zoliumbromide-based in wvitro
toxicology assay kit and the lactate dehydrogenase-based assay kit
were used as a measure of cell viability (Sigma-Aldrich) in response
to hypoxia, TNFa, IL-6, and LPS treatment, as recommended by
the manufacturers. Assays were performed in triplicates. We
checked that the concentrations used and the length of incubations
were noncytotoxic for SGBS and THP-1 cells (data not shown).

Inhibitor experiments

The signaling pathway was studied by using inhibitors con-
comitant with 100 ng/ml TWEAK stimulus for 8 h: 10 um par-
thenolide, 10 uM U0126, and 10 um SP0600125 (Merck Chem-
icals, Barcelona, Spain).

TWEAK a Proinflammatory Cytokine in Adipocytes

J Clin Endocrinol Metab, June 2010, 95(6):2983-2992

RNA from THP-1 and SGBS mature adipocytes were ex-
tracted as described (15). Genes assayed were: TWEAK, Fnl4,
HIF-1a, and GRP78 using the probes mentioned above and
the following probes for: MCP-1 (Hs00234140_m1), IL-6
(Hs00985641_m1), LEP (leptin; Hs00174877_m1), APM1 (adi-
ponectin; Hs00605917_m1), and TNFa (Hs00174128_m1).

Western blotting

The Western blotting technique was performed as already
described (16). A total of 40 ug of protein were subjected to 15%
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and probed
with anti-TWEAK goat polyclonal antibody (R&D Systems,
Vitro S.L., Madrid, Spain) (1:1000) and anti-Fn14 affinity-pu-
rified antirabbit (Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Rab-
bit and goat IgG conjugated with peroxidase was used as sec-
ondary antibody (1:5000). Placenta and human umbilical
endothelial cell protein extracts were used as positive control. All
blots were developed with SuperSignal West Femto chemilumi-
nescent substrate (Pierce Biotechnology, Boston, MA) and visu-
alized by VersaDoc imaging system and Quantity One software
(Bio-Rad, Barcelona, Spain).

Statistical analysis

For clinical and anthropometrical variables, normal distrib-
uted data are expressed as mean value * sp, and for variables
with no Gaussian distribution, values are expressed as median
(75th percentile). In vitro experimental results are presented as
means * sp from three independent experiments performed in
duplicates. Statistical significance was tested with the unpaired
Student’s ¢ test or Mann-Whitney U test for nonnormally dis-
tributed data or one-way ANOVA followed by the protected
least-significant difference test or by Kruskal-Wallis U for non-
normally distributed data. P < 0.05 was considered significant.

Results

TWEAK and Fn14 are overexpressed only in
adipose tissue in severe obesity

The main anthropometric and analytical characteris-
tics of the obese, type 2 diabetes, and severely obese co-
horts in our study are presented in Table 1. When we
analyzed TWEAK and Fn14 gene expression in the SAT
and VAT adipose tissue depots in the above-mentioned
cohorts, only severely obese patients showed that both
TWEAK and Fnl4 were significantly overexpressed in
both SAT and VAT depots when compared with their
control group (Table 2). In obese and type 2 diabetic study
cohorts, VAT and SAT TWEAK and Fn14 expression lev-

TABLE 3. Intragroup study of expression levels of TWEAK and Fn14 in paired SAT and VAT samples

Lean Overweight Obese Severely obese Type 2 diabetes
TWEAK SAT > VAT SAT > VAT SAT = VAT SAT = VAT SAT > VAT
P =0.022 P =0.003 P=0.578 P =0.848 P = 0.006
Fn14 SAT < VAT SAT < VAT SAT = VAT SAT < VAT SAT = VAT
P =0.002 P =0.024 P =0.609 P =0.033 P=0.477
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FIG. 1. Effect of hypoxia, inflammation, and ER stress on TWEAK and Fn14 gene expression
in SGBS adipocytes. A, Differentiated adipocytes (d 14) were exposed 24 h to hypoxia (1%
0,) or normoxia (21% O,). Relative gene expression levels of TWEAK, Fn14, IL-6, LEP, HIF-1«,
and GRP78 were measured. B, Effect of chemical hypoxia induced by CoCl, on the mRNA
levels of TWEAK, Fn14, IL-6, LEP, and HIF-1«. C and D, Effect of a 24-h TNFa inflammatory
stimulus and both TNFa plus CoCl, on gene expression of TWEAK, Fn14, IL-6, LEP, HIF-1a,
and GRP78. E, Analysis of TWEAK, Fn14, IL-6, LEP, HIF-1a, and GRP78 gene expression in
response to ER stress stimuli induced by 24 h treatment with tunicamycin. F, Effect of IL-6
stimulus on TWEAK and Fn14 expression. Results are means =+ sp of three independent
experiments. *, P < 0.05, compared with untreated controls. G, Western blot analysis of
Tweak and Fn14 protein expression in extracts of SGBS mature adipocyte after exposure to
24 h of a hypoxic (1% O,) or to a TNFa inflammatory stimulus. One gel, representative of
two independent experiments performed in duplicate, is shown for each panel. Human
umbilical vein endothelial cell (HUVEC) extract and placenta extract were used as positive
controls.

Fn14 mRNA in the severely obese subjects. To this end we
analyzed TWEAK and Fnl14 expression in SGBS mature
adipocytes under hypoxic conditions induced either chem-
ically (CoCl,) or by low oxygen tension (1% O,).

In these conditions, whereas TWEAK and Fn14 gene
expression was not affected (Fig. 1, A and C), IL-6 and

J Clin Endocrinol Metab, June 2010, 95(6):2983-2992

LEP mRNA were up-regulated (Fig. 1,
A, B, and D). TNFa gene expression
was below detection levels (data not
shown).

We found that HIF-1« gene expres-
sion was down-regulated by the hy-
poxic stimulus and GRP78 expression
was not altered (Fig. 1A).

To analyze the effect of an ER stress
stimulus on TWEAK and Fn14 expres-
sion in adipocytes, we used 1 pg/ml of
tunicamycin for 24 h. We observed that
tunicamycin had no effect on TWEAK
or Fnl4 expression. However, IL-6,
LEP, and GRP78 expression were al-
tered under these conditions (Fig. 1E).

In contrast, when we tested an in-
flammatory stimulus (50 ng/ml TNFa
for 24 h), we found Fn14 expression
significantly increased at mRNA (Fig.
1C) and protein levels (Fig. 1G).

Both stimuli together, hypoxia and
inflammation, did not affect TWEAK
gene expression and did not increase the
inflammatory effect of TNFa over Fn14
gene expression (Fig. 1C). TNFa signif-
icantly increased HIF-1a and GRP78
(Fig. 1D).

Also, as an inflammatory stimulus,
we tested IL-6 for 24 h, which produced
a significant increase in Fn14 gene ex-
pression, whereas TWEAK gene ex-
pression was not altered (Fig. 1F).

Inflammatory stimuli but not
hypoxia or ER stress stimuli
modulate TWEAK expression in
macrophages

Macrophages are an important com-
ponent of adipose tissue milieu in severe
obesity and have been shown to con-
tribute to the inflammatory state ob-
served in obesity. To analyze the effect
on TWEAK and Fn14 of a hypoxic or
an inflammatory stimulus over human
macrophages, we tested THP-1 human
macrophage cell line under a chemical
hypoxic stimulus. We found that hyp-

oxia, induced chemically with 100 um CoCl,, did not
change the expression levels of TWEAK and Fn14 (Fig. 2, A
and B). We decided to use a dose of 100 ng/ml LPS as an
inflammatory stimulus on phorbol-12-myristate-13-acetate-
pretreated THP-1 cells instead of TNFa because doses of
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FIG. 2. Effect of hypoxia, inflammation, and ER stress on TWEAK and Fn14 gene expression in THP-1 macrophages. A, Effect of 8 h chemical
hypoxia on the mRNA expression levels of TWEAK, Fn14, IL-6, TNFa, and HIF-Ta. B and C, Effect of an LPS inflammatory stimulus and both LPS
plus hypoxia on gene expression of TWEAK, Fn14, HIF-1a, and GRP78 (B), and IL-6 and TNFa (C). D, Analysis of TWEAK, Fn14, IL-6, TNFa, and
GRP78 gene expression changes in response to an ER stress stimulus induced by 8 h treatment with tunicamycin. E, Effect of IL-6 stimuli on

TWEAK and Fn14 gene expression levels.

TNFa ranging from 0.1 to 50 ng/ml for 8 h produced no
significant effect on cytokine stimulation (data not shown).
Both LPS and TNFa are known to activate in THP-1 over-
lapping signaling pathways (17, 18), although with different
intensities. We observed that an inflammatory stimulus in-
duced by LPS significantly up-regulated TWEAK and
HIF-1a gene expression and down-regulated Fr14 (Fig. 2B).
IL-6 and TNFa mRNA were found both significantly
up-regulated under inflammation induced by LPS, but
chemical hypoxia up-regulated only IL-6 (Fig. 2C).
AnER stress stimulus induced by 5 pg/ml tunicamycin for
8 h significantly increased IL-6, TNFa, and GRP78 but did

not alter TWEAK gene expression. Frn14 mRNA was found

significantly down-regulated by tunicamycin (Fig. 2D).
IL-6 stimuli over THP-1 macrophage significantly up-

regulated only TWEAK gene expression levels (Fig. 2E).

TWEAK acts as proinflammatory cytokine over
human adipocyte cells

To explore the role of TWEAK over adipocytes, we
stimulated SGBS adipocytes with 10 or 100 ng/ml
hrTWEAK for 24 h. TWEAK stimulation led to a signif-
icant increase in mRNA levels of IL-6 and MCP-1 (Fig.
3A). Fnl4, APM1, and LEP gene expression were un-
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FIG. 3. Proinflammatory effect of Tweak in SGBS adipocyte signaling
pathways. A, Cytokine and adipokine responses to Tweak stimulation
over human SGBS mature adipocytes. SGBS cells at d 14 of
differentiation to adipocytes were stimulated for 24 h with 10 or 100
ng/ml hrTweak. Gene expression of TWEAK receptor Fn14, cytokines
(IL-6 and MCP-T), and adipokines (APM1 and LEP) were measured by
quantitative RT-PCR. B, Signaling pathway implicated in the
proinflammatory effects of TWEAK. Mature adipocytes were incubated
for 8 h with 100 ng/ml TWEAK and simultaneously with 10 um
parthenolide (NF-«B inhibitor); 10 um U0126 (inhibitor of ERK1/2); and
10 um SP600125 (inhibitor of JNK1). Shown here are the mean = sp
values of three independent experiments. *, P < 0.05, compared with
untreated controls; #, P < 0.05 compared with 100 ng/ml TWEAK.

changed under these conditions. TNFa mRNA levels were
undetectable (Fig. 3A).

To determine which signaling pathway was switched
on, we used parthenolide as NF-«B inhibitor, U0126 as
MAPK kinase-ERK1/2 inhibitor, and SP600125 as c-Jun
N-terminal kinase (JNK) inhibitor. We observed that in-
hibition of NF-«kB and MAPK kinase-ERK1/2 reduced the
gene expression of IL-6 and MCP-1, whereas JNK inhi-
bition did not reduce the expression of IL-6 and increased
MCP-1 expression (Fig. 3B).

Discussion

Within adipose tissue, a common feature of the inflam-
matory process associated with obesity is the altered ex-
pression of many cytokines and adipokines. We recently
reported that the TWEAK/Fn14 axis may be a new com-
ponent of the network that participates in the inflamma-
tory imbalance observed in obesity and insulin resistance
states (10). In this sense, Tweak and Fn14 expression have
been detected in carotid atherosclerotic plaques, suggest-
ing a pathological role of TWEAK/Fn14 axis in this obe-
sity-related comorbidity (19).

J Clin Endocrinol Metab, June 2010, 95(6):2983-2992

In the present study, we showed that TWEAK/Fn14
up-regulation in SAT and VAT tissue was linked to severe
obesity. One particularity of severe obesity is the presence
of elevated systemic inflammation (11, 12). At tissue level,
the precise mechanisms behind this inflammatory re-
sponse as the adipose tissue mass expands are not well
known. It has been suggested that hypoxia could be a key
trigger of adipose tissue dysfunction because hypoxia gen-
erates tissue inflammation (2). In obese human subjects,
decreased oxygen partial pressure within the adipose tis-
sue was paralleled by an increase in the expression and
secretion of the chemokine and markers of macrophage
infiltration (20).

Interestingly, we found up-regulation of hypoxia re-
sponse genes such as VEGF, GLUT1, FIAF, VISFATIN,
and HIF-1a only in our cohort of severely obese patients.
The up-regulation of HIF-1a observed in adipose tissue of
our severely obese subjects is in accordance with previous
reports (21). However, in view of our own and others’ in
vitro studies that showed HIF-1a mRNA down-regula-
tion in adipocytes (2), the high expression found in whole
adipose tissue may be accounted for mainly by the cells in
the stromovascular fraction, as has been previously sug-
gested (22). No changes in hypoxia and ER stress genes
were observed in our obese cohort; only VEGF was found
overexpressed in the lean subjects, which is in accordance
with a recent scientific report (20).

On the other hand, the proinflammatory milieu facili-
tated by hypoxia in adipose tissue may represent an im-
portant stimulus for macrophage attraction. It is known
that adipose tissue in severe obesity is highly infiltrated (up
to 40%) with macrophages; this in turn generates a vicious
circle producing a high degree of tissue inflammation (22).

In view of the parallel up-regulation of TWEAK/Fn14
(this study and Ref. 10) and hypoxia-specific genes in se-
vere obesity, we considered that hypoxia could be mod-
ulating TWEAK/Fn14 gene expression in adipose tissue of
these patients. Our experimental data showed that hyp-
oxia did not regulate per se TWEAK and Fn14 expression
in SGBS adipocytes cells or THP-1 macrophage. Similarly
to hypoxia, TWEAK and Fn14 expression in both adipo-
cytes and macrophage cells was not changed by an ER
stress stimulus, whereas changes in the production of in-
flammation-related cytokines in SGBS adipocyte cells
were consistent with the original hypoxia hypothesis; IL-6
and LEP were found up-regulated and TNFa was not
altered under hypoxic conditions (23, 24).

Inflammatory stimuli in vitro differentially increased
the expression of TWEAK in macrophages and Fn14 in
adipocytes. But both hypoxia and inflammatory stimulus
strongly increased expression, in both adipocytes and
macrophages, of IL-6, a potent inflammatory cytokine.
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On the other hand, IL-6 circulating levels were highly in-
creased in our severely obese subjects. Moreover, hypoxia
has been described as a positive stimulus for IL-6 (25).
Interestingly, when we stimulated adipocyte and macro-
phage cells with IL-6, we observed the same effects as
depicted by the inflammatory stimuli of TNFa in adipo-
cytes and LPS in macrophages: a specific up-regulation of
TWEAK in macrophages and Fn14 in adipocytes. These
finding suggest a possible paracrine action of TWEAK
expressed by macrophages over Fn14 up-regulated recep-
tor in adipocytes.

In adipose tissue fractions of severely obese subjects,
expression of Fn14 was higher in the stromovascular frac-
tion than in the mature isolated adipocyte (10). However,
the precise contribution of adipocytes, macrophages and
other cells to the production of TWEAK and Fn14 is dif-
ficult to assess quantitatively. It is not certain whether the
process of preparation and subsequent incubation of the
different cell fractions alters their relative rate of produc-
tion and release of various adipokines. In addition, large
adipocytes show the highest rates of production of inflam-
matory adipokines (26), but because of their greater fra-
gility, they are likely to be underrepresented, or absent,
from most cell fractionations.

What, in turn, could be the biological effect of TWEAK
over adipocytes? Our experiments suggest an active par-
ticipation of TWEAK in the inflammatory environment
found in obesity because we show for the first time that
TWEAK has a proinflammatory effect over human adi-
pocyte cells in which it induces the expression of the proin-
flammatory cytokines IL-6 and MCP-1. What could the
molecular mechanisms be by which adipocytes sense and
respond to TWEAK? In other cell types, the binding of
TWEAK to its receptor, Fn14, has been shown to activate
a limited set of signaling pathways involved in cell prolif-
eration and differentiation, including NF-«B activation,
which is associated with its proinflammatory effect (6):
MAPK, JNK, ERK (27), and p38 MAPK (28, 29). Here we
showed that activation of NF-«B and ERK1/2 signaling
pathways was implicated in the proinflammatory process
of TWEAK over human adipocytes. In THP-1 macro-
phage cells, TWEAK signal transduction has been shown
to be NF-«kB dependent and induced the degradation of
inhibitory-«B (30).

In conclusion, in the present paper, we show, for the
first time, that TWEAK acts as a proinflammatory cyto-
kine in human adipocyte cells. We report an overexpres-
sion of TWEAK/Fn14 and hypoxia characteristic genes in
both SAT and VAT adipose tissue depots of severely obese
patients; however, both TWEAK and Fn14 genes were not
hypoxia sensitive. The increment of TWEAK and Fn14 in
severe obesity may be due to the inflammatory environ-

jcem.endojournals.org 2991

ment, in particular that caused by the presence of IL-6, a
cytokine that could be playing a key role in TWEAK/Fn14
regulation.
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Supplemental Table 1

Reference

Gene Function
VISFATIN Pro-inflammatory  and  potentially
insulin-mimetic adipokine. HIF-1

FIAF

HIF-la

HYOUI

GLUTI

VEGF

GRPT8

XBP-1

hypoxia regulated gene.

Lipid metabolism. Highly up-regulated
during hypoxia

Key transcription factor in hypoxia
Oxygen-regulated protein (150 kDa)
has been reported to be linked to type 2
diabetes and obesity.

Glucose transporter 1 gene in human
adipocytes. It has been found to be
increased under hypoxia.

Mediator of inflammation and an
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The Rise of Soluble TWEAK Levels in Severely Obese
Subjects After Bariatric Surgery May Affect
Adipocyte-Cytokine Production Induced by TNF«
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Context: Soluble TNF-like weak inducer of apoptosis (STWEAK) is generated by the intracellular
proteolytic cleavage of full-length membrane-bound TNF-like weak inducer of apoptosis
(MTWEAK). sTWEAK levels are reduced in diseases with an inflammatory component. Additionally,
STWEAK hampers TNFa activity in human cells.

Objectives: The objectives of the study were as follows: 1) to determine circulating STWEAK in severe
obesity and after bariatric surgery; 2) to study m/sTWEAK and its receptor fibroblast growth factor-
inducible 14 (Fn14) protein expression in sc adipose tissue (SAT) of severely obese subjects, in SAT
stromal vascular fraction (SVF), and isolated adipocytes and in human monocyte-derived macrophages;
and 3) to explore, on human adipocytes, the STWEAK effect on TNFa proinflammatory activity.

Design: sSTWEAK levels were measured in cohort 1: severely obese subjects (n = 23) and a control group
(n = 35); and in cohort 2: (n = 23) severely obese subjects before and after surgery. The m/sTWEAK and
Fn14 expressions were determined in SAT biopsies, SVF, and isolated adipocytes from severely obese
and control subjects and in human monocyte-derived macrophages. In human primary cultured adi-
pocytes, sSTWEAK pretreated and TNFa challenged, IL-6, IL-8, and adiponectin protein and gene ex-
pressions were determined and nuclear factor-x B and MAPK signaling analyzed.

Results: sSTWEAK levels were reduced in severely obese subjects. After surgery, STWEAK levels rose
in 69% of patients. mMTWEAK protein expression was increased in SAT and SVF of severely obese
subjects, whereas Fn14 was up-regulated in isolated adipocytes. M2 human monocyte-derived
macrophages overexpressmTWEAK. In human adipocytes, sSTWEAK down-regulates TNFa cytokine
production by hampering TNF« intracellular signaling events.

Conclusion: The decrease of sSTWEAK in severely obese patients may favor the proinflammatory
activity elicited by TNFa. (J Clin Endocrinol Metab 98: E1323-E1333, 2013)
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Abbreviations: BMI, body mass index; Cl, confidence interval; CRP, C-reactive protein; FFA, free
fatty acid; Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14; HDL, high-density lipoprotein; HOMA-

y 21,2013. IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IkB, inhibitory-«B; JNK, c-Jun N-terminal
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activated B cells; P, phosphorylated; P38, mitogen-activated protein kinases; PBMC, peripheral
blood mononuclear cell; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; SAPK, stress-activated protein
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NF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), a mem-
ber of the TNF superfamily of cytokines, is a multi-
functional cytokine that controls many cellular activities
including proliferation, migration, differentiation, apo-
ptosis, angiogenesis, and inflammation (1). High levels of
TWEAK mRNA have been found in many tissues such as
lymph nodes, pancreas, intestine, heart, brain, lung,
ovary, vasculature, and skeletal muscle and at low levels in
the liver, lung, thymus, kidney, and adipose tissue (2-5).
TWEAK is initially expressed as a full-length trans-
membrane protein of 27 kDa (mMTWEAK) from which a
soluble variant of 18 kDa (sSTWEAK) can be generated
intracellularly by proteolytic processing (6). Both iso-
forms, mTWEAK and sTWEAK, are biologically active
and can bind to fibroblast growth factor-inducible 14
(Fn14), its only bona fide signal transducing receptor (6).
Reduced circulating TWEAK (sTWEAK) levels have
been found in diseases with increased cardiovascular risk
and low-degree chronic inflammation, such as type 2 di-
abetes, atherosclerosis, or chronic renal failure (3, 7, 8).

Obesity is a highly prevalent chronic disease in which
inflammatory events (systemic and local in the adipose
tissue) play a key role in its associated comorbidities (9).
In obesity, more adipose tissue infiltrating macrophages
with an altered polarizing state have been reported (10,
11). An imbalance between M1 (proinflammatory) and
M2 (antiinflammatory) macrophage types has been
claimed to be an important determinant of the inflamma-
tory component of the adipose tissue in obesity (12-17).

To date, TNFa has focused the attention as a prepon-
derant inflammatory cytokine, with important implica-
tions both at local and systemic levels in obesity and re-
lated diseases (18). TWEAK and TNFa are cytokines that
coexist within the context of obesity, and sSTWEAK has
been described to interfere with TNFa signaling in cellular
systems such as human epithelial cancer cell lines, human
synoviocytes, and mouse cerebral cortical neurons
(19-21).

The physiological role of STWEAK within the context
of obesity or insulin resistance has been scarcely studied.
In this sense, in vitro studies have shown that sSTWEAK
stimulus could regulate preadipocyte differentiation and
can exert a weak proinflammatory activity over subcutane-
ous mature adipocytes without affecting lipolysis or glucose
uptake (22-25). On the other hand, studies on the function
of sSTWEAK in human macrophages have suggested that
sTWEAK balances TNFa activity by repressing the produc-
tion of proinflammatory cytokines and attenuating the tran-
sition from innate to adaptive immunity (23).

Taking the above data into consideration and because,
to our knowledge, no information exists on circulating
sTWEAK in severe obesity, in this study we explored
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whether STWEAK may participate in the inflammatory/
antiinflammatory imbalance observed in severe obesity.
We show that sSTWEAK levels were decreased in severely
obese patients and rose after weight loss. We found that in
severely obese subjects, the mMTWEAK protein expression
in sc adipose tissue (SAT) is mainly due to the cells con-
tained in the stromal vascular fraction (SVF) compart-
ment. We also reveal that M2 class macrophages express
mTWEAK at higher levels than M1 type. Finally, we re-
portthatin human primary cultured adipocytes, sSTWEAK
down-regulates inflammatory cytokines induced by
TNFa, by hampering intracellular signaling events.

Materials and Methods

Subjects
Two different cohorts were studied.

Cohort 1

Cohort 1 included 23 severely obese subjects and an age- and
gender-matched population of 35 overweight subjects who were
recruited at the Hospital Clinico de Mélaga and Hospital Uni-
versitari de Tarragona Joan XXIII (Spain), respectively (Table 1).
None of the severely obese subjects were receiving insulin ther-
apy or oral hypoglycemic or hypolipidemic agents. Subjects were
of Caucasian origin and had no systemic or infectious disease
other than obesity.

Cohort 2

A different cohort from the Hospital Clinico de Malaga was
included in the study. Twenty-three severely obese patients, who
underwent bariatric surgery, were prospectively recruited. Pa-
tients were studied before and 6 months after bariatric surgery
(Table 2).

Abdominal SAT was obtained from 4 severely obese patients
(undergoing bariatric surgery procedures) and from 4 control
subjects (undergoing laparascopic surgery procedures such as
hiatus hernia repair or cholecystectomies). Adipocytes and SVF
were isolated as described elsewhere (4) from the biopsies of 4
severely obese patients and 4 control patients. Biological samples
were frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C for later
analysis.

The corresponding hospital ethics committees responsible for
research approved the study, and informed consent was obtained
from all participants.

Analytical methods

Glucose, cholesterol, and triglyceride plasma levels were de-
termined by a Hitachi 737 autoanalyzer (Roche Molecular Bio-
chemicals, Marburg, Germany) using the standard enzyme
methods. High-density lipoprotein cholesterol was quantified
after precipitation with polyethylene glycol at room temperature
(PEG-6000; Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Germany).
Plasma insulin, levels of soluble IL-6, and plasma free fatty acids
(FFAs) were measured as described elsewhere (5). TNFea in se-
rum (cohort 1) and in plasma (cohort 2) was measured with the
human TNFa ultrasensitive kit (BLK Diagnostics International,
Barcelona, Spain). Serum sTWEAK was measured using the hu-
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Table 1. Clinical and Anthropometrical Characteristics of Cohort 1

Control Severely Obese P

(n = 35) (n = 23) Value
Age, y 445+ 83 40 = 10 ns
Gender, n, male/female 23/12 9/14 ns
BMI, kg/m2 26.2 = 3.6 574 +7.3 <.001
Waist circumference, cm 90.8 = 13 146.2 = 235 <.001
SBP, mm Hg 122 =13 140 = 23.6 ns
DBP, mm Hg 70.6 9.4 84.5 +10.2 .004
Cholesterol, mM 48 +0.3 52+ 1.1 ns
HDL-cholesterol, mM 1.3+x0.3 1+06 ns
Triglycerides, mM 1.2 0.7 1.4+08 ns
LDL-cholesterol, mM 29+x09 3511 ns
Glucose, mM 53+ 0.7 56+ 1 ns
Insulin, wlU/mL 59+ 45 31.5+18 <.001
HOMA-IR 1.4 +1.1 81+59 <.001
IL-6, pg/mL 1914 6.1 =45 <.001
TNFe, pg/mL 2.4 +13 41 x24 .033
STWEAK, pg/mL 587,8 + 264.3 252,8 + 386.5 <.003

Abbreviations: DBP, diastolic blood pressure; ns, not significant; SBP, systolic blood pressure.

man TWEAK instant ELISA kit (Bender Medsystems, Vienna,
Austria). Leptin was analyzed using the enzyme immunoassay
ELISA kit (Diagnostic Systems Laboratories, Webster, Texas).
Adiponectin was analyzed using the enzyme immunoassay
ELISA kit (DRG Diagnostics GmbH, Marburg, Germany).
Plasma high-sensitive C-reactive protein (CRP) was measured
using a highly sensitive immunonephelometry kit (Dade Behring,
Marburg, Germany).

Reagents

TWEAK, TNFa, IL-4, IL-10, and interferon (INF)-y were
purchased from PeproTech Inc (Rocky Hill, New Jersey). Lipo-
polysaccharide was purchased from Calbiochem (BioNova, Bar-
celona, Spain). Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) was pur-

chased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain). The following
antibodies were used: antihuman TWEAK/TNFS12 was pur-
chased from R&D Systems (Barcelona, Spain); Fnl4; p44/42
(ERK); stress-activated protein kinase (SAPK)/c-Jun N-terminal
kinase (JNK); p38 MAPK; phosphorylated (P)-p44/42 (ERK)
(Thr202/Tyr204); DP-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185); P-p3$
MAPK (Thr180/Tyr182); inhibitory-«B (IkB)-a; P-IkBa (Ser32)
were obtained from Cell Signaling (Invitrogen, Spain); and anti-
B-actin antibody was obtained from Sigma-Aldrich.

Cell culture and treatments

Primary culture of human adipocytes
Human preadipocytes were purchased from the European
Collection of Cell Cultures (Salisbury, United Kingdom). Cells

Table 2. Clinical and Anthropometrical Characteristics of Cohort 2

Before 6 Months P Pearson Correlation,

Surgery After Surgery Value® Change, %" % TWEAK*®
BMI, kg/m? 56 + 6.6 43 £ 6.5 <.001 —24,5+7.1 R = —0.008;P = 0.976
Waist circumference, cm 143 = 14.6 117,5 = 13.7 <.001 —-18,1+7.4 R =0.208; P = .342
Cholesterol, mM 49 £ 1 3.4 = 0.69 <.001 —-30,8 116 R = —0.055;

P =0.802

HDL-cholesterol, mM 1.10 = 0.3 092 0.2 <.001 -13,4 =153 R = —0.001; P = .998
Triglycerides, mM 1.6 *1 1.3*£05 .010 —7,9 £ 33.1 R =0.065; P=.770
Glucose, mM 56+ 1 48 *+04 <.001 -12,3 =153 R =0.029; P = .897
FFAs, mM 0.56 = 0.24 0.48 = 0.17 .386 54+ 564 R = -0.535; P =.018
Insulin, wlU/mL 28.1+16.4 11.3+£43 <.001 -51.3 239 R=-0.079; P =.734
HOMA-IR 7.2+%5 25+1 <.001 —58.3+21.8 R = -0.103; P = .665
Leptin, ng/mL 82.8 325 34.4 + 37 <.001 -61.8 =259 R = —0.075; P = .768
CRP, mg/mL 7+6.2 1.6 4.7 .001 —62,6 + 32.3 R = -0.015; P = .954
IL-6, pg/mL 3.1+3 1.1 =17 .012 105.6 = 767 R = -0.071;, P =.786
TNFa, pg/mL¢ 1.5*+0.2 1.1 +£0.2 .033 —-17.8 14 R =0.067; P = .820
STWEAK, pg/mL 253 = 110.4 319 = 157 .029 34.8 = 53.7 R=1

Clinical and analytical characteristics (units provided) of the severely obese patients (n = 23) before and 6 months after surgery. Patients were 7

men and 16 women aged 40.2 *+ 10 years.
@ Pvalue for paired Student’s t test between T = 0 and T = 6.
b Percentage of change (T6—T0/T = 0*100).

< Correlation analysis with percentage sSTWEAK and clinical and anthropometrical variables R (Pearson correlation coefficient and P value).

4 Plasma levels.
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were differentiated into adipocytes as recommended by the Eu-
ropean Collection of Cell Cultures. At day 14 of differentiation,
cells were treated with 100 ng/mL TWEAK or left untreated.
After 17 hours, the medium was replaced with a fresh medium.
Cells were then either left unstimulated or stimulated for 8 hours
with 50 ng/mL TNFa or with 50 ng/mL TNF« plus 100 ng/mL
sTWEAK. Cells and cell culture supernatant were collected for
further processing.

Human monocyte-derived macrophages

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated with Ficoll-Hypaque gradients (Amersham Bioscience,
Barcelona. Spain). Monocytes were purified from PBMCs by
magnetic cell sorting using CD14-microbeads (Milteny Biotech,
S.L. Madrid, Spain). M1, M2a(IL-4), and M2¢(IL-10) macro-
phages were generated in vitro according to the literature (11) by
incubation of PBMCs in 1000 U/mL IFNy, 10 ng/mL IL-4, and
10 ng/mL IL-10, respectively, for 5-6 days in RPMI 1640 sup-
plemented with 10% fetal bovine serum.

Inaddition, THP-1 cells were polarized to M1, M2a, and M2c
as described by Lepur et al (24). After treatments, all cells were
collected for further processing.

Immunoblot analysis

Cellular proteins were submitted to SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes, and blocked. Blots were developed
and quantified as described elsewhere (5).

Gene expression and relative quantification

RNA was extracted and quantified as described (4, 5). The
TagMan gene expression assays used were as follows: IL-6
(Hs00985641_m1); IL-8 (Hs00174103_m1), (Hs00605917_ml1),
IL-1B8 (Hs01555410_m1), IL-10 (Hs00961622_m1), TNFa
(Hs00174128_m1), TWEAK (Hs00611242_m1), MCP-1
(Hs00234140_m1), CD206 (Hs00267207_m1), ADIPOO
(Hs00605917_m1), PPARy (Hs00234592_m1), and PPIA
(Hs99999904_m1).

Statistical analysis

For clinical and anthropometrical variables, data are ex-
pressed as mean * SD and for in vitro experimental results as
mean * SE. Differences in variables before and 6 months after
surgery were analyzed by a paired Student’s ¢ test. Cohen’s kappa
agreement was calculated to detect positive or negative varia-
tions in circulating level changes before and after surgery be-
tween sSTWEAK and adiponectin.

Differences among control and severely obese subjects were
tested with the Mann-Whitney U test for nonnormally distrib-
uted data or Student’s ¢ test for normally distributed data. Spear-
man’s correlation coefficient was used to analyze the association
between sSTWEAK levels and clinical or metabolic parameters.
The mixed linear model was used to determine whether any
variable was affecting sSTWEAK change between 0 and 6 months,
considering the measures of each subject as a random effect and
the time and the influence of variables as fixed. Gender, age, and
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
were considered to adjust the model. Finally, stepwise linear
regression analysis was performed grouping patients at T = 0
from cohort 1 and cohort 2 to determine the independence of the
association between metabolic and clinically associated vari-
ables and sSTWEAK levels. P < .05 was considered significant.
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Statistical analysis was performed using version 15 of the Sta-
tistical Package for the Social Sciences (SPSS, Chicago, Illinois).

Results

sTWEAK serum levels are reduced in severely
obese patients and rise after bariatric surgery

When we compared circulating serum sTWEAK levels
in the cohort 1 of severely obese subjects vs a comparable
control group (Table 1), we observed significantly lower
levels of sSTWEAK in severely obese patients compared
with the control group (P < .003) (Figure 1A). No signif-
icant differences according to gender were found with re-
spect to sSTWEAK levels within the group of severely obese
subjects or within the control group (P = .297 and P =
.063, respectively) or after grouping all subjects from co-
hort 1 (P = .414). As expected, severely obese subjects
showed a circulating proinflammatory profile with signif-
icantly higher levels of IL-6 and TNFa« (Table 1).

We also measured sSTWEAK in a different cohort before
and after bariatric surgery (cohort 2, Table 2). At 6 months
after surgery, sSTWEAK levels were significantly elevated
in 69% of the patients (P = .029) when compared with
basal levels before weight loss (Table 2 and Figure 1B). No
differences were found according to gender with respect to
STWEAK before (P = .698) or after surgery (P = .878). A
mimetic effect of sSTWEAK and adiponectin changes after
weight loss were observed in some subjects (n = 17), with
a tendency to be significant (k = 0.415; P = .087) (25).
Other clinical parameters, biochemical (glucose and lipid
profile) and inflammatory, were found significantly de-
creased after surgery (Table 2). Correlation analysis with
all studied variables at T = 0 and T = 6 showed that
sTWEAK at T = 0 was negatively related to CRP at T =
6 (r=—0.537,P = .026), and sSTWEAK at T = 6 signif-
icantly correlated with FFAs at T = 6 (r = —0.499, P =
.025).In a bivariate correlation analysis, the percentage of
change of STWEAK was the only variable that signifi-
cantly related with the percentage of change of FFA (r =
—0.535, P = .018). Then we performed a paired # test to
check whether FFA levels change significantly after sur-
gery. Despite a clear trend to be lower, the differences were
not statistically significant (P = .386). Finally, to test
whether changes in FFAs were influencing sTWEAK
changes, we used the mixed linear model, and we found
that FFAs modulate the expression of sSTWEAK (P =
.021), meaning that an increase of 1 unit (1 mM) of FFAs
decreases STWEAK by —202.994 pg/mL [95% confidence
interval (CI) (—373.167; —32.820)].

Bivariate correlation analysis grouping subjects from
cohorts 1and 2 at T = 0 (n = 81) showed that circulating
STWEAK correlates negatively with HOMA-IR (r
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circulating levels, we constructed a
multiple regression model with
STWEAK as the dependent variable,
including all the above-correlated
variables as independent ones, and
gender and age as confounding fac-
tors. The final model indicated that
the increase of 1 unit of BMI (kilo-

— grams per square meter) decreases

STWEAK by —7.73 pg/mL (95% CI
—12.2; —3.26).

Finally, to test the influence of
sTWEAK, HOMA-IR, cholesterol,
triglycerides, and HDL-cholesterol
on BMIindex we performed a regres-

— sion analysis with BMI as the depen-

dentvariable. The result showed that

Severely ;hn n=13

Patients

800

sTWEAK circulating levels (pg/mL)

200

T
Contrel n=35

BMI was predicted by HOMA-IR
[B = 1.85 (CI 1.21; 2.5)] and HDL-
cholesterol [B = —11.51 (95% CI
—19.6; —3.3]). The model had an
adjusted R? coefficient of 0.478.

@ sTWEAK T=0 pgimL
O sTWEAK T=6 pgimL

@

mTWEAK is predominantly
expressed in the SVF and Fn14
in the isolated adipocytes
obtained from SAT of severely
obese patients

When we determined the protein
expression of TWEAK isoforms and
Fn14 in the SAT depot of control and
severely obese patients, we observed
- that the expression of mMTWEAK and
Fn14 was higher in severely obese
than in controls, whereas the expres-
sion of sSTWEAK was undetectable
in both groups (Figure 2A). Addi-
tionally, as already described, TNF«
mRNA levels were up-regulated in

T T T T T
1234566
Patients

Figure 1. sTWEAK serum concentrations are decreased in severely obese subjects and rise after
bariatric surgery. A, STWEAK circulating serum levels are reduced in severely obese compared
with control subjects (cohort 1). Each box shows the median, quartiles, and extreme. *, P <
.003. B, Individual STWEAK levels of cohort 2 patients before and 6 months after surgery.

—0.286, P = .025), glucose (r = —0.306, P = .013), body
mass index (BMI) (r = —0.399; P =.001), cholesterol (r =
—0.282, P = .025), and triglycerides (r = —0.255, P =
.046) and positively with high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol (r = 0.299, P = .018). To evaluate the contri-
bution of each variable in determining the sTWEAK
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the SAT samples of severely obese
subjects, confirming the existing lo-
cal inflammatory background in
these patients (Supplemental Figure
1, published on The Endocrine Soci-
ety’s Journals Online web site at
http://jcem.endojournals.org) (26).

When we analyzed isolated adipocytes and SVF from
SAT of severely obese and control subjects, we observed
that mMTWEAK and Fn14 protein were slightly overex-
pressed in SVF from severely obese subjects, and, in the
adipocyte fraction of these subjects, the Fnl4 receptor
protein expression was also significantly elevated (Figure
2,Band C).

87

permission. . All



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE LA CITOCINA TWEAK Y DE SU RECEPTOR Fnl4 EN EL CONTEXTO DE LA OBESIDAD.

Elsa Maymé Masip
Dipdsit Legal: T 322-2016

E1328 Maymo-Masip et al TWEAK Modulates TNFa in Adipocytes
A
Subcutaneous adipose tissue
Control | Severely Obese
— e mTWEAK ; 10 O Tweak
| 4 L‘l-\\-n,\K s B Fald
I - e J Fnld .i .
=
(= £
‘_.“---‘.“"“”‘ 3
ol Crimmm
B Control
Stromal vascular fraction
zn 0 Tweak
Control l Severely Obese TR
| k“'"'“'"""‘ % 81
z 61
| ey Fnld T4l
= 1
|-=--=_-=|p,\.ﬂn i, I_LI_
Control
Isolated adipocytes
pocy s M O Tweak
Control I Severely Obese 25 @fu
mIWEAK  § 29 -
STWEAK i; 15 4
[- S . | P14 E 10
205
P"—---——-———lp:\nm 2 00+ :‘I

Lean

Figure 2. mTWEAK protein expression was increased in the SAT and SVF of severely obese
subjects, whereas FN14 was up-regulated in isolated adipocytes. Abdominal SAT was obtained
from 4 severely obese patients (4 women, aged 45.5 * 9.7 years; BMI 59.1 + 4.4 kg/m?) and

J Clin Endocrinol Metab, August 2013, 98(8):E1323-E1333

rophages, and we observed that IL-6
mRNA was overexpressed in the M1
type, whereas CD206 was overex-
pressed in the M2a type (Figure 3C).
Both M1 and M2a expressed similar
* mRNA levels of TWEAK (Figure
3C).

Atthe protein level, we showed an
overexpression of mMTWEAK only in
the M2a type, in both THP-1 polar-
ized macrophages,
monocyte-derived macrophages
(Figure , 3B and D). Very low intra-
cellular levels of sSTWEAK were de-
tected in each macrophage subtype
(Figure 3, B and D).

It is well known that some cyto-
kines may help to polarize macro-
phages toward M1 and M2 types
(12); we then checked whether
STWEAK treatment could have an
effect on macrophage polarization.
When sTWEAK was added to the
polarization treatments of THP-1
cells, no polarizing effect was ob-
served because the mRNA expres-
sion profile of the selected cytokines
remained the same (Supplemental
Figure 2).

Severcly obese
and human

Severely obese

Severely Obese

from 4 control subjects (4 women, aged 67.7 *+ 14.2 years; BMI 24 + 0.9 kg/m?); adipocytes

(ADI) and SVF were isolated. Fifty micrograms per lane of total protein extract were analyzed by
Western blot for both TWEAK isoforms (m/sTWEAK) and Fn14. SAT (A) SVF (B) fractions are
shown as are isolated adipocytes (C). Immunoblot and densitometric analyses normalized to -

actin levels are shown. Data are expressed as means * SE. *, P < .05

mTWEAK is overexpressed in M2a but not in M2c,
M1, or unpolarized M0 monocyte-derived
macrophages

We addressed the question of whether M1, M2a, or
M2c¢ macrophage types express TWEAK because there
was no information regarding this issue, and these mac-
rophage types have been described in the obese setting
(16). We first determined TWEAK expression at the
mRNA and protein level in THP-1 polarized macrophages
to M1, M2a, and M2c. We observed that the M1 type had
significantly up-regulated expression of IL-13, IL-8,IL-6,
MCP-1, and TNFa when compared with the unpolarized
MO type; in the M2a macrophage, IL-10 and CD206 were
significantly up-regulated, whereas M2¢ showed a similar
profile to MO0, with a slightly significant up-regulation of
TNFa. Interestingly, TWEAK mRNA was markedly up-
regulated only in the M2a type (Figure 3A). To rule out
that this finding is not cell type restricted, we also obtained
M1, M2a and M2c type human monocyte-derived mac-

sTWEAK reduces TNFa
induction of IL-6 and IL-8
cytokine in primary cultures of
human adipocytes

A down-regulation of the TNFa inflammatory effects
by sSTWEAK have been described in different cell types in
the setting of autoimmune and chronic inflammatory dis-
eases (19-21). We then explored whether sSTWEAK might
also interfere with TNFa proinflammatory effects in adi-
pocytes because the involvement of TNFa in the inflam-
matory events that take place in obesity is well established
(27). For this purpose we analyzed human primary cul-
tured adipocytes using a previously described experimen-
tal procedure, in which cells pretreated with sSTWEAK or
left untreated were further challenged with TNF« (19).
When human primary cultured adipocyte cells were pre-
treated with sSTWEAK, we observed a significant reduc-
tion (P <.005) in the TNFa-induced IL-6 and IL-8 mRNA
and protein expression profile (Figure 4, A and B). No
changes were observed for adiponectin gene or protein
expression (Figure 4, A and B) or for PPARy gene expres-
sion (Figure 4A).
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Figure 3. Overexpression of mMTWEAK in M2a polarized THP-1 and human monocyte-derived macrophages. THP-1 polarized to macrophages. A,
Inflammatory mRNA profile of MO, M1, and M2 (a and c) polarized cells. To obtain the MO and M1 types, cells were treated with 100 mM PMA in
complete RPMI 1640 medium for 3 days, followed by 3 days without PMA for MO and with 100 ng/mL lipopolysaccharide for M1. To obtain M2a
and M2c macrophage phenotype, cells were treated with 100 mM PMA with the addition of 10 ng/mL IL-4 for M2a or IL-10 for M2c in complete
medium. Total RNA was isolated and analyzed by quantitative RT-PCR for the cytokines: IL-18, IL-8, IL-6, MCP-1, TNF«, IL-10, and TWEAK.

(mean = SE of 5 independent experiments). *, P < .05 with respect to MO0. B, Western blot analysis of TWEAK isoforms (mTWEAK and sTWEAK)
in the 4 polarized types: MO, M1, and M2 (a and ¢). Protein extracts (20 pg/lane) were resolved by SDS-PAGE analyzed by Western blot.
Representative immunoblot of 4 independent experiments and densitometry analysis are shown. *, P < .05 with respect to M0, M1, and M2c.
Human monocyte-derived macrophages are shown. C, Monocytes from peripheral blood of 4 healthy donors were pooled and cultured 5-6 days
in RPMI 1640 medium supplemented with 1000 U/mL IFNy, 10 ng/mL IL-4, and 10 ng/mL IL-10, respectively, for 5-6 days. Real-time PCR
confirming human macrophage polarization was performed for M1 and M2 (a and ¢). *, P < .05 with respect to MO. D, Western blot analysis of
TWEAK isoforms (NTWEAK and sTWEAK) in the 4 polarized types: MO, M1, and M2 (a and c). Protein extracts (20 ug/lane) were resolved by SDS-
PAGE analyzed by Western blot. Representative immunoblot of 2 independent experiments and densitometry analysis are shown. *, P < .05 with
respect to MO and M1.

Adipocytes remained greater than 90% viable at the
end of the different treatments (data not shown).

sTWEAK inhibits TNF« cellular signaling in primary
cultures of human adipocytes

To explore a possible inhibition of the TNFea inflam-
matory cascade by sSTWEAK, we analyzed the activation
status of the nuclear factor-«kB (NF-«B) and MAPK sig-
naling pathways, well-known mediators of TNFa signal-
ing in adipocytes (27). For this purpose, sSTWEAK pre-
treated primary cultured adipocytes were further
challenged with TNFa for 5 seconds, 15 seconds, 30 sec-
onds, 2 hours, and 8 hours. Pretreatment of adipocytes
with sSTWEAK lowered the activity of NF-«B by signifi-
cantly reducing IkBa phosphorylation at 5 seconds, which
was followed, as expected, by a reduction in total IkBa.
Regarding MAPK signaling cascades, we observed that

The Endocrine Society. Downloaded from docri

by [${individual User

}] on 16 June 2015. at 06:04 For personal use only. No other

STWEAK pretreatment significantly reduced the activa-
tion of JNK at 10 seconds and 15 seconds, and ERK1/2
protein kinase at 5 and 10 seconds, whereas p38 phos-
phorylation was only moderately reduced but did not
reach significance (Figure 5).

Discussion

In the present study, we report, for the first time, that
STWEAK circulating levels are significantly decreased in
severely obese patients compared with a control group.
On the other hand, sSTWEAK levels rise after bariatric
surgery in 69% of patients. The observation of lower lev-
els of STWEAK in severely obese subjects is in agreement
with decreased sSTWEAK circulating levels found in pa-
tients with other chronic inflammatory conditions such as
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Figure 4. sTWEAK reduces TNFa-induced cytokine production in human primary cultured adipocytes. A, sSTWEAK inhibits TNFa-induced /L-6 and
IL-8 mRNA expression in human primary cultured adipocytes but does not alter ADIPOQ mRNA expression. Cells untreated or pretreated with
STWEAK (see Materials and Methods) were left unstimulated (lanes 1 and 4), treated with 50 ng/mL TNFa (lanes 2 and 5), or treated with 100 ng/
mL sTWEAK plus 50 ng/mL TNFa (lanes 3 and 6). *, P < .05 compared with untreated control (lane 1); § and #, P < .05 compared with treated
TNFa (lane 2) (mean = SE of 3 independent experiments). B, sSTWEAK reduces TNFa-induced IL-6 or IL-8 protein secretion without affecting
adiponectin secretion. Untreated or STWEAK-pretreated primary cultured adipocytes were stimulated with 50 ng/mL TNFa. Culture media
concentrations of IL-6, IL-8, and adiponectin were measured by ELISA. Data represent the percentage of cytokine secretion from untreated vs
TWEAK pretreated (mean = SE of 3 independent experiments). *, P < .05.

type 2 and type 1 diabetes, heart failure, or atherosclerosis,
all of which are associated with an increased cardiovas-
cular risk (3, 7, 28, 29).

The improvement in the metabolic and inflammatory
profile after massive weight loss leads to a recovery of the
circulating levels of antiinflammatory molecules; such is
the case of adiponectin. Since we observed that sSTWEAK
levels also rise after surgery, this may suggest that
sTWEAK could play an antiinflammatory role. However,
to confirm this association, we are aware that a larger
sample size will be necessary. Interestingly, we also found
that FFA modulates the expression of sSTWEAK, which
datum may indicate that lipotoxicity could be an impor-
tant factor that may be regulating sSTWEAK levels.

There is no clear explanation for decreased sSTWEAK
levels in severely obese patients. In general, the mecha-
nisms leading to reduced levels of sSTWEAK in diseases
associated with cardiovascular risk are not known. In the
case of severe obesity, we found that the main determinant
of the STWEAK circulating levels was BMI in an inverse-
dependent manner. However, the low levels of mRNA of
TWEAK expression detected in subcutaneous and visceral
adipose tissue (5) suggest that the contribution of adipose

The Endocrine Society. Downloaded from docri

tissue to sSTWEAK levels should be minor. Thereafter the
circulating sSTWEAK levels may be decreased in severe
obesity, possibly as a consequence of the metabolic de-
rangement of other tissues such as vasculature and skeletal
muscle, which are both involved in the development of
obese comorbidities, and in which TWEAK expressed at
higher levels has been found (2).

Many cytokines of the TNF family exist in the form of
transmembrane proteins and, after proteolytic cleavage,
are secreted as soluble form. Typically both forms activate
their receptors efficiently, however, sometimes with a dif-
ferent intensity (30-32). In the case of TWEAK,
mTWEAK induces a superior response than sTWEAK in
vitro (33).

In this study, we have analyzed the expression of
TWEAK protein isoforms in SAT in detail by isolating
adipocytes from their SVF cells. Interestingly, adipocytes
show negligible m/sTWEAK expression levels but a high
expression of their receptor Fn14, whereas the SVF cells
express mMTWEAK only. Since macrophages are an im-
portant component of the SVF cells, this finding may point
to macrophages as one of the cells that expresses this cy-
tokine in the adipose tissue of severely obese subjects. This
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Figure 5. sTWEAK inhibits TNFa cellular signaling in human primary cultured adipocytes. Human primary cultured adipocytes pretreated with
STWEAK or left untreated were stimulated with 50 ng/mL TNF«, and cells were collected at different time points. Protein extracts (20 ug/lane)
were resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western blot. The activation of the NF-«B and MAPK pathways was analyzed using antiphospho- and
antitotal IkBa, SAPK/INK, ERK1/2, and p38 antibodies. Representative immunoblot of 3 independent experiments and densitometric analysis are
shown (M, untreated; O, STWEAK pretreated). *, P < .05 with respect to untreated.

observation could be of importance because in severe obe-
sity, this tissue is highly infiltrated with the macrophages
(up to 40%) (10).

In obesity, infiltrating macrophages have been de-
scribed to fit within the M1 and M2 (a and ¢) type, and the
M2 type has been described as the most abundant within
the obese adipose tissue (12-17). It has been reported that
macrophages can express mTWEAK on their surface (23),
but to date, there has been no evidence in favor of a specific
subtype. Here we report that M2a human monocyte-de-
rived macrophages express higher levels of mTWEAK
when compared with M2¢, M1, and MO type. Since phe-
notypes of macrophages that express TWEAK are not de-
scribed in human adipose tissue, the impact of our findings
needs to be corroborated in isolated macrophages from
severely obese subjects.

It is well known that some cytokines may help to po-
larize macrophages toward M1 and M2 types (12). In this
sense, we found that in our experimental conditions,
STWEAK has no effect over the different macrophage ac-
tivation states, indicating that the presence of sSTWEAK
may not affect macrophage phenotype.

In addition, we have shown that treatment of human
primary cultured adipocytes with sSTWEAK significantly
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reduced the production of TNFa-induced IL-6,and IL-8
by down-regulating NF-«B and MAPK pathways with no
apparent changes in the adiponectin gene or protein ex-
pression. Although it is known that NF-«B regulates the
expression of IL-6 and IL-8 by directly binding to their
promoter regions (34, 35), it does not regulate adiponectin
expression directly. Adiponectin is in part regulated by
peroxisomal proliferator-activated receptor-vy (36), which
does not undergo any change in its expression either after
STWEAK pretreatment. This inhibitory/modulatory ef-
fect of sSTWEAK on TNFa-activated cells is in line with
what occurs in other pathologies such as rheumatoid ar-
thritis (20), ischemic stroke (21), and in several tumor
epithelial cells (19), suggesting a broader general compet-
itive behavior of sSTWEAK and TNFa. Both sSTWEAK and
TNFa cytokines coexist within the adipose tissue envi-
ronment, and both have a proinflammatory potential, al-
though at the same doses, TNFa has a much more potent
and rapid inflammatory upshot than sTWEAK (37). In
this sense, the low circulating levels of sSTWEAK found in
obese subjects may contribute to amplify the deleterious
effect of TNFa in systemic and local specific tissues.

In conclusion, our observation of lower sSTWEAK cir-
culating levels in severely obese subjects may favor the
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proinflammatory activity elicited by TNFa. Additionally,
in human adipocytes, the modulator effect by sSTWEAK
over TNFa cytokine production broadens our knowledge
of TNFa inflammatory response and could impinge on a
better understanding of its adverse metabolic effects in
obesity.
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Subcutaneous adipose tissue from severely obese patients shows elevated mRNA levels of TNFa

Supplemental Figure 1.
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sTWEAK treatment did not affect the polarization state of macrophages.

CD208, IL-10, IL-6, JL-8 and TNFox was measured by gPCE in MO, M1 and MZa
macrophages. To evaluate the effect of sTWEAK in macrophage polarization, all
macrophage types were cultured in the presence of 20ng/mL sTWEAK during the
polarization treatment p<0.05 respect to MO, (A) THP-1 polarized macrophages (B)
Human monocytes polarized macrophages.
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FE DE ERRATAS

En la pagina 89 dice: “STWEAK pretreated primary cultured
adipocytes were further challenged with TNFa for 5 seconds, 15 seconds, 30
seconds [...] reduced the activation of INK at 10 seconds and 15 seconds,
and ERKT /2 protein kinase at 5 and 10 seconds ...”

Y debe decir: “STWEAK pretreated primary cultured adipocytes were
Sfurther challenged with TNFa for 5 minutes, 15 minutes, 30
minutes |[...] reduced the activation of [NK at 10 minutes and 15
minutes, and ERK1/2 protein kinase at 5 and 10 minutes ...”
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RESUMEN RESULTADOS

Estudio 1

e El ¢je TWEAK/Fnl4 estd sobreexpresado en el tejido adiposo
subcutaneo y visceral de pacientes con obesidad severa en

paralelo a genes de hipoxia y de estrés de RE.

e Ia hipoxia y el estrés de RE son estimulos que no regulan la
expresion del eje TWEAK/Fnl4 ni en el adipocito ni en el

macroéfago.

e [Lainflamacién local del tejido adiposo podria estar implicada en
la regulacion de la expresion del eje TWEAK/Fnl14 en el tejido
adiposo de obesos severos, puesto que un estimulo inflamatotrio
in vitro induce la expresion de TWEAK en el macréfago y de

Fnl4 en el adipocito, sugiriendo asi una acciéon paracrina de
TWEAK sobre el adipocito.

e la citocina TWEAK tiene un efecto proinflamatorio 7z witro

sobre adipocitos humanos.

Estudio 2

e Los adipocitos de los individuos obesos sobreexpresan Fnl4,
mientras que la isoforma mTWEAK esta sobreexpresada en la
FSV.

e Ja isoforma mTWEAK se expresa mayoritariamente en los
macréfagos de tipo M2a.

e En la obesidad severa los niveles circulantes de sSTWEAK estan
disminuidos y aumentan tras la pérdida de peso por cirugia
bariatrica.
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e STWEAK modula la expresiéon y secrecion de citocinas
inducidas por el TNFa en adipocitos humanos mediante la
inhibicién de las vias de sefializacion cominmente utilizadas por
TNFo (NF-xB y MAPK).
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DISCUSION

La obesidad y la DMT2 son patologias que estan estrechamente
relacionadas con la presencia de inflamacién crénica de bajo grado'"*".
Esta evidencia plantea un cambio de comportamiento del tejido
adiposo, tanto de los adipocitos maduros como de las células
inmunocompetentes de la FSV en la progresiéon de la obesidad y de la
RI. Varias citocinas inflamatorias secretadas por el tejido adiposo, como
TNF« o la IL-6, se han descrito como moléculas involucradas en este
proceso inflamatorio alterando la sefializaciéon de la insulina en los
organos insulino-sensibles. El nimero de nuevas moléculas que afectan
al desequilibrio inflamatorio local y sistémico en la obesidad y la DMT2
es cada vez mayor. En este contexto tan complejo, algunas moléculas
pueden exhibir acciones paraddjicas o incluso opuestas, dependiendo
del tipo celular sobre el cual estén actuando y de las condiciones

sistémicas o locales.

TWEAK es una citocina que se expresa en multiples tejidos humanos a
nivel de ARNm, sin embargo, el primer dato de expresion de esta
citocina en el tejido adiposo humano de pacientes con obesidad y
DMT?2 fue publicado por nuestro grupo en el afio 2006 *.

A fin de conocer mejor el papel de la citocina TWEAK en el contexto
de la obesidad, nos propusimos profundizar en el conocimiento de estas
primeras observaciones para lo cual nos planteamos analizar la
expresion génica del eje TWEAK/Fn14 en biopsias pareadas de TAS y
TAV en un contexto mas amplio que recogiera los distintos fenotipos
asociados a obesidad, incluida la DMT2, en cohortes de sujetos
delgados, con sobrepeso, obesos, obesos severos y pacientes con
DMT?2. Los datos obtenidos ponen en evidencia un patrén de expresion
del eje TWEAK/Fn14 diferente en la cohorte de pacientes que
presentan obesidad severa (BMI =40). Dicha expresion génica sigue un

petfecto paralelismo con la expresion de la proteina en el TAS de estos
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pacientes, tal y como podemos observar en el segundo estudio
presentado. Asi, en los pacientes con obesidad severa la expresion de
TWEAK se mantiene homogénea entre TAS y TAV, mientras que en
estos pacientes, el receptor Fnl4 se sobreexpresa en el TAV,
posiblemente debido a que el tejido visceral proporciona un ambiente
mas propicio a la expresion de Fr74, ya que es un receptor altamente
inducible por multiples factores de crecimiento y diversas citocinas

quizas mas presentes en este depdsito anatémico.

La expresion proteica de las dos isoformas de TWEAK (STWEAK vy
mTWEAK) en adipocitos aislados del TAS fraccionado de obesos
severos es casi despreciable; sin embargo detectamos una elevada
expresion de Fnl4. Por otro lado, en la FSV soélo detectamos la
isoforma mTWEAK. Como los macréfagos son un componente muy
importante de la FSV en los pacientes obesos, llegando a representar
casi el 40% de las células del tejido adiposo’u, es probable que éstos sean
uno de los tipos celulares que mas expresan TWEAK en el tejido

adiposo de los pacientes con obesidad severa.

Los macréfagos pueden presentar tanto fenotipos proinflamatorios
como antiinflamatorios clasificindose en fenotipo M1 y fenotipo M2
respectivamente. Una forma de obtener estos fenotipos 7z witro, es
mediante la estimulacién con diversos factores. Asi, los macréfagos
adquieren el fenotipo M1 después de la estimulacién con IFNy solo o
en combinacién con ligandos de TLR; mientras que los macréfagos
adquieren el fenotipo M2 después de la exposicion zz vitro a la 11.-4, la
IL-13 o la IL-10. Los macrofagos M1 secretan altos niveles de citocinas
proinflamatorias IL-6, I1L-1 y ROS; mientras que los M2 secretan
citocinas esenciales para la resolucion de la respuesta inflamatoria. En el
tejido adiposo existen varias poblaciones de macréofagos (M1, M2a,
M2c) que se encuentran en distintas proporciones segun el
contexto™ " **’. Sin embargo, hasta el momento se desconocia si existe
algun subtipo especifico de macréfago que exprese TWEAK de forma
preferente. En este sentido, nuestros resultados tras obtener la

polarizacion zn vitro de monocitos humanos de sujetos sanos hacia los
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diferentes subtipos de macréfagos o bien utilizando la linea celular
THP-1, muestran que los macréfagos de tipo M2a expresan mas
mTWEAK que los subtipos M2c, M1 y MO. Estos datos suman
importancia al estudio porque es la primera vez que se identifica un
subtipo de macréfago como responsable mayoritario de la expresion de
TWEAK. No obstante, debemos ser cautos y corroborar estos
resultados en macréfagos aislados de tejido adiposo de pacientes
obesos, antes de asegurar sin duda alguna que esta observacion también

se reproduce en el macréfago residente en el tejido adiposo.

En la literatura, los datos sobre el fenotipo de macréfagos que
predomina en el tejido adiposo obeso son controvertidos. En ratones, la
mayoria de autores indican que los modelos de ratones obesos

139

presentan mas macrofagos de tipo M1 en el tejido adiposo ™. Pero en la

obesidad humana, aunque algunos estudios estin de acuerdo con las

observaciones en modelos animales'"*"”

, Otros apuntan a que existe un
predominio del fenotipo M2 sobre los demas®'*™*"**'. Los macréfagos
observados en tejido adiposo de los individuos obesos son
mayoritariamente de tipo M2, atn asi son capaces de producir citocinas
inflamatorias que podrian contribuir considerablemente al desarrollo de

RIZ71

La polarizacién hacia un fenotipo u otro de macréfago, como ya hemos
comentado, es debida a la accion de ciertas proteinas inflamatorias sobre

dicho tipo celular®'*,

Siguiendo esta linea, decidimos evaluar la
posibilidad de que sTWEAK pudiera ejercer algin efecto polarizador
sobre los macréfagos. Utilizando la linea celular THP-1 y tras tratar
estas con STWEAK pudimos observar que no se afecta la expresion de
genes marcadores de macrofagos de tipo M1 (TNF, IL-6, IL-1B) ni M2
(CD206, 11-10), lo que indica que STWEAK no tiene ningun efecto
polarizador ni activador sobre los macrofagos, al menos en las

condiciones analizadas en nuestro estudio.

En el tejido adiposo de los individuos obesos coexisten, en el mismo
. . . . - 17
contexto, eventos inflamatorios y un ambiente de hipoxia'”,

/ : . 172
generandose como consecuencia de ello, estrés de RE'™. Uno de
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nuestros objetivos fue analizar el papel que podian jugar estos elementos
en la desregulacion del patrén de expresion del eje TWEAK/ Fnl4 en el
tejido adiposo de estos pacientes. Para averiguar el grado de hipoxia,
estrés de RE y de inflamacién del tejido adiposo de nuestros pacientes,
analizamos en las biopsias de TAS y TAV de nuestra cohorte la
expresion relativa del eje TWEAK/Fn14 en relacion a genes de
respuesta a hipoxia, tales como IVEGF, GLUTI, FLAF, HYOUT,
Visfatin, HIF-Tae y los genes relacionados con el estrés de RE como
GRP78 y XBP-1. Se observa una sobreexpresion de todos los genes
tanto de hipoxia como de estrés de RE solamente en la cohorte con
obesidad severa, tanto en TAS como en TAV, al ser comparada con un
grupo control. Estos resultados estan en consonancia con otros estudios
donde se describe una sobreexpresion de genes relacionados con la
hipoxia e inflamacién en el contexto de la obesidad humana'”. No se
observan cambios en la expresion de estos mismos genes en biopsias de
pacientes con sobrepeso, obesos y delgados. Unicamente el gen VEGF
destaca por su sobreexpresion en las biopsias tanto de TAS como de
TAV de pacientes delgados al ser comparadas con los pacientes con

sobrepeso y obesidad.

A pesar de que estos hallazgos puedan parecer contradictorios puesto
que IVGEF aumenta su expresion en respuesta a la hipoxia y a la
demanda de un aumento de vascularizaciéon tisular, su papel en la
obesidad no esta claro. Aunque esta establecido que la expresion de
IVEGF es necesaria para la expansion del tejido adiposo, existen
estudios donde muestran una disminucién en la expresion de IV’EGFE en
el tejido adiposo obeso de ratones” y humanos obesos'™"**. En algunos
estudios se sugiere que la sobreexpresion de IVEGFE puede proteger de
la hipoxia, de la obesidad y de la RI**®. Halberg y colaboradores
apuntan a que en los ratones obesos tienen menos expresion de 'EGF
debido a que el estimulo de hipoxia (HIF-1) es insuficiente y por tanto
estin menos vascularizados”. Ademis, segin Hoon-Ki Sung, una
expresion de ”EGF insuficiente en tejido adiposo darfa lugar a cascadas

seflalizaciéon que conllevan ciertas complicaciones metabolicas (RI,
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acumulacién de triglicéridos en higado, colesterol e inflamacién en el
218

tejido adiposo blanco)™”.

En el caso de la obesidad severa, al tratarse de una situacion extrema, en
la cual los niveles de hipoxia tisular son probablemente mucho mas
acentuados que en la obesidad mas moderada, observamos claramente
un aumento de los genes de hipoxia, y por tanto, hallamos niveles

claramente elevados de I’'EGF en el tejido adiposo de estos pacientes.

El hecho de que encontremos algunos de los genes regulados por la
hipoxia (HIF7, HYOUT, GLUTT) y genes relacionados con el estrés de
RE (GRP78 y XBP-1) sobreexpresados en los depositos de TAV
respecto a los de TAS en obesidad severa podria responder a las
diferencias metabdlicas que existen entre ambos compartimentos'”.

El uso de modelos celulares representando los dos tipos celulares
mayoritarios en el tejido adiposo, la linea celular de leucemia en
humanos (THP-1) para macréfagos” v la linea Simpson-Golabi-Behmel
sindrome (SGBS) para adipocitos®™', nos han permitido explorar cémo
afectan los eventos de hipoxia y de estrés de RE al eje TWEAK/ Fnl4
en dichas células 7z vitro. Mediante la induccién de hipoxia ya sea por
deficiencia de oxigeno como quimicamente con CoCl, (estabilizador del
factor de transcripcion HIF-1o) y mediante la induccion de estrés de RE
con tunicamicina (inhibidor de la glicosilacién de proteinas en el RE)
comprobamos que ninguno de estos estimulos afecta a la expresion
génica ni de TWEAK ni de Fn14 en los tipos celulares analizados. Sin
embargo, la hipoxia y el estrés de RE provocan un aumento en el
ARNm de la citocina inflamatoria II-6, tanto en el adipocito como en el

macroéfago.

Dado que la hipoxia y el estrés de RE a su vez regulan la expresion de
I1-6° y que los niveles de I1.-6 circulante estan més elevados en nuestra
cohorte de pacientes con obesidad severa, decidimos evaluar su efecto
sobre adipocitos maduros (linea celular SGBS) y macréfagos (linea
celular THP-1) zn wvitro. El estimulo provocado por IL-6, produce un

incremento de la expresion de ARNm de TWEAK en el macréfago y un
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aumento de su receptor Fr74 en el adipocito. Este mismo efecto se
observa cuando el estimulo inflamatorio es provocado por TNFa en los
adipocitos o por LPS en los macréfagos. Estos resultados dan pie a
plantear que tanto TWEAK como su receptor Fnl4 pueden ser
modulados a nivel paracrino mediado por el ambiente inflamatorio del

tejido adiposo en el contexto de la obesidad (Figura 18).

Por su parte, TWEAK es una citocina capaz de inducir actividad
proinflamatoria en varios tipos de células humanas como son las células
endoteliales, células de rifién, sinoviocitos, células musculares, etc”. En
los adipocitos humanos, un estimulo con TWEAK provoca un
moderado efecto proinflamatorio, comparado con el potente efecto
proinflamatorio que produce TNFa, produciendo un aumento en la
expresion de las citocinas IL-6 y MCP-1, efecto descrito también por
otros autores’. Este efecto proinflamatorio parece estar mediado a
través de las vias de NF-kB canénica y no candnica. En nuestro trabajo,

se ha observado una

b

coincidiendo con el de Tiller y colaboradores™
ligera activacion de la via candnica en adipocitos subcutaneos, mientras
que la via no candnica parece que esta preferentemente activada en los

. . . . 23"
adipocitos de origen visceral™”

. Ademas, en adipocitos subcutineos
hemos observado una inducciéon moderada de proteinas de la via de las
MAPK (ERK1/2) tras un estimulo con TWEAK, vias implicadas en la
regulacion de la producciéon de citocinas. Estas vias también se activan

en adipocitos viscerales junto con la via de p38™>.

Se sabe que TWEAK puede interferir con varios procesos de
diferenciaciéon tales como miogénesis, diferenciacion de osteoblastos,
condrocitos y en la diferenciacién de eritroblastos®. En este sentido,
otros autores han descrito que TWEAK inhibe la diferenciacién de
adipocitos en una primera etapa, debido a una rapida reduccién de la
expresion de factores de transcripcion adipogénicos™”.

En cuanto a las funciones metabdlicas de los adipocitos maduros como
son la captaciéon de glucosa o la lipdlisis, los estudios realizados por
otros grupos demuestran que TWEAK no tiene efectos significativos en

estos procesos™. Lo mismo se puede deducir de los estudios de
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apoptosis en adipocitos humanos, como pudimos observar en trabajos
previos de nuestro grupo de investigacién®”, coincidiendo con datos de
otros autores’™. Asi, a pesar de que se ha observado que un estimulo de
TWEAK tiene un efecto proapoptotico claro en neuronas, y ciertas

200

lineas celulares tumorales humanas™", dicho efecto no se observa en

células adiposas.

Por lo tanto, en general, pensamos que el efecto principal de TWEAK
sobre los adipocitos parece estar restringido a la inhibicién de la
diferenciacién y a la inducciéon de una respuesta inflamatoria de forma

moderada.

La forma soluble de TWEAK (STWEAK) ha sido identificada y
cuantificada en la circulaciéon sanguinea, describiéndose niveles mas
bajos en pacientes con aterosclerosis o elevado riesgo CV. Asi, por
ejemplo, se han descrito niveles circulantes mas bajos inversamente
relacionados con el grosor intima-media carotideo en pacientes
asintomaticos™, en sujetos con enfermedad arterial coronaria y

160,11 : 2z : 75 z 1
14" hipertension  arterial pulmonar”; fallo cardfaco*™'*;

148 s . 268,267,200,234
1'**; enfermedad renal crénica™>=""

periférica
aneurisma de aorta abdomina
DMT1". Estos datos apuntan a un efecto dual de esta citocina en
circunstancias ~ sistémicas distintas. Aparentemente, los niveles
circulantes de sSTWEAK disminuidos en estas patologias parecen tener
un efecto deletéreo sobre el proceso aterosclerético, o al menos
asociadas a ¢l, a pesar de ser una proteina con un caricter

proinflamatorio cuando se estudia en otros contextos.

Con esta premisa, decidimos analizar si esta disminuciéon a nivel
circulante, era extrapolable a situaciones dismetabdlicas de elevado
riesgo CV como la obesidad o la DMT2. Para ello, analizamos los
valores de la forma soluble de TWEAK (STWEAK) en el suero de
pacientes con obesidad severa observando una disminucién en sus
niveles circulantes a pesar de mantener niveles mas elevados de otras
citocinas marcadamente inflamatorias como la IL-6 y el TNFa, tal y

143

como ya han descrito otros autores . En la misma linea, otro trabajo

reciente de nuestro grupo, ha puesto de manifiesto la relevancia de los
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bajos niveles de sSTWEAK como biomarcador predictivo de la DMT?2
en una poblaciéon de alto riesgo CV (cohorte Predimed) en la que se
evalu6 la incidencia de DMT?2 durante siete afios de seguimiento™. En
este estudio pudimos observar como los sujetos que habian desarrollado
una DMT2 durante el seguimiento, mostraban unos niveles basales mas
bajos de sSTWEAK respecto a los que permanecian sin diabetes. Estos
datos junto a estudios transversales previos'> apoyan la hipétesis de que
esta citocina podria tener un efecto “protector” en el desarrollo de
DMT2, quiza a través de una mejora del perfil inflamatorio sistémico en
estos pacientes. En sujetos de edad avanzada con alto riesgo CV,
también se ha observado que niveles reducidos sSTWEAK se asocian
principalmente con sindrome metabdlico, obesidad abdominal,

hipertrigliceridemia e hiperglucemia®.

La validez de esta hipotesis, viene avalada por el hecho de que estos
cambios parecen reversibles, recuperando los niveles de sTWEAK
cuando desaparece el evento inductor. Asi, pudimos constatar que en
pacientes con obesidad severa sometidos a cirugfa bariatrica los niveles
séricos de sSTWEAK aumentan tras la pérdida de peso en una gran
proporciéon de casos. Este incremento esta asociado a la mejoria del
perfil inflamatorio en estos pacientes, lo que nos induce a pensar en que
esta citocina pudiera intervenir de alguna forma en la mejora global del
proceso inflamatorio tras la reduccién ponderal de estos pacientes. A
pesar de que no podemos afirmar sin género de dudas que TWEAK
participe directamente como elemento antiinflamatorio en estas
circunstancias y se trate tan solo de un efecto secundario a la reducciéon
ponderal, todos los datos apuntados previamente, nos permiten
especular sobre un papel “protector” de esta molécula en el contexto de

patologia con alto riesgo CV.

La fuente principal de produccién de esta proteina, es dificil de precisar.
Aunque hemos detectado niveles de expresion de TWEAK en tejido
adiposo, pensamos que la contribucién de este tejido al poo/ circulatorio
es baja. Aunque no disponemos de datos sobre la secrecion de TWEAK

y su paso a la circulacion sistémica por parte del tejido adiposo, la baja
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expresion relativa de esta molécula en dicho tejido y el hecho de que
exista una relacion inversa entre la expresion a nivel tisular y los niveles
circulantes, apuntan a la existencia de otras fuentes de produccion de la
misma que podrian ser determinantes para entender esta regulacion a
nivel sistémico. En este sentido, en la obesidad se producen
disfunciones metabdlicas en otros tejidos ademas del adiposo, como
puede ser el tejido vascular y el muasculo esquelético, donde también se
ha descrito que se expresa TWEAK® y por tanto podrian ser una fuente
importante de sSTWEAK circulante mayor que la del tejido adiposo, si

bien esto esta por demostrar.

Profundizando un poco mas sobre este papel presuntamente protector
de esta molécula a través de sus efectos mitigantes del ambiente
inflamatorio en estas patologias, en nuestros trabajos hemos podido
comprobar cémo TWEAK lleva a cabo en parte este proceso a nivel

molecular.

Sabiamos que sSTWEAK es un regulador de la sefializacién de TNFa, ya
que ambos, TWEAK y TNFa, mediante la unién a sus respectivos
receptores sefializan por vias de transduccién intracelular comunes™”.
Asi, se ha descrito que tanto la isoforma transmembrana mTWEAK
como la secretada sSTWEAK son activas y sefializan a través de Fnl4
pero con distintas intensidades; es decir, mTWEAK serfa capaz de
inducir una respuesta inflamatoria mayor que la que induce sSTWEAK 77
vitro™".

Cuando estudiamos el efecto que dicha citocina podtia ejercer sobre
tipos celulares sometidos a estimulos inflamatorios como los que
provoca el TNFa en el contexto de las patologias estudiadas en nuestros
trabajos, comprobamos cémo la presencia de sSTWEAK tiene un
impacto en la respuesta obtenida ante dicho estimulo inflamatorio. En el
estudio zz vitro sobre adipocitos humanos primarios, demostramos que
un pretratamiento con sTWEAK tiene un efecto protector sobre la
respuesta  inflamatoria  inducida  por  TNFa,  reduciendo
significativamente la producciéon de IL-6 e IL-8. Estos resultados

refuerzan los datos publicados por otros autores en otros tipos celulares:
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sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide™’, neuronas corticales
de ratén en isquemia cerebral®, lineas celulares epiteliales de tumores
humanos™ y apuntan a la existencia de una competencia en las vias de
seflalizacion entre TWEAK y TNFa con una moderacion secundaria de
la respuesta inflamatoria generalizada. En este sentido, algunos autores
han apuntado a la existencia de una contencion de las vias de
seflalizacion intracelulares a través de NF-kB y de las MAPK, ambas

cominmente utilizadas por TNFa™® (Figura 18).

Dicho proceso parece afectar esencialmente a proteinas inflamatorias,
dejando de lado adipocitocinas antiinflamatorias como la ADIPOQ,
sobre la cual no se detectan cambios ni a nivel de expresiéon génica ni
proteica mediados por TWEAK. Esto podria explicarse, en parte por el
hecho que la ADIPOQ no esta regulada por NF-kB sino por PPARy'".
Tan solo existe un estudio donde si se observa una disminucién de los
genes PPARy y ADIPOQ tras estimulos de TWEAK duraderos y con

dosis muy altas sobre adipocitos humanos™.

Sin embargo, ni los
tiempos ni las dosis utilizadas en este estudio pueden compararse a las
utilizadas en nuestro trabajo, especialmente porque son concentraciones
muy elevadas de TWEAK lo cual desdibuja el papel que puede

representar en condiciones fisiologicas.

En estudios posteriores, hemos podido comprobar que los mecanismos
a través de los cuales STWEAK ejerce un efecto protector de la RI
inducida por el TNFa, no se deben a una competencia con TRAF2 a
través de TNFR2, si no a la supresion que ejerce STWEAK sobre el
efecto estimulador de TNFa sobre la quinasa J]NK1/27, 1a cual se halla
directamente involucrada en el desarrollo de RI"'. Dicha accién hemos
podido comprobar que esta mediada por la fosfatasa PP2A conocida

por regular negativamente la sefializacién de diversas citocinas™.

Respecto a la pregunta de cual es la importancia de TWEAK en la
fisiologia del tejido adiposo 7 vive, existen modelos de ratones &nock-out
(KO) para el TWEAK donde se ha estudiado el papel de esta citocina en
algunos aspectos del metabolismo del tejido adiposo, aunque algunos

datos son controvertidos.
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Uno de los estudios publicados recientemente proporciona la primera
demostraciéon en ratones zz wivo de la implicaciéon de la via
TWEAK/Fn14 en la regulacion del metabolismo del tejido adiposo en
obesidad”. Los ratones &nock-out para TWEAK alimentados con una
dieta rica en grasas, a las 17 semanas mostraban una reduccién en la
acumulacion ectépica de lipidos, una mejora en la accién de la insulina y
tolerancia a la glucosa a nivel hepatico y muscular; asi como un menor
grado de fibrosis y menor respuesta Thl en el tejido adiposo gonadal
cuando fueron comparados con los salvajes que expresaban TWEAK
Sin embargo, no hubo diferencias en el patrén de expresion de citocinas
inflamatorias'. Estos resultados solamente pudieron ser observados a
partir de las 12-17 semanas, de manera que no se puede descartar el
hecho de que el organismo desarrollara algiin sistema de compensacion
cuando no existe TWEAK como sugieren Mittal y colaboradores al
observar una sobreexpresion del receptor Fr74 en los ratones TWEAK-
KO™, o incluso la sefializacion independiente de ligando™”.

En el modelo de KO para TWEAK donde se analizé la respuesta
inmune en tejidos hematopoyéticos'”', los ratones TWEAK-KO
presentaban mayor namero de células natural killer (NK) que los salvajes
por lo que producian una mayor respuesta innata de tipo Thl frente al
LPS (producen mas IFNy e IL-12 y menos IL-10), promoviendo asi
inflamacién sistémica frente a un estimulo inflamatorio cuando no se
expresa TWEAK. Sin embargo, los ratones TWEAK-KO del estudio de
Bennett tenfan el mismo numero de células NK que los salvajes y menor
respuesta de tipo Thl. En ese mismo estudio se confirmé que TWEAK
estaba sobreexpresado a nivel local en tejido adiposo, tal y como

habfamos descrito en humanos y corroboramos en el presente trabajo.

Los modelos de ratén transgénicos que sobreexpresaban TWEAK en
tejido muscular, mostraban que los altos niveles de expresion de
TWEAK a nivel local inducfan atrofia muscular y disfunciones

metabolicas asociadas a la obesidad®""™*

, poniendo en evidencia la
capacidad inflamatoria de TWEAK cuando actda libremente a nivel

local.
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Este comportamiento complejo de TWEAK en la obesidad animal y
humana pone de manifiesto que todavia hay muchos aspectos de la
biologia de la citocina TWEAK y de su receptor Fnl4 que se
desconocen. Es importante destacar que, dependiendo de cudl sea la
isoforma predominante (soluble o de membrana), asi como del contexto

en que se encuentren, podemos observar distintos efectos de la citocina.

Lo que sf esta claro es que TWEAK tiene un papel importante en la
homeostasis y que un desequilibrio en los niveles constitutivos de
TWEAK genera respuestas adversas que comprometen tanto al sistema

inmune como la fisiologia general del organismo.
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Figura 18. Propuesta de modelo de accion de TWEAK y TNFu« en la obesidad.

A)

B)

Estado previo a la obesidad. Los niveles de sSTWEAK circulantes son elevados y la
unién con su receptor recluta moléculas TRAFs compartidas por TNFa. Como
consecuencia, se modulan los posibles efectos producidos tras la activacion de TNFa
(activacion de las vias NF-kB, MAPK).

Obesidad severa. Los bajos niveles circulantes de sSTWEAK favorecen que TNFa
active de forma preferencial las vias inflamatorias NF-kB y MAPK y se induzca la
expresion de citocinas inflamatorias (IL-6, 11-8, MCP-1). Ademds, como los
macréfagos M2 que forman parte de la FSV del tejido adiposo expresan mas
mTWEAK en la superficie, la unién que resulta de mTWEAK con su receptor
también favorece la activacion de las vias inflamatorias NF-kB y MAPK.
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CONCLUSIONES

e TWEAK es una citocina que puede intervenir en el
desequilibrio de la actividad inflamatoria/antiinflamatoria
que tiene lugar durante en el desarrollo y la evolucién de la
obesidad y la DMT?2.

e A pesar de la capacidad inflamatoria de la citocina
STWEAK, esta presenta una actividad competitiva con
TNFo al interferir con éste en eventos de sefalizacion en el
adipocito, mostrando un comportamiento antiinflamatorio

en determinado contexto.

e Un desequilibrio de isoformas TWEAK en el contexto de la
obesidad severa podria contribuir a potenciar el efecto

inflamatorio de TNFu sobre el adipocito.

e T.a disminucion de los niveles de sSTWEAK en enfermedades
metabolicas con inflamacién crénica de bajo grado como la
obesidad y la DMT2, se halla asociado a un perfil
proinflamatorio favorecido, quizas, por una mayor respuesta
inflamatoria del TNFa.
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ANEXO

Articulo complementario a la linea/estudios que forman parte de
la tesis.

Serum sSTWEAK concentrations and risk of developing type 2 diabetes
n_a bigh cardiovascular risk population: a nested case-control study.

Diaz-Lopez A, Chacon MR, Bull6 M, Maymé-Masip E, Martinez-
Gonzalez MA, Estruch R, Venderell ], Basora |, Diez-Espino ], Covas
MI, Salas-Salvadé J. J Clin Endocrinol Metab. 2013 Aug;98(8):3482-90.
doi: 10.1210/jc.2013-1848. Epub 2013 Jun 12.
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Endocrine Research

Serum sTWEAK Concentrations and Risk of
Developing Type 2 Diabetes in a High Cardiovascular
Risk Population: A Nested Case-Control Study

Andrés Diaz-Lopez, Matilde R. Chacén, Monica Bulld, Elsa Maymo-Masip,
Miguel A. Martinez-Gonzalez, Ramon Estruch, Joan Vendrell, Josep Basora,
Javier Diez-Espino, Maria-Isabel Covas, and Jordi Salas-Salvado

Human Nutrition Unit (A.D.-L., M.B., J.B., J.5.-S.), Faculty of Medicine and Health Sciences, lISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43201 Reus, Tarragona, Spain; CIBERobn Physiopathology of Obesity and
Nutrition (A.D.-L., M.B., M.A.M.-G., R.E., J.B., M.-l.C., J.5.-S.), Institute of Health Carlos Ill, 28029
Madrid, Spain; The Biomedical Research Centres Network for Diabetes and Associated Metabolic
Disorders (CIBERDEM) (E.M.-M., M.R.C., J.V.), University Hospital of Tarragona Joan XXIll, ISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43007 Tarragona, Spain; Department of Preventive Medicine and Public
Health (M.A.M.-G.), University of Navarra, 31008 Pamplona, Spain; Department of Internal Medicine
(R.E.), Hospital Clinic, Institut d'Investigacié Biomédica August Pi i Sunyer (IDIBAPS), University of
Barcelona, 08036 Barcelona, Spain; Primary Health Care Centre of Tafalla (J.D.-E.), 31300 Tafalla, Spain;
and Lipids and Cardiovascular Epidemiology Research Unit (M.-I.C.), Institut Municipal d'Investigacié
Meédica (IMIM), 08003 Barcelona, Spain

Context and Objective: Because serum concentrations of soluble forms of TNF-like weak inducer
of apoptosis (sSTWEAK) and scavenger receptor CD163 (sCD163) have been associated with insulin
resistance and type 2 diabetes mellitus (T2D), we tested the associations of sSTWEAK and sCD163
with the future development of T2D in elderly subjects at high cardiovascular risk.

Design, Setting, and Participants: A prospective, matched case-control study of 153 cases of newly
diagnosed diabetic subjects and 306 individually matched controls who did not develop diabetes
during a mean 5-year follow-up was conducted using data from the PREDIMED study. Conditional
logistic regression was used to estimate the matched odds ratio (OR) for incident T2D according to
categories of baseline STWEAK and sCD163 concentrations measured by ELISA.

Results: Baseline sSTWEAK concentrations were lower in cases than controls. There were no case-
control differences in sCD163 concentrations. In the conditional logistic model that took into
account the matching factors, the ORs for T2D incidence in the highest vs the lowest quartile of
STWEAK and the sCD163/sTWEAK ratio were 0.49 (95% confidence interval [Cl], 0.31-0.76; P for
trend <.01) and 1.67 (95% Cl, 1.06-2.63; P for trend = .05), respectively. Further adjustment for
potential lifestyle confounding factors had little impact on these estimates, whereas adjustment
for metabolic syndrome components and fasting insulin levels attenuated the magnitude of as-
sociations and only the sSTWEAK remained statistically significant (OR = 0.63; 95% Cl, 0.40-0.98;
P for trend = .05).

Conclusion: These findings indicate that in a population at high cardiovascular risk, reduced cir-
culating levels of STWEAK are associated with an increased risk of diabetes incidence. (J Clin
Endocrinol Metab 98: 3482-3490, 2013)

ISSN Print 0021-972X  ISSN Online 1945-7197 Abbreviations: BMI, body mass index; CHD, coronary heart disease; Cl, confidence interval;
Printed in U.S.A. CVD, cardiovascular disease; Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14; HDL, high-density
Copyright © 2013 by The Endocrine Society lipoprotein; HOMA, homeostasis model of assessment; HOMA-IR, HOMA for insulin resistance;
Received April 3, 2013. Accepted June 4, 2013. IQR, interquartile range; LDL, low-density lipoprotein; MedDiet, Mediterranean diet; METSs,
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metabolic equivalents; MetS, metabolic syndrome; NF-«B, nuclear factor-«B; OR, odds ratio;
sCD163, soluble scavenger receptor CD163; STWEAK, soluble TWEAK; T1D, type 1 diabetes;
T2D, type 2 diabetes mellitus; TWEAK, TNF-like weak inducer of apoptosis.
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ype 2 diabetes (T2D) is a growing public health issue
that has a major effect on morbidity and premature
mortality worldwide (1, 2). Obesity, a major risk factor for
diabetes (3), induces chronic low-grade inflammation in
adipose tissue, characterized by an infiltration of activated
macrophages, increased expression of cytokines, and a
greater predisposition to obesity-related insulin resistance
(4), a necessary step in the pathogenesis of diabetes (5).
Concordantly, many cytokines have been implicated in
multiple pathways modulating the inflammation associ-
ated with glucose metabolism, insulin sensitivity,and T2D
(6, 7). One of these pathways could be mediated by the
TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), a mole-
cule of the TNF superfamily of cytokines mainly produced
by macrophages. TWEAK is synthesized as a type Il trans-
membrane glycoprotein and subsequently released into
the circulation as a soluble bioactive form (sSTWEAK) (8).
In recent years, TWEAK has emerged as a new player in
inflammatory processes (9). The binding of TWEAK to its
receptor, fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14), is
responsible for a variety of biological activities, including
stimulation of cell growth, angiogenesis, induction of pro-
inflammatory cytokines, and apoptosis (10).

Cross-sectional studies have shown that serum
STWEAK concentrations are decreased in type 1 diabetes
(T1D) and T2D patients (11, 12). Furthermore, an inverse
association between STWEAK concentrations and both
fasting glucose and homeostasis model of assessment
(HOMA) for insulin resistance (HOMA-IR) have been
cross-sectionally reported in T2D patients on chronic he-
modialysis (12). Similarly, sSTWEAK concentrations were
negatively associated with fasting glucose levels in asymp-
tomatic subjects (13).

Another TWEAK binding membrane protein, the scav-
enger receptor CD163, has been identified. CD163 is ex-
pressed as a membrane-bound protein in macrophages
and monocytes, which is highly expressed in human adi-
pose tissue. It circulates in blood as a soluble form
(sCD163) generated by a proteolytic cleavage of the mem-
brane CD163 (14, 15). However, the functional role of
sCD163 remains to be fully characterized. Surprisingly,
cross-sectional studies have shown that serum sCD163
concentrations are increased in obese subjects and are
strongly positively associated with HOMA-IR in both
normal-weight and overweight individuals with T2D or
impaired glucose tolerance (13-18). Furthermore, in a re-
cent prospective study with 18-year follow-up, it has been
shown thatincreased concentrations of serum sCD163 are
a risk factor for developing T2D (19).

Altogether, these data suggest that soluble forms of
TWEAK and CD163 could play an intermediary role in
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the pathogenesis of T2D by directly inducing insulin re-
sistance or through inflammatory mechanisms.

To our knowledge, the relationship between the con-
centrations of both biomarkers and the development of
T2D has yet to be evaluated. Therefore, to address the
associations of STWEAK and sCD163 with the future de-
velopment of diabetes, we tested the hypothesis that de-
creased concentrations of sSTWEAK and increased con-
centrations of sSCD163 are related to a higher risk of T2D.
For this purpose, we identified new cases of diabetes oc-
curring during the follow-up of a cohort of nondiabetic
individuals from the PREvencién con Dleta MEDiter-
ranea (PREDIMED) study and measured baseline serum
STWEAK and sCD163 concentrations in these cases and
matched controls.

Subjects and Methods

Study design and population

The PREDIMED study is a multicenter, randomized, parallel
group primary prevention trial conducted in Spain to assess the
effects of the Mediterranean diet (MedDiet) on cardiovascular
disease (CVD). The protocol, design, objectives, and methods
of the PREDIMED trial (http://www.controlled-trials.com/
ISRCTN35739639) have been reported in detail elsewhere
(20, 21), and are available at http://www.predimed.org and
www.predimed.es. Briefly, recruitment took place between 2003
and 2009, and 7447 asymptomatic individuals at high risk for
coronary heart disease (CHD) complied with inclusion criteria
and were randomly assigned in a 1:1:1 ratio to 1 of 3 nutrition
intervention groups: 2 MedDiet groups (supplemented with vir-
gin olive oil or nuts) or a control low-fat diet group consisting of
advice to reduce intake of all types of fat. Randomization was
performed centrally by means of a computer-generated random-
number sequence. The Institutional Review Boards of the re-
cruitment centers approved the study protocol, and participants
gave their written informed consent.

The present report describes a nested case-control study
within the longitudinal study, to assess the associations between
baseline serum concentrations of STWEAK and sCD163 and the
future development of T2D.

For the nested case-control study, we used data from 459
individuals of the total 1378 Caucasian nondiabetic individuals
recruited from 3 Spanish centers of the PREDIMED study (Reus-
Tarragona, Pamplona, and Barcelona Clinic). Subjects were
community-dwelling men aged 55-80 years and women aged
60-80 years without prior CVD at baseline but with at least 3
of the following cardiovascular risk factors: smoking, hyperten-
sion, dyslipidemia, overweight/obesity, or family history of pre-
mature CHD. The exclusion criteria for the PREDIMED study
were any severe chronic illness, alcohol or drug addiction, and
history of food allergy to olive oil or nuts. All participants with
baseline-prevalent diabetes were excluded from the present
analysis.

Of the 1378 individuals recruited, we selected all the indi-
viduals who developed T2D during follow-up (n = 153). The

median follow-up was 5.9 years (minimum, 1.2 mo; maximum,
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8.2y). For each subject who developed diabetes, 2 controls were
selected at random among those who had not developed diabetes
during the follow-up (n = 306). Controls were matched for dietary
intervention group (MedDiet+virgin olive oil, MedDiet+nuts, or
control group), age (=67 vs >67 y), sex, and body mass index
(BMI) (=27 vs >27 kg/m?).

Ascertainment of incident diabetes

The primary outcome was new-onset diabetes, diagnosed ac-
cording to American Diabetes Association criteria (22): namely,
fasting plasma glucose =126 mg/dL (7 mmol/L) or 2-hour
plasma glucose =200 mg/dL (11.1 mmol/L) after a 75-g oral
glucose tolerance test measured yearly. A second test using the
same criteria as above was required for confirmation. Cases were
ascertained by the PREDIMED Clinical Event Committee,
whose members were blinded to the intervention and to the as-
sessed biomarkers.

Measurements

At baseline and each annual visit, all participants com-
pleted: 1) a general questionnaire about education, lifestyle,
comorbidities, and medication use; 2) a validated 137-item
food frequency questionnaire (20); 3) a validated physical
activity questionnaire (23); and 4) a validated 14-point ques-
tionnaire to assess adherence to the MedDiet (24). In addition,
anthropometric variables and blood pressure measured in
triplicate using a validated semiautomatic oscillometer (Om-
ron HEM-705CP; Omron Corp., Hoofddorp, The Nether-
lands) were determined (25).

Biochemical determinations

Blood samples were collected after an overnight fast. The
aliquots of serum and EDTA plasma were immediately pro-
cessed, coded, and shipped to a central laboratory in a portable
cooler (—4°C), and stored at —80°C until analysis. The time
between blood sampling and freezing was less than 1 hour.
Plasma levels of fasting glucose and serum levels of total cho-
lesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, and
triglycerides were measured by standard enzymatic methods.
Low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol concentrations were
calculated using Friedewald’s equation. Plasma insulin concen-
trations were measured by ELISA (EZHI-14K; Millipore, St
Charles, Missouri) with intra- and interassay coefficients of vari-
ation of 5.9 and 10.3%, respectively. Insulin resistance was es-
timated by the HOMA method: HOMA-IR = [fasting insulin
(IU/mL) X fasting glucose (mmol/L)]/22.5.

Serum concentrations of STWEAK and sCD163 were deter-
mined in duplicate by ELISA using the commercially available
human TWEAK/TNFSF12 kit DY1090 and human CD163 kit
DY1607 (R&D Systems Europe, Abingdon, Oxon, United King-
dom), respectively. The intra- and interassay coefficients of vari-
ation were 2.5 and 7.0% for sSTWEAK and 2.4 and 6.4% for
sCD163, respectively.

Statistical analysis

The baseline characteristics of participants were described
using mean =+ SD values or median and interquartile range (IQR)
for continuous variables, and numbers and percentage for
categorical variables. The normality of variables was tested us-
ing the Kolmogorov-Smirnov test. Fasting glucose, insulin,
sTWEAK, sCD163, and the sCD163/sTWEAK ratio were log,-
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transformed to approximately normalize their distributions be-
fore the analyses. Student’s ¢ test for continuous variables and x*
test for categorical variables were used to assess differences ac-
cording to baseline characteristics between participants who de-
veloped diabetes or not. BMI, age- and sex-adjusted partial cor-
relation coefficients were used to assess the relationship between
biomarkers measured at baseline and components of the insulin
resistance syndrome.

To assess the risk of diabetes for each of the serum concen-
tration categories of the biomarkers, participants were catego-
rized according to their quartiles of baseline sex-adjusted
sSTWEAK and sCD163 concentrations (or the sCD163/sTWEAK
ratio). We used conditional logistic regression models to estimate
the matched odds ratios (ORs) and the 95% confidence interval
(CI) for incident diabetes for the 3 upper quartiles using the
lowest quartile as the reference category.

Anunadjusted model and 2 other adjusted models were fitted.
Model 1 was adjusted for known diabetes risk factors: family
history of diabetes (yes/no), educational level, alcohol consump-
tion (=3 standard drink units for men or =1.5 for women or less
than these amounts), smoking (current/not current), leisure-
time physical activity (sedentary, =200 metabolic equiva-
lents [METs]-min/d; vs active, >200 METs-min/d), and the
PREDIMED 14-item MedDiet score (0—14). Model 2 was ad-
ditionally adjusted for the metabolic syndrome (MetS) compo-
nents: waist circumference >102 cm in men/>88 cm in women
(yes/no); serum triglycerides = 150 mg/dL (1.6 mmol/L) (yes/no);
HDL-cholesterol <40 mg/dL (1 mmol/L) in men/<50 mg/dL
(1.2 mmol/L) in women (yes/no); high blood pressure (=130/85
mm Hg) or treatment with antihypertensive medication (yes/no);
fasting plasma glucose level =100 mg/dL (5.5 mmol/L) (yes/no);
and fasting insulin levels (log.-transformed continuous vari-
able). Linear-trend tests were conducted across categories by
assigning the medians to each category and treating it as a con-
tinuous variable. All statistical tests were 2-tailed, and the sig-
nificance level wassetat P = .05. Analyses were performed using
SPSS software version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Results

Ofthe 459 participants, 7 were excluded because no blood
samples were available to determine sSTWEAK or sCD163
concentrations. Thus, analyses were carried out in a sam-
ple of 452 individuals.

Table 1 shows the selected baseline characteristics and
biomarker concentrations of those participants who de-
veloped incident T2D (cases, n = 148) and those who
remained free of diabetes (matched controls, n = 304)

during the follow-up. As expected, the percentage of men
and individuals in each of the intervention groups, average
age, and BMI were similar between both groups. Individ-
uals who developed diabetes were more likely to have a
family history of diabetes (36.0 vs 24.5%), had higher
baseline mean systolic blood pressure and triglyceride con-
centrations, and had lower baseline HDL-cholesterol lev-
els than their matched control individuals. Cases had
higher baseline levels of fasting glucose, insulin, and
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Table 1. Baseline Characteristics of Participants
Baseline Variable Incident Diabetics (cases) Matched Controls® P Value®
n 148 304
Age, y 66.3 = 5.8 66.3 = 6.0 .96
MedDiet+VOO/MedDiet+Nuts/control intervention groups, n  49/43/56 100/89/115 1.00
Men 72 (47) 144 (47) 1.00
Body weight, kg 78.49 = 11.25 76.81 = 10.88 12
BMI, kg/m? 30.20 = 3.18 29.79 + 3.00 18
Overweight/obesity (BMI = 25 kg/m?) 148 (97) 293 (96) 61
Smoking habits .20
Current smoker 40 (26) 64 (21)
Non-smoker 113 (74) 242 (79)
Physical activity, METs-min/d 276.9 = 229.0 267.4 +238.9 .68
Educational level .88
Primary education or illiterate 106 (69) 214 (70)
Secondary or higher education 47 (31) 92 (30)
Family history of diabetes 55 (36.0) 75 (24.5) .01
Family history of premature CHD 33(21.6) 46 (15.0) .08
Medication use
Statins 67 (43.8) 122 (39.9) 42
Fibrates 2(1.3) 8(2.6) 51
Antihypertensive drugs 118 (77.1) 234 (76.5) 91
Diastolic blood pressure, mm Hg 87.50 = 10.97 85.99 + 10.23 14
Systolic blood pressure, mm Hg 154.89 + 20.93 151.20 = 19.80 .06
Triglyceride, mg/dL 156.2 = 113.2 136.4 =703 .02
Total cholesterol, mg/dL 2199 =421 2246 = 35.2 21
LDL-cholesterol, mg/dL 136.1 = 33.0 140.7 = 32.1 15
HDL-cholesterol, mg/dL 53.21 = 12.49 56.27 = 14.15 .02
Fasting glucose, mg/dL® 110.0 (100.0, 123.0) 93.0(87.0, 99.0) <.001
Fasting insulin, uU/mL® 5.32 (3.44, 7.34) 4.32 (3.08, 6.69) 021
HOMA-IR 1.70 £ 1.08 1.23 +£0.79 <.001
STWEAK, pg/mL® 538.7 (303.9, 745.4) 591.5(419.5,837.9) .04
sCD163, ng/mL® 225.9 (171.4, 308.0) 223.3(166.9, 305.8) .99
sCD163/sTWEAK ratio® 0.43(0.27,0.74) 0.38(0.22, 0.61) .08
MedDiet score (0 to 14) 8.56 + 1.76 8.64 = 1.88 64

Abbreviations: MedDiet+V0O, MedDiet supplemented with virgin olive oil;, MedDiet+nuts, MedDiet supplemented with nuts. Data are expressed
as mean = SD or number (%), unless otherwise specified. SI conversion factors: triglycerides, mg/dL X 0.01129 = mmol/L; cholesterol, HDL-

cholesterol, and LDL-cholesterol, mg/dL X 0.02586 = mmol/L; glucose, mg/dL X 0.0556 = mmol/L; insulin, wlU/mL X 6.945 = pmol/L.

@ Matched for dietary intervention group (MedDiet+VOO, MedDiet+Nuts, or control group), age (=67 vs >67y), sex, and BMI (=27 vs >27

kg/m?).

b pvalue for comparisons between 2 groups was tested by x” test for categorical variables or Student’s t test for continuous variables.

©Values expressed as median (IQR).

HOMA-IR. Compared to matched controls, incident
cases had lower median serum sTWEAK concentrations
(538.7 vs 591.5 pg/mL; P = .04) and a nonsignificantly
higher sCD163/sTWEAK ratio (0.43 vs 0.38; P = .08),
whereas median levels of sCD163 concentrations were
similar in cases and controls.

Serum concentrations of sSTWEAK and sCD163 and
their sCD163/sTWEAK ratio according to the baseline
characteristics of the case-control sample are summarized
in Table 2. The median serum concentrations of sSTWEAK
were significantly lower in men than in women, in current
smokers vs nonsmokers, in individuals that had impaired
fasting glucose (=110 mg/dL [6 mmol/L]), and in individ-
uals with MetS (P values < .03, all). There were no sig-
nificant differences between serum sTWEAK concentra-
tions and other selected characteristics. Similarly, no
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significant differences were observed in serum sCD163
concentrations in the different subgroups. The sCD163/
STWEAK ratio was significantly higher in men vs women,
in individuals that had impaired fasting glucose, and in
individuals with MetS (P values < .03, all). We calculated
BMI, age- and sex-adjusted partial correlation coefficients
between baseline serum concentrations of sSTWEAK and
sCD163, or the sCD163/sTWEAK ratio and components
of the insulin resistance syndrome (Table 3). No relation-
ship between sSTWEAK and sCD163 was found (data not
shown). However, statistically significant negative rela-
tionships were found between sSTWEAK and HOMA-IR
(r = —0.17, P < .05 in cases; r = —0.12, P < .05 in
controls). In contrast, the sCD163/sTWEAK ratio was
also positively related to HOMA-IR (r = 0.23, P < .01 in
cases; » = 0.16, P < .01 in controls).
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Table 2. Serum Concentrations of STWEAK and sCD163 and sCD163/sTWEAK Ratio According to Baseline
Characteristics of Participants Included in the Study

P sCD163/ P

Baseline Variable sTWEAK, pg/mL Value sCD163, ng/mL Value sTWEAK Ratio Value

Age .49 .76 44
=67y (n = 267) 549.4 (391.6, 788.5) 224.8 (174.1, 303.2) 0.39(0.25, 0.67)
>67y(n = 185) 586.5 (388.4, 840.7) 221.8(164.3, 313.5) 0.38(0.23, 0.66)

Sex .01 .78 .04
Men (n = 214) 537.7 (375.5, 684.9) 227.7 (166.8, 303.7) 0.44(0.27, 0.69)
Women (n = 238) 631.9(411.3,951.4) 221.0(171.1, 313.5) 0.36(0.21, 0.58)

Obesity (BMI > 30 kg/m?) 12 65 11
With (n = 208) 536.3 (368.5, 795.2) 226.7 (169.7, 307.6) 0.40(0.25, 0.70)
Without (n = 244) 594.8 (421.3, 820.5) 223.0 (167.5, 305.7) 0.38(0.23, 0.61)

Current smoker .04 26 .29
Yes (n = 104) 530.0(373.3, 632.0) 224.9 (165.0, 289.5) 0.41(0.29, 0.59)

No (n = 348) 599.5 (401.7, 850.9) 224.5(171.1,311.9) 0.39(0.22, 0.68)

Physical activity (>200 METs-min/d) 51 .58 .37
Active (n = 221) 592.5(394.0, 844.5) 214.4 (168.9, 292.3) 0.36(0.22, 0.62)
Sedentary (n = 231) 545.6 (383.2, 789.4) 234.2 (168.5, 308.9) 0.42 (0.26, 0.68)

Hypertension .79 78 .94
With (n = 437) 563.3(388.4, 815.1) 226.5(169.1, 308.1) 0.39(0.25, 0.66)
Without (n = 14) 616.9 (537.7, 706.4) 213.1(164.7, 277.4) 0.38(0.26, 0.54)

Family history of diabetes .69 71 .90
With (n = 128) 573.7 (366.9, 908.6) 232.3(171.4, 305.8) 0.39(0.21, 0.74)
Without (n = 324) 562.7 (397.9, 787.6) 217.6 (168.6, 307.2) 0.39(0.25, 0.65)

Fasting glucose <.01 21 <.01
>110 mg/dL (n = 97) 485.7 (289.9, 726.3) 242.3(169.1, 310.0) 0.48 (0.29, 0.85)
=110 mg/dL (n = 349) 581.6 (417.2, 811.3) 219.3(168.3, 304.2) 0.37(0.22, 0.58)

MetS .02 .08 <.01
With (n = 232) 541.8 (366.1, 749.9) 240.1 (171.4,317.2) 0.42 (0.26, 0.75)

Without (n = 220)

598.2 (426.8, 864.8)

215.8(165.1, 291.0)

0.36 (0.21, 0.54)

Data are expressed as median (IQR). P value for comparisons between the different subgroups was tested by Student'’s t test.

Table 4 shows the results of the conditional logistic
regression models, in which we assessed the associations
of baseline serum concentrations of the biomarkers with
incident T2D. In the crude analyses conditioned on match-
ing for dietary intervention group, age, sex, and BMI,
there was a statistically significant association between
increased sSTWEAK concentrations and a decreased risk of
incident T2D in individuals in the top quartile vs those in
the lowest quartile (OR, 0.49; 95% CI, 0.31-0.76; P for
linear trend < .01). This association was similar after fur-

ther adjustment for family history of diabetes and different
lifestyle risk factors (model 1). Additional control for
MetS components and insulin concentrations consider-
ably attenuated but did not eliminate this association, al-
though the linear trend across the quartiles of sSTWEAK
concentrations was borderline significant (OR, 0.63; 95 %
CL, 0.40-0.98; P for linear trend = .05) (model 2). No
significant associations were observed between sCD163
concentrations and incident diabetes in either of the ad-
justed models tested. As expected, like the results obtained

Table 3.

BMI-, Age-, and Gender-Adjusted Partial Correlation Coefficients Between Serum Concentrations of

STWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio and Components of the Insulin Resistance Syndrome

Incident Diabetics (cases)

All (n = 452) (n = 148) Matched controls (n = 304)*
Glucose Insulin  HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR
STWEAK, pg/mL ~ —0.13°  —0.15> —0.16° -0.18"  —0.15* —0.17° —0.04 —-0.14>  —0.12°
sCD163, ng/mL  0.01 0.09? 0.112 —-0.04 0.14 0.14 0.06 0.07 0.09
sCD163/sTWEAK  0.12° 0.18¢ 0.20° 0.12 0.20° 0.23° 0.07 0.16° 0.16°
ratio

Data are correlation coefficients.

# Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with virgin olive oil, MedDiet supplemented with nuts, or control group), age

(=67 vs >67 yr), sex, and BMI (=27 vs >27 kg/m?).
ap<.05°P<.01,°P<.001.
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Table 4. Crude and Adjusted Risk of T2D According to Sex-Adjusted Quartiles of Serum Concentrations of
STWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio
Quartiles (Q) of Biomarkers P for
Linear
Q1 Q2 Q3 Q4 Trend
n 112 14 114 112
STWEAK, median (IQR), 275.4(227.4,327.9) 489.7 (440.4, 536.4) 668.5(598.8, 760.7) 1276.2(910.1, 1996.4)
pg/mL
Crude (matched)® 1 (Ref.) 0.40(0.25-0.63) 0.46 (0.29-0.71) 0.49(0.31-0.76) <.01
model
Model 1 1 (Ref.) 0.43 (0.27-0.69) 0.46 (0.30-0.73) 0.52 (0.33-0.81) <.01
Model 2 1 (Ref.) 0.45(0.29-0.72) 0.58 (0.37-0.91) 0.63(0.40-0.98) .05
sCD163, median (IQR), 134.0(108.5, 155.3) 195.0 (184.2, 207.7) 258.8 (245.1,284.7) 401.6(334.1, 494.8)
ng/mL
Crude (matched)® 1 (Ref.) 1.01(0.69-1.76) 1.04 (0.66-1.65) 1.07 (0.66-1.72) .82
model
Model 1 1 (Ref.) 1.15(0.72-1.83) 0.94 (0.58-1.49) 1.06 (0.64-1.73) .99
Model 2 1 (Ref.) 1.15(0.72-1.84) 0.93 (0.58-1.50) 1.07 (0.65-1.75) .99
sCD163/sTWEAK ratio, 0.16(0.10, 0.20) 0.31(0.28, 0.35) 0.48 (0.43, 0.56) 0.98(0.77, 1.28)
median (IQR)
Crude (matched)? 1 (Ref.) 1.26 (0.79-2.02) 0.94 (0.57-1.53) 1.67 (1.06-2.63) .05
model
Model 1 1 (Ref.) 1.21(0.75-1.95) 0.92 (0.56-1.52) 1.65(1.04-2.61) .05
Model 2 1 (Ref.) 1.25(0.76-2.05) 0.98 (0.58-1.65) 1.52 (0.94-2.46) 12

Results are expressed as matched ORs (95% Cl), unless otherwise specified.

@ Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with olive oil, MedDiet supplemented with nuts or control group), age (=67 vs

>67 yr), sex, and BMI (=27 vs >27 kg/m?).

Model 1: Adjusted for family history of diabetes (yes/no); educational level (primary educationvilliterate vs secondary/higher education); alcohol
consumption (=3 standard drink units for men, =1.5 for women, or less than these amounts); smoking (current/not current); physical activity

(sedentary vs active); and MedDiet score (0—14).

Model 2: Further adjusted for MetS components—waist circumference >102 c¢m in men/>88 c¢m in women (yes/no); serum triglyceride =150 mg/
dL (yes/no); HDL-cholesterol <40 mg/dL in men/<50 mg/dL in women (yes/no); high blood pressure (=130/85 mm Hg) or medication use (yes/no);
fasting plasma glucose level =100 mg/dL (yes/no); and fasting insulin levels (log.-transformed continuous variable).

with sSTWEAK concentrations, the sCD163/sTWEAK ra-
tio was borderline significantly associated with diabetes
incidence, in both crude and adjusted model 1 (P for linear
trend = .05, both). This association disappeared after ad-
justment for other MetS components and insulin concen-
trations as confounders.

Discussion

In this large prospective nested case-control study conducted
in participants in the PREDIMED study, we used fully ad-
justed analyses to show that those individuals in the highest
baseline quartile of sSTWEAK concentrations had a 37%
lower risk of eventually developing T2D than those in the
lowest quartile. Thus, decreased serum levels of STWEAK
are significantly and independently associated with an in-
creased risk of T2D. These findings highlight a possible role
of sSTWEAK on the pathogenesis of T2D.

As far as we know, there is no prospective epidemio-
logical evidence to suggest that serum sTWEAK concen-
trations are linked to diabetes incidence. However, some
cross-sectional studies point to a link between sSTWEAK
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concentrations and diabetes (11, 12). Thus, in a recently
published case-control study, T1D patients showed de-
creased concentrations of serum sSTWEAK compared with
controls (11). In this context, Kralisch et al (12) deter-
mined sSTWEAK serum concentrations in 60 chronic he-
modialysis patients (32 had T2D) and 60 controls (30 had
T2D).In that study, mean serum sTWEAK concentrations
were significantly decreased in those individuals with T2D
or hemodialysis and were lowest in subjects with both
conditions (12). These data are in agreement with the re-
sults of our study, which indicate that decreased serum
concentrations of sSTWEAK could be viewed as a surrogate
biomarker for T2D.

In accordance with previous reports on glucose metab-
olism (12, 13, 26), in our study serum sTWEAK concen-
trations were inversely associated with HOMA-IR levels,
independently of the case-control status. Elucidating the
mechanisms responsible for improvement of insulin sen-
sitivity might enhance the understanding of the patho-
physiology of T2D, being a prerequisite for the develop-
ment of preventive strategies. Thus, taking into account
these data altogether, the STWEAK may be considered as
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an indicative biomarker for obesity-associated insulin re-
sistance, which can be measured easily in blood samples
and may prove to be of clinical value for the early identi-
fication of individuals at risk of diabetes.

There is no consensus as to whether there are sex dif-
ferences in the peripheral blood levels of sSTWEAK. The
results of our study agree with those of previous reports,
which show that females had higher concentrations of
sTWEAK than males (12, 27) and, therefore, that there
may be a sex dimorphism. Smokers in our study showed
decreased peripheral concentrations of sSTWEAK. The
negative association between smoking and sSTWEAK has
also been recently observed by our research group in in-
dividuals with T1D (11). However, the potential influence
of smoking on the sSTWEAK concentration appears to be
a complex issue that remains to be fully elucidated. Cig-
arette smoke-mediated oxidative stress will induce an in-
flammatory response, which leads to producing proin-
flammatory, chemotactic mediators and oxygen radicals
(28). TWEAK has been proposed to be evolved as a pro-
tection against the development of potential harmful in-
flammatory responses (29). Furthermore, it has also
been reported that under proinflammatory conditions,
TWEAK expression is down-regulated (30). Therefore,
we can speculate that smoking could decrease TWEAK
levels, inducing an inflammatory response and thus in-
creasing the risk of diabetes as observed in our study.

In our study, we found that decreased concentrations of
sTWEAK were related not only to insulin resistance and
diabetes, but also to the MetS, a cluster of metabolic ab-
normalities that increases the risk of CVD (31). Thus, the
results of our study are in accordance with those of other
studies that demonstrate an association between low
sTWEAK concentrations and the risk of CVD (32, 33).

Although our data support the existence of etiological
associations, the biological mechanisms through which
low circulating levels of sSTWEAK increase the risk of di-
abetes remain speculative and require further study.
TWEAK is a multifunctional cytokine whose effects de-
pend on the type of cell and the stage of the disease (9).
Recently, we have demonstrated that the TWEAK/Fn14
axis may be a new component of the network that par-
ticipates in the inflammatory imbalance of the pathogen-
esis of insulin resistance in obesity and T2D (34). Inter-
estingly, TWEAK acts by binding to Fn14, a highly
inducible cell-surface receptor that is linked to several in-
tracellular signaling pathways, including the nuclear fac-
tor-kB (NF-«B) pathway, which is associated with its pro-
inflammatory effect (35-37). In addition, several studies
have demonstrated that in both monocytes and adipocytes
from patients with obesity or T2D, the activation of the
proinflammatory transcription factor NF-«B can release
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proinflammatory mediators that may interfere with insu-
lin signaling and cause insulin resistance (35, 37-39). On
the other hand, it has been demonstrated that Fn14 ex-
pression was up-regulated in human adipose tissues in
severe obesity and that the presence of T2D did not affect
the expression of TWEAK according to the obesity status
(36). However, Fn14 expression was increased mainly in
morbidly obese T2D women (34). Thus, the decreased
concentrations of sSTWEAK in those participants who de-
veloped T2D (96% of whom were obese) observed in our
study may reflect the uptake of this molecule by its recep-
tor (Fn14), which leads to peripheral decreased serum con-
centrations. Our study found no relation between the se-
rum concentrations of sSTWEAK and sCD163. Despite
this, it is also possible that STWEAK levels may also be
decreased by clearance via its scavenger receptor CD163.
In fact, previous data from other groups have shown that
CD163-expressing macrophages can sequester and inter-
nalize sSTWEAK, thus leading to reduced serum concen-
trations (40, 41).

In the present study, serum sCD163 concentrations are
not a useful marker for T2D. This contrasts with results
reported by Moller et al (19) in a general population. Dif-
ferences in the design and the study population could ex-
plain the discrepancies between the results. Our popula-
tion was older and at higher cardiovascular risk than the
population of the Copenhagen City Heart Study (CCHS)
enrolled from the general population and aged 20 years
and older. More importantly, data on fasting glucose mea-
surements at baseline were not available in the CCHS, so
adjustments could not be made for glucose, an important
predictor of diabetes that tends to attenuate the associa-
tion between sCD163 and diabetes. Importantly, in our
study we also observed a significant direct association be-
tween sCD163 concentrations and HOMA-IR in the
whole population, which suggests a direct relationship be-
tween the level of insulin resistance and the peripheral
concentrations of this molecule, as shown in previously
reported studies (17, 18).

Finally, some authors have demonstrated a relationship
between the sCD163/sTWEAK ratio and the presence of
atherosclerotic diseases (40, 41), suggesting that this ratio
could be a biomarker of clinical and subclinical athero-
sclerosis. To the best of our knowledge, our study is the
first to have tested the extent to which this ratio can be
considered a biomarker of diabetes risk. Although the
sCD163/sTWEAK ratio was associated with HOMA-IR,
it was not found to be independently associated with the
risk of diabetes.

We are aware that our study has limitations, but it also
has strengths that should be mentioned. First, a major
limitation is that the population studied was composed of
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elderly individuals with insulin resistance or other CVD
risk factors. Therefore, our findings cannot be extrapo-
lated to young and healthy individuals. Another limitation
of our study is inherent to the study design. In nested case-
control studies, nondiseased persons from whom the con-
trols are selected may not be fully representative of the
original cohort. So, it will be important in the future to
assess prospectively the association between serum levels
of both biomarkers and risk of developing T2D in other
cohorts assessing all the cohort members at baseline. One
of the strengths of our study over previous studies is that
the diagnosis of diabetes was not self-reported and was
verified by a second analytical test, thus making the iden-
tification of new incident cases more reliable. In addition,
in our study, cases were ascertained by an independent
Clinical End-Point Adjudication Committee, whose mem-
bers were unaware of the study-group assignments and
other clinical data. Other strengths of our study include
the relatively large number of incident cases, a long fol-
low-up period, inclusion of individuals of both sexes, and
detailed standardized assessment of and control for a large
number of potential confounding variables.

In summary, in the present study we demonstrated that
decreased serum levels of STWEAK are independently as-
sociated with T2D development. Further studies are war-
ranted to confirm these findings in different populations
and to elucidate the mechanisms explaining these findings.
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