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Resumen

Introduccion y objetivos: El tejido adiposo subcutaneo se considera un depdsito con un papel protector desde
un punto de vista metabolico. El exceso de tejido adiposo desencadena en obesidad, la cual, estd acompafiada
tipicamente por resistencia a insulina, dislipidemia, e hipertension arterial. No obstante, se conoce que existe un
subgrupo de obesos que parecen estar protegidos de dichas complicaciones. Estos individuos son definidos como
obesos sanos metabolicamente. A pesar de los avances en el conocimiento de las alteraciones que suceden en el
tejido adiposo en obesidad, ain se desconocen los mecanismos que subyacen en el desarrollo de resistencia a
insulina. Por lo tanto, en este trabajo, se estudio la asociacion entre obesidad y desarrollo de enfermedad metabolica
identificando factores y procesos que determinan la transicion desde el fenotipo obeso sano y no sano, empleando
preadipocitos provenientes de tejido adiposo subcutaneo. Metodologia: Se emplearon datos de un estudio de
proteémica comparada de preadipocitos de tejido subcutaneo obtenidos de pacientes obesos normoglucémicos
no resistentes a insulina y de pacientes obesos con diabetes mellitus de tipo 2. El estudio protedmico, se llevod
a cabo utilizando la técnica de iTRAQ combinada con LC-MSMS. Resultados y conclusiones: Las diferencias
entre preadipocitos de tejido adiposo subcutineo en sujetos normoglucémicos y con diabetes, afectan sobre
todo a proteinas citosolicas y, en particular, a proteinas relacionadas con procesos metabdlicos mientras que, las
membranales no cambian entre fenotipos obesos. En el estudio se identificaron importantes diferencias en el perfil
proteémico de los preadipocitos de tejido adiposo subcutaneo en obesidad, tanto en sujetos normoglucémicos
como diabéticos, apoyando la importancia de estas células en el mantenimiento de la identidad del deposito graso.
También se encontrd que, la transicion desde el fenotipo obeso sano hacia el no sano conlleva un mayor desarrollo
de estrés oxidativo e inflamacion en las células precursoras adipocitarias.
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Abstract

Introduction and objectives: The subcutaneous adipose tissue is considered as a depot with a protective role
from a metabolic point of view. An excess of adipose tissue is triggered in obesity, which is accompanied by
insulin resistance, dyslipidemia and arterial hypertension. However, it is known that, there is a subgroup of obese
people who seem to be protected from obese complications. These individuals are defined as metabolically healthy
obese. Despite the advances in the knowledge of the alterations that occur in adipose tissue during obesity, the
mechanisms underlying the development of insulin resistance are still unknown. Therefore, in this work, we studied
the association between obesity and the development of metabolic disease, we identified factors and processes
that determined the transition of healthy and unhealthy obesity phenotype, using preadipocytes from subcutaneous
adipose tissue. Methods: Data obtained from a comparative proteomics study of subcutaneous adipose tissue
preadipocytes from normoglycemic obese patients-not resistant to insulin and from obese patients with type 2 diabetes
mellitus were used. The proteomic study was carried out using the iTRAQ combined with LC -MSMS. Results and
conclusions: The differences between pre-adipocytes of subcutaneous adipose tissue in normoglycemic subjects
and with diabetes affect mainly cytosolic proteins and, in particular, proteins related to metabolic processes while,
membrane proteins do not change between obese phenotypes. In this study, we identified significant differences in
the proteomic profile of preadipocytes from subcutaneous adipose tissue in obesity in both, normoglycemic and
diabetic subjects, supporting the importance of these cells in the maintenance of the fat depot identity. We also found
that, the transition from unhealthy to healthy phenotype in obesity, leads to further development of oxidative stress

and inflammation in adipocyte precursor cells.

Keywords: Preadipocyte; obesity; proteomic; normoglycemia; diabetes; subcutaneous adipose tissue.

Introduccion

El tejido adiposo constituye el depodsito energético
mas importante del organismo. Almacena el exceso
energético en forma de triglicéridos (TAGs), que son
liberados de forma controlada en condiciones de déficit
de energia y utilizados por otros organos y tejidos
corporales. Ademas, constituye un sitio fundamental
de utilizacion de glucosa, que es empleada para
producir la energia necesaria para el metabolismo
celular y para esterificar los acidos grasos (AGs)
con glicerol, formando asi los TAGs!?. Destaca por
otro lado su funcion endocrina’, llevada a cabo por
medio de la produccion de una enorme variedad de
moléculas sefializadoras, las adipoquinas, que regulan
desde la ingesta y la homeostasis energética hasta la
reproduccion, estableciendo también un importante
didlogo con el sistema inmunitario y cardiovascular'-.

El tejido adiposo estd constituido por adipocitos
maduros, que representan el componente celular
principal del mismo, y por la denominada Fraccion de
Estroma Vascular (FEV), siendo ambos componentes
fundamentales para la funcion del mismo. La FEV
esta integrada por las Células Madre Mesenquimales
(MSCs) y preadipocitos que permiten la renovacion del
tejido, asi como terminaciones nerviosas, diversos tipos
de células sanguineas (macrofagos, linfocitos T y B,
neutréfilos) y tejido vascular?.
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El tejido adiposo se distribuye en diferentes
depositos corporales, siendo los depoésitos de Tejido
Adiposo Visceral (TAV) y Subcutaneo (TASC) los
mas importantes. Ambos depositos difieren en su
distribucion, sus propiedades moleculares, metabolicas
y su perfil secretor?.

En particular, el TASC, se localiza bajo la piel y a lo
largo de todo el cuerpo, en condiciones normales, se
caracteriza por mantener una elevada produccion de
adiponectina (con funciones insulino-sensibilizantes)
y baja produccién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-
6, TNF-a)*.

Actualmente se sabe que el incremento de tejido
adiposo que se produce con la obesidad se suele
asociar a resistencia a insulina, siendo esta un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de diabetes
tipo 2, enfermedad cardiovascular, dislipemia,
hipertension (enfermedades y factores de riesgo del
sindrome metabolico) y diferentes tipos de cancer’.
El aumento del tejido adiposo se produce por
hiperplasia (generacion de nuevos adipocitos a partir de
precursores/preadipocitos como resultado del recambio
de adipocitos tras la adolescencia) la cual se mantiene
en individuos delgados y obesos en la edad adulta’ e
hipertrofia (incremento de tamafio)’.
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El TAV sufre una mayor infiltraciéon de linfocitos y
macrofagos que el TASC en la obesidad” de manera que
la acumulacion de TAV esta estrechamente relacionada
con el desarrollo de insulino-resistencia y enfermedad
cardiovascular®. Por el contrario, el TASC se ha llegado
a considerar un protector metabolico’.

La obesidad se considera hoy en dia como un estado
cronico de inflamacion de bajo grado y de alteracion
del patron de hormonas secretadas por el tejido
adiposo, lo que explicaria la etiologia del desarrollo
de insulino-resistencia’. La inflamacion asociada a la
obesidad puede ser el detonante de diferentes procesos
de estrés celular en el adipocito!'® que frecuentemente
desencadenan en resistencia a insulina, dislipidemia,
e hipertension arterial. No obstante, actualmente se
sabe que existe un subgrupo de obesos (entre el 25-
30%) que parecen estar protegidos frente a dichas
complicaciones!'. A pesar de presentar un exceso de
grasa corporal (indices de masa corporal superiores
a 40 kg/m?), estos individuos, definidos como obesos
metabolicamente sanos (MHO-Metabolically Healthy
Obese), son sensibles a insulina, normoglucémicos,
no son hipertensos y presentan perfiles inmunologicos,
hormonales, de inflamacion, de lipidos y de enzimas
del higado favorables, en contraposicion con las
personas obesas con enfermedad metabolica (MUHO-
Metabolically Unhealthy Obese)'*".

A pesar de los avances recientes en el conocimiento
de las alteraciones que suceden en el tejido adiposo en
obesidad, aiin no se conocen totalmente los mecanismos
que subyacen en el desarrollo de resistencia a insulina
en condiciones de obesidad en el tejido adiposo.

Teniendo en cuenta lo mencionado previamente,
este articulo, pretende profundizar en el estudio
de la asociacion entre obesidad y desarrollo
de enfermedad metabolica, principalmente en
preadipocitos provenientes de TASC de sujetos obesos
normoglucémicos (NG)/MHO y sujetos obesos con
diabetes tipo 2 (DM)/MUHO, utilizando como punto
de partida la identificacion de los factores y procesos
que determinan la transicion desde el fenotipo MHO a
MUHO en obesidad.

Materiales y metodos

Seleccion de pacientes y disefio del estudio

Se seleccionaron 12 pacientes obesos, a los que se
les extrajeron muestras pareadas de Tejido Adiposo
Subcutaneo (TASC) mediante cirugia bariatrica

(n =12). Se utilizaron dos grupos de estudio: I) Sujetos
obesos normoglucémicos (NG) (n=6), con un nivel de
glucosa en sangre en ayunas entre 70 y 100 mg / dl
y un indice HOMA inferior a 3; y II) Sujetos obesos
diabéticos (DM) (n=6), con un nivel de glucosa en
sangre en ayunas mayor de 126 mg / dl y un indice
HOMA superior a 3. Los sujetos con DM no estaban
en tratamiento con insulina o medicacion que pudiera
afectar los parametros bioquimicos.

Ensayos bioquimicos

Los ensayos bioquimicos y hormonales realizados en
los sujetos del estudio se midieron como se describid
previamente!* siguiendo los criterios de los fabricantes
para los kits comerciales. Los parametros bioquimicos
y antropométricos de los sujetos que formaron parte
del estudio se muestran en la Tabla 1. El indice de
resistencia insulinica (HOMA-IR) fue calculado como
(insulina*glucosa) /405.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los
sujetos.

NG DM P
N 6 6
Sexo (hombre/mujer) 3/3 3/3
Edad 34+38 388+35 0,67
Peso (kg) 1293+ 14,7 158 £8,6 0,39
Talla (cm) 168,743 1633+9,1 0,60
IMC® 5727438 604+42 <0,0001
Glucosa (mg/dL) 943+49 208,8+13,4 <0,0001

Colesterol total (mg/dL) 183 +284 202,5+11,6 0,53
HDLc® (mg/dL) 36,619 27+24 <0,05

LDLc® (mg/dL) 139,2+£24,7 111,5+ 12,4 0,32
Triglicéridos (mg/dL)  117,7 + 16,6 183,5 + 18,6

HbA 1c? (%) 535+1,6 13,3+£1,2 <0,0001
Insulina (mU/L) 10,8+0,7 16,2+2,5 <0,0001
HOMA-IR® 22+04 6,8+0,7 <0,0001

a) IMC: indice de masa corporal; b) HDLc: Colesterol lipoproteico
de alta densidad.; ¢) LDLc: Colesterol lipoproteico de baja densidad;
d) HbAIC: hemoglobina glicosilada; e¢) HOMA-IR: indice de
resistencia insulinica. Los datos representan la media + SEM. NG vs
IR comparados por T-test.

Dispersion de tejido adiposo, separacion de
adipocitos maduros y de fraccién de estroma
vascular

La separacion del tejido adiposo se realizd siguiendo
el protocolo descrito previamente!’. Para llevar a
cabo los estudios, se recogieron muestras de TASC
sumergiéndose en medio de cultivo estéril.
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El tejido se cortd en trozos de aproximadamente 1-3
mm? y se digirieron con colagenasa (10 pL/g de tejido
adiposo) durante 1 h a 37°C en agitacion. La suspension
celular se filtro a través de un filtro (tipo cell strainer) de
100 pum de poro, seguido por centrifugacion (900 rpm
durante 10 min). Al terminar la centrifugacion, se recogio
una capa blanca flotante correspondiente a los adipocitos
maduros, los adipocitos maduros se congelaron en
nitrégeno liquido y fueron almacenados a -80°C; por
otro lado, el sedimento celular correspondiente a la
fraccion de estroma vascular (FEV) se resuspendio en 5
mL de medio de dispersion (DMEM/F-12 suplementado
con biotina 16uM, acido ascérbico 100 uM, antibidtico/
antimic6tico pasandose posteriormente a través de un
filtro de 40 pm de poro. Se centrifugd (950 rpm, 10
min) y el sedimento se tratd durante 5 minutos con
500 pL de tampon de lisis de eritrocitos (RBC Lysis
solution). Se realiz6 una nueva centrifugacion (950
rpm, 10 min) para obtener los preadipocitos del tejido,
resuspendiéndose el sedimento celular para sembrarse
en frascos con medio de mantenimiento (DMEM/F-12
suplementado al 10% de suero fetal bovino (FBS) con
glucosa al 17,5 mM, biotina 16 uM, acido pantoténico
18 uM, antibidtico/antimicético.

Cultivo de preadipocitos

Pasadas 48 horas de cultivo, el medio de cultivo fue
remplazado por medio de mantenimiento, renovando el
mismo cada dos o tres dias hasta alcanzar confluencia
(57 dias). Una vez confluentes, se levantaron las
células (preadipocitos) con tripsina-EDTA y se
sembraron en placas de 35 mm a una densidad de
5.000 células/pocillo. Las células fueron cultivadas en
medio de mantenimiento suplementado al 10% (v/v) de
FBS durante 3 dias hasta alcanzar confluencia para la
realizacion de los ensayos posteriores.

Proteémica comparativa (iTRAQ)

Los preadipocitos obtenidos del cultivo de FEV fueron
tratadas con urea 8 M, CHAPS 4%, Tris 30 mM,
sonicadas y cuantificadas. Se adiciono ditiotreitol (DTT)
2 mM y yodoacetamida (IAA) 7 mM para la reduccion
y alquilacion. Cada grupo de muestras fue tratado con
TCA y posteriormente fueron digeridas con tripsina
2%. Cada grupo fue marcado con su correspondiente
reactivo de iTRAQ: iTRAQ 116 (muestras de sujetos
NG) y iTRAQ 117 (muestras de sujetos DM), el
protocolo se realizd segun las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, las muestras fueron secadas
y resuspendidas en fase de inyeccion y los extractos
fueron diluidos con una mezcla de metanol 5% y acido
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formico 1% analizdndose por LC-MS/MS, usando un
espectrometro de masas Orbitrap XL (ThermoFisher)
equipado con una interfaz de ionizaciéon micro-
ESI (Proxeon). El sistema cromatografico consistio
en un cartucho de preconcentracion C18 (Agilent
Technologies) conectado a una columna C18 de 15 cm
con diametro interno de 100 um (Nikkyo Technos Co.).
La separacion se realizé con un gradiente de acetonitrilo
de 3 a40% (0,4 uL/min durante 90 min). Los espectros
obtenidos fueron analizados en SEQUEST (Proteome
Discoverer v1.3 ThermoFisher). La busqueda se realizo
con una base de datos que incluye proteinas humanas
(Uniprot taxonomy 9606).

A partir de los datos generados por el estudio protedmico
mediante iTRAQ, se analizaron las funciones,
caracteristicas y redes de interaccion de las proteinas
identificadas utilizando la base de datos incluidas
en la web de Genecards (http://www.genecards.org)
y los softwares Panther (http://www.pantherdb.org)
e Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (http://www.
ingenuity.com/products/ipa).

Analisis estadistico

Todos los datos estan representados como Media +
SEM. La significacion estadistica entre dos medias fue
evaluada por Mann-Whitney y T-test para muestras no
pareadas. Se tuvo en cuenta un p < 0,05 como criterio
para la significacion. Todos los graficos y analisis se
realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS 15.0.

Resultados

En los datos paramétricos y bioquimicos de los sujetos
de estudio se encontré que el indice de masa corporal
(IMC) era superior a 40 Kg/m?, lo que incluye a los dos
grupos de pacientes (NG y DM) dentro de una poblacion
de sujetos obesos morbidos. Sin embargo, el grupo de
pacientes DM tenian un IMC superior a los sujetos
NG (P<0,0001). Las diferencias en los parametros de
glucosa, hemoglobina glicosilada (HbA1C), insulina e
indice de resistencia insulinica (HOMA-IR), demuestran
las claras diferencias durante la clasificacion de los dos
grupos de estudio, obesos morbidos normoglucémicos
(NG) y obesos morbidos con diabetes mellitus tipo 2
(DM). El colesterol lipoproteico de alta densidad (HDLc)
presento diferencias significativas (P<0,05) entre los dos
grupos de pacientes que hacian parte del estudio.

En el ensayo iTRAQ se obtuvieron un total de 781
proteinas en el proteoma global de los preadipocitos.
Estas proteinas fueron clasificadas de acuerdo a su
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localizacion y funcion con la base de datos de Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) y Panther. Respecto a su
localizacion, se pudo asignar la localizacion intracelular
de 374 proteinas, entre las cuales el 53% (268 proteinas)
correspondian a proteinas citoplasmaticas, 26% (57

A

Localizacion

m Citoplasma

m Nucleo

= Espacio extracelular

proteinas) estaban localizadas en el ntcleo, 12% (30
proteinas) en la membrana plasmatica y un 9% (19
proteinas) en el espacio extracelular, estos datos se
evidencian en la Figura 1A.

B Localizacion

p
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Figura 1. Localizacion de proteinas identificadas. A- Clasificacion de las proteinas segun su localizacion celular. B-Clasificacion
de proteinas diferencialmente expresadas entre sujetos obejos normoglucémicos y sujetos obesos diabéticos. Datos extraidos del
software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) y de la base de datos Panther.

Preadipocitos de TASC de pacientes obesos
normoglucémicos vs. Pacientes obesos con
DM

Se identificaron 17 proteinas que se encuentran
enlistadas en la Tabla 2. Estas 17 proteinas, fueron
expresadas  diferencialmente en  preadipocitos

provenientes de pacientes obesos DM y NG, de las
cuales 16 se encontraban aumentadas en DM y 1 en
NG. El analisis IPA revel6 que el 70% de las proteinas
se encuentran localizadas en citoplasma (12 proteinas),
el 12% en el espacio extracelular (2 proteinas) y el 18%
(3 proteinas) se encuentran en el nticleo, Figura 1B.

Tabla 2. Proteinas diferencialmente expresadas en preadipocitos de TASC de sujetos obesos NG y DM.

Numero de Nimero de . .
Nombre Simbolo Masa hallazgos  secuencias Puntaje o Ratio T-test
Da) . . & Lo . Mascot Covertura DM/NG
significativos significativas

Proteina de union a poli (RC) 2 PCBP2 38580 179 1 280 58.7 2.641 0.010
Fibronectina 1 FN1 262625 141 4 139 47.2 2.037 0.014
Colageno Tipo VI Alpha-cadena 1 COL6A1 108529 151 2 364 49.6 2.014 0.021
Factor de alargamiento de la traduccion — ppp 50119 24 5 336 21.8 1.945  0.001
eucariotica 1 gamma
Serpina B10 SERPINB10 45403 26 1 1109 20.6 1.896 0.019
Chaperonina de TCP1, Subunidad 8 CCT8 59621 11 1 456 18.4 1.732 0.001
Factor de alargamiento de la traduccion — ppp) 5 5119 50 1 134 339 1653 0.046
eucariotica 1 gamma
Colageno Tipo VI Alpha-cadena 3 COL6A3 343669 7 6 133 20.1 1.587 0.001
Familia ~ Aldo-Keto  Reductasa 1 pip; 35853 ! 8 287 195 1474 0.001
Miembro B
Importina subunidad 1 beta KPNBI1 97170 2 12 286 25.6 1.431 0.001
Proteina - de ensamblaje a  Clatrina- ) pyp) 4553 19 4 843 26.9 1417 0016
complejo 2
Aldehido deshidrogenasa 1 miembro de\; ryyas 56108 3 3 479 19.1 1382 0.004
la familia A3
Prolyl 4-Hidroxilasa Subunidad Beta P4HB 57116 27 10 1004 26.8 1.343  0.027
Proteina Disulfuro Isomerasa 6 PDIA6 48121 10 1 375 19.6 1.341 0.015
Superoxido dismutasa 2 SOD2 24750 7 1 447 21.5 1.336  0.006
Proteina ribosomal L10a RPL10A 24831 12 30 101 56.4 1.332  0.030
Vimentina VIM 53652 10 2 954 22.7 -1.502  0.022

El analisis de las proteinas aumentadas en preadipocitos
de TASC de pacientes DM mediante el software Panther,
reveld que el proceso biologico que mostraba mas

modificaciones (28,6% de las proteinas aumentadas) se
relacionaba con reacciones del metabolismo. Segun el
analisis IPA, 8 proteinas se encuentran implicadas en
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la red “Senalizacion e interaccion celular, desarrollo
del tejido”; entre éstas se encuentran dos proteinas
sobre las que confluyen varias interacciones, FNI,
involucrada en la produccion de matriz extracelular y
en procesos inflamatorios, y SOD2, relacionada con
estrés oxidativo, estos datos se encuentran en la Tabla 3.

‘SALUD uIs

TNFa ocupa un lugar central en la red de interacciones
entre las proteinas. Curiosamente, en la red definida por
las proteinas aumentadas en DM también se incluye la
unica proteina que se encontré disminuida en dichos
pacientes, RPL10A (sombreada en la red de interaccion
de la Figura 2).

Tabla 3. Procesos biologicos en los que participan proteinas diferencialmente expresadas.

Procesos biolégicos

Proteinas asociadas

Procesos apoptoticos
Adhesion bioldgica
Regulacion biologica

PCBP2
FN1, COL6A1
EEF1G, SERPINB10, COL6A1

Organizacion de los componentes celulares o biogénesis CCTS, COL6A1

Procesos celulares
Procesos del desarrollo
Sistema inmune
Localizacion

Procesos metabolicos

PCBP2, EEF1G, FN1, COL6A
PCBP2, COL6AI

EEF1G, COL6ALI

AKRI1B1, PCBP2, KPNB1, AP2B1, COLG6A1

ALDH1A3, PAHB, AKR1B1, PCBP2, EEF1G, PDIA6, SOD2, CCTS,

SERPINB10, RPL10A

Respuesta a estimulos EEF1G, COL6A1
o
o
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Figura 2. Analisis de las proteinas diferencialmente expresadas en preadipocitos de TASC provenientes de pacientes obesos
normoglucémicos (NG) y diabéticos (DM). Red (network) en la que se incluyen proteinas con expresion diferencial, generada

mediante el software Ingenuity Pathways Analisys (IPA).
Discusion

En el presente trabajo, analizamos datos de un estudio
de protedmica comparada de preadipocitos de TASC
obtenido de pacientes obesos normoglucémicos, no
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resistentes a insulina (NG), y de pacientes obesos que
habian desarrollado diabetes mellitus de tipo 2 (DM).
Este estudio se lleva a cabo empleando la técnica
iTRAQ. Esta técnica ha sido empleada previamente
por otros autores para el estudio de la adipogénesis,
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utilizando como modelo la linea celular 3T3-L1'¢'%,
Los escasos estudios realizados con preadipocitos
humanos han empleado otras técnicas proteémicas
y estaban centrados bien en el andlisis comparativo
de preadipocitos antes y después del proceso de
diferenciacion' o bien en establecer el proteoma de
la membrana de los preadipocitos®, sin hacer ademas
referencia al peso de los donantes. De la misma
manera, se han empleado otras técnicas protedmicas
para el analisis del proteoma global o de diferentes
compartimentos celulares (membrana plasmatica,
nucleo, etc) de preadipocitos 3T3-L1 o de raton®'. En
conjunto, éste estudio permitid identificar un total
de 781 proteinas del proteoma de los preadipocitos
humanos, lo que se sitia un poco por debajo de lo
obtenido sobre el proteoma global de células 3T3-L1%,
aunque esos estudios se destinaron especificamente
a la determinacion del proteoma, no para establecer
comparativas como es el caso de este estudio.

A partir del listado de proteinas identificadas,
procedimos a analizar su funcidén, caracteristicas
moleculares y distribucion, usando tres tipos de bases
de datos: Genecards, Panther e Ingenuity Pathway
Analysis (IPA). En particular, el analisis IPA reconocid
781 proteinas diferentes en el proteoma de preadipocitos
humanos, que corresponden fundamentalmente a
proteinas citoplasmaticas, nucleares, asociadas a
la membrana plasmatica o productos de secrecion
(i.e., de la matriz extracelular). No obstante, para un
relativamente elevado numero de proteinas no se pudo
asignar su asociacion a ningun compartimento celular.

El deposito de TASC muestran importantes diferencias
moleculares, bioquimicas y celulares, que se reflejan
en su distinta fisiologia®>. Nuestros estudios permiten
afladir nuevas diferencias entre los preadipocitos
TASC en individuos obesos para identificar puntos de
comparacion entre obesos NG y con DM.

Un estudio de la fraccion de estroma vascular (FEV)
(que incluye células mesenquimales, preadipocitos,
células inmunes, etc) demostroé que existen diferencias
entre TASC y TAV entre sujetos delgados®. En dicho
estudio, realizado mediante 2D-PAGE (aplicado a FEV,
tejido adiposo total y adipocitos aislados), se concluia
que la FEV contribuye de manera importante a mantener
las diferencias entre los depositos de tejido adiposo?®.
Los resultados del estudio comparativo de iTRAQ
amplian esta idea, al demostrar que en los preadipocitos
provenientes de TASC, se conservan diferencias
dependientes del fenotipo obesos, ya sea, obesidad en
condiciones de sensibilidad a insulina (NG) como de
diabetes de tipo 2 (DM). Concretamente, la FEV de

TASC de individuos delgados difieren en proteinas
relacionadas con el plegamiento (chaperonas), el
citoesqueleto y procesos asociados a membrana (lamina,
ezrina, etc), o el mantenimiento del estado redox (varias
isoformas de ALDHI)*?. Nuestro estudio muestra
que, en individuos obesos NG, las diferencias entre
preadipocitos de TASC afectan sobre todo a proteinas
citosdlicas y, en particular, a proteinas implicadas en
procesos metabdlicos. También observamos diferencias
en relacion a procesos de regulacion bioldgica. Al
observar detalladamente los datos, se puede observar
que en todos los procesos bioldgicos se encuentran
una o varias proteinas que hacen parte de la matriz
extracelular y algunas proteinas del citoesqueleto
(vimentina). Estas observaciones podrian estar de
acuerdo con la importancia en la respuesta de las
células, en particular en la respuesta a insulina®.

Uno de los resultados comunes en preadipocitos de
TASC en los dos grupos de pacientes, es que no se
encontraron diferencias en proteinas de la membrana
plasmatica en la transicion de NG a DM, lo que
sugiere que esta estructura puede estar sometida a
menos cambios que otros componentes celulares en
dicha transicion.

Entre las proteinas aumentadas en preadipocitos
TASC de obesos DM con respecto a obesos NG se
identificaron varias relacionadas con la regulacion
de procesos metabodlicos, lo que sugiere que estos
presumiblemente determinan la diferencia entre la
situacion NG y DM. Adicionalmente, identificamos la
proteina SOD2 (superoxido dismutasa 2), una proteina
mitocondrial fundamental en la eliminacion del dafio
oxidativo que protege de la oxidacion alos componentes
de la cadena respiratoria y otros constituyentes
celulares?*?%. El aumento de SOD2 en DM apoya la
idea de la existencia de un mayor dafo oxidativo en
estas condiciones que el existente en preadipocitos
de sujetos obesos NG. De hecho, existe una clara
correlacion positiva entre el incremento del tejido
adiposo y el estrés oxidativo de éste’’. Nuestros datos
en preadipocitos concuerdan con esta tltima hipotesis.
Puesto que, aunque los dos grupos de pacientes son
obesos morbidos, los sujetos con DM tienen un IMC
superior a los NG, podrian tener un mayor nivel de
dafio oxidativo asociado al peso adicional respecto a
los pacientes NG, a pesar del aumento en la expresion
de algunas proteinas con capacidad antioxidante como
un posible efecto compensatorio.

En esta linea, dentro de los resultados relevantes
proporcionados por el andlisis IPA es que las
redes de interaccion en la que estan incluidas las
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proteinas con expresion diferencial en TASC, tanto
en individuos obesos NG como DM, sitian a un
marcador de inflamacion (TNFa) en el centro de
dichas interacciones. En este sentido hay que indicar
que, aunque se ha propuesto que la obesidad sin
complicaciones metabolicas (NG) presenta niveles
menores de inflamacién en el tejido adiposo que la
obesidad metabolicamente comprometida (MHO
vs. MUHO)**?%, lo cierto es que, el incremento de
tejido adiposo produce ya de por si el desarrollo de
un estado de inflamacion cronico®. Es posible que,
en condiciones de diabetes, en los que encontramos
por ejemplo mayores niveles el Factor Inhibidor
de la Migracién de macrofagos (MIF), el grado de
inflamacion sea superior al existente en el tejido
adiposo de obesos NG o, alternativamente, que los
preadipocitos de TASC sean capaces de adaptarse a
las condiciones de inflamacion (y de estrés celular en
general) de manera eficaz. No obstante lo anterior,
hay que indicar que la mayoria de los estudios
relacionados con las diferencias protedmicas en
relacion a la obesidad y la resistencia a insulina se han
llevado a cabo sobre muestras de tejido adiposo total,
por lo que recogen cambios tanto en los preradipocitos
como en los adipocitos y otros componentes del tejido
a diferencia de nuestro estudio realizado que recoge la
informacion de los preadipocitos de TASC.

Finalmente, se puede concluir que, existen importantes
diferencias en el perfil proteémico de los preadipocitos
de TASC en obesidad, tanto en condiciones de
sensibilidad a insulina como de diabetes, lo que apoya
la importancia de estas células en el mantenimiento de
la identidad de cada depdsito y que, la transicion desde
el fenotipo NG a DM en obesidad conlleva un mayor
desarrollo de estrés oxidativo e inflamacion desde los
precursores adipocitarios.
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