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Resumen

Estudio de las células sanguineas como fuente de
marcadores transcriptomicos de utilidad para la
investigacion de la obesidad y sus complicaciones

Programa de doctorado Nutrigenémica y Nutricion Personalizada
Universidad de las Islas Baleares

RESUMEN

La dieta es un determinante fundamental de nuestro estado de salud/enfermedad,
y es uno de los principales factores que contribuyen al desarrollo de la obesidad. Por
ello, seria interesante disponer de biomarcadores de facil obtencidon para determinar
como afecta la dieta a nuestro metabolismo. Interesan especialmente los
biomarcadores tempranos de obesidad, ya que permitirian aplicar estrategias de
prevencion antes de que aparezca la enfermedad. El objetivo principal de este proyecto
de tesis consiste en analizar la utilidad de una fraccion de células de la sangre, las
c¢lulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) como herramienta en la busqueda
de biomarcadores para la prevencion o tratamiento de la obesidad usando roedores
como modelo experimental. En particular, nos hemos centrado en: a) estudiar la
capacidad de las PBMC para reflejar alteraciones de la homeostasis energética durante
el desarrollo de obesidad inducida por la dieta, analizando su respuesta a cambios en
las condiciones de alimentacion (ayuno y realimentacion); asi como evaluar si las
PBMC pueden reflejar la pérdida de peso y la recuperacion metabolica cuando se
sustituye una dieta obesogénica por una dieta equilibrada y saludable; y b) analizar si
las PBMC son capaces de reflejar la activacion del tejido adiposo marrén o la
marronizacion del tejido adiposo blanco (nuevas dianas de interés en el tratamiento de
la obesidad) en respuesta a la ingesta de dietas obesogénicas o como resultado de la
exposicion al frio.

Los resultados obtenidos muestran que las PBMC son un buen indicador de las
adaptaciones metabolicas al ayuno y realimentacion, asi como de la insensibilidad a
cambios en las condiciones de alimentacion que se da en animales obesos, alimentados
con una dieta obesogénica (dieta de cafeteria), desde el inicio del desarrollo de esta
enfermedad. Ademas, estas células son capaces de reflejar la recuperacion metabolica
asociada a la pérdida de peso, como la respuesta al ayuno a nivel de parametros
séricos y de expresion génica. Las PBMC de animales obesos alimentados con dietas
hiperlipidicas reflejan también alteraciones en la expresion basal de genes implicados
en diferentes rutas metabolicas relacionadas con el control del peso corporal y en los
procesos inflamatorios, proporcionando un perfil obesogénico caracteristico.

Por otra parte, tanto las dietas obesogénicas como la exposicion al frio inducen
la expresion de marcadores de adipocitos marrones y de adipocitos brite en PBMC,
reflejando la marronizacion que se produce en el tejido adiposo blanco. Estas células
sanguineas se perfilan pues como un material bioldgico de interés para analizar
componentes nutricionales o farmacologicos que puedan inducir la remodelacion del
tejido adiposo blanco a marron o bien activar el tejido adiposo marréon aumentando asi
la capacidad disipadora de energia, lo cual abre nuevas perspectivas en el tratamiento
de la obesidad.

En definitiva, las PBMC son una herramienta idonea para el estudio de la
homeostasis energética, y constituyen una fuente facilmente obtenible de
biomarcadores tempranos de obesidad, tutiles para estudiar el desarrollo de estrategias
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para la prevencion y tratamiento de esta patologia y sus complicaciones. Ademas las
PBMC reflejan el proceso de marronizacion del tejido adiposo inducido por diferentes
estimulos, tales como ingesta de dietas ricas en grasa o bien la exposicion al frio. En
base a estos resultados, podemos afirmar que las PBMC generan nuevas posibilidades
terapéuticas y proporcionan un material interesante para la identificacion de
biomarcadores tempranos de enfermedad que pueden resultar de utilidad en humanos.
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Abstract

Study of blood cells as a useful source of transcriptomic
markers for the research of obesity and its complications

Doctoral program in Nutrigenomics and Personalized Nutrition
Universidad de las Islas Baleares

ABSTRACT

Diet is a major determinant of our health/disease status, and it is a one of main
factors contributing to the development of obesity. Then, it would be interesting to
dispose of easily obtainable biomarkers to determine how the diet affects our
metabolism. Particularly, early biomarkers of obesity are of special interest, since they
would allow implementing prevention strategies before the appearance of the disease.
This thesis is focused in the analysis of the utility of a blood cell fraction, the
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) as a source of obesity biomarkers, used
for the prevention or treatment of obesity using rodents as animal model. In
particular, we focused on the: a) study of the ability of PBMC to reflect energy
homeostatic impairment during the development of diet-induced obesity, testing their
response to changes in feeding conditions (fasting and re-feeding); as well as testing
PBMC capacity to reflect metabolic recovery associated to weight lost in after
switching an obesogenic to a control balanced diet; and b) analysis of the ability of
PBMC to reflect brown adipose tissue activation or white adipose tissue browning
(new focus of interest in obesity treatment) in response to the intake of obesogenic
diets or as a result of cold exposure.

Our results show that the PBMC are good indicators of metabolic adaptations to
fasting and re-feeding, as well as of fasting insensibility observed in cafeteria-obese
animals since early stages of obesity development. Moreover, PBMC are able to
reflect the insensibility to feeding conditions in obese animals; these cells are able to
reflect the metabolic recovery associated to weight loss, as recovery of fasting
response of serum parameters and of gene expression. PBMC of animals fed
hyperlipidic diets also reflect alteration in basal expression of genes involved in
different pathways related to body weight control and in inflammatory processes,
providing a characteristic obesogenic gene expression profile.

On the other hand, intake of obesogenic diets as well as cold exposure can
induce the expression of brown/brite adipocyte markers in PBMC, reflecting the
browning process, which occurs in white adipose tissue. Thus, these blood cells
constitute a suitable biological material for the analysis of nutritional or
pharmacological compounds that could induce white to brown adipose tissue
remodelling or activate brown adipose tissue, increasing in this way energy dissipating
capacity, opening new perspectives for obesity treatment.

In conclusion, PBMC are a good tool for energy homeostatic studies, and
constitute an easily obtainable source of early obesity biomarkers useful to study the
development of strategies for the prevention and treatment of obesity and related
diseases. Moreover, PBMC reflect the white adipose tissue browning process induced
by different stimuli, such as the intake of fat-rich diets or cold exposure. According to
these results we can state that PBMC offer new therapeutic possibilities and provide
an interesting material to identify early markers of disease, which can be useful in
human studies.






Listado de articulos originales

Listado de articulos originales derivados de la tesis
La presente Tesis Doctoral ha dado lugar a los siguientes articulos originales:

1.- Oliver, P., Reynés, B., Caimari, A., Palou, A. Peripheral blood mononuclear
cells: a potencial source of homeostatic imbalance markers associated with
obesity development. Pfliigers Archiv- European Journal of Physiology
465(4):459-68, 2013.

2.- Reynés, B., Garcia-Ruiz, E., Diaz-Rua, R., Palou, A., Oliver, P. Reversion to
a control balanced diet is able to restore body weight and to recover altered
metabolic parameters in adult rats long-term fed on a cafeteria diet. Food
Research International 64:839-848, 2014.

3.- Reynés, B., Diaz-Rua, R., Cifre, M., Oliver, P., Palou, A. Peripheral blood
mononuclear cells as a potential source of biomarkers to test the efficacy of
weight-loss strategies. Obesity 8 Oct 2014 [publicacion electronica antes de la
impresion].

4.- Reynés, B., Garcia-Ruiz, E., Palou, A., Oliver, P. The intake of high fat diets
induces an obesogenic profile in peripheral blood mononuclear cells.
Manuscrito.

5.- Garcia-Ruiz, E., Reynés, B., Diaz-Rua, R., Ceresi, E., Oliver, P., Palou, A.
The intake of high fat diets induces the acquisition of brown adipocyte gene
expression features in white adipose tissue. Manuscrito en vias de publicacion.

6.- Reynés, B.f, Garcia-Ruiz, E.T, Oliver, P., Palou, A. PBMC can reflect
physiological adaptations of adipose tissue to cold exposure. Manuscrito.

Mi contribucion en cada manuscrito fue:

Manuscrito 1: Realicé la extraccion de ARN total y el analisis de expresion génica en
PBMC, higado y tejido adiposo retroperitoneal. También realicé el analisis estadistico
asi como la representacion grafica de los resultados. Colaboré en la interpretacion de
los resultados, en la redaccion del articulo y en su revision.

Manuscrito 2: Llevé a cabo la experimentacion animal (con la colaboracidén de otros
autores) y la recoleccion de sangre para la obtencion de suero donde analicé los
parametros séricos. Realicé la extraccion de ARN vy el andlisis de expresion génica en
higado y musculo. También participé en el andlisis e interpretacion de los resultados y
redacté una primera version del manuscrito.

Manuscrito 3: Llevé a cabo la experimentacion animal (con la colaboracién de otros
autores), y la recoleccion de sangre para la obtencion de suero y el aislamiento de
PBMC. Realicé el aislamiento, la extraccion de ARN y el andlisis de expresion génica
de las PBMC. Ademas, analicé los parametros séricos de interés y realicé el analisis
estadistico. Finalmente, participé en la discusion de los resultados y redacté una
primera version del manuscrito.

XI



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

Manuscrito 4: Llevé a cabo la experimentacion animal (con la colaboracidon de otros
autores), y la recoleccion de sangre para la obtencion de suero y el aislamiento de
PBMC. Realicé la extraccion de ARN, asi como el andlisis de expresion de los genes
de interés y el andlisis de los parametros sanguineos. Finalmente, llevé a cabo el
analisis de datos, participé en la discusion de los resultados, y redacté¢ una primera
version del manuscrito.

Manuscrito S: Llevé a cabo la experimentacion animal (con la colaboracidon de otros
autores). Realicé el aislamiento de PBMC y la extraccion de ARN, asi como el analisis
de expresion de los genes de interés. Finalmente, lei y aprobé la version final del
manuscrito.

En la tesis tan solo presento parte del trabajo de este articulo, el que esta directamente
implicado con mi trabajo, para lo cual redacté el siguiente manuscrito que es el que se
incluye en el capitulo de resultados: Peripheral blood mononuclear cells express
key genes involved in adipose tissue browning and reflect white to brown adipose
tissue remodelling capacity in response to the intake of high fat diets.

Manuscrito 6: Participé en la experimentacion animal, en la recoleccion de sangre
para la obtencién de suero y en el aislamiento de PBMC . Llevé a cabo la extraccion
de ARN vy el andlisis de expresion génica de las PBMC. Ademas, analicé los
parametros séricos de interés y realicé el andlisis estadistico de los resultados.
Finalmente, participé en la discusion de los resultados, y redacté una primera version
del manuscrito.
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I.- INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en el problema de salud mas importante y comun
del siglo XXI. Esta enfermedad, que ha alcanzado niveles epidémicos en las ltimas
décadas, se define como la acumulacién anormal o excesiva de grasa corporal que
puede ser perjudicial para la salud. La obesidad es una enfermedad que lleva asociada
otras patologias y alteraciones metabolicas como son la diabetes tipo II, las
enfermedades cardiovasculares y la hipertension. El aumento exponencial de la
presencia de la obesidad va asociado a un excesivo consumo de alimentos ricos en
grasa y a un aumento del sedentarismo, lo que provoca un desequilibrio en el balance
energético (Revisado en (Bray and Popkin, 1998; Coelho et al., 2011; Hill and Peters,
1998; Palou et al., 2000)). Por ello, la obesidad es una de las principales causas de
muerte evitable. Preocupa especialmente la gran incidencia de esta enfermedad en
edades tempranas. En Espafia, hay un elevado grado de sobrepeso y obesidad infantil
(40%). Estos nifios hoy obesos, serdn adultos con sobrepeso u obesidad, que
desarrollaran de manera precoz otras alteraciones asociadas, como la diabetes tipo II.
Ademas, no se trata tan solo de un problema de salud, sino que deriva en un problema
econdmico. A dia de hoy, en Espaiia, el gasto sanitario debido a la obesidad supone un
7% del gasto total (Revisado en (Abel, 2010)).

La obesidad es un desorden multifactorial al que contribuyen multiples factores
genéticos y ambientales (entre ellos y de manera destacada la dieta) asi como la
interaccion entre ambos. El conocimiento de los genes y moléculas implicadas en el
desarrollo de esta enfermedad, y de su interaccion con la dieta, seran fttiles para
estudios de nuevas estrategias para la prevencion y/o tratamiento de la obesidad.

Debido al aumento de la incidencia de obesidad, hay un gran interés en la
busqueda de biomarcadores, especialmente biomarcadores tempranos, que pongan de
manifiesto alteraciones metabdlicas antes de que se produzca la ganancia de peso, para
poder asi prevenir el desarrollo de esta enfermedad. También existe gran interés en el
estudio de la posibilidad de recuperacion metabolica asociada a la pérdida de peso y
adiposidad que se produce al sustituir malos héabitos alimenticios por un estilo de vida
y una dieta saludable (Aranceta Bartrina, 2013; Lien et al., 2013). Seria pues
interesante identificar marcadores de la recuperacién metabdlica que permitan conocer
la eficacia de las estrategias de pérdida de peso. Si bien la lucha contra la obesidad se
centra sobre todo en el control de la ingesta caldrica, en los ultimos afos, el
incremento del gasto energético mediante la activacion del tejido adiposo marrén o
mediante la remodelacion del tejido adiposo blanco a marron (proceso conocido como
browning o marronizacion) frente a diferentes estimulos incluida la dieta, ha surgido
como una nueva ¢ interesante diana terapéutica. Sin embargo, la obtencion de
muestras para este tipo de estudios en humanos es complicada.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés Peripheral
blood mononuclear cells) son una fraccion celular formada por linfocitos y monocitos
que viajan por el cuerpo humano a través del sistema circulatorio y que son capaces de
responder a sefiales internas y externas. Recientemente se ha descrito que estas células
son utiles para el estudio de la homeostasis energética y sus desviaciones en la
obesidad (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010c). Por tanto, estas células se
perfilan como un material biologico muy apropiado para el estudio de biomarcadores
de obesidad con aplicabilidad a humanos, evitando asi biopsias complicadas de tejidos
como el higado y el tejido adiposo. En esta tesis doctoral se ha profundizado en el
estudio de la utilidad de estas células para la obtencion de marcadores tempranos de



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

obesidad, de recuperacion metabodlica asociada a la pérdida de peso, asi como de
remodelacion del tejido adiposo blanco a marron.
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1.- Células sanguineas como material biolégico de interés en investigacion para la
obtencion de biomarcadores

1.1.- Caracteristicas y composicion de la sangre

La sangre es un liquido contenido en un compartimento cerrado, aparato
circulatorio, que circula por todo el organismo con un movimiento regular y
unidireccional, forma parte del tejido conjuntivo y estd compuesto por células,
fragmentos celulares y plasma. Presenta un color rojo caracteristico debido a la
presencia de hemoglobina, pigmento presente en los eritrocitos. Principalmente, la
sangre es un medio de transporte mediante el cual se llevan a cabo una serie de
funciones como distribucion y transporte de nutrientes, oxigeno y hormonas a todas
las células del organismo, transporte de productos de desecho, dioxido de carbono de
las células hacia el exterior, defensa del cuerpo ante agentes infecciosos, y detencion
de posibles hemorragias. El volumen total de sangre constituye un 7% del peso
corporal, y es de aproximadamente 5 litros por persona (Gartner and Hiatt, 2003;
Junqueira and Carneiro, 2005).

El plasma es una solucion acuosa que comprende el 55% del fluido sanguineo.
Estd formado por un 7% de proteinas plasmaticas (globulinas, albiminas y
fibrindgeno), un 0,9% de sales inorgénicas (calcio, sodio, potasio y bicarbonato) y el
resto compuestos organicos diversos como los aminoacidos, vitaminas, hormonas,
lipidos y factores de coagulacion. Tras la coagulacion de la sangre y tras la separacion
del coédgulo, se obtiene una fraccion liquida, el suero, que carece de fibrinogeno y
demas factores de coagulacion (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro,
2005).

Las células de la sangre tienen una vida media corta, por lo que presentan una
elevada tasa de renovacion. El proceso de formacion y maduracion de las nuevas
células sanguineas, que tiene lugar en la medula 6sea, se llama hemopoyesis (o
hematopoyesis). El proceso de hemopoyesis consiste en la proliferacion y
diferenciacion simultanea a partir de una célula madre pluripotencial (stem cell), a dos
tipos de células progenitoras (mieloide y linfoide) que dan lugar a dos linajes
celulares. El linaje mieloide deriva en eritrocitos, plaquetas, mieloblastos (precursores
de los leucocitos granulares: eosinofilos, baséfilos y neutréfilos) y monoblastos
(precursores de leucocitos agranulares: monocitos), mientras que el linaje linfoide
deriva en linfoblastos (precursores de leucocitos agranulares: linfocitos (linfocitos B y
T y Natural killer). Las células madre mieloide y linfoide son células progenitoras uni
o bipotenciales que se pueden dividir y formar nuevas células progenitoras o bien
células precursoras, también llamadas blastos; a su vez estas células tan solo pueden
formar células sanguineas maduras (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro,
2005). La clasificacion de las células sanguineas esta esquematizada en la Figura 1.

1.1.1.- Células sanguineas

Las células de la sangre se clasifican en: globulos rojos (eritrocitos), globulos
blancos (leucocitos) y plaquetas. Estas células se estudian mediante frotis celulares,
donde las células se disponen estiradas y separadas. Generalmente los frotis celulares
se tifien con mezclas especiales para favorecer su observacion. Estas mezclas
contienen eosina (colorante acido), azul de metileno (colorante bésico) y azures
(productor de la oxidacion de azul de metileno). Las mezclas mas utilizadas son la
mezcla de Leishman, Wright y de Giemsa, en las que las estructuras acidas adquieren
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una tonalidad rosa, las basicas azul y las que fijan los azures, azurofilas, son de color
purpura.

Célula madre plur:pmcncml
(Stem cell)

Célula madre mieloide Célula madre linfoide

\ e é
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Figura 1. Clasificacion de las células sanguineas.

Los eritrocitos o globulos rojos son las células sanguineas anucleadas mas
abundantes en vertebrados. Presentan una forma de disco biconcavo de 7-8 um de
diametro, con un grosor de 2,6 um cerca del borde y 0,8 um en el centro. El color
rojizo que les caracteriza se debe a la gran cantidad de hemoglobina que contienen
(proteina transportadora de oxigeno). La hemoglobina (proteina conjugada con hierro)
presenta 4 subunidades, cada una con un grupo hemo lo que permite el transporte de
oxigeno desde los pulmones a los demas tejidos del cuerpo. La forma biconcava del
eritrocito, le ofrece una gran superficie en relacion a su volumen lo que favorece el
intercambio gaseoso. Estas células, de forma normal, no salen del torrente circulatorio
y presentan una gran elasticidad para poder transportarse dentro de los capilares mas
finos, y asi poder transportar el oxigeno alrededor de todo el cuerpo (Gartner and
Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

Las plaquetas o trombocitos son pequefios fragmentos celulares redondos, de
2-4 um de diametro formados de la fragmentacion citoplasmatica de los
megacariocitos, unas células gigantes y poliploides de la médula 6sea. Ante una lesion
en un vaso sanguineo se produce el proceso de hemostasia. Este proceso consiste en la
adhesion plaquetaria al colageno acumulado en la lesion vascular, y la transformacion
de fibrindgeno en fibrina, formando asi una malla donde quedan retenidos los
eritrocitos dando lugar a un codgulo, impidiendo la pérdida de sangre. Por tanto estos
pequetios fragmentos tienen la funcion de inducir la coagulacion y promover la
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reparacion de la pared de los vasos sanguineos, evitando hemorragias (Gartner and
Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

Los leucocitos son células en suspension, incoloras y de forma esférica. Tienen
una funcion defensiva del organismo, destruyen y eliminan células viejas y atacan a
los agentes infecciosos y sustancias extrafias del organismo. Se dividen en dos grupos,
polimorfonucleares o granulocitos y mononucleares o agranulocitos (Gartner and
Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

Los leucocitos polimorfonucleares o granulocitos presentan un ntcleo de forma
irregular y un citoplasma con granulos especificos. Estos granulos son enzimas unidos
a la membrana con la funcion de digerir las particulas fagocitadas. Los granulocitos
tienen una vida media de pocos dias, mueren por apoptosis y los restos celulares son
fagocitados por macrofagos sin desencadenar una respuesta inflamatoria. En funcion
de la afinidad de tincion de los granulos especificos se distinguen tres tipos celulares:
eosinofilos, basofilos y neutréfilos.

o Los eosindfilos forman el 2-4% del total de leucocitos. Tienen un
diametro de 10-14 um. El nucleo es negro amarronado de forma bilobular, ambos
l6bulos unidos por una fina hebra conectora. Los granulos son especificos, esféricos,
grandes de un color naranja rojizo. Estan implicados en la defensa de parasitos, y tanto
la infeccion parasitaria como las alergias aumentan mucho el contenido de eosinofilos
en sangre (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

o Los basofilos son los granulocitos menos numerosos, aproximadamente
0,5% de los leucocitos circulantes. Tienen un diametro menor que los eosinofilos, de
8-10 um. El nucleo, azul palido, presenta una forma tortuosa e irregular, tiene forma
de S. En el citoplasma hay una gran cantidad de grandes y oscuros granulos basoéfilos
especificos, contienen histamina, factores quimiotacticos para eosinéfilos y neutrofilos
y heparina (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

o Los neutrdfilos, son los leucocitos mas abundantes (60-70%), miden 9-
12 um de diametro. El ntcleo es azul oscuro, grueso y multilobulado, de 2-5 16bulos
(frecuentemente presentan 3 lobulos) unidos mediante finas hebras conectoras. Las
células jovenes presentan un nicleo no segmentado en forma de baston curvo y se les
llama neutréfilos con nucleo en baston. El citoplasma es de color rosado claro, donde
se encuentran numerosos granulos azurofilos (lisosomas). Los neutrofilos tienen la
funcion de fagocitar los microorganismos y substancias extrafias presentes en el
organismo, posteriormente son digeridos por los lisosomas. Estas células son
incapaces de regenerar el contenido lisosomico de manera que presentan una vida
media corta (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005).

Los leucocitos mononucleares o agranulocitos presentan un nucleo de forma
redondeada y no presentan, aparentemente, granulos en el citoplasma, aunque si
presentan lisosomas que son como granulos pero que no se tifien especificamente. Este
grupo esta compuesto por los monocitos y los linfocitos (Gartner and Hiatt, 2003;
Junqueira and Carneiro, 2005).

o Los monocitos forman 3-8% de los leucocitos, son las células mas
grandes de la sangre circulante (12-15 um de didmetro). Presentan un nucleo
excéntrico de forma arrifionada y una gran cantidad de citoplasma azul grisdceo que
contiene abundantes granulos azurdéfilos (lisosomas) muy finos. Los monocitos pueden
abandonar el torrente sanguineo y pasar a los espacios del tejido conectivo donde se
convierten en macrofagos. Los macréfagos son células que intervienen en la
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fagocitosis de substancias extrafias y contribuyen a la activaciéon del sistema
inmunolégico de los linfocitos. De la misma manera que los neutrofilos, la principal
funcion de los monocitos es la de fagocitosis, pero estos tienen la capacidad de
renovar el contenido de los lisosomas una vez han fagocitado un agente extrafio y por
lo tanto tienen una vida media mas larga (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and
Carneiro, 2005). Los macréfagos constituyen una importante funcion de defensa
celular innata, contra la invasion de microorganismos y substancias extrafias. Ademas
de fagocitar y digerir las substancias extrafias y microorganismos, presentan
fragmentos de los patdogenos y activan el sistema inmune adaptativo (Delves et al.,
2011).

o Los linfocitos son las principales células del sistema inmune que
suponen el 20-30% de los leucocitos circulantes. Son células esféricas, hay de
diferentes tamafios, pequefios, medianos y grandes. Los mas abundantes en la sangre
son los linfocitos pequefios que miden entre 6-8 um de diametro, aunque los grandes
pueden llegar a medir hasta 18 pm. El nucleo de los linfocitos pequeios es esférico,
aunque a veces presentan una pequefia escotadura; la cromatina forma grumos gruesos
lo que hace que presente un color oscuro y sea facil de reconocer en las preparaciones
habituales. El citoplasma es escaso, basofilo por lo que se tifie de color azul claro,
puede contener granulos azuldfilos (lisosomas) como los monocitos (Gartner and
Hiatt, 2003; Junqueira and Carneiro, 2005). A diferencia de los demas leucocitos que
no vuelven a la sangre, después de migrar a los tejidos, los linfocitos retornan de los
tejidos a la sangre, recirculando continuamente. Se distinguen tres tipos de linfocitos:
linfocitos T, linfocitos B y Natural killer; aunque todos ellos se originan en la médula
Osea a partir de la célula madre precursora, los linfocitos T completan su maduracion
en el timo, mientras que los linfocitos B salen de la médula 6sea ya maduros. Los dos
tipos principales de linfocitos (B y T) con sus subtipos se diferencian por los
receptores presentes en sus membranas (Gartner and Hiatt, 2003; Junqueira and
Carneiro, 2005).

= Los linfocitos B representan el 5-10% de los linfocitos de la sangre,
cada uno de ellos presenta en la membrana celular 150.000 moléculas de
inmunoglobulinas M (receptores de los antigenos). Estos linfocitos se originan y
maduran en la médula dsea. Pasan al torrente sanguineo y son transportados a los
organos linfoides donde se instalan (a excepcion del timo). Cuando estos linfocitos son
activados por los antigenos, proliferan y diferencian en células productoras de
anticuerpos (células plasmaticas), sin embargo algunos de estos linfocitos no se
diferencian en células productoras de anticuerpos sino que se convierten en células de
memoria que responden rapidamente ante una segunda exposicion a este antigeno
(Junqueira and Carneiro, 2005).

= Los linfocitos T representan el 65-75% de los linfocitos en sangre.
Estos linfocitos se originan en la médula 6sea, y proliferan y se diferencian en las
diferentes subpoblaciones de linfocitos T (células T colaboradoras, células T
supresoras y T citotoxicas) en el timo. Al igual que los linfocitos B, una vez
diferenciados son liberados al torrente sanguineo donde se transportan hacia otros
organos linfaticos, donde se forman las células de memoria (Junqueira and Carneiro,
2005). Las células T colaboradoras estimulan la transformacion de linfocitos B en
células plasmaticas. Las células T supresoras inhiben la respuesta humoral y celular, y
estimulan el fin de la respuesta inmunolégica. Por su parte, las células T citotoxicas
actuan sobre las células extranas o infectadas por virus, abriendo orificios en la
membrana plasmatica a través de las perforinas, y provocando la lisis celular.
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= Natural killer (NK), suponen el 10-15% de los linfocitos circulantes.
No presentan las mismas proteinas de membrana que los linfocitos T y B. Reciben este
nombre ya que son capaces de atacar y eliminar a células infectadas por virus o células
cancerosas, sin ser estimulados previamente (Junqueira and Carneiro, 2005).

1.2.- Células mononucleares de sangre periférica (PBMC): caracteristicas y
aplicaciones

De las cé¢lulas presentes en la sangre, las PBMC, presentan unas caracteristicas
que las hacen especialmente interesantes en investigacion. Las PBMC pueden aislarse
directamente a partir de la sangre total por centrifugacion y por tanto representan una
fuente de células facilmente accesibles. Estan compuestas principalmente por
linfocitos (aproximadamente 80-85%) y monocitos (el porcentaje restante), por lo que
forman parte del sistema inmunitario. Los linfocitos pertenecen al sistema inmune
adaptativo, son responsables de las respuestas inflamatorias y participan en procesos
de reparacion tras el dafio tisular. Producen citoquinas como la interleuquina 6 (I1-6,
Interleukin 6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, Tumor necrosis factor alpha)
o el interferon-gamma, entre otros, como respuesta aguda a la inflamacion (Loffler
and Petrides, 1998; Ramirez-Boo et al., 2006; Schulz et al., 2007). Por su parte, los
monocitos forman parte del sistema inmune innato y producen moléculas
biologicamente activas como citoquinas, quimoquinas, moléculas de adhesion y
enzimas que participan en la transduccion de sefiales en muchos estados patoldgicos
(Hryniewicz-Jankowska et al., 2007).

Las PBMC circulan constantemente a través del cuerpo interaccionando con
todas las cé€lulas y tejidos proporcionando una funcion defensiva. Ademas, al estar en
circulacion, estan en contacto con sefales tanto internas (hormonas y demas senales)
como externas (tales como nutrientes y derivados) frente a las que son capaces de
reaccionar, ya que el patron de expresion génica de las PBMC se ve afectado por
cambios en el macro- y microambiente (de Mello et al., 2012). Las PBMC expresan un
gran porcentaje (mds del 80%) de los genes del genoma humano, incluyendo
transcritos tisulares especificos. De esta manera, estas células co-expresan una gran
cantidad de genes con los diferentes tejidos (por ejemplo, un 83% de los genes del
higado (Liew et al., 20006)).

Por tanto, estas células pueden servir para “monitorizar” las respuestas de
organos y tejidos, proporcionando informaciéon valiosa sobre el estado de salud del
organismo y sobre los efectos de las intervenciones dietarias en el metabolismo. Las
PBMC se han convertido pues en una nueva y potencial herramienta para la
identificacion de biomarcadores: para el diagnéstico temprano de alteraciones
metabolicas/enfermedad, de respuesta a la dieta, y para el estudio de los efectos de la
nutricion sobre la salud.

El uso de las PBMC para la busqueda de biomarcadores de salud/enfermedad,
sobre todo en el ambito de la nutricion y la obesidad, es precisamente uno de los
objetivos principales del proyecto europeo BIOCLAIMS “BlOmarkers of Robustness
of Metabolic Homeostasis for Nutrigenomics-derived Health CLAIMS Made on Food”
(no. 244995), coordinado por nuestro grupo de investigacion.
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1.2.1.- PBMC en estudios clinicos

Las PBMC son un material ampliamente utilizado con fines de diagndstico
clinico ya que son capaces de reflejar patrones de expresion caracteristicos de
determinadas enfermedades, sobre todo de tipo inmunoldgico, aunque no
exclusivamente (Aziz et al., 2007; Olsen et al., 2004b; Sala et al., 2014). Asi, por
ejemplo, las PBMC se han utilizado para la deteccion del virus del VIH, ya que los
linfocitos T colaboradores, las células infectadas por dicho virus, forman parte de las
PBMC (d'Ettorre et al., 2010).

Los estudios de enfermedades del sistema inmune se realizaban tradicionalmente
en tejidos como liquido sinovial, cerebro o piel de pacientes enfermos. Aparte de la
dificultad de obtencion de la muestra, era muy complicado estudiar las primeras fases
la aparicion de la enfermedad, cuando las intervenciones terapéuticas son mas
efectivas. Por todo ello se propuso determinar si las PBMC, al ser células del sistema
inmune, reflejaban los cambios clinicamente relevantes en la expresion génica. El uso
de las PBMC como material biologico daba la posibilidad de obtener muestras mas
facilmente y de manera mas repetida. De esta manera, las PBMC han abierto la
posibilidad de determinar indicadores patologicos tempranos, asi como indicadores de
pronostico de una manera mas sencilla y en poco tiempo (Olsen et al., 2004b).

En los ultimos afos ha aumentado el estudio en PBMC de enfermedades de
caracter autoinmune como esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus sistémico
eritromatoso y diabetes mellitus tipo I (Olsen et al., 2004b). Muchos investigadores se
han concentrado en la posibilidad de que la sangre periférica podria mostrar una
correlacion entre la expresion génica y el estado de la enfermedad (Becker et al.,
2013). Por ejemplo, en un estudio de esclerosis multiple se ha visto como hay
diferencias en la expresion génica entre individuos sanos y enfermos, aunque estas
diferencias son menores entre individuos con diferente grado de enfermedad (Ratzer et
al., 2013). Recientemente, en los estudios de desérdenes inmunitarios en PBMC
también se ha determinado la relacion con los microARN. Por ejemplo, en humanos
se ha revelado una asociacion entre enfermos de esclerosis multiples y una expresion
alterada de microARN en PBMC (Hecker et al., 2013).

Pero las PBMC no tan solo reflejan cambios patrones de expresion génica
caracteristicos de enfermedades autoinmunitarias, sino que también son utiles para el
estudio de otras enfermedades, como el asma y alergias (Ma et al., 2013), enfermedad
cronica del rindn (Chen et al., 2013), parkinson (Sala et al., 2014), cancer (Ganapathi
et al., 2014), enfermedades cardiovasculares (Aziz et al., 2007), diabetes tipo II u
obesidad (de Mello et al., 2012), existiendo un patron de expresion génica diferencial
entre individuos sanos y enfermos. Por ejemplo, el andlisis de expresion génica en
PBMC sirve para estudiar enfermedades como la insuficiencia cardiaca croénica
(Cappuzzello et al., 2009). El analisis de microARN en PBMC, también es ttil para el
diagnostico de determinadas enfermedades. Por ejemplo, se ha encontrado una clara
relacion entre la expresion de algunos microARN vy la presencia de cancer (Zeng et al.,
2013).

Como parte de su aplicacion en clinica, el analisis de expresion génica en PBMC
también es util para el estudio de la respuesta a determinados farmacos, como por
ejemplo los corticosteroides. Los corticosteroides son un farmaco recomendado para el
tratamiento del asma, sin embargo hay casos donde existe una resistencia a este
tratamiento. Las PBMC reflejan a nivel transcriptomico la regulacion génica por
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esteroides, por ello mediante estudios in vitro se puede evaluar la capacidad de
respuesta a estos farmacos de los individuos asmaticos (Goleva et al., 2012).

1.2.2.- PBMC en estudios de nutricion y obesidad

De manera mas reciente, también se estan utilizando las PBMC para la busqueda
de biomarcadores en estudios de nutricion y obesidad. Las PBMC son un tejido diana
prometedor en el campo de la nutrigenémica ya que reflejan, a nivel de expresion
génica, las modificaciones dietéticas (de Mello et al., 2012). Por otra parte, como se ha
descrito en al apartado anterior, las PBMC son capaces de reflejar patrones de
expresion caracteristicos de diferentes patologias, entre ellas la obesidad (Sanchez et
al., 2012).

1.2.2.1.- PBMC y biomarcadores de efectos nutricionales

Las PBMC se estan perfilando como una herramienta muy util para profundizar
en el efecto beneficioso sobre la salud de determinados nutrientes (Khymenets et al.,
2009). Diferentes estudios ponen de manifiesto que estas células son capaces de
responder, a nivel de expresion génica, ante dietas o nutrientes especificos (Bouwens
et al., 2009; Browning et al., 2014; Caimari et al., 2010c).

Las PBMC reflejan los efectos de compuestos nutricionales sobre enfermedades
inflamatorias. Por ejemplo, un estudio realizado en nifios asmaticos mostr6 como la
suplementacion dietética con acido graso eicosapentanoico mejora el perfil de
expresion génica anti-inflamatorio (Covar et al., 2010). Otro estudio, realizado con
pacientes con alzhéimer, muestra como una suplementacion con acidos grasos omega-
3 aumenta la expresion, en PBMC, de genes implicados en procesos anti-
inflamatorios, lo cual favorece el tratamiento de esta enfermedad (Vedin et al., 2012).
Estas células no tan solo reflejan el efecto de compuestos nutricionales especificos
sobre enfermedades inflamatorias, sino que son capaces de reflejar la respuesta
nutricional tipica de los 6rganos implicados en la homeostasis energética, como el
higado. Asi, por ejemplo, estudios en humanos muestran como la suplementacion con
acidos grasos poliinsaturados, polifenoles y L-carnitina regulan la expresion de los
genes implicados en el metabolismo de los &cidos grasos en PBMC, siguiendo el
mismo patron que en los hepatocitos (Radler et al., 2011). Estudios complementarios,
realizados en cultivos celulares de linfocitos y monocitos, muestran como tratamientos
con acidos grasos poliinsaturados, polifenoles y L-carnitina incrementan la expresion
de genes implicados en la B-oxidacion de los acidos grasos (Radler et al., 2011).

Por otra parte, estas células también se utilizan para reflejar el efecto de cambios
dietéticos. Estudios recientes realizados en humanos ponen de manifiesto que la
restriccion dietética de grasas, asi como la reintroduccion dietética del colesterol
inducen, en las PBMC, cambios en la expresion de genes implicados en la
homeostasia de colesterol en el higado (Boucher et al., 1998; Boucher et al., 2000).

1.2.2.2.- PBMC y biomarcadores de obesidad

En los ultimos afos ha aumentado la investigacion sobre biomarcadores y
factores de riesgo para el desarrollo de la obesidad. En especial, ha aumentado el
interés hacia la investigacion de biomarcadores tempranos para detectar la obesidad
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cuando atn son eficaces las intervenciones nutricionales o de cambios de estilo de
vida. Uno de los ambitos mas estudiados son los factores de riesgo de la obesidad en
edades tempranas, que pueden suponer predictores importantes del desarrollo de la
obesidad. Por ejemplo, son considerados factores de riesgo, el indice de masa corporal
de las madres, los patrones de crecimiento, asi como la obesidad infantil (Brisbois et
al., 2012). Se han estudiado diferentes tipos de biomarcadores ttiles en estudios de
prevencion o de tratamiento de la obesidad. La obesidad esta asociada a una alteracion
del sistema inmunitario y con un estado de inflamacion cronico, lo que permite
obtener marcadores en células de sistema inmunitario (Bellows et al., 2011; O'Rourke
etal., 2013).

Las PBMC son un buen material bioldgico para la deteccion de biomarcadores
de la obesidad, por lo que estas células abren un nuevo camino a la ciencia hacia el
desarrollo de técnicas menos invasivas en la deteccion y prevencion de enfermedades.
Se ha descrito que las PBMC reflejan los cambios en la expresion de biomarcadores
de inflamacion que se ven alterados en condiciones de obesidad. Asi, por ejemplo, han
demostrado que estas células presentan un aumento de la expresion génica del gen que
codifica para la resistina en mujeres que padecen diabetes tipo II, complicacion
estrechamente relacionada con la obesidad, ademds de un aumento en la expresion de
los genes para citoquinas inflamatorias como interleuquina uno beta (IL-1 f,
Interleukin I beta), TNFa e IL-6, que podrian ser utilizados como marcadores (Tsiotra
et al., 2008). Ademas, la expresion génica de citoquinas proinflamatorias en PBMC
esta asociada a la distribucion de la grasa corporal (Hermsdorff et al., 2010). También
se han descrito cambios en la expresion génica en PBMC del gen que codifica para la
IL-8, como resultado de cambios en el porcentaje de masa grasa en respuesta a dietas
bajas en calorias (Crujeiras et al., 2008b). Por tanto, las PBMC se perfilan como una
fuente potencial de biomarcadores de obesidad. Muchos de los genes que codifican
para elementos del sistema inmunitario reflejan en estas células el metabolismo de
tejidos clave para la homeostasis energética y sus alteraciones en la obesidad (ver
apartado 2.6.- Modelos animales para el estudio de la obesidad y la pérdida de peso).
Por otra parte, también se ha demostrado que toda una red de biomarcadores, desde
genes, proteinas o metabolitos expresados en PBMC, resultan modulados por
farmacos antiinflamatorios, como el diclofenaco (van Erk et al., 2010). La integracion
de toda una red de biomarcadores es muy util para el estudio de tratamientos contra la
obesidad y enfermedades relacionadas, bien sean dietéticos o farmacologicos (van Erk
et al., 2010). Otro tipo de biomarcadores en PBMC son los microARN, ya que
diferencias en la expresion basal de determinados microARNs, como mir-935 o mir-
4772, pueden ser usados para el pronostico de la pérdida de peso asociada a dietas
hipocaldricas (Milagro et al., 2013). En conjunto, las PBMC permiten tanto el estudio
protedmico como transcriptomico, y junto con los metabolitos sanguineos, posibilitan
estudiar una red de biomarcadores con muestras sanguineas, sin tener que recurrir a
biopsias de tejidos, como el higado o tejido adiposo.

La busqueda y validacion de biomarcadores tempranos en PBMC mediante las
nuevas tecnologias asociadas al estudio de la gendémica funcional, facilitan un
conocimiento avanzado acerca de la propension a padecer una determinada patologia
en individuos especificos. Asi, es de esperar que la aplicacion de buenos
biomarcadores tempranos contribuira tanto a la deteccion de la obesidad como a la
mejor definicion de la misma, lo que permitiria disefiar actuaciones preventivas
adecuadas, junto con actuaciones en la dieta y/o en el estilo de vida. Ademas, estos
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biomarcadores seran utiles también para entender y estudiar la respuesta a farmacos y
nutrientes de manera personalizada.

2.- Homeostasis energética y obesidad: papel de las PBMC

En las ultimas décadas ha aumentado el interés sobre el estudio de la
homeostasis energética, 6rganos y sistemas implicados, con el objetivo de entender el
desarrollo de la obesidad, asi como poder generar mecanismos de actuacion y terapias
de prevencion y revertir los efectos de dicha patologia.

El concepto de homeostasis energética se basa en el principio de la
termodindmica, la energia no puede ser destruida, solo puede ser disipada, ganada o
almacenada en los organismos. El balance energético se define como el estado en que
la energia ingerida es igual a la gastada, situacion en la que se mantiene el peso
corporal. Los organismos son capaces de adaptarse a periodos de ayuno disminuyendo
el gasto energético y optimizando las reservas energéticas, asi como de responder a
periodos con exceso de energia, aumentando el gasto de energia para mantener el
balance energético y el peso corporal. Sin embargo, cambios sostenidos en la ingesta o
bien en el gasto energético de un individuo pueden resultar en cambios en el peso
corporal (Hill et al., 2013). Asi, un balance energético positivo, cuando la ingesta
energética es mayor al gasto, indica un aumento de peso corporal, y alrededor de un
60-80% de este aumento es en forma de grasa corporal (Hill et al., 2012; Hill et al.,
2013; Webber, 2003), de manera que un balance energético positivo mantenido estéa
asociado al desarrollo de la obesidad (Revisado en (Hill et al., 2012; Palou, 2006;
Webber, 2003)).

El cerebro, concretamente el hipotdlamo, desempefia un papel central en el
control de la ingesta de alimentos y en el equilibrio energético. El hipotadlamo integra y
coordina sefales centrales y periféricas que regulan la homeostasis energética, como la
calidad y cantidad de calorias que se consumen, los niveles de reservas energéticas en
plasma y la cantidad de energia presente en los diferentes depositos de
almacenamiento (a través de sefales de adiposidad, tales como insulina y leptina), por
ello es el principal 6rgano regulador de la homeostasis energética (Revisado en (Palou
and Bonet, 2013; Sahu, 2004)). La insulina es liberada por las células B-pancreaticas
en respuesta a los nutrientes circulantes (glucosa y aminoacidos), mientras que la
leptina es liberada principalmente por el tejido adiposo e informa al cerebro de las
reservas energéticas en forma de grasa; ademas, es liberada por la mucosa gastrica que
actua de senal de saciedad en el estado postprandial. La leptina y la insulina son las
principales hormonas reguladoras del balance energético, ya que ambas indican de las
reservas energéticas disponibles (Palou et al., 2000).

El segundo 6rgano regulador del balance energético es el higado. Es el unico
organo considerado metabolico, endocrino y exocrino, por las diversas funciones que
desempefia: absorcion de nutrientes del intestino, formacion de sales biliares y factores
de coagulacion criticos, metabolismo de xenobidticos (como por ejemplo, farmacos,
insecticidas...), participacion en el metabolismo lipidico y mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa. Su implicacion en el metabolismo de la glucosa y en el
metabolismo lipidico lo convierte en un oOrgano clave para el balance energético
(Brock and Dorman, 2007).

Otro 6rgano importante en el mantenimiento del balance energético es el tejido
adiposo. Este 6érgano no tan solo se encarga del almacenamiento del exceso de energia
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en forma de grasa (tejido adiposo blanco) y de disipar la grasa en forma de calor
(tejido adiposo marron), sino que también produce y libera un gran numero de
adipoquinas o adipocitoquinas, como puedan ser leptina, adiponectina, resistina y
visfatina; se trata de moléculas metabolicamente muy activas que desempefan
diferentes funciones metabolicas (Klaus, 2004).

El musculo esquelético es el 6rgano que mas contribuye al gasto energético en
adultos (30-40%). Es el 6rgano donde tiene lugar la mayor oxidacion de acidos grasos
y glucosa para la obtencion de energia. La captacion de glucosa en el musculo para su
oxidacion esta controlada en un 80% por la insulina, por ello este 6érgano es capaz de
responder a las condiciones de ayuno, mostrando una gran flexibilidad en el uso de
grasa o glucosa ante la falta de energia. Analisis transcriptomicos de microarrays
muestran como durante periodos de ayuno hay alteraciones en el perfil de
transcripcion génica en musculo esquelético, promoviéndose las rutas catabolicas e
inhibiéndose las rutas anabdlicas, restableciendo los niveles de trifosfato de adenosina
(ATP, Adenosine triphosphate) intracelulares (Revisado en (de Lange et al., 2007;
Kelley, 2005; Pilegaard et al., 2003)).

El estudio de la homeostasis energética a nivel molecular en humanos padece de
una gran limitacion, ya que requiere de muestras complejas como biopsias de higado o
tejido adiposo de dificil extraccion. Pero en los ultimos afios se ha abierto una gran
ventana a la investigacion sobre balance energético, ya que hay estudios que
demuestran que la expresion génica en las PBMC refleja el metabolismo de 6rganos
clave en el mantenimiento del balance energético como higado y tejido adiposo
(Caimari et al., 2010b; de Mello et al., 2012; Konieczna et al., 2014). Estas células se
perfilan pues, como una herramienta interesante para llevar a cabo estudios de
homeostasis energética, evitando tener que recurrir a muestras de mas dificil obtencion
y, ademas, dada su facilidad de recoleccion, ofrecen la posibilidad de realizar estudios
a lo largo del tiempo. Ademas, recientemente se ha visto como las células sanguineas
(Sanchez et al., 2012), y especialmente las PBMC (Caimari et al., 2010b), son capaces
de reflejar las alteraciones metabolicas asociadas a la obesidad (Caimari et al., 2010a;
Caimari et al., 2010c).

2.1.- Principales hormonas implicadas en el mantenimiento de la homeostasis
energética

Algunas de las moléculas mas importantes en el control de la homeostasis
energética son: insulina, glucagon, leptina, adiponectina, resistina y visfatina, ademas
de péptidos hipotalamicos como el neuropéptido Y (NPY) o el péptido relacionado
con la proteina agouti (AGRP) (Gale et al., 2004). Interesantemente, las PBMC
expresan leptina, resistina y visfatina, y ademas son una diana clara de la insulina y
glucagon, por lo que son capaces de reflejar la homedstasis energética (Neal et al.,
1983; Powers et al., 1980).

La insulina es una hormona secretada por las células B-pancreaticas en respuesta
al estado nutricional. Tras la ingesta, y ante un aumento de los niveles circulantes de
glucosa, se libera insulina que posibilita la captacion de glucosa por los tejidos
periféricos y permite su correcta metabolizacion: estimula la glucolisis, la lipogénesis
y otros procesos anabolicos, y ademas estimula la glucogenogénesis en el higado. De
esta manera los niveles de glucosa en circulacion bajan y se restablece la glucemia.
Esta bien descrito que las alteraciones en los niveles de insulina se asocian a
alteraciones en la homeostasis energética, como la obesidad o diabetes tipo II

14



I.- Introduccion

(Lehninger et al., 2000). El glucagén es una hormona con la funciéon contraria a la
insulina, también es secretada por el pancreas, pero en este caso ante bajas
concentraciones de glucosa circulante. Para aumentar la liberaciéon de glucosa, el
glucagon induce la glucogenolisis y la gluconeogénesis, e inhibe la glucogenogénesis
y la glucolisis en el higado (Jiang and Zhang, 2003). Las PBMC son dianas de ambas
hormonas.

La leptina juega un papel muy importante en diversos procesos fisiologicos,
pero sobretodo estd implicada en el mantenimiento de la homeostasis energética. Es
una proteina glicosilada de 16 KDa, formada por 146 aminoacidos (Gale et al., 2004),
producida sobre todo por el tejido adiposo, aunque también es secretada por otros
tejidos como, estoémago (Cinti et al., 2001; Cinti et al., 2000), placenta (Ashworth et
al., 2000; Masuzaki et al., 1997), musculo esquelético (Wang et al., 1998), glandula
mamaria (Casabiell et al., 1997) y PBMC (Santos-Alvarez et al., 1999). Esta hormona
es liberada al torrente circulatorio principalmente por el tejido adiposo, por lo que los
niveles de leptina son proporcionales a la cantidad de grasa presente en el organismo y
disminuye la ingesta produciendo una sensacion de saciedad y aumenta el gasto
energético actuando a nivel de sistema nervioso central (SNC). Por otra parte, al ser
secretada por el estbmago esta hormona también tienen la funcidén de informar al
cerebro sobre las condiciones de alimentacion, la leptina es liberada por el estdbmago
tras la ingesta y promueve la actividad metabdlica y el gasto energético (Palou et al.,
2000). Debido a su importante funcién en la homeostasis energética, alteraciones
genéticas asociadas a la leptina o a su receptor van ligadas a enfermedades
metabolicas como la obesidad. En 1978, Colleman definié que los ratones obesos que
no presentaban el gen ob (ob/ob), que codifica para la leptina, carecian de los efectos
reguladores de esta hormona, y que ratones obesos a los que les faltaba el gen que
codifica para el receptor de la leptina (db/db), eran resistentes a su accion (Coleman,
1978). Aunque en humanos son poco frecuentes los casos de obesidad genética
asociados a la via de sefializacion de esta hormona (Clément et al., 1998), si son
frecuentes aquellos casos en que los individuos presentan resistencia a los efectos de
esta hormona debido a elevados niveles circulantes de la misma (Maffei et al., 1995).
Las PBMC expresan tanto leptina como su receptor, de manera que esta hormona
ejerce multiples efectos sobre estas células (Sanchez-Margalet et al., 2003). Por
ejemplo, estudios in vitro muestran como concentraciones altas de leptina inducen la
produccion de moléculas proinflamatorias (TNFa o IL-6) en las PBMC, debido a que
la hormona activa directamente los monocitos y los linfocitos T, y éstos a su vez son
activados por los monocitos (previamente activados) produciendo una amplificacion
de la respuesta proinflamatoria (Santos-Alvarez et al., 1999; Sanchez-Margalet et al.,
2003).

La insulina y leptina son hormonas anorexigénicas que actiian a nivel central, ya
que ambas hormonas son secretadas de manera proporcional a los depositos de grasa
induciendo el estimulo de saciedad a nivel del SNC. La leptina e insulina circulantes
llegan al cerebro por la via hematoencetalica y se unen a sus receptores localizados en
dos poblaciones de neuronas hipotalamicas productoras de péptidos orexigénicos y
anorexigénicos. Una de las poblaciones de neuronas hipotalamicas son las que
sintetizan y liberan dos péptidos orexigénicos (inductores del apetito): el NPY, y el
AGRP; la leptina y la insulina reduce la expresion de estos péptidos hipotalamicos,
inhibiendo la induccién del apetito. La otra poblacion de neuronas hipotalamicas,
codifica para péptidos anorexigénicos: la hormona estimuladora de los melanocitos-a
(MSH-a), derivada de la pro-opiomelanocortina (POMC) y el transcripto relacionado
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con la cocaina y anfetamina (CART). Por tanto, la presencia de leptina e insulina
inhiben el apetito como resultado de la supresion de los péptidos orexigénicos y de la
induccion de los anorexigénicos, mientras que la ausencia de estas hormonas produce
la respuesta contraria (Revisado en (Gale et al., 2004; Jéquier, 2002; Palou et al.,
2000)).

La adiponectina es una hormona secretada principalmente por el tejido adiposo.
En el plasma de humanos se encuentra en grandes cantidades en forma de
homopolimeros. La adiponectina actia como hormona sensibilizadora de la insulina,
por ello en individuos obesos o diabéticos tipo II sus niveles estdn disminuidos.
Ademas, en humanos existe una correlacion negativa entre los niveles de adiponectina
y el peso corporal, masa grasa y niveles de insulina (Gale et al., 2004).

Otra hormona secretada por el tejido adiposo es la resistina, su nombre viene de
la resistencia a la insulina, ya que se define como un antagonista de la accion de la
insulina (Revisado en (Gale et al., 2004; Steppan et al., 2001)). En 2001, Steppan y
colaboradores (Steppan et al., 2001) demostraron que los niveles de resistina
disminuyen con tratamientos antidiabéticos como la rosiglitazona y aumenta, al igual
que la insulina, en individuos con obesidad inducida por dieta u obesidad genética. La
visfatina es una hormona secretada por el tejido adiposo que mimetiza los efectos de
la insulina. Esta hormona se une al receptor de la insulina en un sitio distinto del de la
insulina, induciendo una situacion de hipoglucemia, ya que reduce la liberacion de
glucosa en los hepatocitos y estimula su captacion y utilizacion en los demas tejidos.
La visfatina tiene tanto funcidén endocrina, autocrina como paracrina, ya que modula la
proliferacion celular, la biosintesis de nicotinamida mono-y dinucleo6tido, asi como
tiene un efecto hipoglucemiante (Adeghate, 2008). Las PBMC expresan resistina, y
visfatina, y su expresion se ve aumentada en individuos diabéticos junto con otras
citoquinas y adipoquinas, agravando el estado proinflamatorio asociado a la obesidad
(Tsiotra et al., 2008; Tsiotra et al., 2007).

2.2.- El tejido adiposo y su funcion en la homeostasis energética

El tejido adiposo puede dividirse en dos tipos: tejido adiposo blanco (TAB) y
tejido adiposo marrén (TAM), estructural y funcionalmente diferentes. El tejido
adiposo se encuentra muy inervado por fibras nerviosas y vascularizado por vasos
sanguineos, si bien esta inervacioén y vascularizacién es mayor en el TAM que en el
TAB. Ambos, TAB y TAM, estan implicados en el metabolismo lipidico y en el
mantenimiento y regulacion de la homeostasis energética. E1 TAB esta especializado
en el almacenaje de energia en forma de triglicéridos, mientras que el TAM lo est4 en
la disipacion de energia en forma de calor, proceso conocido como termogénesis
adaptativa (Revisado en (Cannon and Nedergaard, 2004; Cinti, 2005)).

Los adipocitos blancos presentan una gran vacuola lipidica en el citoplasma,
por lo que reciben el nombre de adipocitos uniloculares (Figura 2). Estos adipocitos se
encargan de almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos después de las
comidas, y de movilizarlo a los demas tejidos, en periodos de ayuno o entre comidas.
Ademas, los adipocitos blancos también ejercen una funcion secretora liberando una
serie de adipoquinas importantes en el mantenimiento de la homeostasis energética. La
principal hormona secretada por el tejido adiposo es la leptina, hormona que promueve
el gasto energético e induce saciedad al activar la expresion de péptidos hipotaldmicos
(ver apartado 2.1.- Principales hormonas implicadas en el mantenimiento de la
homeostasis energética) (Revisado en (Cinti, 2005; Palou et al., 1998)).
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Figura 2. Imagenes de microscopia electronica de barrido. A la izquierda, adipocitos marrones y a la
derecha adipocitos blancos. Los adipocitos marrones presentan una morfologia poliédrica con un gran
namero de vacuolas lipidicas, mientras que los adipocitos blancos cuentan con una Unica gran vacuola
lipidica ocupando el citoplasma. Adaptada de Cinti S., et al. 2009 (Cinti, 2009).

Los adipocitos marrones presentan menor tamafio que los blancos y contienen
menor cantidad de lipidos. Estos adipocitos almacenan pequenas vacuolas lipidicas en
el citoplasma celular, por lo que se les conoce como adipocitos multiloculares, que
estan muy inervados por el sistema nervioso simpatico (SNS) (Figura 2). Los
adipocitos marrones contienen muchas mitocondrias con la caracteristica diferencial
que expresan una la proteina desacoplante 1 (UCP1, Uncoupling protein 1), exclusiva
de este tejido. La UCP1 se encuentra en la membrana mitocondrial interna, y es capaz
de mediar un desacoplamiento fisiologico de la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
ya que act@ia permeabilizando la membrana mitocondrial interna al paso de protones,
de manera que la energia liberada por la oxidacion de los sustratos es en forma de
calor (Cannon and Nedergaard, 2004; Palou et al., 1998; Ricquier and Bouillaud,
2000).

El tejido adiposo blanco se distribuye en diferentes depdsitos, que pueden
dividirse en viscerales y subcutdneos. Esta distribucion es importante, ya que los
depositos grasos presentan caracteristicas fisiologicas especificas dependiendo de su
localizacion (Rosen and Spiegelman, 2014). Los depositos de grasa visceral juegan un
papel importante en el desarrollo de enfermedades metabdlicas, tales como la obesidad
y diabetes, mientras que la acumulacidén de grasa subcutanea no presenta efectos tan
adversos para la salud (Lee et al., 2013a). En roedores, los principales depodsitos
viscerales incluyen los depdsitos retroperitoneal (distribuidos lateralmente y que rodea
los rifiones), mesentérico (rodeando la masa intestinal) y perigonadal (rodeando las
gbénadas); mientras que los depdsitos subcutaneos incluyen basicamente el deposito
inguinal (localizado a la altura de las ingles) (Cinti, 2005). Esta distribucion es
diferente a la que presentan los humanos, pero en ambos casos la grasa depositada
visceralmente se asocia a efectos adversos sobre la salud.
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2.2.1.- El tejido adiposo y el metabolismo lipidico

El tejido adiposo desempefia un importante papel en la regulacion del balance
energético y la homeostasis nutricional (Rosen and Spiegelman, 2014). La funcion
principal del TAB es almacenar energia en forma de triglicéridos, para subministrar
combustible a todo el organismo en situaciones donde se incrementa la demanda
energética. El tejido adiposo esta implicado tanto en la hidrélisis de triglicéridos
(lipdlisis), como en la sintesis de grasa y adipocitos (lipogénesis y adipogénesis), pero
existen diferencias sustanciales a nivel de expresion de genes implicados en el
metabolismo lipidico en los diferentes depositos de TAB, que se pueden relacionar
con sus caracteristicas morfoldgicas. Por ejemplo, el TAB retroperitoneal, con
adipocitos grandes y con poca celularidad, presenta mayor expresion de los genes
implicados en la lipolisis y lipogénesis que los depodsitos mesentérico e inguinal,
sugiriendo una mayor capacidad de almacenamiento y movilizacion de los
triglicéridos; asi como el deposito inguinal presenta mayor expresion de los genes
implicados en la oxidacion de los acidos grasos, lo cual implica una mayor capacidad
oxidativa (Palou et al., 2009a).

2.2.1.1.- Lipdlisis

En el tejido adiposo los acidos grasos almacenados se encuentran en forma de
triglicéridos. En periodos de elevada demanda energética, como el ayuno o una larga
exposicion al frio, las reservas de grasa almacenada hidrolizan los triglicéridos y
liberan los acidos grasos no esterificados (NEFA, Non-esterified fatty acid) al torrente
circulatorio. En el proceso de movilizacion de los 4acidos grasos almacenados en forma
de triglicéridos, estan implicadas dos enzimas lipoliticas clave, la triglicérido lipasa
adiposa (ATGL, Adipose triglyceride lipase) y la lipasa sensible a hormonas (HSL,
hormone-sensitive lipase) (Zechner et al., 2009; Zimmermann et al., 2004).

La ATGL cataliza la primera fase de la hidrélisis de los triglicéridos, liberando
un acido graso y formando diacilglicerol, substrato de la HSL. La HSL hidroliza el
diacilglicerol a monoacilglicerol liberando otro acido graso, y finalmente éste es
hidrolizado por la monoacilglicerol lipasa, formando glicerol y otro acido graso
(Revisado en (Lehninger et al., 2000; Zechner et al., 2009)). Ambas enzimas estan
reguladas por la accion de la insulina, estudios in vitro demuestran como la presencia
de insulina disminuye la expresion del enzima lipolitico ATGL (Kershaw et al., 2006).
Por ello, bajo un balance energético negativo como el que se da en condiciones de
ayuno, la concentracion de insulina y leptina circulantes disminuye, lo que esta
correlacionado con un aumento de la expresion de Azg/ (Caimari et al., 2008; Oliver et
al., 2012). Nuestro laboratorio ha contribuido al conocimiento de la regulacion
nutricional de la lipolisis, habiéndose descrito que la expresion del gen Argl estd
aumentada en condiciones de ayuno e inhibida en la realimentacion (Oliver et al.,
2012; Palou et al., 2008); esta regulacion nutricional se pierde durante el
envejecimiento, lo que contribuye a una menor movilizacion de los lipidos
almacenados (Caimari et al., 2008).

Por tanto, los enzimas ATGL y HSL catalizan de manera coordinada los
triglicéridos almacenados en el tejido adiposo. Debido a sus implicaciones en la
regulacion de la homeostasis energética, perturbaciones en la lip6lisis estan ligadas a
variaciones en las concentraciones de los &cidos grasos circulantes, que pueden
contribuir en la patogenia de la obesidad y la resistencia a la insulina (Hsu et al.,
2007). En animales genéticamente obesos, la expresion de Atgl/ se ve inhibida, lo que
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promueve una menor movilizacion de los triglicéridos almacenados, sin embargo
estudios de nuestro laboratorio ponen de manifiesto que la exposicion al frio mejora la
expresion de la Atgl en estos animales (Caimari et al., 2012). Por otra parte, en el
estado obeso, los mecanismos implicados en el control de la homeostasis energética
estan dafiados y se observa una pérdida de respuesta al ayuno en la expresion génica
de la Atgl (Caimari et al., 2012).

2.2.1.2.- Lipogénesis y adipogénesis

El proceso de lipogénesis, que tiene lugar en el higado y tejido adiposo, abarca
el proceso de sintesis de acidos grasos y la sintesis de triglicéridos. El primer paso de
la sintesis de novo es llevado a cabo por el enzima acetil coenzima A carboxilasa 1
(ACC1, Acetyl coenzyme A carboxylase 1), que cataliza la carboxilacion del Acetil-
CoA a Malonil-CoA, necesario para la sintesis de acidos grasos. Seguidamente, la
acido grasos sintasa (FASN, Fatty acid synthase) es la encargada de unir moléculas de
Acetil-CoA mediante condensaciones descarboxilativas (Nguyen et al., 2008). Ambas
enzimas estan reguladas tanto por los niveles de insulina y glucagén circulantes, como
por el estado nutricional. Por ejemplo, en condiciones de ayuno, ante bajas

concentraciones de insulina, la expresion de del gen Fasn disminuye (Palou et al.,
2008).

La regulacion de genes lipogénicos por la insulina es mediada por la proteina de
unioén al elemento de respuesta a esteroles (SREBP, Sterol regulatory element binding
protein). Este factor de transcripcion estd muy regulado por las concentraciones de
insulina circulantes, bajas concentraciones de insulina inhiben la expresion y la accion
del factor de transcripcion SREBP disminuyendo la expresion de los genes que regula
(Kersten, 2001; Nguyen et al., 2008; Palou et al., 2009a; Palou et al., 2008). Existen
tres tipos: SREBP2, SREBP1a y SREBPIc, de los cuales el SREBPIc es la forma mas
relevante fisiologicamente. El factor de transcripcion SREBP1 esta regulado por los
niveles circulantes de insulina y glucosa, y regula a su vez la expresion de genes
implicados en la lipogénesis (los activa), como la Fasn o la Accl, mientras que el
factor de transcripcion SREBP2 estd regulado por las concentraciones de colesterol
celular y regula la expresion de genes implicados en el metabolismo del colesterol
(Horton and Shimomura, 1999; Kersten, 2001).

Aunque el SREBP es uno de los factores de transcripcion implicados en la
regulacion de la lipogénesis, es sobretodo importante en el higado, mientras que en el
tejido adiposo el factor mas importante implicado en la regulacion de la lipogénesis y
adipogénesis (proceso de diferenciacion de pre-adipocitos a adipocitos maduros) es el
factor receptor activado por el proliferador perixosomal y (PPARy, Peroxisome
proliferator activated receptor y) (Evans et al., 2004; Kersten, 2001). El PPARy es un
receptor nuclear de hormonas de la familia de los PPARs. Esta familia de receptores
nucleares incluye tres isoformas, alfa (PPARa), beta (PPARP) y gamma (PPARY). El
PPARa y PPARy son los més abundantes en el higado y en el tejido adiposo,
respectivamente, y el PPARP se expresa de manera abundante por todo el cuerpo
menos en el higado. Mientras que el PPARy promueve la lipogénesis y el
almacenamiento de lipidos en los adipocitos y en los hepatocitos, asi como promueve
la adipogénesis y la produccion de adipoquinas en los adipocitos, el PPARa promueve
la oxidacion de acidos grasos, en el higado y en el musculo, y el PPARP aumenta la
oxidacion de acidos grasos y la termogénesis adaptativa en el musculo y tejido adiposo
(Revisado en (Evans et al., 2004)). Concretamente, el PPARy promueve la expresion
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de genes que codifican para proteinas del almacenamiento de lipidos y de la
lipogénesis como la lipoproteina lipasa, el trasportador de acidos grasos 2 (FATP2,
Fatty acid transporter protein 2), el factor de transcripcion SREBP1 y el esteroil
coenzima A desaturasa 1 (SCD-1, Stearoyl coenzyme A desaturase 1) (Revisado en
(Cho et al., 2004; Evans et al., 2004; Laplante and Sabatini, 2009)). Por ello, los
factores de transcripcion SREBP1 y PPARYy son dianas terapéuticas de enfermedades
como la obesidad e hipetrigliceridemia (Evans et al., 2004; Kersten, 2001).

La lipogénesis esta muy regulada por componentes nutricionales como acidos
grasos poliinsaturados o &cido retinoico (Bonet et al., 2012; Kersten, 2001). Por
ejemplo, los acidos grasos poliinsaturados (docosahexanoico y eicosapentanoico)
inhiben la lipogénesis, disminuyendo la expresion y activacion del factor de
transcripcion Srepblc, asi como de la Fasn y Scd-1. Ademas, aumenta la lipdlisis,
aumentado la expresion de genes implicados en esta ruta metabodlica (Ppara) (Chen et
al., 2012; Lottenberg et al., 2012). La correlacion entre el tratamiento con acido
retinoico y una disminucidon del peso corporal y la adiposidad esta bien establecida
(Berry and Noy, 2009; Bonet et al., 2000; Puigserver et al., 1996; Ribot et al., 2001;
Strom et al., 2009). Se ha estudiado en ratones, como el tratamiento con acido
retinoico en el tejido adiposo disminuye la lipogénesis y estimula la lip6lisis (Berry
and Noy, 2009; Mercader et al., 2006). Del mismo modo, en el higado, otro estudio
realizado en ratones, demuestra como el tratamiento con acido retinoico todo-trans, no
tan solo regula la lipogénesis, disminuyendo la expresion de Srebplc y Fasn, sino que
también promueve la lipolisis, aumentado la expresion de genes como Ppara 'y Ucp?2
(Amengual et al., 2010).

2.2.2.- El tejido adiposo marron (TAM) y la termogénesis adaptativa

En los mamiferos el TAM, que tiene una funcidon opuesta al TAB, estd dotado de
una gran capacidad oxidativa, y es el 6rgano clave en la disipacion de energia en
forma de calor en el proceso que se conoce como termogénesis adaptativa (Bonet et
al., 2012). El mecanismo mejor conocido de regulacion de este gasto energético es el
que viene mediado por la actividad de la proteina desacoplante 1 o termogenina
(UCP1) (Cannon and Nedergaard, 2004; Ricquier, 2005).

El crecimiento y la actividad del TAM estan regulados por el SNS, de manera
que se induce bajo determinadas condiciones fisiologicas que activan el SNS,
promoviendo la liberaciéon de norepinefrina, como la exposicion al frio o la ingesta
cronica de dietas hipercaloricas (Palou et al., 1998). La norepinefrina tiene un papel
fundamental en la activacion de los adipocitos marrones promoviendo la activacion de
la UCP1, la diferenciacion celular, aumentando la sintesis de UCP1, y estimulando su
division. Los efectos de la norepinefrina estan mediados por el receptor adrenérgico
beta-3, expresado principalmente en adipocitos blancos y marrones. Esta estimulacion
adrenérgica activa la lipolisis de los triglicéridos almacenados en los adipocitos y los
acidos grasos liberados entran en la mitocondria, son beta-oxidados y ponen en
marcha el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria, generandose un gradiente de
protones en el espacio intermembrana. En los adipocitos marrones este gradiente se
disipa gracias a la presencia de UCP1. Esta proteina actiia como un canal de protones,
situado en la membrana mitocondrial interna que reintroduce los protones producto de
la oxidacion dentro de la mitocondria, compitiendo asi con la ATP sintasa, de manera
que al estar activa la UCP1 disminuye la sintesis de ATP y la energia se disipa en
forma de calor (Figura 3). La activacion del TAM supone pues una respuesta
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metabolica en la que se aumenta la produccion de calor, lo cual permite una
adaptacion al frio pero, ademas, puede incrementar significativamente el gasto
energético movilizando depositos grasos presentes en los propios adipocitos marrones.
Pero los adipocitos marrones activos también pueden usar acidos grasos circulantes
procedentes de la movilizacion del TAB como sustrato termogénico (Cannon and
Nedergaard, 2004; Palou et al., 1998). Por otra parte, la glucosa es un combustible
importante para el TAM, probablemente no como sustrato termogénico directo sino
como fuente de carbono para la sintesis de acidos grasos para ser oxidados; o para una
rapida recuperacion de los niveles de ATP por glucolisis (Cannon and Nedergaard,
2004).

ATP Heat Fuel
synthesis protection oxidation

Figura 3. Imagen de los tres elemento implicados en la formacién o disipacion de energia en la
membrana interna de la mitocondria de los adipocitos marrones. A la derecha se encuentra la cadena
respiratoria encargada de la oxidacion de combustible, bombeando protones hacia el exterior de la
mitocondria, y estos son reintroducidos a su interior mediante la ATP sintasa o UCP. En este ultimo
caso, la energia almacenada en el gradiente de protones se disipa en forma de calor (termogénesis) en
lugar de ser conservada en forma de ATP. Imagen de Palou A., et al. 1998 (Palou et al., 1998).

En definitiva, el TAM activo es un importante lugar de ruptura de lipidos y de
captacion de glucosa, de tal manera que su activacion y la de la UCPI1 es
especialmente interesante para combatir el problema no tan solo de la obesidad sino
también de la diabetes. Vemos pues, que se trata de un tejido adiposo de utilidad desde
el punto de vista terapéutico.

A parte de la proteina UCP1, hay otras proteinas termogénicas, como la UCP2 y
la UCP3, sin embargo estudios realizados en ratones ponen de manifiesto que ni la
UCP2 ni UCP3 pueden substituir la actividad termogénica de la UCP1 inducida por
norepinefrina (Cannon and Nedergaard, 2004; Matthias et al., 2000). La UCP2 tiene
una funcion analoga a la UCP1 pero no responde ni al frio ni a agonistas del receptor
adrenérgico beta-3 (Fleury et al., 1997). La UCP3, que se expresa de manera
importante en el musculo, también se ve regulada con la sobrealimentacion; hay
estudios que presentan una correlacion positiva entre la sobreexpresion de la UCP1 en
el TAM y la UCP3 en el musculo, asociado con el sobrepeso (Rodriguez and Palou,
2004).
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2.2.2.1.- Activacion del TAM como diana para el tratamiento de la obesidad

En roedores, la termogénesis adaptativa es una parte relevante del gasto
energético, con una importancia critica en el balance energético y en el mantenimiento
del peso corporal (Cannon and Nedergaard, 2004; Palou et al., 1998). Por tanto,
alteraciones en la expresion de este gen asi como alteraciones en la proteina a la que se
traduce, pueden suponer alteraciones en el balance energético, tales como el desarrollo
de la obesidad (Kozak and Koza, 1999). Igualmente, tratamientos que induzcan una
sobreexpresion de este gen estan asociados a una proteccion frente al desarrollo de
obesidad genética o inducida por la dieta (Kozak and Koza, 1999).

Sin embargo, el interés en este drgano estaba disminuido porque, a diferencia de
lo que ocurre en roedores, durante afios se asumi6 que los humanos adultos estaban
practicamente desprovistos de TAM, y que, por tanto, este tejido no jugaba un papel
importante en el control del peso corporal en nuestra especie (Cunningham et al.,
1985). En humanos, el TAM, localizado en la region interscapular, esta presente y
activo en recién nacidos, siendo el responsable de mantener la temperatura corporal
sin escalofrios. En el periodo post natal este tejido se pierde rapidamente y se pensaba
que en la edad adulta tan solo quedan restos vestigiales de TAM. Recientemente, y
gracias a datos obtenidos por tomografia de emision por positrones o PET (técnica
utilizada para la localizacién de tumores), se ha descrito que esto no es asi, sino que
los humanos adultos mantienen TAM activo, aunque no tan definido anatdmicamente
como en roedores, apareciendo de modo disperso en areas discretas, localizadas
principalmente en la regién cervical, supraclavicular, axilar y paravertebral
(Nedergaard et al., 2007). Los estudios existentes indican a que el tejido adiposo
marrén estd presente, expresa UCP1 y puede ser activado en la mayoria de los
humanos y que, ademas, su activacion correlaciona inversamente con el indice de
masa corporal, el contenido de grasa total y la diabetes, ya que el utiliza para su
funcionamiento grasa (principalmente) pero también glucosa (Celi, 2009).

Gracias a estos conocimientos, el TAM y su potencial termogénico es
actualmente una diana reconocida a nivel internacional para combatir el sobrepeso, la
obesidad y la diabetes tipo 2. Precisamente, el proyecto europeo DIABAT
“Recruitment and activation of brown adipocytes as preventing and curative therapy
for type 2 diabetes” (no. HEALTH-F2-2011-278373), en el que participa nuestro
grupo de investigacion, tiene como objetivo la activacion de la termogénesis en el
TAM para prevenir y tratar la diabetes tipo 2. Aparte de los activadores mas
conocidos, como la exposicion al frio y de tratamientos farmacologicos (como por
ejemplo agonistas de receptores adrenérgicos beta-3), se estd también analizando el
efecto estimulador del TAM de la dieta y componentes nutricionales.

2.2.2.2.- Remodelacion del tejido adiposo blanco a marrén: marronizacion o
browning

Recientemente se ha revelado, principalmente en roedores, que frente a
determinados estimulos puede producirse una remodelacion del tejido adiposo blanco
en marrdn, proceso conocido como marronizacion o browning (Loncar, 1991). Este
proceso consiste en la aparicion de adipocitos similares a los adipocitos marrones en
depositos de TAB en respuesta a estimulos como exposicion al frio, tratamiento con
farmacos o tratamientos dietarios (Bonet et al., 2013; Giralt and Villarroya, 2013). Los
adipocitos marrones presentes en el TAB reciben el nombre de brite (de brown in
white) o beige. Estas células tienen caracteristicas similares a los adipocitos marrones,
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como su capacidad termogénica, por lo que podrian contribuir al gasto energético y al
mantenimiento del peso corporal; se forman en el periodo post-natal y su formacion se
ve inducida por la activacion del SNS, via receptor adrenérgico beta-3 (Revisado en
(Barneda et al., 2013; Cinti et al., 2002; Cousin et al., 1992; Giralt and Villarroya,
2013; Petrovic et al., 2010; Wu et al., 2012; Xue et al., 2005). También en humanos se
han encontrado islas de tejido adiposo marrén dentro de depdsitos de grasa blanca, y
adipocitos con caracteristicas de adipocitos marrones que expresan ARNm de UCP1
(Garruti and Ricquier, 1992; Oberkofler et al., 1997) y que puede ser inducida por
tratamientos farmacologicos en cultivo (Champigny and Ricquier, 1996).

La posibilidad de aumentar la cantidad de adipocitos marrones funcionales,
especialmente aquellos presentes en los abundantes depdsitos de grasa blanca aparece
como una interesante herramienta o posibilidad terapéutica para combatir (prevenir o
tratar) la obesidad y problemas relacionados. De hecho, se cree que la remodelacion
del tejido adiposo blanco a marrén puede conferir proteccion frente a la obesidad en
numerosos modelos experimentales (Bonet et al., 2013).

- Origen vy marcadores moleculares de los adipocitos brite

Actualmente existe una controversia sobre el origen de los adipocitos brite, pero
con independencia de su origen, estos adipocitos y la estimulacion de la remodelacion
del tejido adiposo blanco a marrén (marronizacion) tienen un claro interés terapéutico.
Existe un gran interés en identificar marcadores especificos de adipocitos
marrones/brite para, entre otras cosas, contribuir al esclarecimiento de los diferentes
linajes celulares. Estos marcadores también son de utilidad para poder estudiar el
efecto marronizador de tratamientos experimentales, farmacologicos o dietarios.

Desde una perspectiva celular, los adipocitos se desarrollan a partir de los
preadipocitos, que a su vez se derivan de células precursoras (Cawthorn et al., 2012).
Aunque durante mucho tiempo se ha asumido que los adipocitos marrones y blancos
tenian un precursor comun debido a su gran similitud, se ha visto como los adipocitos
marrones derivan de la misma stem cell Myf5" que los miocitos (células musculares) y
siguen un patron de diferenciacion diferente al de los adipocitos blancos. Sin embargo,
los adipocitos blancos derivan de una stem cell Myf5 . El responsable de la regulacion
de la formacion del precursor de adipocitos marrones en lugar de mioblasto, es el
cofactor transcripcional PRD1-BF1-RIZ1 homoélogo al dominio que contiene proteina
16 (Prdml6, PRDI-BFI1-RIZI homologous domain-containing protein-16) (Seale et
al., 2007). La activacion de Prdml6 promueve la formacion del precursor de
adipocitos marrones, siendo un determinante clave para la formacion del tejido
adiposo marron (Petrovic et al.,, 2010; Rosen and Spiegelman, 2014; Seale et al.,
2007). Sin embargo, los adipocitos brite, a pesar de tener actividad termogénica
mediada por la UCPI, al igual que los adipocitos marrones, no provienen de las
Myf5”, siendo ésta una de las mayores evidencias para postular que se trata de otro
tipo celular (Rosen and Spiegelman, 2014; Seale et al., 2008). Pero a pesar de saber
que provienen de distinta célula precursora hay mucha controversia sobre el origen de
los adipocitos brite:

1. Una de las teorias sobre la formacion de estos adipocitos se basa en la
transdiferenciacién de adipocitos blancos maduros, ya existentes, a adipocitos brite
mediante estimulos del SNS mediados por los receptores adrenérgicos beta-3. Parece
ser que los mecanismos de proliferacion celular no estan implicados en este proceso,
ya que no hay cambio en el contenido de ADN. Ademads, mediante microscopia
electronica e inmunorectividad de UCP1 se ha visto como estas células presentan
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caracteristicas intermedias entre los adipocitos blancos y marrones. Por ejemplo,
aparecen adipocitos con diferentes subpoblaciones de mitocondrias, desde
mitocondrias tipicas de adipocitos blancos hasta mitocondrias tipicas de adipocitos
marrones, pasando por una subpoblacion de mitocondrias intermedias, que pueden
encontrarse en adipocitos UCP1 positivos con una vacuola lipidica grande, indicando
una remodelacion de los adipocitos (Barbatelli et al., 2010). Las vacuolas lipidicas
también juegan un papel importante en la remodelacion de los adipocitos. Barneda y
colaboradores muestran como durante un larga exposicién al frio la proteina inductora
de la muerte celular DFFA-como efector A (CIDE-A, Cell death-inducing DFFA-like
effector a), usado como marcador de marronizacion, aumenta su expresion, indicando
una remodelacion de las goticulas lipidicas para formar multiples vacuolas, a partir de
los &cidos grasos sintetizados con las elevadas concentraciones de glicerol producto de
la lipolisis inducida por la exposicion al frio (Barneda et al., 2013).

ii. Otra teoria sobre el origen de estos adipocitos se basa en la existencia de unas
células precursoras diferentes a las de los adipocitos blancos y marrones. Ante una
estimulacion cronica adrenérgica-beta o una estimulaciéon crénica mediante un
agonista de PPARYy, se induce la formacion de células brite en depodsitos de tejido
adiposo blanco; sin embargo, no todos los adipocitos blancos son susceptibles a estos
estimulos sugiriendo la presencia de otra poblacion celular mas sensible (Petrovic et
al., 2010). Ademas, la exposicion al frio u otro estimulo adrenérgico aumenta la
adipogenesis (aumenta la expresion del gen adipogénico Ppary), lo que también podria
explicar que los adipocitos brite deriven de una célula precursora diferente (Petrovic et
al., 2010; Wang et al.,, 2013). Estos adipocitos presentan caracteristicas de los
adipocitos blancos y de los adipocitos marrones, aunque también se ha descrito que
presentan un patron de expresion génica diferencial (Petrovic et al., 2010; Wu et al.,
2012).

Patron de expresion génica de las células brite compartido con adipocitos blancos y
marrones

Los adipocitos blancos y brite presentan niveles de expresion similares de
marcadores de adipocitos, como adiponectina, Ppary y aP2, proteina transportadora de
acidos grasos que se expresa principalmente en los adipocitos (Wu et al., 2012). Las
células brite también presentan otros marcadores compartidos con tejido adiposo
blanco, como el gen que codifica para Homeobox C9 (Hoxc9), que aumenta en estas
células ante estimulos adrenérgicos (Petrovic et al., 2010). Ademas, ambos tipos
celulares presentan una expresion basal de marcadores de adipocitos marrones, como
Ucpl, Prdml16, Cidea, factor de crecimiento de fibroblastos 21 (Fgf21, Fibroblast
growth factor) y coactivador-1 del receptor de peroxisoma activado por proliferador
(Pgcla, Peroxisome proliferator-activated receptor c¢ coactivator 1 alpha);, cuya
expresion es muy baja comparada con los adipocitos marrones (Petrovic et al., 2010;
Wu et al., 2012). Sin embargo ante una estimulacion adrenérgica aumenta la expresion
de estos marcadores caracteristicos de adipocitos marrones en los adipocitos brite. Asi,
por ejemplo, ante un estimulo de frio la expresion de Ucpl en células brite aumenta,
llegando a presentar niveles similares a los adipocitos marrones, y también aumentan
los niveles de expresion de Figf21 (Revisado en (Fisher et al., 2012; Wu et al., 2012)).
No obstante, ante este tipo de estimulos, los adipocitos marrones no siguen el mismo
patron que las células brite; estudios previos muestran como ante un estimulo de frio
la expresion de Cidea disminuye en los adipocitos marrones y la expresion de Prdmi16
no se ve alterada (Revisado en (Petrovic et al., 2010; Shimizu and Yokotani, 2009)).
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En el tejido adiposo blanco la hormona FGF21 regula la proteina PGC1a, aumentando
sus niveles independientemente de su expresion, regulando el proceso de
marronizacion (Fisher et al., 2012)

Ademas de los mencionados anteriormente hay otros marcadores especificos de
los adipocitos marrones como son: factor 3 de las pre-células B (Ebf3, early B-cell
factor 3), factor de transcripcion T-box 15 (Thx15,T-box 15), proteina EVA1 (Eval,
Protein EVAI), proteina F-BOX 31 (Fbxo31, F-box protein 31).

Patron de expresion génica caracteristico de las células brite

Los adipocitos brite también presentan un perfil de expresion génica
caracteristico, distinto a los adipocitos blancos y marrones, que permite diferenciarlos.
Los genes expresados de manera selectiva en estos adipocitos incluyen factores de
transcripcion del desarrollo, componentes del metabolismo lipidico, genes de las vias
del sistema inmune y de la respuesta inflamatoria. Algunos de los mas caracteristicos
son:

*El gen que codifica para el factor de transcripciéon T-box 1 (Tbx1, T-box
transcription factor). Este factor de transcripcion tiene un papel importante en la
formacion de los tejidos y 6rganos durante el desarrollo embrionario, su expresion de
este gen es caracteristica de los adipocitos brite (Wu et al., 2012).

* Algunos autores definen el gen que codifica para la proteina transportadora de
acidos grasos SLC27A1 (Slc27al, Solute Carrier Family 27 (Fatty Acid Transporter),
Member 1) como un marcador especifico de las células brite (Wu et al., 2012). Este
gen codifica para una proteina de la membrana plasmatica de los adipocitos marrones,
encargada de entrar los acidos grasos al interior de los adipocitos para su posterior
oxidacion (Wu et al., 2006).

* El gen que codifica para las moléculas marcadoras de la superficie celular que
reconocen ciertos anticuerpos, CD40 y CD137, son considerados marcadores
especificos de células brite. Anélisis inmunohistoquimicos en células del tejido
adiposo inguinal muestran como los adipocitos brite UCP1 positivos también son
CD137 positivos, sin embargo los adipocitos marrones UCP1 positivos no lo son (Wu
etal., 2012).

*El gen que codifica para la proteina transmembrana 26 (Tmem?26,
Transmembrane Protein 26), también se considera un marcador especifico de las
células brite. De la misma manera que el marcador CD137, los adipocitos brite UCP1
positivos también son TMEM?26 positivos, sin embargo los adipocitos marrones UCP1
positivos no lo son (Wu et al., 2012).

En resumen estas cé€lulas se activan bajo ciertos estimulos presentando unas
caracteristicas morfoldgicas y un patrén de expresion génica diferencial. Cuando el
estimulo cesa las células brite inactivas adoptan unas caracteristicas morfologicas
similares a los adipocitos blancos, convirtiéndose en unas células almacenadoras de
energia en forma de grasa cesando su actividad termogénica (Rosen and Spiegelman,
2014).

Como se ha expuesto anteriormente, el corregulador transcripcional Prdml6
controla el desarrollo de adipocitos marrones en el TAM. Aunque hasta el momento
este gen solo se expresaba en el TAM, recientemente se ha observado que algunos
depositos blancos, sobretodo subcutaneos, presentan expresion basal de Prdmlié6,

25



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

aunque menor a la del TAM (Seale et al., 2011), sugiriendo que este factor
transcripcional es critico en la regulacion de la formacion de brite en los depositos
subcutaneos de TAB. Por ello, se ha descrito que la presencia de células brite, en
animales expuestos a estimulos como el frio, es mayor en los depositos adiposos
subcutaneos, que en los viscerales (Cohen et al., 2014; Seale et al., 2011).

De manera interesante, el perfil de expresion génica en TAM en humanos es
muy similar al de los adipocitos brite en roedores (Lee et al., 2013b; Sharp et al.,
2012; Wu et al., 2012). Esto indicaria que los depdsitos de TAM en humanos estarian
compuestos principalmente por adipocitos brite, y no tanto por adipocitos marrones
clasicos, por lo que el estudio del proceso de induccion de marronizacidon seria
especialmente interesante. Sea como sea, la presencia e induccion del TAM o de la
remodelacion del tejido adiposo blanco a marrdn en humanos abre nuevas vias para el
estudio de terapias para la obesidad. Moléculas como la irisina (Wu et al., 2012),
hormonas polipeptidicas como el FGF21 (Fisher et al., 2012), o componentes
alimenticios como la capsaicina (Saito, 2013) podrian ser ttiles para inducir el TAM
en humanos, ya que aumentan la actividad de las células brite. Sin embargo, hoy en
dia todavia no se conoce relevancia fisiologica de la marronizacion/activacion del
TAM en humanos, por lo que son necesarios mas estudios.

2.2.2.3.- Dificultades en el estudio de la marronizacion

El estudio de la remodelacion del abundante TAB a TAM, capaz de incrementar
el gasto energético es muy interesante desde el punto de vista de la prevencion y
tratamiento de la obesidad. Sin embargo, existen una serie de obstaculos a la hora de
realizar estudios en humanos o extrapolables a humanos.

Por una parte, los estudios directos en humanos son complicados porque
requieren del uso de biopsias de dificil obtencion, o bien el uso de técnicas de estudio
que implican el uso de isétopos radiactivos (tomografia por emision de positrones o
PET). Por otra parte, la mayoria de estudios con animales se realizan en roedores que,
a diferencia de lo que ocurre en humanos, presentan gran cantidad de TAM en estado
adulto y con una distribucion muy diferente. Seria, por tanto, interesante utilizar
modelos animales mas apropiados. En nuestro grupo de investigacion se han realizado
estudios de los efectos de la exposicion al frio en hurones, especie que presenta una
distribuciéon y fisiologia del tejido adiposo més parecida a humanos. Estos estudios
concluyeron que los hurones expuestos a frio presentaban mas adipocitos marrones y
una mayor expresion de UCP1 que los hurones estabulados en termoneutralidad
(Fuster et al., 2009).

Dada las caracteristicas tan singulares que presentan las PBMC, serian muy
buenas candidatas a ser utilizadas para realizar estudios de marronizacion con
extrapolabilidad a humanos. Sin embargo, el andlisis de la utilidad de las PBMC en el
campo de estudio de la marronizacion estd por explorar y es parte de nuestros
objetivos dentro del proyecto europeo DIABAT.
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2.3.- El higado y su funcion en la homeostasis energética

El higado es uno de los 6rganos mas importantes en el mantenimiento del
balance energético, participa tanto en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, como en el metabolismo lipidico.

2.3.1.- El higado y mantenimiento de la homeostasis de la glucosa

El higado tiene un papel fundamental en el mantenimiento de los niveles
optimos de glucosa en sangre, ya que lleva a cabo procesos como la glucogenogénesis,
gluconeogénesis y glucogenolisis (Brock and Dorman, 2007; Lehninger et al., 2000;
Sherwin, 1980). En el estado postprandial, cuando los niveles de glucosa circulantes
son elevados, aumenta el nivel de insulina circulante lo que favorece la captacion de
glucosa por los tejidos dependientes de insulina (musculo, tejido adiposo), asi como
por los tejidos no dependientes de insulina (cerebro). Por su parte, el higado es el
encargado de captar los excedentes de glucosa circulante y almacenarlos en forma de
glucogeno (glucogenogénesis). Sin embargo, bajo condiciones de ayuno, desciende la
concentracion de insulina circulante, reduciéndose la captacion de glucosa por los
tejidos dependientes de insulina, quedando la glucosa circulante disponible para el
cerebro y la médula adrenal. En estas condiciones, el higado pone en marcha dos
mecanismos para la liberacion de glucosa al torrente circulatorio: sintesis De Novo de
glucosa (gluconeogénesis) y formacion de glucosa a partir del glucdgeno
(glucogenolisis) (Brock and Dorman, 2007; Lehninger et al., 2000; Sherwin, 1980).

2.3.2.- El higado y el metabolismo lipidico

El higado tiene un papel activo en el metabolismo lipidico, participando tanto en
la lipolisis y oxidacion de los acidos grasos como en la sintesis de acidos grasos,
dependiendo de las condiciones energéticas del organismo. Como parte del
metabolismo lipidico también se encarga de la sintesis y secrecion de lipoproteinas.

2.3.2.1.- Lipdlisis y oxidacion de acidos grasos

El proceso de hidrdlisis de triglicéridos se lleva a cabo sobre todo en el tejido
adiposo, pero en determinadas condiciones fisiologicas el higado también contribuye
en este proceso (Reid et al., 2008). Mediante la lipolisis los triglicéridos se hidrolizan
a acidos grasos y glicerol (ver apartado 2.2.- El tejido adiposo y su funcion en la
homeostasis energética). En primer lugar, los triglicéridos se hidrolizan a
diacilgliceroles por accion de la ATGL, produciendo el substrato de la HSL, que
cataliza la hidrélisis de los diacilgliceroles a monoacilgliceroles. El correcto
funcionamiento de estos enzimas tanto en el tejido adiposo como en el higado es
fundamental para la liberacion de acidos grasos y su posterior oxidacion y obtencion
de energia (Revisado en (Lehninger et al., 2000; Nguyen et al., 2008; Zimmermann et
al., 2004)).

El higado es extremadamente activo en la oxidacion de los acidos grasos para la
produccion de energia. Ante determinadas condiciones fisiologicas, como periodos de
escasez energética como el ayuno o bien ante dietas con alto contenido en grasas y
bajo contenido en carbohidratos, aumentan los procesos de oxidacion de los NEFA. La
B-oxidacién de los 4cidos grasos tiene lugar principalmente en la mitocondria, si bien
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los acidos grasos de cadena larga pueden oxidarse también en los peroxisomas
(Nguyen et al., 2008). Tanto los acidos grasos de la dieta como los de sintesis
endogena, son oxidados en la mitocondria. Los acidos grasos de cadena larga entran
en la mitocondria a través de la lanzadera de carnitina, mecanismo regulado por la
carnitin palmitoil transferasa 1 (CPT1, Carnitine Palmitoyltransferase-1), enzima
regulador clave de la B-oxidacion. Se trata de una proteina integral de la membrana
externa mitocondrial, que cataliza la formacion de moléculas de acil-carnitina (que son
transportadas a través de la membrana). A continuacion, una proteina transportadora
translocasa, situada en la membrana mitocondrial interna, transfiere la acil-carnitina a
la matriz mitocondrial 'y, paralelamente, la CPT2 (CPT2, Carnitine
Palmitoyltransferase-2) une una molécula de CoA de la matriz al 4cido graso,
regenerando asi el acil-CoA. La carnitina vuelve al espacio intermembrana mediante
la proteina transportadora y reacciona con otro acil-CoA, repitiéndose este ciclo
(Kerner and Hoppel, 2000; Lee et al., 2011). Dentro de la mitocondria los acidos
grasos son oxidados para obtener acetil-CoA, el cual entra en el ciclo de Krebs para la
obtencion de energia en forma de ATP. La actividad de la CPT1 estd regulada por la
presencia de malonil-CoA, ya que elevadas concentraciones de malonil-CoA inhiben
la actividad de la CPT1, reduciendo asi la -oxidacioén. El malonil-CoA es el producto
del primer paso de la lipogénesis (sintesis de adcidos grasos De Novo) catalizado por la
Acetil-CoA carboxilasa, enzima regulada por las concentraciones de insulina (Brindle
et al., 1985). En condiciones de un bajo balance energético, con bajas concentraciones
de insulina circulante, la acetil-CoA carboxilasa esta inhibida por lo que se reduce la
formacion de malonil-CoA y aumenta la actividad de la CPT1, aumentando asi la 3-
oxidacion y la obtencion de energia en forma de ATP (Nguyen et al., 2008). Ademas,
otros estudios demuestran que las bajas concentraciones de insulina en condiciones de
ayuno también aumentan la expresion del gen Cpt/ (Palou et al., 2008).

Ante condiciones fisiologicas de ayuno prolongado, el higado aumenta la
captacion de los acidos grasos y el catabolismo de los mismos, produciendo grandes
cantidades de cuerpos cetonicos, acetato y [ -hidroxibutirato, en el proceso de
cetogénesis. Este proceso de cetogénesis se activa ante elevadas concentraciones de
acetil-CoA, cuando el producto de la B-oxidacion es mayor a la capacidad del ciclo de
Krebs. El Acetil-CoA se usa para la sintesis de cuerpos cetdnicos por la via del f-
hidroxi-B-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) sintasa (Nguyen et al., 2008). En
periodos de ayuno, en un periodo de déficit energético, tanto en el higado como en el
tejido adiposo aumentan la expresion del FGF21. Esta proteina en el higado se conoce
como un estimulador de la cetogénesis mientras que en el tejido adiposo un
estimulador de la lip6lisis (Lundésen et al., 2007; Palou et al., 2008).

2.3.2.2.- Sintesis de acidos grasos

La sintesis De Novo de éacidos grasos es una ruta metabodlica clave en la
homeostasis energética. Estd controlada por las condiciones hormonales y
nutricionales. Por ejemplo, dietas ricas en carbohidratos aumentan la lipogénesis
(Schwarz et al.,, 2003), mientras que un balance energético negativo (como
condiciones de ayuno) la inhiben. Por tanto, la regulacion de la lipogénesis depende
tanto de las concentraciones de insulina circulante como de la sensibilidad a la insulina
de los tejidos. Los dos tejidos mas importantes en la sintesis de acidos grasos son el
higado y el tejido adiposo. En el tejido adiposo, la sintesis de los acidos grasos
contribuye a la deposicion in situ y al almacenaje (ver apartado 2.2.1.- El tejido
adiposo y el metabolismo lipidico). El higado sintetiza acidos grasos, almacenando
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parte de éstos y exportando parte de ellos a través de las lipoproteinas (VLDL) a otros
tejidos para proporcionar energia o formar parte de su estructura (membranas)
(Nguyen et al., 2008).

El higado también se encarga de captar los NEFA, producto de la hidrolisis de
lipidos (catalizada por las lipasas). Estos entran en los hepatocitos a partir de
transportadores o receptores de membrana o bien por difusion pasiva. Dentro del
higado los NEFA son utilizados para la obtencion de energia mediante la oxidacion,

para la sintesis de &cidos grasos y para la formacion de lipidos complejos (Nguyen et
al., 2008).

2.4.- Adaptaciones metabolicas al ayuno y realimentacion

Como ya se ha expuesto en apartados anteriores, el mantenimiento de la
homeostasis energética es muy importante para la supervivencia de los organismos,
por ello, en condiciones de ayuno se ponen en marcha ciertos mecanismos que
mantienen  estable la energia del organismo. Por ejemplo, en condiciones de
alimentacion, los animales utilizan preferentemente los carbohidratos como fuente de
energia y el exceso de carbohidratos se almacenan en forma de grasa en el TAB; no
obstante, cuando la disponibilidad de la glucosa disminuye los animales dejan de
oxidar los carbohidratos para la obtencion de ATP y pasan a utilizar la grasa
almacenada.

En mamiferos, la sensacion de saciedad y de apetito estan reguladas por un
sistema complejo de sefializacion a nivel del SNC y sistema nervioso periférico. Para
el control de las condiciones de alimentacién (ayuno y realimentacién) el nuacleo
arcuato, presente en el hipotalamo, es muy importante. De manera general, ante
condiciones de ayuno, baja la glucemia, asi como los indicadores de adiposidad
(insulina y leptina) y aumenta la ghrelina (hormona gastrica orexigénica), y se produce
una activacion de la expresion de los péptidos orexigénicos (Npy y Agrp) que inducen
la ingesta y reducen el gasto energético, mientras que, con periodos cortos de ayuno,
no se ve afectada la expresion de los péptidos anorexigénicos (Pomc 'y Cart) (Palou et
al., 2009b; Yu and Kim, 2012). Esta regulacion selectiva de los péptidos
hipotalamicos sugiere que las neuronas NPY y AgRP son mas sensibles a los cambios
hormonales y metabodlicos asociados al ayuno, siendo los primeros respondedores al
ayuno, con una induccion transitoria de la expresion de Npy (siendo significativa a las
4 horas) y una induccién sostenida de la expresion de Agrp.

Los cambios hormonales y metabolicos producidos en condiciones de ayuno,
como los bajos niveles de glucosa e insulina, inducen un aumento de la lipolisis de los
triglicéridos almacenados en el tejido adiposo produciendo &cidos grasos. Por tanto, se
observa un aumento de la expresion los genes implicados en la lipolisis (Hsl y Atgl)
(Finn and Dice, 2006; Palou et al., 2008; Zimmermann et al., 2004). Los acidos grasos
producidos son oxidados fundamentalmente en el higado, pero también en el propio
tejido adiposo y el musculo, mediante B -oxidacion mitocondrial y perixosomal. El
aumento de la oxidacion de los acidos grasos producidos esta asociado al aumento de
la expresion de los genes implicados en este proceso como la Cpt! (tanto las isoformas
especificas del higado como del tejido adiposo) y la Acil coenzima A oxidasa 1
(Acoxl, Acyl-coenzyme A oxidase 1), ambos genes diana de el Ppara (Finn and Dice,
2006; Palou et al., 2008). El aumento de la lipolisis y la B-oxidacién en condiciones de
ayuno, va acompanado de una disminucion de la lipogénesis, tanto en el tejido adiposo
como en el higado. Esta adaptacion metabolica al ayuno parece implicar cambios en
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los principales factores de transcripcion lipogénicos, disminuye la expresion de Ppary
(factor de transcripcion adipogénico) y el Srebp (promotor de la expresion de genes
lipogénicos). Por su parte, la disminucion de la expresion del factor Srebp produce una
inhibicién de la expresion de los genes lipogénicos que regula, como la Fasn o la Acc
(Palou et al., 2008; Palou et al., 2010b). Las adaptaciones metabolicas a nivel de
expresion génica son reguladas de manera diferente en los diferentes depositos del
tejido adiposo. El deposito retroperitoneal presenta una mayor actividad metabolica
que los demas depodsitos de TAB, de manera que es el primer tejido en mostrar la
inhibicién de la expresion de genes lipogénicos en una situacion de ayuno. Estas
diferencias regionales en la respuesta al ayuno indican que el TAB retroperitoneal es
el mas sensible a la accion de la insulina y otras moléculas reguladoras (Palou et al.,
2010b).

La mayoria de los cambios metabdlicos y hormonales que se producen durante
un periodo de ayuno, se recuperan con un corto periodo de realimentacion (3 horas).
Sin embargo, con un periodo de realimentacion corto, no hay un patron claro de la
recuperacion de la expresion de genes implicados en el metabolismo lipidico en los
diferentes depositos de TAB, pero si en el higado en cuanto a los genes implicados en
la lip6lisis y B-oxidacion (Palou et al., 2008; Palou et al., 2010b). Con un periodo de
tiempo mas largo (6 horas), en el tejido adiposo mesentérico se observa la
recuperacion de los niveles de expresion de los factores de transcripcion implicados en
la lipogénesis y adipogénesis (Srebp y Ppary) (Caimari et al., 2010a).

La lip6lisis aumenta en condiciones de ayuno, proporcionando la liberacion de
NEFA al torrente sanguineo, utilizado por los demas 6rganos como fuente de energia.
Esta respuesta al ayuno se ve atenuada con la edad, a lo cual puede contribuir la
alteracion de la regulacion de genes clave como el de la Azg/ en el tejido adiposo; ya
que el aumento en la expresion de Arfg/ en respuesta al ayuno se pierde con el
envejecimiento (Caimari et al., 2008). La obesidad es otra de las situaciones asociadas
a alteraciones en la respuesta a las condiciones de ayuno/alimentacion.

2.5.- Alteraciones de la homeostasis energética en la obesidad

La obesidad se define como una acumulacion excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. Esta patologia afecta a la expresion y regulacion de las
moléculas que participan en la homeostasis energética y en el mantenimiento del peso
corporal (Pic6 et al.,, 2002). Esta acumulacion excesiva de grasa esta asociada a
elevados niveles de leptina e insulina, por ello la obesidad esta asociada a una
hiperleptinemia e hiperinsulinemia, ademdas de a la resistencia a la insulina y otras
alteraciones  ligadas al  sindrome  metabolico  (hipetrigliceridemia e
hipercolesterolemia) (Caimari et al., 2010b; Picé et al., 2002; Sampey et al., 2011).

A parte de la desregulacion de los parametros séricos, la obesidad esta ligada a
una desregulacion del control del apetito (Ebal et al., 2007; Morris et al., 2008). Por
ejemplo, ratones alimentados con dietas obesogénicas presentan una reduccion en la
expresion del receptor de la leptina y del Npy en el hipotadlamo (Morris et al., 2008;
Velloso and Schwartz, 2011). Ademas esta patologia estd asociada a alteraciones en el
metabolismo lipidico en los diferentes tejidos implicados en el control de la
homeostasis energética (higado, tejido adiposo, musculo), como una adaptacion
fisiologica para hacer frente a la elevada acumulacion de grasa (Diaz-Rua et al., 2014;
Estadella et al., 2004). Resumidamente, estos cambios hacen referencia a un
incremento de la termogénesis adaptativa y un aumento de la lip6lisis, asi como una
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disminucién de la lipogénesis (Caimari et al., 2007; Coelho et al., 2011; Priego et al.,
2009; Puigserver et al., 1991; Rodriguez and Palou, 2004).

El aumento de la lipdlisis y B-oxidacion basal asociado a la obesidad se debe a la
pérdida de sensibilidad a la sefializacién de la insulina de los adipocitos. En ratas
obesas se ha demostrado la pérdida de la inhibicién de la lipolisis mediada por la
insulina (Stevens et al., 1981). En humanos, la pérdida de la inhibicion mediada por la
insulina de la lipdlisis se ha demostrado en mujeres con obesidad visceral (Johnson et
al., 2001), sin embargo existe una gran controversia ya que otros estudios no observan
esta pérdida de la actividad antilipolitica de la insulina (Howard et al., 1984). Ademas,
el aumento de la lipdlisis también se asocia, en humanos, con el aumento de la
produccion de TNFa en los adipocitos (Ryden et al., 2002; Rydén et al., 2004).
Muchos estudios demuestran que la expresion de Atgl y adiponutrina (enzima
encargada de la hidrolisis de triglicéridos en los adipocitos) esta alterada en individuos
con obesidad genética (Caimari et al., 2007). Sin embargo, otros estudios presentan
una disminucion de la expresion de genes lipoliticos, como la A¢gl/, en animales con
obesidad inducida por dieta (Oliver et al., 2012). Por otra parte, la obesidad aumenta la
oxidacion de los acidos grasos. En animales genéticamente obesos se ha demostrado
un aumento de la oxidacidon de los acidos grasos, asociado con un aumento de los
enzimas implicados, como Cptl, pero no ligado al aumento de Ppara. Mientras que en
animales con obesidad inducida por dieta el aumento de la expresion de genes
implicados en la oxidacion de acidos grasos, como Cptl, esta ligado al aumento de la
expresion del factor transcripcional Ppara (Abel, 2010). Finalmente, el consumo de
dietas obesogénicas induce un aumento de la expresion de las proteinas termogénicas.
Varios estudios en roedores ponen de manifiesto que el consumo de una dieta
hiperlipidica induce la expresion de UCP3 en el musculo, actuando como un
mecanismo de defensa al aumento del peso corporal (Rodriguez et al., 2003).

La lipogénesis también se encuentra alterada en los organismos obesos. Muchos
estudios muestran como en el estado obeso estd asociado a una alteracion de la
expresion de genes lipogénicos y adipogénicos esenciales (Ppary, Srebpl, Scd-1,
Fasn) (Al-Hasani and Joost, 2005). Sin embargo, al igual que con los genes
lipoliticos, hay mucha controversia de coémo se regula la expresion basal de los genes
lipogénicos y adipogénicos en individuos obesos, ya que algunos estudios muestran
una disminucion de la regulacion de estos genes, mientras que otros muestran un
aumento. Estudios con ratones obesos genéticamente ponen de manifiesto la relacion
entre una disminucion de la expresion de genes lipogénicos y el desarrollo de la
obesidad o diabetes mellitus (Nadler et al., 2000). Esta alteracion de la expresion de
genes lipogénicos y adipogénicos también se pone de manifiesto en estudios
realizados con ratones alimentados con dietas obesogénicas. Mediante un analisis de
expresion génica global (microarrays) se ha observado como la obesidad inducida por
dieta produce una inhibicién de la expresion de genes relacionados con la sintesis de
acidos grasos como, Ppary, Srebpl, Scd-1, Fasn (Lopez et al., 2003). Sin embargo, Li
y colaboradores en un estudio realizado con ratas obesas alimentadas con una dieta
alta en grasa muestran, como se aumenta la expresion de genes implicados en la
lipogénesis (Li et al., 2002).

La obesidad también estd asociada a la insensibilidad a las condiciones de
alimentacion (ayuno y realimentacion) (Caimari et al., 2008; Caimari et al., 2010b;
Oliver et al., 2013). Por ejemplo, un estudio realizado con ratas muestra como una
restriccion caloérica durante la gestacion, modelo de predisposicion a la obesidad,
produce una pérdida de respuesta al ayuno a nivel de la expresion génica de genes
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implicados en el control de la ingesta en el hipotalamo, con una predisposicion a
presentar resistencia a la insulina y leptina (Garcia et al., 2010). En este proyecto de
tesis doctoral se ha utilizado precisamente la alteracion en la respuesta al ayuno de
genes clave en PBMC como indicador de alteraciones metabolicas asociadas a la
aparicion de la obesidad. Por otra parte, la recuperacion de la respuesta al ayuno se ha
utilizado como indicador de recuperacion metabodlica asociada a la pérdida de peso.

2.6.- Modelos animales para el estudio de la obesidad y la pérdida de peso

Los modelos animales de roedores son muy ftiles para estudios de obesidad,
incluso en casos de obesidad inducida por el consumo de dietas ricas en grasa
(Buettner et al., 2007; Caimari et al., 2007; Estadella et al., 2004; Rodriguez and
Palou, 2004), principal causa del incremento de la obesidad en las Gltimas décadas.
Hay dos tipos de dietas ricas en grasa utilizadas en estudios de obesidad, la dieta
hiperlipidica comercial y la dieta de cafeteria, que poseen diferentes caracteristicas a
tener en cuenta a la hora de detallar un experimento. La dietas hiperlipidicas
comerciales (disponibles en diferentes porcentajes de grasa y diferentes proporciones
de macronutrientes) son dietas purificadas, por lo que en su elaboracion tan solo se
usan ingredientes puros o que no varien. Estas dietas presentan poca variabilidad entre
lotes, ya que cada nutriente esta proporcionado por un ingrediente aislado y
purificado. Sin embargo, la dieta de cafeteria es una dieta hipercaldrica y rica en grasa
que se asemeja a la ingesta de las sociedades occidentales, por lo que son muy utiles
en estudios de obesidad. Esta dieta estd compuesta por una variedad de alimentos que
varia en funcién del estudio y la region donde se realiza, por ejemplo, en nuestro
laboratorio es una dieta muy utilizada y esta compuesta por: ensaimada, magdalenas,
queso, paté, sobrasada, galletas, cacahuetes, queso, tocino, caramelos blandos y leche
con un 20% (p/v) de azucar, y para asegurar los requerimientos nutricionales también
se ofrece un pienso control a los animales (Caimari et al., 2010b; Roca et al., 1999).
La dieta de cafeteria, al estar compuestas por una variedad de alimentos permite poco
control y ademads originan mayor variabilidad que las dietas purificadas, ya que la
ingesta de los animales varia segun sus preferencias. Aunque ambas dietas estan
asociadas al desarrollo de la obesidad, causan diferentes grado de sobrepeso y
obesidad (de Wilde et al., 2009; Gallou-Kabani et al., 2007; Manrique et al., 2013;
Priego et al., 2009; Sampey et al., 2011). La dieta cafeteria es muy sabrosa, y produce
un elevado grado de hiperfagia acompafiado de un rapido y persistente aumento de
peso (Sampey et al., 2011), mientras que la dieta hiperlipidica comercial produce un
elevada ingesta al inicio, acompafiada de un elevado aumento de peso que se estabiliza
a lo largo del tiempo ya que decrece la ingesta caldrica hasta niveles similares a los
controles (Caimari et al., 2010c; Morris et al., 2008; Sampey et al., 2011; Vial et al.,
2011). Por ello, la dieta de cafeteria es el mejor modelo para estudiar la obesidad
humana en roedores, aunque faltan estudios que comparen ambas dietas en diferentes
aspectos (niveles parametros séricos y a nivel de expresion génica).

Por otra parte en los ultimos afios ha aumentado el interés acerca de la
recuperacion de las alteraciones de la obesidad mediante estrategias dietéticas o de
ejercicio fisico en humanos (Aranceta Bartrina, 2013; Lien et al., 2013). Para estudiar
la capacidad de revertir las alteraciones metabolicas causadas por dietas con elevado
contenido en grasa es muy util el modelo de post-cafeteria. Este modelo consiste en
alimentar animales con dietas obesogénicas durante un periodo de tiempo suficiente
para inducir alteraciones metabodlicas y posteriormente sustituir esta dieta por una
equilibrada (Llado6 et al., 1991; Rodriguez et al., 2003). Aunque nuestro grupo tiene
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una amplia experiencia en este modelo experimental (Llad6 et al., 1996; Llado et al.,
1991; Matamala et al., 1996; Proenza et al., 1992; Puigserver et al., 1991), en la
mayoria de estudios la dieta era administrada desde edades muy tempranas (10 dias de
edad) de tal manera que al cambiar la dieta de cafeteria por una dieta control no se
revertian totalmente los efectos, y los animales presentaban unas alteraciones
persistentes (Llado et al., 1996; Llado et al., 1991; Matamala et al., 1996; Proenza et
al., 1992) y una mayor predisposicion a almacenar grasa en la edad adulta, cuando
estaban expuestos a dietas obesogénicas (Proenza et al., 1992). Estos estudios ponen
de manifiesto la incapacidad de revertir las alteraciones metabolicas, producidas por la
ingesta de dietas hipercaloricas en edades tempranas, debida a la generacion de una
huella permanente en el genoma, lo que se conoce como metabolic imprinting, que
altera permanentemente la regulacion del peso corporal en etapas posteriores. Por otra
parte, la capacidad de recuperar las alteraciones metabolicas asociadas al consumo de
una dieta de cafeteria en la edad adulta no esta clara. Aunque, diferentes estudios han
analizado los efectos de la reversion de una dieta de cafeteria en la edad adulta, los
resultados son controvertidos, varios de estos estudios indican la incapacidad de la
recuperacion del peso corporal (Harrington and Coscina, 1983; Rolls et al., 1980;
South et al., 2012), mientras que otros muestran una completa reversion (Levin and
Dunn-Meynell, 2002; Levin and Keesey, 1998; Ong et al., 2013; Sclafani and
Springer, 1976).

2.7.- PBMC como reflejo del metabolismo energético y la obesidad

Las PBMC, tal y como hemos descrito en apartados anteriores (ver apartado
1.2.2.- PBMC en estudios de nutricion y obesidad), son un tejido diana interesante
para estudios de nutricién y obesidad, ya que reflejan cambios nutricionales a nivel de
expresion génica. A grandes rasgos, estas células responden a nivel de expresion
génica ante dietas o nutrientes especificos (Bouwens et al., 2009; Browning et al.,
2014; Caimari et al., 2010c), responden a cambios en las condiciones de alimentacion
(ayuno y realimentacion) (Bouwens et al., 2007; Caimari et al., 2010a; Caimari et al.,
2010b), a la ganancia de peso inducida por dietas obesogénicas (Caimari et al., 2010b,
d; Sanchez et al.,, 2012) y a la pérdida de peso asociada a dietas hipocaloricas
(Crujeiras et al., 2008b; de Mello et al., 2012; do Amaral et al., 2014; Goyenechea et
al., 2009a; Goyenechea et al., 2009b).

Esta bien descrito que estas células son susceptibles a la accion de hormonas
metabolicamente importantes, como insulina (Goldstein et al., 1975; Powers et al.,
1980), glucagén (Goldstein et al., 1975; Neal et al., 1983) y leptina (Tsiotra et al.,
2000). Ademas, las PBMC expresan moléculas relacionadas con la homeostasis
energética, como leptina (Samara et al., 2008), visfatina (Tsiotra et al., 2007) y
ghrelina (Mager et al., 2008). Debido a la regulacion hormonal que presentan estas
células, no resulta extrafia su capacidad de responder a cambios en las condiciones de
alimentacion, reflejando los cambios metabdlicos en respuesta al estado nutricional
(Bouwens et al., 2007). Nuestro grupo ha demostrado previamente, mediante analisis
de expresion génica total por microarray, como las condiciones de ayuno y
realimentacion producen un importante impacto en la regulacion de genes clave para
la homeostasis energética en PBMC de ratas (Caimari et al., 2010a). Concretamente,
el ayuno produce un aumento de los genes implicados en la B -oxidacion y una
disminucién de los genes implicados en la lipogénesis (Fasn 'y Srebpl) y adipogénesis
(Ppary), comportamiento tipico del higado y tejido adiposo. Ademads, las PBMC
muestran la recuperacion de los niveles basales de expresion génica tras un periodo de
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realimentacion de 6 horas, al igual que ocurre en el tejido adiposo (Caimari et al.,
2010a). También se ha descrito que la expresion de genes implicados en el
metabolismo de los esteroles se ven regulados por las condiciones de alimentacion en
PBMC, de manera semejante al higado por lo que parece que presentan los mismos
mecanismo de regulacion (Caimari et al., 2010b).

Ademas de ser consideradas buenos marcadores de las adaptaciones metabolicas
que tienen lugar en situaciones de alimentacion, ayuno y realimentacion, las PBMC
reflejan la insensibilidad a las condiciones de alimentacién tal y como ocurre en el
higado y tejido adiposo (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b). Asi, la cantidad
de genes cuya expresion se ve afectada en un microarray de todo el genoma, en
respuesta a las condiciones de ayuno y realimentacion, es mucho menor en PBMC de
ratas obesas que en ratas normopeso (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b).

Finalmente las PBMC también se perfilan como una fuente de biomarcadores de
obesidad. Nuestro grupo ha demostrado como la expresion génica total analizada en
PBMC utilizando microarrays varia entre ratas normopeso y obesas (Caimari et al.,
2010a; Caimari et al., 2010c). En este estudio se describio un gen, que codifica para el
transportador de acidos grasos de cadena larga, cuya expresion aumentaba claramente
a lo largo del desarrollo de obesidad, ya desde etapas tempranas (Caimari et al.,
2010c). Concretamente, el gen codifica para el miembro 2 de la familia 27 de
transportadores de 4cidos grasos (Slc27a2, Solute carrier family 27 (fatty acid
transporter), member 2) que ademas de transportar acidos grasos esta implicado en la
degradacion y en la sintesis de acidos grasos.

En resumen, las PBMC reflejan la regulacion nutricional (ayuno vy
realimentacion), asi como cambios en la expresion génica en respuesta a la ingesta de
dietas obesogénicas, y los efectos de la obesidad que tienen lugar en el higado y en el
tejido adiposo. Por ello, estas células son de gran interés en clinica y en estudios de
intervencion. Ademas, en humanos, las PBMC suponen un material biologico
facilmente y repetidamente obtenible en cantidad suficientes para estudios de perfil
transcriptomico, en comparacioén con otros tejidos de mas dificil obtencion. Por todo
ello, es de gran interés seguir profundizando en el estudio de la utilidad de estas
células, en estudios de metabolismo energético y sus altercaciones, con el objetivo de
obtener marcadores genomicos que puedan ser usados para la prevencion de la
obesidad y complicaciones asociadas.
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II.- OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Las PBMC constituyen un material biologico facilmente obtenible y en
cantidades suficientes mediante una simple extraccion de sangre, siendo posible,
ademas, obtener muestras a diferentes tiempos (Liew et al., 2006). Estas células son
muy utilizadas tanto en clinica como en investigacion para la deteccion de
enfermedades ya que reflejan patrones de expresion caracteristicos de ciertas
patologias (Cigna et al., 2013; Goleva et al., 2012; Tsiotra et al., 2008). En los ultimos
afos también se estan utilizado las PBMC en estudios de nutricién, ya que se ha
descrito que son capaces de modificar su expresion génica ante diferentes compuestos
nutricionales, y de responder al ayuno de igual manera que tejidos homeostaticos clave
como el higado o el tejido adiposo (Caimari et al., 2010a; de Mello et al., 2012;
Konieczna et al.,, 2014). Estudios previos de nuestro laboratorio han puesto de
manifiesto que la expresion génica de las PBMC se ve alterada en animales obesos, y
que estas cé€lulas reflejan alteraciones metabdlicas, como por ejemplo, la
insensibilidad al ayuno, caracteristica del estado obeso (Caimari et al., 2010a;
Caimari et al., 2010b; Caimari et al., ¢). Por otro lado, en los ultimos afios se ha
descrito la existencia de tejido adiposo marrdon en humanos, asi como la posibilidad de
que el abundante tejido adiposo blanco puede remodelarse a tejido adiposo marron en
un proceso conocido como marronizacion frente a estimulos como la dieta o
compuestos bioactivos de los alimentos, el frio, asi como determinados farmacos, lo
que abre nuevas posibilidades terapéuticas en el campo de la obesidad (Bonet et al.,
2013). A partir de estos estudios se desarrolla el objetivo principal de la tesis, que
consiste en identificar la utilidad de esta interesante fraccion de células sanguineas, las
PBMC, como fuente de marcadores para ser usados en la prevencion y tratamiento de
la obesidad y sus complicaciones.

En el presente estudio de tesis se pretende pues profundizar en el conocimiento
de las PBMC como herramienta para la obtencion de biomarcadores de obesidad,
centrandonos preferiblemente en los marcadores tempranos. El principal objetivo ha
sido, por un lado, definir la utilidad de las PBMC para identificar las alteraciones
metabolicas asociadas a la obesidad durante el desarrollo de esta patologia, para lo
cual se ha analizado si estas células son capaces de reflejar la insensibilidad al ayuno
en animales alimentados con una dieta obesogénica a medida que los animales van
ganando peso; también se ha definido como se ve alterada la expresion de genes
caracteristicos de obesidad en diferentes estadios de la patologia (identificacion de un
perfil obesogénico en PBMC). Por otro lado, se ha tratado de determinar si las PBMC
son capaces de reflejar la recuperacion metabodlica asociada a la pérdida de peso, al
sustituir una dieta hiperlipidica por una dieta equilibrada. Por ultimo, un objetivo
claramente innovador ha sido el de determinar si las PBMC son capaces de reflejar la
activacion del tejido adiposo marrdn asi como la marronizacion del tejido adiposo
blanco. La identificaciéon de biomarcadores tempranos contribuird a la deteccion
precoz del riesgo de desarrollar obesidad y complicaciones asociadas, lo que permitira
disefiar actuaciones preventivas adecuadas. Ademads, la identificacion de
biomarcadores de recuperacion metabdlica, aportaria un valor afiadido a las terapias de
pérdida de peso corporal. Por ultimo, la posible utilidad de las PBMC como fuente de
marcadores relacionados con el estudio del tejido adiposo marrén seria de gran
utilidad por su posible extrapolacion a humanos, donde este tipo de estudios supone
hoy en dia el uso de técnicas altamente invasivas.
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1.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) como material
biologico para el estudio de la desregulacion de la homeostasis energética
asociada al desarrollo de la obesidad y la recuperacion metaboélica ligada a la
pérdida de peso corporal

El uso de las PBMC para el diagndstico de determinadas enfermedades esta en
auge (Baine et al., 2011; Cappuzzello et al., 2009), ademas, estas células son ttiles en
estudios nutricionales (de Mello et al., 2012). De manera previa, nuestro grupo de
investigacion habia descrito que las PBMC son capaces de reflejar la insensibilidad al
ayuno caracteristica del estado obeso, en ratas con obesidad inducida por dieta de
cafeteria (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b; Caimari et al., 2010c). En este
sentido, nos interesdé estudiar si las PBMC también eran capaces de reflejar
alteraciones en el control de la homeostasis energética, reflejada como insensibilidad
al ayuno, no solo en animales ya obesos, sino durante el desarrollo de la obesidad,
para determinar posibles marcadores de desequilibrios homeostaticos en un estado
pre-obeso. Como modelo animal utilizamos ratas Wistar machos de 2 meses de edad, a
las que se les indujo obesidad mediante la alimentacion con dieta de cafeteria, una
dieta muy rica en grasa que produce un alto grado de hiperfagia y hace que se
desarrolle un elevado grado de obesidad asociada a complicaciones metabolicas, de
manera similar a lo que ocurre en la obesidad en humanos. La dieta de cafeteria se
suministré durante 4 meses, desde los 2 hasta los 6 meses de edad, momento en que
las ratas alcanzaron un 29% de sobrepeso respecto a las ratas alimentadas con pienso
estandar. A los 2, 3, 4 y 6 meses de edad las ratas fueron agrupadas en 3 grupos
experimentales: control (alimentacion ad libitum), ayuno (ayuno nocturno de 12-14
horas) y realimentacion (realimentacion de 6 horas tras un ayuno de 14 horas), con la
finalidad de obtener sangre en diferentes condiciones de alimentacién. Después de la
extraccion de sangre de la vena safena, se aislaron las PBMC y posteriormente se
extrajo y purifico el ARN total, y se realiz6 un estudio de expresion de genes
relacionados con la lipogénesis (Fasn y Srepbl), adipogénesis (Ppary), lipdlisis
(Cptla) y control de la ingesta (Npy) mediante RT-PCR a tiempo real. Para comprobar
que las PBMC reflejaban la misma respuesta homeostatica que la que se da en tejidos
clave, también se analiz6 la expresion de estos genes en el depdsito de TAB
retroperitoneal y en higado en las diferentes condiciones de alimentacion. Ademas, en
estos animales se determinaron los niveles séricos de glucosa con un glucémetro, y de
insulina y leptina por ELISA (manuscrito 1).

Debido al gran aumento de la obesidad, ha aumentado el interés acerca de
estrategias de pérdida de peso asociadas a la adopcion de un estilo de vida saludable
(Aranceta Bartrina, 2013; Lien et al.,, 2013). Por ello, ademés de estudiar la
insensibilidad en el control de la homeostasis energética en PBMC durante el
desarrollo de la obesidad, quisimos describir si estas células son capaces de reflejar la
recuperacion metabolica asociada a la pérdida de peso. Primero quisimos disefiar un
modelo animal para poder estudiar la pérdida de peso/adiposidad y la capacidad de
recuperacion metabolica (a nivel de parametros séricos y de expresion génica). Para
este tipo de estudios resulta muy interesante el modelo de post-cafeteria, en el que
nuestro grupo cuenta con una amplia experiencia. Este modelo consiste en administrar
una dieta obesogénica (dieta de cafeteria) hasta conseguir el desarrollo de obesidad y
complicaciones metabdlicas, y sustituir posteriormente dicha dieta por una dieta
control equilibrada. Sin embargo, en la mayoria de nuestros estudios previos la dieta
obesogénica se administraba desde edades muy tempranas, de tal manera que al
cambiar esta dieta por una dieta control no se revertian totalmente sus efectos, y los
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animales presentaban una obesidad persistente (Llado et al., 1996; Matamala et al.,
1996). Por otra parte, y aunque existen numerosos estudios en los que se administra
una dieta obesogénica en la edad adulta y luego se sustituye por una dieta control,
existe una gran controversia entre ellos, algunos evidencian recuperacion del peso
corporal y otros no (Levin and Dunn-Meynell, 2002; Levin and Keesey, 1998; South
et al., 2012). Por ello, en esta tesis quisimos estudiar en mas detalle la capacidad de
revertir el peso corporal y las alteraciones metabdlicas asociadas al consumo de dietas
obesogénicas en la edad adulta. Ademas, en este mismo disefio experimental quisimos
comparar, en detalle, las alteraciones metabodlicas causadas por la dieta de cafeteria y
una dieta hiperlipidica comercial, con el fin de definir un buen modelo de obesidad.
Aunque la dieta de cafeteria se ha descrito como la mejor dieta inductora de la
obesidad, siendo el mejor modelo para reproducir la obesidad humana (Sampey et al.,
2011), faltan estudios que corroboren sus efectos a nivel de expresion génica en los
tejidos homeostaticos clave. Por ello, en el presente proyecto de tesis nos intereso,
también, estudiar si la dieta rica en grasa disponible comercialmente y la dieta de
cafeteria producian efectos comparables a nivel de expresion génica en diferentes
tejidos homeostaticos (higado, musculo y tejido adiposo blanco y marron). Para llevar
a cabo estos dos objetivos utilizamos ratas Wistar machos de 2 meses de edad, que
fueron distribuidas en 4 grupos y alimentadas con diferentes tipos de dieta durante 4
meses (Experimento 1), desde los 2 a los 6 meses de edad: grupo control, alimentado
con un pienso control; grupo cafeteria, alimentado con dieta de cafeteria, grupo “high
fat”, alimentado con una dieta comercial rica en grasa, y grupo post-cafeteria,
alimentado durante 2 meses con dieta de cafeteria y durante otros 2 meses con dieta
control. Ademas, se us6 un modelo experimental adicional (Experimento 2), en el que
se administrd dieta de cafeteria por un tiempo mas corto, 3 meses, desde los 2 a los 5
meses de edad y se usé un grupo post-cafeteria también con un tratamiento nutricional
mas corto, 1,5 meses de dieta de cafeteria seguido por 1,5 meses de dieta control.
Tanto la dieta de cafeteria como la hiperlipidica comercial utilizada aportaron una
cantidad similar de grasa, aproximadamente el 60% de las calorias totales. En ambos
modelos se analizo, la expresion de genes lipogénicos (Fasn y Srebpl), lipoliticos
(Atgl y Cptla) en el higado, musculo, TAB (inguinal y retroperitoneal) y TAM. En el
higado también se analizd la expresion del gen lipolitico Fgf2l. En cuanto a
parametros antropométricos, se determind el peso y el contenido de masa grasa
durante a lo largo del desarrollo, y a punto final del experimento se determiné el peso
de los diferentes depositos grasos y se calculd el indice de adiposidad. También se
midieron los niveles séricos de glucosa con un glucémetro, y de insulina, triglicéridos
y leptina por ELISA. Se calcul6 en indice HOMA-IR vy se realiz6 un test de tolerancia
oral a la glucosa. Ademas, para determinar el grado de esteatosis hepatica, se
determino el contenido de lipidos en el higado, y se realizdo un analisis histologico
(manuscrito 2).

Tras definir y caracterizar en detalle el modelo animal de recuperacion
metabolica, quisimos validar si las PBMC son una buena herramienta para reflejar los
cambios tras sustituir una dieta obesogénica por una dieta mas equilibrada, con lo cual
estas células podrian utilizarse como fuente de marcadores biologicos para estudiar el
efecto de diferentes estrategias de pérdida de peso. Para ello, al final de ambos disefios
experimentales, a los 5 y 6 meses de edad, se extrajo sangre de la vena safena, se
aislaron las PBMC y posteriormente se extrajo y purifico el ARN y se analizd la
expresion de genes implicados en la lipolisis (Cptla), lipogénesis (Fasn 'y Srebpl),
adipogénesis (Ppary) y control de la ingesta (Npy) mediante RT-PCR a tiempo real.
Ademas, para corroborar que estas células reflejan la expresion hipotalamica de Npy,
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en el Experimento 2 se analizé la expresion génica de este péptido en el propio
hipotadlamo (manuscrito 3).

Finalmente, dado que las PBMC se han definido como un buen material
biologico para el estudio de enfermedades, y presentan un perfil transcriptomico
diferencial entre individuos enfermos y sanos (Baine et al., 2011; Cigna et al., 2013),
nos planteamos determinar, en estas células, un perfil transcriptomico caracteristico de
la obesidad. Para ello usamos los animales del disefio experimental explicado en el
apartado anterior, ratas control, ratas alimentadas con dieta hiperlipidica comercial o
con dieta de cafeteria (administrada durante 4 meses) y ratas alimentadas con dieta
control durante 2 meses después de haber recibido dieta cafeteria durante 2 meses. A
los 2, 3, 4, 5 y 6 meses de edad se extrajo sangre de la vena safena y se aislaron las
PBMC, posteriormente se extrajo y purifico el ARN, y se determind, mediante RT-
PCR a tiempo real, la expresion de genes implicados en metabolismo energético
(Cptla, Fasn 'y Srebpl), en la inflamacion (Tnfa y 11-6), asi como genes relacionados
con del desarrollo de obesidad inducida por la dieta, como el gen que codifica para el
receptor de la apoproteina b 48 (Apob48r, apoprotein B48 receptor), el factor de
transcripcion Cebp [ (Cebpb, CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)
transcription factor) y Slc27a2. Ademas, en estos animales se determind el peso y el
contenido de masa grasa, se midieron los niveles séricos de glucosa, leptina y
triglicéridos, y se determind el indice HOMA-IR y contenido lipidico del higado
(manuscrito 4).

2.- Las PBMC como material biol6gico para el estudio de la activacion del tejido
adiposo marron y de la conversion de tejido adiposo blanco a marron
(marronizacion)

El papel del TAM en el tratamiento de la obesidad esta en auge desde que se ha
demostrado la presencia de este tejido en humanos adultos (Nedergaard et al., 2007).
Ademas, se ha descrito que bajo ciertos estimulos, como dietas ricas en grasa (Kus et
al., 2008) o exposicion al frio (Cinti et al., 2002), el TAB puede remodelarse a TAM,
lo que abre nuevas posibilidades terapéuticas para el tratamiento de la obesidad (Bonet
et al., 2013). Durante el proceso de remodelacion aparecen adipocitos conocidos como
brite, que presentan caracteristicas de adipocitos marrones pero se encuentran en los
depositos de TAB, sobretodo en el depdsito inguinal y retroperitoneal (Sharp et al.,
2012; Wu et al., 2012). De manera novedosa, en este proyecto de tesis hemos querido
abordar si las PBMC pueden ser de utilidad para el estudio del tejido adiposo marron.
Para ello, en primer lugar analizamos si las PBMC de rata expresaban marcadores
caracteristicos de adipocitos marrones/brite, y posteriormente analizamos su respuesta
frente a dos estimulos capaces de activar el tejido adiposo marrdn: administracion de
dietas obesogénicas (dieta de cafeteria y dieta comercial rica en grasa) y exposicion al
frio.

Para analizar el efecto de las dietas obesogénicas se utilizaron los mismos
animales que en el manuscrito 4, ratas Wistar macho de 6 meses de edad, alimentadas
con dos dietas hiperlipidicas (hiperlipidica comercial y dieta de cafeteria)
administradas durante 4 meses, de los 2 a los 6 meses de edad, y ratas alimentadas con
dieta control durante 2 meses tras 2 meses de dieta de cafeteria. Se trabajé con
muestras de PBMC obtenidas a punto final en las que se analizo6 la expresion génica de
genes definidos como marcadores de adipocitos marrones (Cidea, Ebf3, Eval,
Fbxo31, Fgf2l, Prdmi6, Tbx15 y Ucpl) y de adipocitos brite (Hoxc9, Slc27al y
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Tmem?26 ) mediante RT-PCR a tiempo real. De manera paralela se analizo la expresion
de estos marcadores en TAB retroperitoneal y en TAM interescapular (manuscrito 5).

Para analizar el efecto del frio se utilizd6 un nuevo disefio experimental, ratas
Wistar hembras de diferentes edades (1, 2, 4 y 6 meses), estabuladas a 22°C o a 4°C
durante una semana. En estos animales se determiné tanto el peso corporal antes y
después de la exposicion al frio, como el peso de los diferentes depdsitos de tejido
adiposo blanco (para determinar el indice de adiposidad), el peso TAM, y los niveles
séricos de glucosa y acidos grasos libres. En estos animales se recogid sangre, se
aislaron las PBMC, y posteriormente se extrajo y purifico el ARN, y se analiz6 la
expresion de genes definidos como marcadores de adipocitos marrones y de adipocitos
brite mediante RT-PCR a tiempo real. Ademas, para corroborar que estas células
reflejan la induccion del tejido adiposo marron y la remodelacion del TAB a TAM, se
estudio la expresion génica de marcadores de adipocitos marrones (Cidea, Fgf21,
Pgcla, Prdml6'y Ucpl) y adipocitos brite (Hoxc9, Slc27al) en el depdsito de TAB
retroperitoneal, y en el TAM interescapular. Adicionalmente se realizé un estudio
morfologico y un andlisis inmunohistoquimica de CIDE-A y UCPI en el TAB
retroperitoneal (manuscrito 6).

Los roedores son el modelo més utilizado para realizar estudios sobre activacion
del TAM y marronizacion del TAB. Sin embargo, el tejido adiposo de los roedores
tiene importantes diferencias con el de humanos. Dada la dificultad de llevar a cabo
estudios en humanos, seria de gran interés estudiar la activacion del TAM vy el proceso
de marronizacion en una especie con un metabolismo y una organizacién del tejido
adiposo mas semejante a humanos. Estudios previos de nuestro grupo han evidenciado
que los hurones pueden resultar especialmente interesantes en este sentido, ya que al
igual que los humanos, no poseen un importante deposito de TAM bien definido, sino
que tienen adipocitos brite en los depodsitos de grasa blanca, con capacidad de
activarse en respuesta a estimulos como frio (Fuster et al., 2009). Por ello realizamos
un experimento en el que utilizamos hurones machos de 3 meses de edad, estabulados
a 22°C o a 4°C durante una semana. En estos animales se recogi6 sangre y se aislaron
los PBMC, también se recogieron diferentes depositos de tejido adiposo (inguinal y
periadrtico), y posteriormente se extrajo y purifico el ARN. Con el interés de obtener
biomarcadores de la conversion de TAB en TAM con una mayor aplicabilidad a
humanos que los que se dispone actualmente (obtenidos en roedores) se realizé un
analisis de la expresion génica total (microarray) en las muestras de tejido adiposo,
comparando los animales expuestos a frio con los estabulados a temperatura ambiente.
Adicionalmente, se ha realizado también un andlisis de microarray en las muestras de
PBMC, con el objetivo de identificar algin marcador comun de respuesta al frio entre
el tejido adiposo y las células sanguineas, lo cual permitiria utilizar estas células para
llevar a cabo estudios de marronizacion con una minima invasion. Estas
determinaciones se realizaron en colaboracion con el grupo del Prof. Jaap Keijer, de la
Universidad de Wageningen, concretamente en el grupo “Human and Animal
Physiology”, con gran experiencia en la técnica de array y en el andlisis y tratamiento
estadistico de los datos obtenidos.
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IIL.- MATERIAL Y METODOS
1.- Animales de estudio

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizaron ratas Wistar macho y
hembras, procedentes del laboratorio Charles River (Barcelona). Durante el periodo de
experimentacion los animales permanecieron en el estabulario de la Universidad de las
Islas Baleares (UIB), aclimatados a 22°C o 4°C dependiendo del objetivo
experimental, con un ciclo de luz y oscuridad 12 h/12 h, con libre acceso al agua.
Cuando los objetivos experimentales lo requerian, los animales se pesaron dos veces
por semana, se realizaba un control diario de la ingesta, y se determinaba el porcentaje
de masa grasa cada 15 dias mediante el uso del EchoMRI-700™ (Texas, Estados
Unidos). Al final del experimento los animales fueron sacrificados por decapitacion.
Tras la diseccion, los tejidos de interés (hipotalamo, higado, musculo, TAM vy
diferentes depositos de TAB: inguinal, retroperitoneal, epididimal o perigonadal, y
mesentérico) se pesaron, lavaron en suero salino con 0,1% de dietilpirocarbonato
(DEPC) para evitar la degradacion del ARN, y se guardaron a -80°C hasta sus
posterior andlisis. Ademas, se guardaban pequefios fragmentos de tejido para realizar
analisis morfoldgicos. También se recogid la sangre producto de la decapitacion para
la obtencion del suero y para el aislamiento de PBMC. En los animales utilizados en el
manuscrito 1, el suero se obtuvo mediante la incubaciéon de la sangre durante 1 h a
temperatura ambiente, a 4°C durante toda la noche, y posterior centrifugacion a 1000 g
durante 10 min. Sin embargo, en el resto de los casos se elimino la incubacién a 4°C
durante toda la noche, tras comprobar que la eficiencia del protocolo era similar. El
suero obtenido se guardaba a -20°C para su posterior analisis.

Finalmente, en el periodo final de la tesis se utilizaron hurones (Mustela
Putorius Furo) macho de 3 meses de edad suministrados por Cunipic (Lleida). Estos
animales fueron estabulados en la UIB y aclimatados a 22°C 0 4°C, con 12 h de luz y
12 h de oscuridad, y con libre acceso a agua y comida (pienso de Gonzalo Zaragoza
Manresa SL). Los animales fueron sacrificados mediante exanguinacidn tras puncion
cardiaca, y para ello fueron anestesiados con: 10 mg/kg de Ketamine hydrochloride y
80 mg/kg medetomidine. Después de la diseccion de los animales se recogieron los
tejidos de interés (hipotalamo, higado y tejido adiposo de diferentes localizaciones;
interescapular, inguinal, retroperitoneal, periadrtico y mesentérico), que fueron
pesados y lavados en suero salino con 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma)
para evitar la degradacion del ARN y guardados a -80°C hasta su posterior analisis.
Ademas, pequenos fragmentos de tejido se guardaron para realizar anélisis
morfologicos. La sangre obtenida mediante la puncion cardiaca se recogid para la
obtencion de suero y para el aislamiento de PBMC. El suero se obtenia mediante la
incubacion de la sangre durante 1 h a 4°C, y con una centrifugacion posterior a 1000 g
durante 10 min, y se guardaba a -20°C para su posterior analisis.

Reactivos:

- Dietilpirocarbonato, DEPC (Sigma)
- Ketamine hydrochloride (Imalgéne 1000, Merial Laboratorios SA)
- Medetomidine (Domtor, Orion Pharma)
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2.- Induccion de la obesidad mediante dietas ricas en grasa y su reversion

En este proyecto de tesis hemos utilizado dos dietas inductoras de la obesidad: la
dieta de cafeteria y la dieta hiperlipidica comercial. Concretamente, estas dietas
hiperlipidicas se utilizaron para la induccién de la obesidad en los experimentos
basados en la identificacion de biomarcadores del desarrollo de obesidad y de la
recuperacion metabolica asociada a la pérdida de peso.

En primer lugar se utilizo la dieta de cafeteria para estudiar la desregulacion de
la homeostasis energética durante el desarrollo de obesidad en PBMC. Por otra parte,
la dieta de cafeteria y dieta hiperlipidica comercial se utilizaron para evaluar cual de
estas dos dietas refleja mejor la obesidad humana. Se administraron ambas dietas de
los 2 a los 6 meses de edad para comparar el impacto sobre el peso corporal y otras
alteraciones asociadas a la obesidad. Finalmente, la reversion de la dieta de cafeteria
(modelo de post-cafeteria) se utilizo para estudiar la recuperacion metabolica asociada
a la pérdida de peso en ratas Wistar adultas. Concretamente, para este objetivo se
administré la dieta de cafeteria, a la edad de 2 meses, durante 1,5 o 2 meses, y
posteriormente se substituyd por una dieta control administrada por el mismo periodo
de tiempo.

2.1.- Dieta de cafeteria

La dieta de cafeteria es una dieta con un elevado contenido en grasa, muy
apetecible y que produce un elevado grado de hiperfagia, lo que va asociado al
desarrollo de la obesidad. Esta dieta estd compuesta por los siguientes alimentos:
galletas untadas de paté y sobrasada (embutido crudo tipico mallorquin), tocino,
magdalenas, ensaimada (bizcocho tipico mallorquin), sugus, chocolate, queso,
cacahuetes pelados con sal, zanahoria y leche con 20% (p/v) de azucar (Caimari et al.,
2010c), ademas pienso estandar o pienso control, dependiendo del pienso
administrado al grupo control (Panlab y Ref. D12450B de Research Diets,
respectivamente). La composicion de macronutrientes de la dieta en funcion de la
ingesta de los animales es: 62% de las calorias en forma de grasa, 27% en forma de
carbohidratos y 11% en forma de proteinas (Ribot et al., 2008). La dieta de cafeteria se
preparaba diariamente en exceso, a excepcion de los domingos.

2.2.- Dieta hiperlipidica comercial

La dieta hiperlipidica comercial (Ref. D12492 de Research diets, Dinamarca)
presenta la siguiente composicion de macronutrientes: 60% de calorias en forma de
grasa, 20% de carbohidratos y 20% de proteinas. Por tanto, proporciona a los
animales una proporcion de grasa similar a la dieta de cafeteria. Ademas, el perfil de
acidos grasos (saturados/insaturados) es similar en ambas dietas.

3.- Extraccion de sangre y aislamiento de PBMC

La obtencion de las PBMC se realizaba a partir de sangre procedente de la vena
safena o producto de la decapitacion. El primer paso para la extraccion de sangre
procedente de la vena safena era la inmovilizacion de la rata; una vez inmovilizado el
animal se depilaba la zona de la vena y se procedia a la puncion mediante una aguja.
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La sangre se recogia mediante el uso de una pipeta y se introducia en un eppendorf
con anticoagulante (heparina o acido etilendiaminotetraacético, EDTA).

En este proyecto de tesis se han aislado PBMC utilizando dos tipos diferentes de
gradientes de densidad, Ficoll-Paque™ PLUS y OptiPrep, que permiten separar las
células de la sangre mediante una centrifugacion diferencial.

3.1.- Aislamiento de PBMC mediante Ficoll-Paque" PLUS

El protocolo basado en el uso del polisacarido hidrofilico Ficoll-Paque™ PLUS
precisaba de 1,5 - 2 ml de sangre, mezclada con 600 ul de heparina disuelta en NaCl
0,9%, y 1,5 ml de solucion salina equilibrada (BSS, Balanced Salt Solution), solucion
salina con glucosa que mantenia la viabilidad de las células sanguineas. Por cada 2 ml
de sangre heparinizada y con BSS, se utilizaba 1,5 ml de Ficoll-Paque™ PLUS. El
primer paso consistia en introducir el Ficoll-Pague™ PLUS dentro de un tubo Corning
de 15 o 50 ml, dependiendo del volumen de sangre obtenido. Seguidamente se
introducia la sangre muy lentamente con una pipeta, evitando que se mezclase con la
capa de Ficoll-Paque™ PLUS. Después se realizaba una centrifugacion a 900 g con
una centrifuga de brazo basculante durante 40 min, con el freno a la menor velocidad
posible para no perturbar el gradiente de densidad formado. Tras la centrifugacion se
observaba claramente la separacion de los componentes de la sangre, una fase superior
amarillenta de plasma, seguida de una interfase que contenia los monocitos y
linfocitos (PBMC) situada encima del Ficoll y, finalmente, un precipitado formado por
plaquetas, eritrocitos y demas fragmentos celulares. Se recogia la interfase de
monocitos y linfocitos con una pipeta Pasteur, y se pasaba a un nuevo tubo Corning,
donde por cada mililitro de células recogidas se afiadian 3 ml de tampdén BSS, se
invertia y se centrifugaba a 900 g durante 10 min sin importar en este caso la
velocidad de frenado, para eliminar las plaquetas y limpiar las PBMC. El precipitado
obtenido correspondia a la fraccion de PBMC que era homogenizada con 1 ml de
Tripure con la ayuda de una pipeta, y posteriormente se procedia a la extraccion del
ARN.

Reactivos del protocolo con Ficoll:

- Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare Bio Sciences)

- Heparina (Sigma)

- NaCl (Panreac)

- Tampon BSS (Balanced Salt Solution), formado por Solucion A y Solucion B
(1:9)

o Solucién A, pH 7,6: D-glucosa (Merck) 1 g/l, CaCl,-2H,0O (Panreac)
0,0074 g/1, MgCl,-6H,0O (Panreac) 0,1992 g/l, KCI (Panreac) 0,4026 g/l, Tris
base (Sigma) 17,565 g/l

o Solucion B: NaCl (Panreac) 8,19 g/l

3.2.- Aislamiento de PBMC mediante OptiPrep

El protocolo de aislamiento de PBMC mediante gradiente de densidad de
OptiPrep utilizado requeria de 1,5 a 2 ml de sangre. Este volumen de sangre se
mezclaba con 16 pl de EDTA 0,5 M como anticoagulante y con Solucion C (Solucion
que conserva la viabilidad celular, formada por NaCl y HEPES) hasta un volumen de
6 ml. Esta mezcla se introducia cuidadosamente dentro de un tubo Corning de 15 ml
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que contenia 3 ml de barrera de densidad. Después, se centrifugaba a 700 g con una
centrifuga de brazo basculante durante 20 min, con la aceleracion y freno a la menor
velocidad posible para no perturbar el gradiente de densidad formado. Tras la
centrifugacion se observaba claramente la separacion de los componentes de la sangre,
una fase superior amarillenta de plasma, seguida de una interfase que contenia los
monocitos y linfocitos (PBMC) situados encima de la barrera de densidad y,
finalmente, un precipitado que contenia eritrocitos y demas fragmentos celulares. Se
recogia esta interfase con una pipeta Pasteur, y se pasaba a un nuevo tubo Corning,
donde por cada volumen de suspension de células se afiadian 2 volimenes de Solucion
C, se invertia y se centrifugaba a 400 g durante 10 min para eliminar las plaquetas y
limpiar las PBMC. El precipitado obtenido correspondia a la fraccion de PBMC, que
era homogenizada con 1 ml de Tripure con la ayuda de una pipeta, y posteriormente se
procedia a la extraccion de ARN.

Reactivos del protocolo con OptiPrep:

- Barrera de densidad, formada por 2,7 ml de OptiPrep (Sigma) y 9,3 ml de
diluyente de OptiPrep

o Diluyente de OptiPrep: por cada 2,5 ml de Solucion C, 0,5 ml de agua
MiliQ estéril

- EDTA (Sigma)

- Solucién C, formada por NaCl (Panreac) 146 mM y HEPES (Sigma) 1 mM

4.- Aislamiento de ARN

El aislamiento de ARN de tejido adiposo, higado, PBMC, hipotalamo y musculo
se realizO mediante el método de extraccion por Tripure o TRIzol, siguiendo las
instrucciones de la casa comercial, o mediante el kit de extraccion E.Z.N.A. Total RNA
Kit I.

4.1.- Aislamiento de ARN utilizando Tripure o TRIzol

Las muestras se homogenizaban en hielo, en 1 ml de Tripure o TRIzol mediante
el uso de un homogenizador de aspas. Las cantidades de tejido variaban dependiendo
de la cantidad de ARN que estos presentan o de la finalidad del estudio.
Concretamente, se homogeneizaba todo el hipotalamo, 0,05 g de higado y musculo y
0,3 g de TAB. En las muestras de higado, hipotalamo, tejido adiposo y musculo se
hizo una precentrifugacion a 12000 g durante 5 min a 4°C, para eliminar la grasa y
restos celulares. Al sobrenadante obtenido se afiadia 200 pl de cloroformo, se agitaba
durante 15 seg y se incubaba en frio durante 15 min. Seguidamente, las muestras se
centrifugaban a 12000 g durante 15 min a 4°C y se recogia la fase acuosa que contenia
el ARN. Para precipitar el ARN se afiadian 500 pl de isopropanol y se incubaba
durante toda la noche a -20° C. Posteriormente se centrifugaban las muestras a 12000
g durante 10 min a 4°C para obtener el precipitado de ARN. El ARN precipitado se
lavaba con 1 ml de etanol 75%. Las muestras se agitaban con vortex hasta despegar el
precipitado, y se centrifugaban a 7500 g durante 5 min a 4°C. Finalmente, se eliminaba
completamente el etanol y se resuspendia el precipitado de ARN con el volumen
adecuado de agua libre de ARNasas.

Reactivos:
- H,O libre de ARNasas (Sigma)
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- Isopropanol (Sigma)
- Tripure (Roche)
- TRIzol (Invitrogen)

4.2.- Aislamiento de ARN mediante E.Z.N.A. Total RNA Kit I

Para la extraccion de ARN de higado y tejido adiposo también se utilizo el kit de
extraccion E.Z.N.A. Total RNA Kit I. Las muestras se homogenizaban en 700 ul de
TRK lysis buffer, proporcionado por el kit, con la ayuda de un homogenizador de aspas
y se hacia una centrifugacion a 13000 g durante 5 min a temperatura ambiente, para
eliminar la grasa y restos celulares. A la fase clara resultante de la centrifugacion se le
afladian 700 pl de etanol 70% y se agitaba con la pipeta. Esta mezcla se introducia en
las columnas del kit, y se centrifugaba a 10000 g durante 1 min a temperatura
ambiente. Seguidamente se lavaba con 250 pl de RNA Wash Bufer I, proporcionado
por el Kit, y se centrifugaba a 10000 g durante 1 min a temperatura ambiente. Las
columnas, se trataban con 35 ul de solucion de DNAasa I, proporcionada por el kit, y
se incubaba durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaban las
columnas con 250 ul de RNA Wash Bufer I, proporcionado por el Kit, y se
centrifugaban a 10000 g durante 1 min a temperatura ambiente. A continuacioén se
realizaban dos lavados con 500 pl de RNA Wash Bufer 11, proporcionado por el Kit, y
se centrifugaba a 10000 g durante 1 min a temperatura ambiente. Finalmente se
centrifugaban las columnas con los tubos colectores vacios a 20000 g durante 2 min, y
una vez secas las columnas se afiadian 20 pl de agua DEPC, proporcionada por el Kit,
y se centrifugaban las columnas a 20000 g durante 2 min.

Reactivos:

- Cloroformo (Sigma)

- Etanol absoluto (Panreac)

- E.Z N.A. Total RNA Kit I (Omega Bio-Tek)
- H,O libre de ARNasas (Sigma)

- Isopropanol (Sigma)

- Tripure (Roche)

- TRIzol (Invitrogen)

5.- Purificacion y cuantificacion de ARN
5.1.- Purificacion mediante acetato de sodio

Para obtener ARN de mayor pureza las muestras de los tejidos se precipitaron
con acetato de sodio y etanol. E1 ARN extraido se mezclaba con ambos compuestos
(por cada 10 volumenes de muestra 1 volumen de acetato de sodio 3M, pH 5,2, y 27,5
volimenes de etanol absoluto) y se incubaba a -20°C toda la noche para favorecer la
precipitacion de los acidos nucleicos. Seguidamente, se centrifugaba a 14000 g
durante 40 min y se descartaba el sobrenadante. Se afiadia 1 ml de etanol 75% y se
vorteaba hasta ver despegado el precipitado. Finalmente, se centrifugaba a 14000 g
durante 15 min y se eliminaba el sobrenadante. E1 ARN precipitado se resuspendia
con el volumen adecuado de agua libre de ARNasas.

Reactivos:

- Acetato de Sodio 3 M (Sigma)
- Etanol absoluto (Panreac)
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- H,O libre de ARNasas (Sigma)

5.2.- Purificacion mediante Quiagen RNeasy Mini Kit spin columns o MicroElute
RNA Clean Up Kit

Las muestras de PBMC se purificaron utilizando Quiagen RNeasy Mini Kit spin
columns o MicroElute RNA Clean Up Kit. El protocolo de purificacion con las
columnas de Quiagen RNeasy Mini Kit spin se basaba en unir especificamente el ARN
a una columna de silica, y eluir asi las impurezas. El primer paso consistia en ajustar el
volumen de la muestra a 100 pl con agua libre de ARNasas, anadir 350 pl del Buffer
RLT, administrado por el kit, y 250 ul de etanol absoluto. Esta mezcla se transferia en
las columnas RNeasy Mini spin ajustadas en un tubo colector y se centrifugaba a 8000
g durante 15 seg. Seguidamente se descartaba el eluido y se afiadian 500 ul de Buffer
RPE, proporcionado por el kit, y se centrifugaba a 8000 g durante 15 seg. Este lavado
se repetia y se centrifugaba a 8000 g durante 2 min. Finalmente se volvia a centrifugar
con un nuevo tubo colector a maxima velocidad durante 1 min y se eluia el ARN en un
eppendorf con el volumen de agua libre de ARNasas adecuado.

El protocolo de purificacion del kit MicroElute RNA Clean Up se basa, al igual
que el anterior, en limpiar el ARN extraido previamente mediante unas columnas se
silica que retienen el ARN especificamente. En primer lugar se ajustaba el volumen de
la muestra a 100 pl con agua libre de ARNasas y se afiadian 350 pl del QVL Lysis
Buffer y 250 ul de etanol absoluto. Esta mezcla, previamente agitada, se transferia en
las columnas HiBind RNA MicroElute insertadas en un tubo colector y se centrifugaba
a 10000 g durante 15 seg. Seguidamente se descartaba el eluido y se afiadian 500 pl de
RNA Wash Buffer 11, proporcionado por el kit, y se centrifugaba a 10000 g durante 30
seg. Este lavado se repetia y se centrifugaba a 13000 g durante 2 min. Finalmente se
volvia a centrifugar con un nuevo tubo colector a maxima velocidad durante 5 min y
se eluia el ARN en un eppendorf con 15 ul el agua DEPC proporcionada por el kit.

Reactivos:

- Quiagen RNeasy Mini Kit spin columns (Qiagen)
- MicroElute RNA Clean Up Kit (Omega Biotek)
- H,O libre de ARNasas (Sigma)

5.3.- Cuantificacion y prueba de estado del ARN total

El ARN total de las muestras se cuantificaba mediante espectrofotometria
utilizando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000, capaz de determinar la
concentracion de 1 pl de muestra con gran reproducibilidad y precision. El analisis de
la concentracion de la muestra, en ng/ul, se basa en la absorbancia a 260 nm, y se
determina mediante la ley de Beer-Lambert. El NanoDrop ND-1000 también
determina el ratio 260/280 y 260/230. El ratio 260/280 indica la pureza del ARN,
manifestando el grado de contaminacidon por proteinas; concretamente, un ratio de
aproximadamente 2,0 es indicador de un ARN puro, sin embargo un ratio mayor a 2
indica contaminacion por ADN. El ratio 260/230 indica el grado de contaminacién por
solventes organicos, y en muestras de ARN puro se encuentra entre 2,0 y 2,2. La
determinacion se realizo con una cantidad de 2 a 1,5 ul de las muestras.

La integridad del ARN se verificaba mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. La electroforesis en gel se basa en separar por tamafo los 4cidos
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nucleicos. En la electroforesis de ARN total se pueden observar dos bandas, una
correspondiente al 18 S ARNr y otra al 28 S ARNTr. La banda correspondiente al 28 S
es el doble que la del 18 S (2:1). Sin embargo si el ARN presenta degradacion, la
proporcion entre las dos bandas se pierde y aparecen bandas intermedias, sobretodo en
la parte inferior, que indican la fragmentacion de la cadena de ARN. El gel de agarosa
se realiza utilizando 0,5X del tampon de electroforesis (Tampon formado por Tris,
borato y EDTA), tefiido con SYBER Safe DNA Gel Stain (1 pl de SYBER Safe DNA
Gel Stain por cada 10 ml del tampon de electroforesis 0,5X). Para realizar la
electroforesis en gel se utilizaron 250 ng de ARN mezclados con 3 ul de tampon de
carga. La electroforesis se realizdo a 80V durante 30 min. El Syber Safe DNA Gel Stain
presenta la maxima excitacion a 280 y 502 nm y la maxima emisién a 530 nm, por ello
se visualizo el gel en un transiluminador de UV (ChemiGeninus Bio), y la deteccion
de la imagen se realizo utilizando GeneSnap Software.

Reactivos:

- Agarosa (Pronadisa)

- H,O libre de ARNasas (Sigma)

- SYBER Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)

- Tampon de carga: 50% de glicerol (Sigma), 50% de agua, 2,5 mg/ml de azul de
bromofenol (Panreac)

- Tampon de electroforesis 0,5X, formado mediante Tris, borato y EDTA. 44,5
mM de Tris base, 44,5 mM acido béricoy 1 mM de EDTA.

6.- Analisis de RT-PCR a tiempo real

Con el fin de determinar los niveles de expresion de los genes seleccionados, primero
retrotranscribimos el ARN de las muestras de interés a ADNc y posteriormente lo
amplificamos y cuantificamos.

6.1.- Retrotranscripcion

6.1.1.- Retrotranscripcion para muestras de TAB, TAM, higado, hipotalamo y
musculo

- Para la determinacion de ARNm de las muestras de TAB, TAM, higado,
hipotalamo y musculo, la reaccion de retrotranscripcion (RT) era la siguiente: 250 ng
de ARN total en un volumen de 5 pl con agua libre de ARNasas y se desnaturalizaba a
65°C durante 10 min en el termociclador Perkin Elmer 2720. Seguidamente se afiadian
7,5 wl de RT-mix que contenia para cada tubo de reaccion: 1,25 ul de Buffer 10x,
1,25 ul de MgCl, 25 mM, 2 ul de dNTPs 2,5 mM, 0,5 ul de random hexamers 50 uM,
0,5 wl de inhibidores de ARNasas 20 U/ul, 0,5 pul de transcriptasa reversa (MuLV RT,
murine leukemia virus reverse transcriptase) 50 U/ul, y 1,5 ul de agua libre de
ARNasas. Las condiciones de la reaccion eran: 15 min a 20°C, 30 min a 42°C, un paso
final de 5 min a 95°C e indefinidamente a 4°C.

Reactivos:

- Buffer 10x (Promega)

- H,O libre de ARNasas (Sigma)

- Inhibidores de ARNasas 20 U/ul (Applied Biosystems)
- MgCl, 25 mM (Promega)
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- Random hexamers 50 uM (Applied Biosystems)

- Solucion de dATP 100 mM (Invitrogen)

- Soluciéon de dCTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dGTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dTTP 100 mM (Invitrogen)

- Transcriptasa reversa (MuLV RT, murine leukemia virus reverse transcriptase)
50 U/ul (Applied Biosystems)

6.1.2.- Retrotranscripcion para muestras de PBMC

Para la determinacion de ARNm de las muestras de PBMC, la reaccion de RT
era la siguiente: 80-250 ng de ARN total en un volumen de 5 pl con agua libre de
ARNasas y se desnaturalizaba a 90°C durante 1 min en el termociclador Perkin Elmer
2720. Seguidamente se anadian 5 pul de RT-mix que contenia para cada tubo de
reaccion: 1 pl de Buffer 10x, 1 ul de MgCl, 25 mM, 2 ul de dNTPs 2,5 mM, 1 ul de
random hexamers 50 uM, 0,5 ul de inhibidores de ARNasas 20 U/ul, y 0,5 ul de
transcriptasa reversa (MuLV RT, murine leukemia virus reverse transcriptase) 50
U/ul. Las condiciones de la reaccion eran: 1 h a 42°C, un paso final de 5 min a 99°C e
indefinidamente a 4°C.

Para algunos de los estudios de PBMC (aquellos con limitacion de muestra) se
ha utilizado también el iScript cDNA synthesis kit. En cada tubo de reaccion se
anadian 50 ng de ARN total en un volumen de 15 pl con agua libre de ARNasas y 5 ul
de mix, proporcionada por el kit. Las condiciones de la reaccion eran: 5 min a 25°C,
30 min a 42°C, un paso final de 5 min a 85°C e indefinidamente a 4°C, en el
termociclador Perkin Elmer 2720.

Reactivos:

- Buffer 10x (Promega)

- H,O libre de ARNasas (Sigma)

- Inhibidores de ARNasas 20 U/ul (Applied Biosystems)
- iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad)

- MgCl,; 25 mM (Promega)

- Random hexamers 50 uM (Applied Biosystems)

- Solucion de dATP 100 mM (Invitrogen)

- Soluciéon de dCTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dGTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dTTP 100 mM (Invitrogen)

- Transcriptasa reversa (MuLV RT, murine leukemia virus reverse transcriptase)
50 U/ul (Applied Biosystems)

6.2.- PCR a tiempo real

En este caso utilizabamos 2 pl del producto de RT (diluido 1/5-1/20,
dependiendo de la abundancia del ARNm de interés). A la muestra se afiadian 9 pul de
PCR-mix que contenia: 3,1 pl de agua libre de ARNasas, 0,45 ul de cada primer (a la
concentracion de 2,5 a 10 uM) y 5 ul de una mix comercial Power SYBR Green PCR
Master Mix. La reaccion de PCR tenia lugar en el termociclador (StepOnePlus™) y
consistia en una desnaturalizacion de 10 min a 95°C (condiciones necesarias para la
activacion de la mix comercial), seguido de 40 ciclos de temperaturas: 15 seg a 95°C

52



111.- Material y métodos

(desnaturalizacion) y 1 min a 60°C (elongacidn, en algunos casos se ha modificado la
temperatura para mejorar este proceso), y una curva final de desnaturalizacion para
verificar la pureza de los productos obtenidos, que consistia en: 15 seg a 95°C, 1 min a
60°C y 15 seg a 95°C. La expresion relativa de cada ARNm se calculaba como
porcentaje respecto el grupo control, usando el método 244" (Livak and Schmittgen,
2001; Pfaftl, 2001).

Reactivos:

- H,O libre de ARNasas (Sigma)
- Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
- Forward and reverse primers (Sigma)

7.- Cuantificacion de lipidos hepaticos

La determinacién de los lipidos hepaticos se realizd6 mediante el método de
Folch (Folch et al., 1957). Para ello se homogenizaron con un Potter-Envelheim 0,4 g
de tejido con 5 ml de cloroformo:metanol (2:1). Seguidamente se filtraba el
homogenizado con papel de filtro en tubos de Folch y se limpiaba el Potter y el filtro
con 2 ml de cloroformo:metanol cada uno. Finalmente se ajustaba el volumen de cada
muestra a 10 ml con cloroformo:metanol, se afiadian 2 ml de NaCl 0,45% y se agitaba
vigorosamente durante 2 min. Se centrifugaba a 2000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente, y se formaban dos fases: una inferior de cloroformo y lipidos y
una superior de agua, metanol e impurezas. La fase acuosa se eliminaba y se enrasaba
con metanol puro hasta 10 ml para restablecer la proporcion 2:1. Se afiadian 2 ml de
NaCl 0,9% para limpiar y eliminar impurezas, se agitaba vigorosamente durante 2 min
y se centrifugaba otra vez a 2000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.
Nuevamente, la fase acuosa se eliminaba, se enrasaba con metanol puro hasta 10 ml y
se afadian 2 ml de NaCl 0,9% para limpiar y eliminar impurezas. Seguidamente se
agitaba vigorosamente durante 2 min y se centrifugaba a 2000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente, se eliminaba la fase acuosa y se enrasaba hasta 10 ml con
cloroformo:metanol. 4,5 ml de extracto de cada muestra se distribuia en dos viales
previamente secos y pesados (peso vial vacio). Finalmente, estos viales con el extracto
se almacenaban a 60°C durante un dia y se pesaban (peso vial lleno).

Los calculos para determinar los lipidos del higado son:
Gramos de grasa: (Peso vial lleno- peso vial vacio) / 4,5 ml de extracto

Gramos de grasa/ gramos de tejido: (Gramos de grasa/ml) * (10 ml / peso del tejido
homogenizado en gramos)

Reactivos:

- Cloroformo:metanol (2:1):

o Cloroformo (Panreac) 200 ml y Metanol (Panreac) 100 ml
- Metanol (Panreac)

- NaCl 0,45%

o En 250 ml de agua miliQ, 1,125 g de NaCl (Sigma)

- NaCl 0,9%

o En 250 ml de agua miliQ, 2,25 g de NaCl (Sigma)
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8.- Determinacion de glucosa circulante

Las determinaciones de la glucosa se realizaron mediante el glucometro Accu-
Chek Aviva system y las tiras reactivas correspondientes de Roche Diagnostics. La
determinacion de la glucosa se hizo con sangre procedente de la vena safena o del
cuello en el momento de la decapitacion. Se depositaba una gota de sangre sobre la
muesca amarilla de la tira reactiva y en 5 segundos aparecia la concentracion de
glucosa (mg/dl) en la pantalla del medidor.

La tira reactiva presenta dos electrodos, electrodo de trabajo y electrodo de
referencia. En el electrodo de trabajo tiene lugar la oxidacion enzimatica de la glucosa
procedente de la sangre, mediante la glucosa deshidrogenasa, produciéndose acido
gluconico. Durante la oxidacion de la glucosa, el enzima se reduce temporalmente por
dos electrones procedentes de la glucosa. El enzima reducido transfiere dos electrones
a dos mediadores oxidados de ferricianide formando ferrocianide. El glucometro
determina el voltaje del electrodo de trabajo, electrodo donde se transfieren los
electrones del mediador ferrocianide, permitiendo asi calcular la glucosa presente en
sangre.

Reactivos:
- Accu-Chek Aviva system (Roche diagnostics)

- Tiras reactivas Accu-Chek Aviva system (Roche diagnostics)

9.- Test de tolerancia oral a la glucosa

En los animales alimentados con las diferentes dietas hiperlipidicas se realizo la
prueba de tolerancia oral a la glucosa para evaluar la sensibilidad a la insulina. La
prueba consistia en administrar oralmente (mediante canulacion) de 1 a 1,5 ml de
glucosa (1,5 g/Kg de peso corporal), después de un ayuno nocturno de 12 horas. Se
determino la concentracion de glucosa en sangre a tiempo 0 y a partir de los 30, 60,
120 y 180 min, mediante una puncién en la vena safena de la pata. La concentracién
de glucosa se determinaba utilizando un glucometro Accu-Chek Aviva system.
Finalmente, para determinar la tolerancia oral a la glucosa se calcul6 el area bajo la
curva mediante el método trapezoidal (Sanchez et al., 2008).

Reactivos:

- Accu-Chek Aviva system (Roche diagnostics)
- Tiras reactivas Accu-Chek Aviva system (Roche diagnostics)
- D-glucosa (Merck)
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10.- Determinacion de insulina circulante

La determinacion de insulina en suero de rata se realizd mediante un kit de
inmunoensayo enzimatico, con Rat Insulin ELISA. Esta técnica se basa en la técnica de
sandwich directa, en la cual durante la incubacion, la insulina presente en la muestra
reacciona con los anticuerpos anti-insulina unidos a la placa y con los anticuerpos anti-
insulina conjugados con peroxidasa, y el conjugado reacciona con el substrato
3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina ~ (TMB), dando  color detectable = mediante
espectrofotometria.

El protocolo se basaba en anadir a cada pocillo 25 pl de suero o de patron de
concentracion conocida y 50 ul de enzyme conjugate 1X, previamente preparado a
partir del enzyme conjugate 11X proporcionado por el kit. Se incubaba en agitacion
durante 2 h a temperatura ambiente. Pasadas las 2 h se lavaba con Wash Buffer 1X, 6
veces, se anadian 200 pl de Substrate TMB, y se incubaba 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se afiadia Stop solution, proporcionada por el kit, y se leia la
absorbancia a 450 nm, en un espectrofotometro para placas de ELISA Sunrise de
TECAN.

Reactivos:
- Rat Insulin ELISA (Mercodia)

11.- Determinacion del indice HOMA-IR

La resistencia a la insulina se determiné mediante la evaluacion del modelo
homeostatico de resistencia a la insulina (HOMA-IR). Este indice se determiné a partir
de las concentraciones de insulina y glucosa en condiciones de ayuno utilizando la
formula definida por Matthews et al. (Matthews et al., 1985).

La férmula para la determinacion del indice HOMA-IR es:
HOMA-IR: glucosa en ayuno (mM/1) * insulina en ayuno (mU/1) / 22.5

12.- Determinacion de leptina circulante

La leptina circulante se determind mediante el kit de inmunoensayo enzimatico,
Quantikine Mouse Leptin Immunoassay. En cada pocillo, recubierto por un anticuerpo
policlonal anti-leptina, subministrados por el kit, se introducian 50 pl de suero
(previamente diluido) y los diferentes puntos del patron de concentracion conocida, y
se incubaba 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente, se hacian 5 lavados con 400 pl
de Wash Buffer, suministrado por el kit, se anadian 100 pl de conjugado anti-leptina,
proporcionado por el kit, y se incubaba 2 horas a temperatura ambiente. Pasadas las 2
h de incubacidn, se hacia 5 lavados con 400 ul de Wash Buffer, suministrado por el kit,
se afiadia 100 pl de Substrate Solution, y se incubaba 30 min a temperatura ambiente
con proteccion de la luz. Finalmente, se afiadian 100 ul de Stop Solution, administrada
por el kit, y se leia la placa a 450 nm, en un espectrofotometro para placas de ELISA
Sunrise de TECAN.

Reactivos:

- Quantikine Mouse Leptin Immunoassay (DRG Diagnostics)
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13.- Determinacion de acidos grasos libres circulantes

La determinacion de los NEFA en plasma se realizd con el test colorimétrico
enzimatico NEFA-HR?2. El fundamento del test colorimétrico para la cuantificacion de
los NEFA en suero consiste en la acilacion de la coenzima A por los &cidos grasos en
la presencia de acil coenzima A sintetasa (ACS, Acyl-coenzyme A synthetase 1). El
acil-CoA producido de este modo se oxida mediante la enzima ACOX, generando
peroxido de hidrogeno, en presencia de una peroxidasa, que permite la condensacion
oxidativa de 3-metil-N-etil-N (B-hidroxietil) anilina con 4-aminoantipirina formandose
un aducto de color purpura que se puede medir colorimétricamente a 550 nm.

En placas de ELISA (96 pocillos) se pipetearon 7 ul de la muestra o de los
puntos del patron de concentracion conocida, se afiadian 150 pl del reactivo 1,
proporcionado por el kit, y se incubaba durante 5 min a 37°C. Seguidamente se
anadian 75 pl del reactivo 2, proporcionado por el kit, se mezclaba y se incubaba
5 min a temperatura ambiente. Finalmente se leia la absorbancia a 550 nm, utilizando
un espectrofotdometro para placas de ELISA Sunrise de TECAN.

Reactivos:
- Kit colorimétrico enzimatico NEFA-HR2 (Wako)

14.- Determinacion de triglicéridos circulantes

La determinacion de los triglicéridos en suero se realizd con el Serum
Triglyceride Determination Kit, basado en la accion de la lipoproteina lipasa sobre los
triglicéridos presentes en la muestra, produciéndose glicerol y &cidos grasos. El
glicerol formado sufre una serie de reacciones enzimaticas (fosforilacion, oxidacion y
peroxidacion) que producen quimioluminiscencia con absorbancia a 540 nm.

En placas de ELISA (96 pocillos) se pipeteaban 240 ul de Free Glycerol
Reagent, proporcionado por la casa comercial, 3 pl de suero o de los puntos del patron
de concentracion conocida, y se incubaba durante 5 min a 37°C. Seguidamente se leia
la absorbancia a 540 nm, mediante un espectrofotometro para placas de ELISA
Sunrise de TECAN, determinandose asi la concentracion de glicerol en el suero. Se
anadian 60 pl de Triglyceride Reagent, proporcionado por el kit, se mezclaba y se
incubaba durante 5 min a 37°C. Finalmente, se leia la absorbancia a 540 nm, para
determinar la concentracion de triglicéridos totales, de manera que la concentracion de
triglicéridos reales se obtenia mediante la resta entre triglicéridos totales y el glicerol.

Reactivos:

- Serum Triglyceride Determination Kit (Sigma)

15.- Analisis histologico del higado y TAB

Fragmentos de higado y TAB frescos de rata se fijaban por inmersion con
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1 M toda la noche a 4°C. Una vez
lavadas las muestras dos veces con tampon fosfato 0,1 M, se deshidrataban
incubandolas con soluciones graduales de etanol (75, 90 y finalmente en etanol al
100%), y xileno. Las muestras se incluian en parafina y se dejaban solidificar en
bloques a temperatura ambiente. Seguidamente, los tejidos se cortaban con un
microtomo en secciones de 5 pum de grosor y se tefiian con una solucién de
hematoxilina-eosina durante 5 min. Posteriormente, se obtenian las imagenes con un
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microscopio Optico, asociado una camara digital, y se analizaban con el programa Axio
Vision software. Las imagenes se estudiaban para la identificacion de evidencias de
esteatosis en muestras de higado y para detectar la presencia de adipocitos
multiloculares (marrones/brite) en las muestras de TAB analizadas.

Reactivos:

- AxioVision 40V 4.6.3.0 Software (Carl Zeiss, S.A.)

- Eosina (Panreac)

- Etanol absoluto (Panreac)

- Hematoxilina (Panreac)

- Parafina (Sigma)

- Paraformaldehido (Sigma)

- Tampon fosfato 0,1 M (Tampon fosfato 0,2 M diluido 1:1 con agua destilada)

o Tampon fosfato 0,2 M pH 7,2 (NaH,PO4-2H,0 (Panreac) 3,25 g vy
Na,HPO4 (Panreac) 11,24 g,en 1 1)

- Xileno (Panreac)

16.- Analisis immunohistoquimico de tejidos

Se determind la presencia de adipocitos propios del tejido adiposo
retroperitoneal immunopositivos para UCP1 y CIDE-A, mediante el método avidina-
biotina-peroxidasa (Hsu et al., 1981).

Secciones seriadas de 5 pm se incubaron en PBS con un 2% de suero de cabra a
un pH de 7,3 con el fin de bloquear todos los sitios inespecificos y, posteriormente,
con el anticuerpo primario de conejo policlonal anti-UCP1 (diluido de 1:200 a 1:300
en PBS) y anti-CIDE-A (diluido 1:150 en PBS). Seguidamente, las secciones se
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado, anti-IgG de conejo (diluido 1:200
en PBS) y finalmente con el complejo ABC. El conjugado con actividad peroxidasa
reaccionaba con el substrato Sigma Fast 3,3 -diaminobenzidine. Finalmente, las
secciones se contratifieron con hematoxilina y se montaron con el medio de montaje
Eukitt. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio Optico Zeiss Axioskop 2
equipado con una céamara digital, y se analizaron con el programa Axio Vision
software.

Reactivos:

- Anticuerpo secundario anti IgG de conejo biotinilado (Vector Laboratories,)
- AxioVision 40V 4.6.3.0 Software (Carl Zeiss, S.A.)

- Complejo ABC (Vectastain ABC kit, Vector)

- Anticuerpo anti-CIDE-A (Sigma)

- Eukitt (Kindler)

- Sigma Fast 3,3'-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich)

- Anticuerpo anti-UCP1 (GeneTex International Corporation)

17.- Analisis estadistico

El analisis estadistico se eligi6 en funcion del objetivo experimental de cada
manuscrito. Para estudiar las diferencias individuales entre los grupos experimentales,
con comparaciones multiples, se aplico el analisis de varianzas de uno o dos factores
(ANOVA). Las comparaciones simples (dos grupos experimentales) se realizaron
mediante Student’s t test. En algunos casos donde se estudiaron las relaciones entre
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diferentes variables utilizamos correlacion de Pearson. El programa utilizado ha sido
SPSS para Windows (SPSS version 19.0). En todos los casos el nivel de confianza
considerado era del 95% (p<0,05), y se indicaba cuando era diferente.
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1.- Abstract

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) have a great potential for nutrition
and obesity studies. PBMC reflect the nutritional response of key organs involved in
energy homeostasis maintenance, which is altered in the obese state. Here, we aimed
to determine the usefulness of PBMC as a source of early markers of obesity. To that
purpose, we analysed whether PBMC could reflect the insensitivity to changes in
feeding conditions associated with obesity during the development of this pathology.
Expression of key genes central to energy metabolism was measured by RT-PCR in
PBMC samples of normoweight (control) and cafeteria-fed (obese) rats in feeding,
fasting and refeeding conditions. Samples were obtained monthly from 2 (beginning
of cafeteria diet-feeding) to 6 months of age. In general terms, expression of genes
related to fatty acid synthesis (Fasn, Srebpl) and adipogenesis (Ppary) decreased with
fasting and increased with refeeding. Conversely, the expression of a key gene
regulating beta-oxidation (Cpt/a) and the gene for an orexigenic neuropeptide (Npy) -
in accordance with their metabolic role - increased with fasting and decreased with
refeeding. This expression pattern disappeared in obese rats, in which insensitivity to
feeding conditions was observed after only 1 month of cafeteria diet-feeding. Thus,
during development, PBMC accurately reflect nutritional regulation of energy
homeostasic genes and the insensitivity to feeding associated with obesity, even in the
earlier stages with a low degree of overweight. For this reason, this set of blood cells
could constitute a potential source of biomarkers of early homeostatic imbalance
which would be useful in nutrition studies that could help prevent the occurrence of
obesity.
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2.- Introduction

In response to changes in food intake, adaptations in energy expenditure and fat
storage occur to help maintain energy homeostasis and body weight (Korner et al.,
2009; Palou et al., 2008). However, in the obese state, mechanisms involved in
homeostatic control are impaired and insensitivity in the response to feeding
conditions is observed (Caimari et al., 2007, 2008; Pico et al., 2002). Therefore,
proper maintenance of energy homeostasis is of extreme importance for survival, and
its deregulation can be related to the appearance of obesity (Palou et al., 2008). Due to
the multiple health problems related to increased body weight, it would be highly
relevant to be able to detect early markers of disturbances in energy homeostasis
which could help prevent obesity. In fact, there is increasing interest in the
identification of early determinants of adult obesity (Brisbois et al., 2012). Here our
objective was to determine the usefulness of a set of blood cells, peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), as a source to detect early biomarkers of obesity based on
their ability to reflect alterations in energy metabolism related to this pathology
(Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b).

PBMC, which include lymphocytes and monocytes, constitute interesting
biological material: they travel through the body reflecting gene expression changes
that occur in different tissues in response to internal or external stimuli and can be
collected easily and repeatedly with minimum invasion in comparison to sampling of
other tissues (Liew et al., 2006). The use of PBMC for the development of diagnostic
tools is growing (Bouwens et al., 2008; Brisbois et al., 2012; Burczynski and Dorner,
2006; Chaussabel et al., 2005; Maas et al., 2002; Olsen et al., 2004a; Visvikis-Siest et
al., 2007) and they have also been shown to be useful for nutritional studies, reflecting
specific effects of diets or nutrients (Aljada et al., 2004; Bouwens et al., 2009; Caimari
et al., 2010c; Mohanty et al., 2002; Radler et al., 2011; van Erk et al., 2006), response
to fasting (Bouwens et al., 2007; Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b) and
weight loss due to hypocaloric diets (Crujeiras et al., 2008a; Crujeiras et al., 2008b; de
Mello et al., 2008). Moreover, there is a clear association between changes in PBMC
gene expression and obesity (Bokarewa et al., 2005; Caimari et al., 2010c; de Mello et
al., 2008; Ghanim et al., 2004; Goyenechea et al., 2009b; Napoleone et al., 2007;
O'Rourke et al., 2006; Patel et al., 2003; Samara et al., 2008; Tsiotra et al., 2007), and
we have previously demonstrated that PBMC can reflect the energy homeostasis
adaptations to acute changes in feeding conditions (fasting and refeeding) which occur
in key tissues such as liver or adipose tissue, and that this response is altered in obese
animals (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b).

In this study, we used PBMC to identify potential biomarkers related to energy
homeostasis whose nutritional regulation could be altered during obesity development.
To that purpose, we analysed alterations in the response of key energy metabolism-
related genes to different feeding conditions (fasting and refeeding) in PBMC of rats
fed a cafeteria diet as body weight increased. Specifically, we analysed the expression
of genes (mainly involved in lipid metabolism homeostasis) which we have previously
described to be regulated in response to acute fasting and refeeding in a similar
manner as happens in important energy homeostatic tissues (Caimari et al., 2010a).
We selected two genes related to fatty acid synthesis, fatty acid synthase (Fasn) and
sterol regulatory element-binding protein 1 (Srebpl), a gene involved in adipogenesis
and lipogenesis, peroxisome proliferator activated receptor gamma (Ppary), and a key
gene regulating beta-oxidation, carnitine palmitoyl-transferase la (Cptia). We also
studied a gene involved in food intake regulation, neuropetide Y (Npy), coding for an
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orexigenic signal. Characterization of impairment in the apparent energy homeostatic
control in PBMC, as reflected by the insensitivity to nutritional changes in the energy-
related genes studied, could be used to intervene in obesity-prone subjects in an early
pre-obese state and thereby prevent the development of obesity.
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3.- Methods
3.1.- Animals, diets and experimental design

The animal protocol followed in this study was reviewed and approved by the
Bioethical Committee of the University of the Balearic Islands, and University
guidelines for the use and care of laboratory animals were followed. Two-month-old
male Wistar rats (Charles River Laboratories Espafia, SA, Barcelona, Spain) were
divided into two dietary groups for 4 months: control group (n=15) fed with a standard
chow diet (Panlab, Barcelona, Spain) and cafeteria group (n=15) fed with a cafeteria
diet in addition to the standard chow. Cafeteria diet is a fat-rich hypercaloric diet
containing the following foodstuffs: cookies with liver pate and sobrassada (a typical
Majorcan sausage), candies, fresh bacon, biscuits, chocolate, salted peanuts, cheese,
milk containing 20% (w/v) sucrose and ensaimada (a typical Majorcan pastry). The
cafeteria diet is a well-established model to study obesity; it is a highly palatable
hyperlipidic diet that mimics Western diet, inducing voluntary hyperphagia and rapid
weight gain in rodents (Caimari et al., 2010c; Sampey et al.,, 2011). The gross
composition of the diets was as follows: for the standard chow diet, 60.5%
carbohydrate, 2.9% lipid, 15.4% protein, 12% water, 5.3% minerals and 3.9% fibre,
and for the cafeteria diet, 35.2% carbohydrate, 23.4% lipid, 11.7% protein, 28.4%
water and 1.31% fibre. The animals were single housed at 22°C with 12 h periods of
light or dark. Each group of rats was divided into three subgroups submitted to
different feeding conditions (n=5 for each condition): feeding (animals provided with
ad libitum access to diet), fasting (animals deprived of food for 14 h) and refeeding
(fasted animals with subsequent free access to diet for 6 h). Coprophagy was
prevented by changing the cage immediately prior to food deprivation. Water was
offered ad libitum and body weight was followed twice a week.

Prior to administering the cafeteria diet (age 2 months) and thereafter every
month until rats were 6 months old, blood samples (1.5-2.5 ml) were collected in the
different feeding conditions (feeding, fasting and refeeding) from the saphena vein,
using heparin in NaCl (0.9%) as anticoagulant. Immediately after blood collection,
PBMC were isolated by Ficoll gradient separation, according to the instructions
indicated by the manufacturer (GE Healthcare Bio Sciences, Barcelona, Spain), with
some modifications (Caimari et al., 2010c).

At the age of 6 months rats were killed in the experimental feeding conditions
studied (feeding, fasting and refeeding) and different white adipose tissue depots —
epididymal, inguinal, mesenteric and retroperitoneal — were removed and weighed to
determine the adiposity index, and then immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at -70°C for analysis. Liver samples were also harvested and stored at -70°C for
gene expression studies. However liver mRNA was degraded and, for that reason, the
liver gene expression data presented in this work come from another set of animals
submitted to the same experimental protocol (control and cafeteria group) and which
were sacrificed under two different feeding conditions: ad libitum feeding and 14-h
fasting (n=6 animals per condition); refeeding conditions were not studied in this case.
Truncal blood was collected from the neck, stored at room temperature for 1 h and
overnight at 4°C, and was then centrifuged at 1000 g for 10 min to collect the serum.
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3.2.- Adiposity index

Adiposity was determined as an adiposity index computed for each rat as the
sum of epididymal, inguinal, mesenteric and retroperitoneal white adipose tissue depot
weight and expressed as a percentage of total body weight.

3.3.- Quantification of circulating insulin, leptin, and glucose levels

Serum insulin and leptin levels were measured using enzyme-linked
immunosorbent assay kits (from DRG Instruments, Marburg, Germany, and R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), and blood glucose using an Accu-Chek
Glucometer (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain).

3.4.- Homeostatic model assessment for insulin resistance analysis

Insulin resistance was assessed by the homeostatic model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR) in rats submitted to overnight (14 h) fasting (n=5 for all
groups). HOMAR-IR score was calculated from fasting insulin and glucose
concentrations using the formula of (Matthews et al., 1985). HOMA-IR = fasting
glucose (millimoles per liter) x fasting insulin (milliunits per liter).

3.5.- Total RNA isolation

Total RNA from PBMC samples was extracted using Tripure reagent (Roche
Diagnostics Barcelona, Spain) and purified with Quiagen RNeasy Mini Kit spin
columns (Izasa, Barcelona, Spain). RNA yield was quantified on a NanoDrop ND
1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Total
RNA from retroperitoneal adipose tissue was extracted using Tripure reagent, and
RNA from liver samples was extracted using EaZy Nucleic Acid Isolation Kit
E.ZN.A™ (Omega Bio-Tek, Vermont, USA). RNA integrity was confirmed using
agarose gel electrophoresis.

3.6.- Real-time reverse transcriptase PCR analysis

Real-time PCR (RT-PCR) was performed to determine mRNA expression levels
of key energy metabolism genes: fatty acid synthase (Fasn), sterol regulatory element-
binding protein 1 (Srebpl), peroxisome proliferator activated receptor gamma (Ppary),
carnitine palmitoyl-transferase la (Cpt/a) and neuropeptide Y (Npy), in PBMC from
blood collected in control and cafeteria-fed Wistar rats at different ages (from 2 to 6
months) and in the different feeding conditions studied (feeding, fasting and
refeeding). In addition, at the age of 6 months, mRNA expression of these genes
(except for Npy) was also measured in samples of retroperitoneal adipose tissue in
feeding, fasting and refeeding conditions and in liver samples of fed and fasted
animals. For adipose tissue and liver we only analysed gene expression at the end of
the experimental period (6 months of age) because doing it at different times would
require the use of a high number of animals.

An amount of 0.25 pg of total RNA was denatured at 90°C for 1 min and then
reverse transcribed to cDNA using MuLV reverse transcriptase (Applied Biosystems,
Madrid, Spain) at 42°C for 1 h, with a final step of 5 min at 99°C in an Applied
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Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Madrid, Spain). Each PCR
was performed from diluted (1/5 for PBMC, 1/20 for retroperitoneal adipose tissue
and liver) cDNA template, forward and reverse primers (10 uM each), and Power
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Madrid, Spain) in a total
volume of 11 pl, with the following profile: 10 min at 95°C, followed by a total of 40
temperature cycles (15 s at 95°C and 1 min at 60°C) with a final cycle of 15 s at 95°C,
1 min at 60°C and 15 s at 95°C. In order to verify the purity of the products, a melting
curve was produced after each run according to the manufacturer’s instructions
(Applied Biosystems, Madrid, Spain). The threshold cycle (Ct) was calculated by the
instrument’s software (StepOne Software v2.0, from Applied Biosystems) and the
relative expression of each mRNA was calculated as a percentage of control rats,
using the 2"**“" method (Livak and Schmittgen, 2001). Data were normalized against
the housekeeping gene guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1 (Gdil) which
we have previously identified as a good constitutive gene based on microarray studies
(Caimari et al., 2010a). Gdil was used as a reference gene for all the samples except
for PBMC from 2-month-old rats, a time-point at which f-actin was a better
constitutive gene. Primers for the different genes are described in Table 1, and all were
obtained from Sigma Genosys (Sigma Aldrich Quimica SA, Madrid, Spain).

: > a5 . s s Amplicon
Gene Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5°-3”) size (bp)
Cptla GCTCGCACATTACAAGGACAT ~ TGGACACCACATAGAGGCAG 250
Fasn CGGCGAGTCTATGCCACTAT ~ ACACAGGGACCGAGTAATGC 222
Npy TGGACTGACCCTCGCTCTAT ~ GTGTCTCAGGGCTGGATCTC 188
Pparg AGAGCCTTCAAACTCCCTCA  GAGACATCCCCACAGCAAG 230
Srebfl CCCACCCCCTTACACACC GCCTGCGGTCTTCATTGT 198
Gdil 159

CCGCACAAGGCAAATACATC GACTCTCTGAACCGTCATCAA
(reference gene)

o 164
Practin TACAGCTTCACCACCACAGC ~ TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT
(reference gene)

Table 1. Nucleotide sequences of primers used for RT-PCR amplification and size of the PCR products.

3.7.- Statistical analysis

All data are expressed as the mean = SEM. Differences between groups were
analysed using two or one-way ANOVA or Student’s ¢ test. LSD post-hoc test was
used after ANOVA analysis. The specific statistical analysis used for each comparison
is specified in the footnotes of the Tables and Figures. Analyses were performed with
SPSS+ for windows (SPSS, Chicago, IL). Threshold of significance was defined at
p<0.05 and is indicated when different.
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4.- Results
4.1.- Body weight, adiposity and circulating parameters

Data of body weight, adiposity and circulating parameters have been previously
described in the same cohort of animals (Caimari et al., 2010a). Briefly, a progressive
increase in body weight was observed in the cafeteria-fed animals: 13, 20 and 26%
increase in weight compared to controls after 1, 2 and 3 months of cafeteria diet
feeding. At the end of the experiment (4 months of diet) cafeteria-fed animals attained
29% increased body weight (645 + 20 vs. 500 = 15 g in cafeteria-obese vs. control
rats) and a higher adiposity index compared with animals of the control group (17.5 +
0.9 vs. 7.95 £ 0.86%). These animals were hyperleptinemic (38.0 + 4.9 vs. 10.7 + 1.8
pg/pl) and had greater blood glucose levels in the fed state (6.41 £ 0.39 vs. 5.18 £0.22
mM), although circulating insulin levels were not affected (3.44 £ 0.98 vs. 3.23 + 0.46
ng/l). HOMA-IR score was increased in cafeteria-obese rats suggesting reduced
insulin sensitivity, although the increase was non-significant due to inter-individual
variations in the cafeteria group (11.0 = 4.9% vs. 5.25 + 1.52%). Feeding conditions
(feeding, fasting and refeeding) affected circulating insulin and leptin levels, but not
glucose levels. As a general tendency, circulating insulin and leptin levels decreased
after 14-h fasting and were recovered after refeeding, although the decrease in insulin
levels with fasting was only significant in control animals and the recovery of leptin
after refeeding in cafeteria-fed animals (Caimari et al., 2010a).

The liver samples used for gene expression analysis present in this work were
from another set of animals submitted to the same experimental protocol (control and
cafeteria group) and sacrificed under two different feeding conditions: ad [libitum
feeding and 14-h fasting. These animals presented similar characteristics to the
previous animals: cafeteria-fed rats attained 32% body weight at the end of the
experiment (677 = 50 vs. 512 + 18 g in cafeteria-obese vs. control rats) and a higher
adiposity index (18.5 £ 2.0 vs. 8.96 + 0.95%), and were hyperleptinemic (46.7 = 2.9
vs. 16.5 £ 3.0 pg/l) and had greater circulating glucose (6.68 £ 0.10 vs. 6.01 = 0.18
mM) and insulin levels (5.63 £ 0.18 vs. 3.28 = 0.36 pg/l) in the fed state. Glucose and
insulin levels decreased as a result of 14-h fasting, both in control and cafeteria-fed
animals (data not shown).

4.2.- Nutritional response of key genes involved in energy homeostasis in PBMC
during obesity development due to the intake of a cafeteria diet

At the age of 2 months, when animals were fed a standard chow diet, all the
studied genes were regulated in response to fasting and refeeding as expected
according to their metabolic role: there was a decrease in Fasn and Srebpl expression
with 14-h fasting and an increase with 6 h refeeding after fasting, also observed for
Ppary, while there was an increase with fasting for Cpt/a and Npy (Figure 1). At the
age of 3 months, in control animals, gene expression of the studied genes followed the
same pattern as the previous month (although statistical significance was not reached
in some cases due to greater variability). However, in cafeteria-diet fed animals, after
1 month of cafeteria-diet feeding (13% increased body weight), nutritional regulation
was not observed, indicating insensitivity to feeding conditions at this early stage of
overweight. It is worth noting a clear increase in Srebpl gene expression after
refeeding in cafeteria-obese animals that was not observed in control animals. The
same nutritional behaviour was observed at the ages of 4 months and 6 months, when
animals had 20% and 29% increased body weight respectively: there was a decrease
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with fasting and an increase with refeeding in the expression of the genes involved in
fatty acid synthesis (Fasn and Srebpl), and an increase with fasting in the expression
of the key gene in beta-oxidation, Cptla and of the orexigenic gene Npy, a regulation
that was lost in the cafeteria-obese animals. At 6 months of age and contrary to what
happened in younger rats, Fasn nutritional regulation was not observed in control
animals, which could be indicating impairment in response to feeding conditions
associated with aging (Caimari et al., 2008; Roth et al., 1981; Yu et al., 1980). No
difference was evident in mRNA levels of the studied genes in PBMC when
comparing ad libitum fed control and cafeteria-obese animals.
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Figure 1. Expression of genes involved in energy homeostasis (Fasn, Srebpl, Ppary, Cptla and Npy) in
PBMC of control and obese Wistar rats at different ages submitted to ad libitum feeding (fed), 14-h
fasting (fasted) and 6-h refeeding after fasting (refed), measured by RT-PCR. Rats were fed a standard
chow diet (control) or a cafeteria diet (obese) from 2 to 6 months of age. At 3, 4, 5 and 6 months of age
the animals had 13%, 20% and 29% increased body weight (overweight), respectively, compared to
controls. Results represent mean £ SEM (n=5) of ratios of specific mRNA levels relative to Gdi or f-
actin, expressed as a percentage of the value of fed animals in the control group that was set to 100%. A
one-way ANOVA taking into account control and obese animals independently was performed. Within
control and obese animals, data not sharing a common letter (a, b, ¢) are significantly different (p<0.05
and indicated when different). LSD post-hoc test was used after ANOVA analysis. Additionally, a two-
way ANOVA (p<0.05) was performed considering all the animals and taking into account feeding
conditions (F) and obesity (O). For this statistical analysis, F indicates effect of feeding conditions, O
effect of obesity induced by cafeteria-diet feeding, and FxO interaction of feeding conditions and
obesity induced by cafeteria-diet feeding.
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4.3.- Nutritional response of key genes involved in energy homeostasis in liver
and adipose tissue of cafeteria-obese rats

Liver and adipose tissue play a key role in energy homeostasis maintenance with
well-known nutritional regulation. We were interested in studying whether the gene
expression changes in response to fasting and refeeding observed in PBMC in control
and cafeteria-obese animals reflect the nutritional adaptations that take place in liver
and adipose tissue. We have previously compared nutritional response between PBMC
and mesenteric adipose tissue (reported to be especially sensitive to changes in feeding
patterns) in 6-month-old control rats (Caimari et al., 2010a). Here, we decided to
select the retroperitoneal adipose tissue. In liver, we only studied response to 14-h
fasting (not refeeding), because problems with RNA integrity made it necessary to use
samples from another set of animals (see “Material and Methods” section).
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Figure 2. Expression of genes involved in energy homeostasis (Fasn, Srebpl, Ppary and Cptla) in liver
of 6-month-old control Wistar rats and Wistar rats made obese by cafeteria-diet feeding submitted to ad
libitum feeding (fed) and 14-h fasting (fasted), measured by RT-PCR. Results represent mean + SEM
(n=6) of ratios of specific mRNA levels relative to Gdi, expressed as a percentage of the value of fed
animals in the control group that was set to 100%. * Effect of fasting (fasted animals vs. their respective
controls) (Student’s 7 test, p<0.05). # Effect of obesity induced by cafeteria-diet feeding (obese fed
animals vs. their respective controls) (Student’s 7 test, p<0.05).

Nutritional regulatory pattern of the studied genes in PBMC was similar to that
observed in liver and adipose tissue (retroperitoneal depot). As expected, in control
rats there was a decrease with fasting in gene expression of the two lipogenic genes,
Fasn and Srebp1, both in liver and in the retroperitoneal adipose tissue, which was not
recovered with 6-h refeeding (studied in adipose tissue). Fasn and Srebpl nutritional
response was lost or impaired in obese animals. In cafeteria-obese rats no decrease
was observed with fasting in liver for Fasn and the decrease of Srebpl was impaired
(57% decrease in obese vs. 97% in control rats), neither was a decrease for Srebpl
observed in adipose tissue (Figures 2 and 3). On the other hand, fasting produced a
remarkable increase of Cpt/a mRNA levels in liver of control animals (260%) which
was not observed in liver of obese rats (Figures 2 and 3). Cpt/a was not regulated by
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fasting in the retroperitoneal adipose tissue. In control rats, gene expression of the
adipogenic Ppary did not respond to fasting either in liver or in adipose tissue (Figures
2 and 3). However, in adipose tissue of obese animals an increase in Ppary expression
was observed in the refed condition which was also present in PBMC of the same
animals (Figures 1 and 3).

Gene expression of some of the studied genes was altered in ad libitum fed
animals when comparing control and cafeteria groups. In adipose tissue, Fasn and
Srebpl expression was lower while Cpt/a was higher in cafeteria-fed than in control
animals (Figure 3). In liver, lower mRNA levels for Srebpl were also observed in
cafeteria-obese rats (Figure 2).
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Figure 3. Expression of genes involved in energy homeostasis (Fasn, Srebpl, Ppary and Cptla) in
retroperitoneal white adipose tissue of 6-month-old control Wistar rats and Wistar rats made obese by
cafeteria-diet feeding submitted to ad libitum feeding (fed), 14-h fasting (fasted) and 6-h refeeding after
fasting (refed), measured by RT-PCR. Results represent mean = SEM (n=5) of ratios of specific mRNA
levels relative to Gdi, expressed as a percentage of the value of fed animals in the control group that
was set to 100%. A one-way ANOVA taking into account control and obese animals independently was
performed. Within control and obese animals, data not sharing a common letter (a, b, ¢) are significantly
different (p<0.05 and indicated when different). LSD post-hoc test was used after ANOVA analysis. #
indicates the effect of obesity induced by cafeteria-diet feeding (obese fed animals vs. their respective
controls) (Student’s ¢ test, p<0.05). Additionally, a two-way ANOVA (p<0.05) was performed
considering all the animals and taking into account feeding conditions (F) and obesity (O). For this
statistical analysis, F indicates effect of feeding conditions and O effect of obesity induced by cafeteria-
diet feeding.
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5.- Discussion

There is a large amount of research in recent years focusing on the identification
of early makers of obesity development (Brisbois et al., 2012). For studies using
rodents as an animal model, the identification of these biomarkers using blood as
biological material would simplify a future transference of the obtained knowledge to
humans. Here we studied alterations in nutritional response of genes central to energy
homeostasis in a subset of blood cells, PBMC, during a process of dietary-induced
obesity development in order to evaluate them as an easily accessible source of
markers of early homeostatic imbalance which could be used as part of tools to
prevent obesity. Our results indicate that PBMC are highly valuable to detect early
changes associated with insensitivity to feeding conditions due to the intake of a high
fat diet (cafeteria diet).

Physiologically relevant metabolic conditions such as fasting are reflected by
PBMC gene expression profiles (Bouwens et al., 2007; Caimari et al., 2010a; Caimari
et al., 2010b). We previously observed by microarray analysis that PBMC obtained
from 6-month-old rats express genes involved in energy homeostasis and their
expression is affected by acute changes in feeding conditions in a similar manner to
what is expected in tissues involved in homeostatic control (Caimari et al., 2010a).
Using the same animals, here we found that the expression in PBMC of selected genes
with a key role in energy metabolism (Fasn, Srebpl, Ppary, Cptla and Npy) reflect the
expected metabolic adaptations of the organism to acute changes in feeding conditions
(feeding, fasting and refeeding) at different time-points during rat development, from
2 to 6 months of age. As a general trend, at the different ages studied (2, 3, 4 and 6
months) the expression of Fasn, Srebpl and Ppary in PBMC decreased with fasting
and increased with refeeding, in accordance with their role in fatty acid synthesis and
adipogenesis. A decrease of Fasn and Srebpl mRNA levels with fasting was also
observed for liver and adipose tissue in 6-month-old animals. Fasn codes for fatty acid
synthase, the enzyme directly involved in fatty acid synthesis, and Srebpl for
SREBPI, a critical transcription factor required for the expression of numerous genes
involved in fatty acid synthesis, among them fatty acid synthase (Horton et al., 2002).
Lipid synthesis in liver and adipose tissue is regulated by food consumption, and a
decrease in Fasn and Srebpl expression with fasting, which is reflected in PBMC,
may explain, in part, the decreased lipogenesis in a situation of lack of energetic
substrates and of insulin, while refeeding restablishes lipogenic capacity (Horton et al.,
2002). Notably, Fasn nutritional regulation was not observed in PBMC of the 6-
month-old rats, maybe indicating an insensitivity to feeding conditions related to aging
(Caimari et al., 2008; Roth et al., 1981; Yu et al., 1980). Regarding Ppary, it codes for
a transcription factor, PPARy, which is highly expressed in adipose tissue and
regulates adipogenesis by promoting the expression of specific adipocyte markers
(Tontonoz et al., 1995). Moreover, PPARy also plays an important role in fatty acid
uptake and posterior storage into triacylglycerides (Tontonoz et al., 1995). Thus, in
accordance with its role in adipogenesis and lipogenesis, Ppary expression in adipose
tissue is inhibited in fasted animals and is activated with refeeding to allow adipocyte
maturation and lipogenesis (Vidal-Puig et al., 1996), and this same pattern was
observed in PBMC at the different ages studied. Meanwhile, gene expression in
PBMC of Cptla, with a role in fatty acid beta-oxidation, and of the orexigenic peptide
Npy, increased with fasting and decreased with refeeding. Cpt/a codes for carnitine
palmitoyl-transferase la, a mitochondrial enzyme (liver form) that is involved in the
transport of long-chain fatty acids across the inner membrane by binding them to
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carnitine for subsequent beta-oxidation in the mitochondrial matrix. As expected
(Zang et al., 2005), our results in liver of 6-month-old animals indicate an increase in
Cptla expression in fasted rats to allow mobilization of fat energy stores, and a
decrease with refeeding. The same nutritional profile was evident in PBMC obtained
in fasted and refed conditions during development (2, 3, 4 and 6 months). As we
previously demonstrated (Caimari et al., 2010a), PBMC express the gene coding for
the orexigenic peptide NPY, a well known potent regulator of food intake, with an
important function in energy homeostasis (Dhillo, 2007). Npy gene expression was
also nutritionally-regulated in PBMC and - in accord with its role stimulating food
intake, and similar to what happens in hypothalamus (Mizuno et al., 1999) - an
increase with fasting and a decrease with refeeding, which were mainly evident at 6
months of age, was observed. In this way, we provide information indicating that gene
expression studied in PBMC provides a representative view of the homeostatic status
of the organism at different ages and, as such, represents an interesting tool to obtain
biomarkers for nutritional studies and body weight control studies.

Obesity is associated with an insensitivity in the response to feeding conditions
(Caimari et al., 2007, 2008; Pico et al., 2002). In our previous study a transcriptomic
analysis revealed that nutritional regulation was impaired in PBMC of obese cafeteria
rats (29% increased body weight) (Caimari et al., 2010a). Here we analysed the
nutritional response of our selected genes in PBMC of rats made obese by the intake
of a cafeteria diet at different stages of obesity development. Interestingly, we
observed a general lack of response to acute fasting and refeeding in comparison to
control-fed animals that was evident after only one month of intake of the high fat
diet, when animals had 13% increased body weight (3 months of age), and
subsequently, after 2 and 4 months of cafeteria-diet feeding, when animals had 20 and
29% increase in body weight compared to controls, respectively. This general
impairment in nutritional response observed in key homeostatic regulatory genes was
similar to that observed in liver and adipose tissue (retroperitoneal depot) and would
be showing impairment in homeostatic control and, thus, an alteration in the capacity
to regulate energy balance which is a characteristic of obese animals. More
specifically, during obesity development, PBMC would be reflecting problems in lipid
homeostasis (mobilization and storage) by liver and adipose tissue in acute periods of
fasting and refeeding and also impairment in hypothalamic regulation of food intake
which could be contributing to increased fat deposition.

PBMC are therefore easily obtainable biological material which can be
periodically collected that properly reflect the metabolic adaptations to acute changes
in fasting and refeeding that take place in liver or adipose tissue. Moreover, the
increased adiposity due to the intake of a hyperlipidic diet like the cafeteria diet
produces metabolic alterations (such us insulin resistance) which are related to an
impairment in the response to feeding (Caimari et al., 2010a; Sampey et al., 2011).
These alterations in energy homeostatic control are reflected in PBMC from early
stages of weight gain. Studies of changes in gene expression pattern in PBMC can
help identify early determinants of the pre-obese state (early markers of obesity) as
well as to go further into understanding the molecular mechanisms involved in
insensitivity to feeding.

In conclusion, here we show that changes in gene expression in PBMC can be
used as early predictors of disease. In particular, alterations in the expression of key
energy homeostatic genes in PBMC could indicate metabolic alterations which lead to
obesity and, therefore, these cells constitute an easily obtainable source of biomarkers
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related to early dysregulation of energy homeostasis, which is potentially useful for
interventions aimed at preventing obesity.
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1.- Abstract

The increased intake of fat-rich foods is one of the causes of the increasing
incidence of obesity. However, there are controversial data on the reversibility of diet-
induced obesity and its metabolic complications when adopting a control energy-
balanced diet. Our aim was to evaluate the ability to reset not only body weight but
metabolic disorders caused by a highly palatable high fat diet, cafeteria diet,
administered to adult rats, when replaced by a control diet (post-cafeteria model).
Four-months of cafeteria diet-feeding produced important metabolic alterations in
comparison to a commercial purified high fat diet: a rapid, drastic increase in body
weight, adiposity and related complications such as insulin resistance, decreased
glucose tolerance and development of hepatic steatosis. At gene level, decreased
lipogenic and increased lipolytic gene expression in key energy homeostatic tissues as
a physiological adaptation to increased fat intake was observed. In addition, fasting
response of serum parameters and of key genes in lipid metabolism was impaired in
cafeteria-fed animals. Contrary to what we have previously described if cafeteria diet
1s administered early in life, when administered to adult animals, its replacement with
a balanced diet is able to restore body weight. Cafeteria diet withdrawal also allows
recovery from metabolic damage, gene expression regulation and fasting response, the
degree of which is dependent on the time of exposure to the cafeteria diet. Adherence
to an ad libitum intake of a balanced standard diet can enable the recovery of healthy
status in animals which were previously exposed to an unhealthy cafeteria diet in adult
age.
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2.- Introduction

The prevalence of obesity caused by environmental factors has increased
exponentially in developed countries due to consumption of energy rich foods, often
with a high fat content, and by a reduction in physical activity (Schrauwen and
Westerterp, 2000; Wright and Aronne, 2012). Rodent animal models have been
traditionally used to study obesity induced by the intake of high fat diets (Buettner et
al., 2007) which allows obtaining metabolic information not attainable with non-
invasive sampling. These diets result in increased body weight and adiposity and, as
happens in humans, in other alterations related to metabolic syndrome such as insulin
resistance, hypertriglyceridemia and hypercholesterolemia (Sampey et al., 2011). In
addition, high fat content diets induce metabolic changes in different tissues involved
in energy homeostasis control as a physiological adaptation to the increased amount of
fat (Estadella et al., 2004). Among the different experimental diets used to induce
obesity, the so-called cafeteria diet is a highly palatable hyperlipidic diet that induces
persistent voluntary hyperphagia and a rapid, high and persistent weight gain (Caimari
et al., 2010c; Sampey et al., 2011). In contrast, commercial high fat diets produce an
initial high energy intake, associated to early weight gain, but this overfeeding
declines after some weeks, and body weight is then stabilized (Sampey et al., 2011;
Vial et al., 2011). Remarkably, although both diets are associated with the
development of obesity and related alterations, they trigger different degrees of
overweight/obesity (Caimari et al., 2010c; Priego et al., 2009; Sampey et al., 2011).
To our knowledge there is only one recent study comparing directly the two
hyperlipidic diets (Sampey et al., 2011). A question remains as to whether it is
possible to reverse increased body weight and adiposity and the important metabolic
alterations caused by the prolonged intake of a cafeteria diet. Our previous studies
indicate that prolonged (3 months) cafeteria diet feeding initiated during early life
(from the age of 10 days) produces an important and persistent increase in body
weight and permanent metabolic alterations which are not completely reverted when
this diet is replaced by a control normolipidic diet (post-cafeteria model) (Llado et al.,
1991; Matamala et al., 1996; Proenza et al., 1992; Rodriguez et al., 2003). However,
the consequences of reversion to a control diet in animals with prolonged cafeteria diet
feeding during adulthood have not been addressed in detail. Different studies have
analysed the effects of the of cafeteria diet withdrawal in rodents, but the results are
controversial; some indicate persistence of obesity (Rolls et al., 1980; South et al.,
2012) while others report more or less reversal of obesity (Levin and Dunn-Meynell,
2002; Ong et al., 2013). However, most of the studies cover only a few general
metabolic or anthropometric parameters or are focused in behavioral aspects, therefore
a detailed analysis to determine the success of cafeteria diet removal not only on
recovery of body weight but also on recovery of alterations related to metabolic
syndrome, energy homeostasis maintenance or altered gene expression have not been
performed.

Thus, the aim of this study was to evaluate whether a reversion to a standard
balanced diet is enough to recover body weight and the altered metabolic parameters
in adult animals fed on a cafeteria diet for different time periods. Since impaired
fasting response is an indicator of metabolic alterations related to obesity (Caimari et
al., 2007), we have studied recovery of fasting sensitivity to evaluate metabolic
recovery associated to weight loss. Secondarily, we have compared the impact of a
long-term cafeteria and a commercial high fat diet feeding on body weight and energy
homeostatic metabolism.
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3.- Methods
3.1.- Animals, diets and experimental design

All animal experimental procedures were reviewed and approved by the
Bioethical Committee of our university, and guidelines for the use and care of
laboratory animals of the university were followed.

Two different experimental designs were performed. In Experiment 1, two-
month-old male Wistar rats (Charles River Laboratories Espafia, SA, Barcelona,
Spain) were divided into groups fed for 4 months with different diets: a control group
(Control; n = 12), with animals fed a standard normal fat diet —control diet— (with 10%
calories from fat) (Ref. D12450B, Research Diets, Brogaarden, Denmark); a cafeteria
group (CAF1; n = 12), with animals fed a cafeteria diet in addition to the control diet;
a post-cafeteria group (PCAF1; n = 12), with animals fed initially for two months with
cafeteria diet plus control diet, and for two more months with a control diet; and a high
fat group (HF; n = 7), with animals fed a commercial high fat diet (with 60% calories
from fat) (Ref. D12492, Research Diets, Brogaarden, Denmark). In Experiment 2,
two-month-old male Wistar rats were divided into groups fed for 3 months with
different diets: a control group (Control; n = 12), with animals fed a control normal fat
diet; a cafeteria group (CAF2; n = 12), with animals fed a cafeteria diet in addition to
the control diet; and a post-cafeteria group (PCAF2; n = 12), with animals fed for one
and a half months with a cafeteria diet in addition to the control diet, and then for one
and a half months with the control diet.

The cafeteria diet contained the following foodstuffs: cookies with liver pate and
sobrassada (a typical Majorcan sausage), candies, fresh bacon, biscuits, chocolate,
salted peanuts, cheese, milk containing 20% (w/v) sucrose and ensaimada (a typical
Majorcan pastry) (Caimari et al., 2010c; Oliver et al., 2013). The gross composition of
the diets was as follows: for the control normal fat diet, 70% calories from
carbohydrate, 10% from fat and 20% from protein; for the cafeteria diet, 27% calories
from carbohydrate, 62% from fat and 11% from protein (this composition was
calculated based on the foodstuffs ingested by the animals (Ribot et al., 2008)); and
for the commercial high fat diet, 20% calories from carbohydrate, 60% from fat and
20% from protein. Fatty acid profile (saturated/unsaturated) was similar for the two-
hyperlipidic diets used.

The animals were housed in pairs at 22°C with a period of light/dark of 12 h.
Food and water were offered ad /ibitum and body weight was followed twice a week.
Food intake was recorded in the control and HF groups (in Experiment 1) and in
PCAF groups (in Experiments 1 and 2); an exhaustive recording of the intake of the
cafeteria diet used in this experiment had already been performed by our group (Ribot
et al.,, 2008). Body fat composition was determined every two weeks using an
EchoMRI-700™ (Echo Medical Systems, LLC, TX, USA). At the end of the
experimental period, when animals were 6 or 5 months old (for Experiments 1 and 2
respectively), each group of rats was divided into two subgroups and submitted to
different feeding conditions (n = 6 for each condition): feeding (animals provided with
ad libitum access to diet) and fasting (animals with a nocturnal fasting of 14 h). Cages
were changed immediately prior to food deprivation in order to prevent coprophagy.

After the experimental feeding period, fed and fasted animals were weighed and
their nasal-anal length was measured to obtain the body mass index and the Lee index.
Afterwards, the animals were sacrificed by decapitation and the different white
adipose tissue depots, both visceral (epididymal, mesenteric and retroperitoneal) and

84



1V.- Resultados y discusion
Post cafeteria diet reverts obesity-related alterations in adult animal

subcutaneous (inguinal), interscapular brown adipose tissue, liver and gastrocnemius
muscle were rapidly removed, weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C
until RNA analysis. Troncular blood was collected from the neck, stored at room
temperature for 1 h, and was then centrifuged at 1000 g for 10 min at 4°C to collect the
serum.

3.2- Adiposity index

Adiposity was determined as an adiposity index computed for each rat: the sum
of epididymal, inguinal, mesenteric and retroperitoneal white adipose tissue depots
was weighed and expressed as a percentage of total body weight.

In addition, two other indicators of adiposity were calculated: the body mass
index (BMI) and the Lee index (Novelli et al., 2007; Scoaris et al., 2010).

3.3.- Measurement of circulating parameters (glucose, insulin, leptin and
triacylglycerols)

Blood glucose concentration was measured using an Accu-Chek Glucometer
(Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). Serum insulin and leptin levels were
determined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (from Mercodia
AB, Uppsala, Sweden and R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, respectively).
Serum ghrelin concentration was measured using an enzyme immunoassay kit
(Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, CA, USA). Circulating triacylglycerols
were measured using a commercial enzymatic colorimetric kit (Sigma Diagnostics, St.
Louis, MO, USA).

3.4.- HOMA-IR analysis

Insulin resistance was assessed by the homeostatic model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR). It was calculated from fasting insulin and glucose
concentrations using the formula of Matthews et al. (Matthews et al., 1985).

3.5.- Oral glucose tolerance test

Glucose responses to an oral glucose tolerance test (OGTT) were also measured
to assess insulin sensitivity. The test was performed in animals of Experiment 1, at the
end of the experimental period (6-month-old animals), as previously described by
Sanchez et al. (Sanchez et al., 2008). The total OGTT area under the curve (AUC) was
calculated using the trapezoid method.
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3.6.- Quantification of lipid levels

Total lipid levels were determined in liver using the Folch method (Folch et al.,
1957).

3.7.- Histological analysis

Liver samples were fixed by immersion in 4% paraformaldehyde in 0.1 M
sodium phosphate buffer, pH 7.4, overnight at 4 °C, dehydrated in a graded series of
ethanol, cleared, and embedded in paraffin blocks for light microscopy. Five-
micrometer-thick sections of tissues were cut with a microtome and mounted on
slides. Presence of steatosis was visually analysed in stained liver sections. The degree
of steatosis was calculated according to Brunt et al. classification (Brunt et al., 1999).

3.8.- Total RNA isolation

Total RNA from liver and gastrocnemius muscle was extracted using TRIzol
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer's instructions. Total
RNA from white and brown adipose tissue was extracted using TriPure reagent
(Roche Diagnostics Barcelona, Spain) and was then purified using E.Z.N.A. Total
RNA Kit I (Omega Bio-Tek, Vermont, USA). Isolated RNA from all tissues was
purified by precipitation with 3 M sodium acetate and absolute ethanol. RNA was
quantified using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NadroDrop
Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) and its integrity was confirmed using
agarose gel electrophoresis.

3.9.- Real-time quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) analysis

Real-time RT-PCR was carried out to determine mRNA expression levels of key
genes involved in energy homeostasis maintenance. In the white — inguinal and
retroperitoneal — and brown adipose tissue depots, liver and muscle, selected genes
were analysed.

Gene Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3) A.mp licon

size (bp)
Atgl TGTGGCCTCATTCCTCCTAC AGCCCTGTTTGCACATCTCT 230
Cptla GCTCGCACATTACAAGGACAT TGGACACCACATAGAGGCAG 250
Cptlb GCAAACTGGACCGAGAAGAG CCTTGAAGAAGCGACCTTTG 180
Fasn CGGCGAGTCTATGCCACTAT ACACAGGGACCGAGTAATGC 222
ng ] AGGCTTTGACACCCAGGATT ACAGATGACGACCAGGACAC 145
Srebpla CCCACCCCCTTACACACC GCCTGCGGTCTTCATTGT 198
Gdil CCGCACAAGGCAAATACATC  GACTCTCTGAACCGTCATCAA 159
(reference gene)

Supplementary Table. Nucleotide sequences of primers used for RT-PCR amplification and size of the
PCR products. Atgl: adipose triglyceride lipase; Cptla: carnitine palmitoyltransferase la; Cptlb:
carnitine palmitoyltransferase 18; Fasn: fatty acid synthase; Fgf21: fibroblast growth factor 21; Gdil:
guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1; Srebpla: sterol regulatory element-binding protein 1.
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In brief, 0.25 p g of total RNA was reverse transcribed to cDNA, which was
amplified by RT-PCR according to Applied Biosystems’ instructions (Oliver et al.,
2013). The threshold cycle (Ct) was calculated by the instrument’s software (StepOne
Software v2.0, from Applied Biosystems) and the relative expression of each mRNA
was calculated as a percentage of control rats, using the 27**“' method (Livak and
Schmittgen, 2001). Data were normalized against the reference gene guanosine
diphosphate dissociation inhibitor 1 (Gdil), based on microarray analysis (Caimari et
al., 2010a). Primers for the different genes are described in Supplementary Table. All
primers were obtained from Sigma Genosys (Sigma Aldrich Quimica SA, Madrid,
Spain).

3.10.- Statistical analysis

All data are expressed as the mean + SEM. Differences between the
experimental groups fed with different diets were analysed using ANOVA with a LSD
post-hoc test. Due to the fact that the number of experimental groups was different in
the two experiments performed, to make a comparison between both experiments
possible, statistical significance of the different experimental groups vs. control was
also analysed using Student’s ¢ test. Effect of fasting was analysed using Student’s -
test. The test used for each comparison is specified in the footnotes of the tables and
figures. The analyses were performed with SPSS for windows (SPSS, Chicago, IL,
USA). Threshold of significance was defined at p<0.05, and is indicated when
different.

87



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

4.- Results

4.1.- Body weight, adiposity and circulating parameters

Experiment 1 (6-months-old-rats) Experiment 2 (5-months-old-rats)
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Figure 1. Body weight (a) and body fat mass (b) in 6-month-old rats fed for 4 months with a control, a
commercial high fat (HF) or a cafeteria diet (CAF1), or with a control diet for 2 months after 2 months
of cafeteria feeding (PCAF1) — Experiment 1 —; and (c and d) in 5-month-old rats fed for 3 months with
a control or a cafeteria diet (CAF2), or with a control diet for 1.5 months after 1.5 months of cafeteria
feeding (PCAF2) — Experiment 2. Data represent means =+ SEM (n=12 for the control, CAF and PCAF
groups and n= 7 for the HF group).* vs. control group (Student’s # test, p<0.05).

4.1.1.- Cafeteria feeding

The intake of a cafeteria diet resulted in an important increase in body weight
and adiposity. Animals from the two experimental procedures: fed a cafeteria diet for
4 (CAF1) or 3 months (CAF2) attained 37% and 31% increased body weight,
respectively (Figure 1 a and c), 106% (CAF1) and 75% (CAF2) increased fat mass
(Figure 1 b and d) and 106% (CAF1) and 64% (CAF2) increased adiposity index
(Table 1). Regardless of time of administration, cafeteria diet induced an increase in
all the white adipose depots analysed (visceral and subcutaneous) and also in the size
of brown adipose tissue (Table 1). As expected, the increase in body fat was related to
a rise in circulating leptin in both cafeteria experiments (Table 2). CAF1, but not
CAF2 animals presented lower circulating triacylglycerols (Table 2). All cafeteria
animals presented a greater liver size and increased total lipid content in liver (683%
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increase for CAF1, and 297% for CAF2) (Table 1). According to the increased lipid
content, the histological analyses (performed in the CAF1 group) revealed the
presence of hepatic microvesicular steatosis (third degree) in animals fed a cafeteria
diet (Supplementary Figure). Cafeteria diet also resulted in higher glucose levels in the
fed state and fasting insulin levels (Table 2). HOMA-IR and also the area under the
curve (AUC) obtained in the OGTT measured in Experiment 1 were increased
indicating insulin resistance and impaired glucose clearance (Table 2a). Control
animals of both cafeteria experiments presented lower circulating leptin, glucose,
insulin and triglyceride levels in fasted vs. fed conditions. In the CAF1 group, fasting
response disappeared for all the circulating parameters analysed, indicating
impairment in the sensitivity to feeding conditions related to obesity (Table 2a). In the
CAF2 group, insensitivity to fasting was also observed for circulating leptin and
insulin, but not for glucose or triacylglycerols (Table 2b).

4.1.2.- Commercial high fat feeding

Administration of a commercial high fat (HF) diet produced an increased caloric
intake during the first month (89.2 + 2.3 kcal per day in the HF vs. 74.3 + 2.7 kcal/day
in the control group, Student’s ¢ test, p<0.05), but this hyperphagia disappeared the
second and third months of diet administration and a decreased caloric intake was
even observed during the last month of dietary treatment (60.3 = 0.9 kcal/day in the
HF vs. 79.3 + 4.3 kcal/day in the control group, Student’s ¢ test, p<0.05). According to
these data, we observed an initial increased body weight which was significant after
the first month of diet, but was normalized thereafter. Thus, and contrary to the
cafeteria diet, the intake of a commercial HF diet for 4 months (HF group) resulted in
no change in body weight in comparison to the control-fed animals at the end of the
experimental period (Figure la). However, in spite of this, the HF diet produced
increased adiposity and alterations in related metabolic parameters, although not so
marked as in cafeteria-fed rats. Animals of the HF group displayed 56% greater fat
mass and 70% higher adiposity index than control animals but, contrary to what
happened in CAF1 animals, neither BMI nor Lee index was affected (Figure 1b and
Table 1a) and circulating leptin levels were not significantly increased (Table 2a). HF
diet induced an increase in all the white adipose depots, although the weight of these
depots was greater in the cafeteria-fed animals; however, contrary to what was
observed with the cafeteria diet, the size of brown adipose tissue was not increased
(Table 1a). Total lipid content in liver was increased (185% increase in HF vs. control
animals, Student’s ¢ test, p<0.05), although to a much lower extent in comparison to
the CAF1 group (Table 1a). Histological analysis did not show apparent signs of liver
hepatic steatosis in animals fed a HF diet (Supplementary Figure). Circulating glucose
levels, HOMA-IR and AUC obtained in the OGTT were not significantly affected by
HF feeding (Table 2a).
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Adipose parameters and tissue size

a) Experiment 1 (6-month-old rats)

Control HF CAF1 PCAF1
Adiposity index (%) 8.96+0.95° 152+05™  185+2.0“  11.8+1.0°
BMI (g/cm”) 0.82+£0.04" 0.79+0.02"* 1.05+0.04™  0.83£0.04"
Lee index 0.32+£0.01*  0.32+0.00° 034=0.01" 0.32+0.01°
Liver lipid content 129437 368+45%  101+24"  243+82°
(mg/g tissue)
Liver (g) 152+0.6" 12.6+03™  209+1.5 15.6 + 0.9
BAT (g) 0.45+0.05° 0.57+0.03*° 0.88+0.05 0.70+0.11"°
iWAT (g) 10.0+£1.5* 168+0.7"  343+1.1 13.6+2.5"
rWAT (g) 142+2.0° 279+18"  427+12" 234+35"
mWAT (g) 7.13+121° 128+ 1.1™  307+3.7%  9.43+1.00°
eWAT (g) 151+1.9° 228+1.9"  394+24°  19.1+1.6*
b) Experiment 2 (5-month-old rats)
Control CAF2 PCAF2
Adiposity index (%) 10.8 +0.5° 17.7 +0.5™ 109+ 1.1°
(Lrjlgrgltiﬂiig;’mem 29.0 + 3.4° 115 + 7 32.1+1.9°
Liver (g) 14.9 + 0.3 19.8 + 0.8 14.9 +0.9°
BAT (g) 0.75+0.02° 1.46+0.10  0.75+0.05"
iWAT (g) 148+09°  29.9+2.6™ 13.9+£1.3°
rWAT (g) 153+0.8"  325+22™ 16.6 +2.4°
mWAT (g) 8.43+0.29"°  243+21" 10.1+2.1°
eWAT (g) 15.0 £ 0.9° 27.8+2.2™ 15.1+1.7°

Table 1. Adiposity index, body mass index (BMI), Lee index, lipid content in liver and tissue size
measured in: a) 6-month-old rats fed for 4 months with a control, a commercial high fat (HF) or a
cafeteria diet (CAF1), or with a control diet for 2 months after 2 months of cafeteria feeding (PCAF1) —
Experiment 1 — and b) 5-month-old rats fed for 3 months with a control or a cafeteria diet (CAF2), or
with a control diet for 1.5 months after 1.5 months of cafeteria feeding (PCAF2) — Experiment 2. BAT:
interscapular brown adipose tissue; iWAT: inguinal WAT; rWAT: retroperitoneal WAT; mWAT:
mesenteric WAT and eWAT: epididymal WAT. Results represent means = SEM (n=6 to 7). Bars not
sharing a common letter (a, b and c) are significantly different (one-way ANOVA, p<0.05 and LSD
post-hoc test). A vs. control animals (Student’s # test, p<0.05).
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4.1.3.- Reversion of cafeteria to control diet feeding

Reversion to a control diet after 2 or 1.5 months of cafeteria diet feeding
(PCAF1 and PCAF2 groups) had a different impact on body weight and metabolic
recovery. 2 months of cafeteria feeding produced 27% increased body weight and
117% increased fat mass content. After 2 months of reversion to a control diet
(PCAF1 group) excessive body weight was not completely reverted (10% over the
control group) (Figure 1a). However, indicators of adiposity such as fat mass content,
adiposity index, BMI and Lee index were recovered (Student’s ¢ test, p<0.05) (Figure
1b and Table 1a). A lower time of exposure to the cafeteria diet, 1.5 months, produced
21% increased body weight and 66% greater fat mass. In this case, 1.5 months of
reversion to a control diet (PCAF2 group) was enough time to recover body weight,
and also fat mass content and adiposity index (Figure Ic and d and Table 1b). After
withdrawal of the cafeteria diet, PCAF animals presented lower food intake during the
first 18 days for PCAF1 (accumulated food intake: 804 + 3331 kcal in the PCAFI1 vs.
1233 + 33 kcal in the control group, Student’s ¢ test, p<0.05) and 19 days for PCAF2
(accumulated food intake: 831 + 35 kcal in the PCAF2 vs. 1303 + 22 kcal in the
control group, Student’s ¢ test, p<0.05), but food intake was normalized to that of
control animals thereafter. As shown in Table 1, PCAFI1 animals did not present
increased lipid content in liver and histological analyses revealed no sign of hepatic
steatosis (Supplementary Figure); lipid liver content in PCAF2 was also similar to that
of controls in PCAF2 animals. Both PCAF1 and PCAF2 animals were
normoleptinemic and normoglycemic in the fed state, and displayed fasting insulin
levels similar to those of control animals (Table 2). HOMA-IR was recovered in
PCAF2 but not in PCAF1 animals, although glucose response, measured as AUC in
the PCAF1 group was not different to that of control animals (Table 2a). Impaired
fasting response observed for circulating parameters in cafeteria-fed animals was
improved in post-cafeteria animals. In animals of the PCAF1 group, as happened in
CAFI1 animals, no fasting response was observed for circulating glucose and leptin,
while a recovery of fasting response was observed for circulating insulin and
triacylglycerols (Table 2a). PCAF2 animals showed insulin and triacylglycerol fasting
response, while leptin response to fasting was not completely recovered (Table 2b).
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Supplementary Figure. Liver sections stained with hematoxilin and eosin. Representative sections of
liver stained with hematoxilin and eosin, in Experiment 1 animals: a) control, b) high fat, c) cafeteria
and d) post-cafeteria groups. See Figure 1 for details on animal groups. An asterisk indicates liver
central vein and arrows indicate some hepatocytes with evident steatosis. Vacuoles representing lipid
droplets inside the hepatocytes with focal distribution are present in cafeteria group compared to other
groups. Bar=100 um.

4.2.- Regulation of mRNA expression of key energy homeostatic genes by the
intake of different high fat diets and by fasting conditions

4.2.1.- Liver

As shown in Figure 2, feeding with a cafeteria (CAF1 and CAF2 groups) or
commercial high fat (HF) diet decreased liver expression of genes involved in fatty
acid synthesis, Fasn and Srebpla, but increased the expression of the key lipolytic
gene Cptla. Furthermore, the administration of a cafeteria diet was related to an
increase in mRNA of two other lypolytic genes, Azgl and Fgf21; this increase was not
observed in response to the commercial HF diet. The most drastic change was
observed for Fasn mRNA expression, which diminished around 90% independently of
the high fat diet. Reversion to a control diet was related to a recovery in basal
expression levels of all the studied genes. Surprisingly, we observed a decrease in
Fgf2] mRNA expression the PCAF2 group.
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As expected, in control animals, 14 h-fasting produced a decrease in expression
of lipogenic (Fasn and Srebpla) and an increase in expression of lipolytic (Cptla,
Atgl and Fgf21) genes (Figure 2). As a general trend, the fasting response was
impaired in cafeteria fed animals. This insensitivity to feeding seems more evident in
CAFI than in CAF2 animals and, thus, would be dependent on time of administration
of the diet. In CAF2 animals, in spite of the degree of obesity, there was an increase in
Cptla mRNA expression with fasting. In most of the cases, the PCAF 1 and PCAF 2
groups showed a recovery of sensitivity to fasting conditions, presenting the same
response to food deprivation as control group.

4.2.2.- Muscle

As shown in Figure 2, cafeteria diet feeding (CAF1 and CAF2 groups) produced
an increased expression in muscle of the lipolytic genes Cptlb and Atgl; the increase
in Cptlb was also observed for the HF diet. Altered expression was recovered in post-
cafeteria animals. In CAF2 animals a decrease was evident for the lipogenic Srebpla
mRNA levels which was not observed in CAF1 or HF animals, and which was not
recovered in the PCAF2 group. In control animals, fasting produced a decrease in the
lipogenic Fasn (in Experiment 1) and Srebpla genes and an increase in the lipolytic
Atgl and Cptlb gene expression (observed in Experiment 2). Fasting response was lost
in cafeteria-fed animals for Fasn (in CAF1 group) and for Srebpla and Atgl (in CAF2
group). Fasting sensitivity was recovered for Fasn, Srebpla and Atgl in the post-
cafeteria animals.

4.2.3.- Brown adipose tissue

As shown in Figure 3, in BAT, administration of high fat diets in both
experiments resulted in a decrease in mRNA levels of the lipogenic gene Fasn and an
increase for the lipolytic Cptlb; no change was observed in Srebpla or Atgl mRNA
expression for either of the studied diets. Again here, the reversion of cafeteria to a
control diet shifted the mRNA levels of both genes back to the basal levels. As
occurred in the liver, 14-h fasting decreased the expression of the lipogenic genes
Fasn and Srebpla, and increased the expression of the lipolytic genes Cpt1b and Atgl.
As expected, fasting response was not observed in cafeteria-obese animals and was
recovered for all the genes, except for Azg/, in post-cafeteria animals

4.2.4.- White adipose tissue

Figure 4 represents gene expression in two white adipose depots, the inguinal
and the retroperitoneal, selected as representatives of subcutaneous and visceral white
fat, respectively. Gene expression regulatory pattern was similar for both adipose
depots, and similar to that observed in the other tissues analysed. In Experiment 1,
both high fat diets (cafeteria and commercial high fat) induced a decreased Fasn and
Srebpla expression in the two adipose depots. Cptlb expression increased in response
to both high fat diets in the retroperitoneal depot, but in the inguinal depot only the
cafeteria diet and not the commercial HF diet induced a drastic increase (141%) in the
expression of the lipolytic gene. Atg/ gene expression increased in response to both
high fat diets but only in the inguinal adipose depot. In the PCAF1 group, the basal
expression levels found in control animals were recovered. Fasting induced changes in
gene expression levels of the studied genes, which were more evident in the
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retroperitoneal than in the inguinal adipose depot; this response was impaired in
cafeteria-fed animals and recovered in the post-cafeteria animals. The Experiment 2
showed the same regulatory pattern as Experiment 1, especially in the retroperitoneal
depot, as no statistical significances were obtained in the inguinal adipose depot due to
greater variability.

. [ Feeding
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Figure 3. Expression of genes involved in energy homeostasis (Fasn, Srebpla, Cptlb, Atgl and
Slc27a2) in brown adipose tissue (BAT) measured in the same animals described in Figure 2.
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5.- Discussion

For scientific purposes, it is of great interest to have animal models that reflect
the effect of human obesity on body weight, serum parameters and gene expression. In
the last decades, there have been large amounts of research using different hyperlipidic
diets to induce obesity in rodents (Caimari et al., 2010b; Coelho et al., 2011; Priego et
al., 2009). Most of the studies use commercial high fat diets, although the use of a
cafeteria diet has been proposed to be the one which better mimics human obesity
(Sampey et al., 2011). We directly compared the use of a commercial high fat diet and
a cafeteria diet in order to induce obesity and related metabolic complications in rats
and we focused in the possibility of reversing increased body weight and its associated
metabolic alterations caused by the consumption of a cafeteria diet when replacing it
with a standard diet.

5.1.- Obesity induced by cafeteria diet is a robust obesity model

The two hyperlipidic diets studied, commercial high fat and cafeteria, provided a
high percentage of energy as fat (60%) and a similar fatty acid composition. Their
administration to adult rats for 4 months induced greater adiposity (more marked for
the cafeteria diet) due to the increase in the weight of visceral and subcutaneous white
adipose tissue depots. This increased adiposity resulted in hyperleptinemia in the fed
state only in the cafeteria-fed animals, according to greater fat mass accumulation.
Moreover, only the cafeteria diet produced weight gain which appeared rapidly after
the administration of the diet, and reached 37% excess in comparison to controls. This
difference can be attributed to the fact that animals fed on a commercial high fat diet
decrease their food intake in terms of total grams to maintain the caloric intake like
control animals (Sampey et al., 2011). In our animals, energy intake per day during the
first month of diet was higher in the HF group, but was equal between the control and
the HF group during the following 2 months and even decreased on the last month of
diet administration. However, as we have previously reported (Ribot et al., 2008),
cafeteria diet induces voluntary hyperphagia and grossly elevates fat intake. Both diets
produced a decrease in circulating triacylglycerols, due to a reduction in very low
density lipoprotein production rate and an increase in triacylglycerol removal from
blood (Guo et al., 2009). However, our results show that the cafeteria diet produces
greater metabolic alterations, inasmuch as only this diet promoted hyperglucemia,
insulin resistance and impaired glucose tolerance. As revealed by histological analysis,
cafeteria-fed but not HF-fed animals showed a high degree of liver microvesicular
steatosis, specifically third degree, characterized by an abnormal accumulation of
numerous small cytoplasmic lipid droplets in hepatocytes (Jolly et al., 2004).
Increased fat consumption in humans is also associated with non-alcoholic fatty liver
disease (Asrih and Jornayvaz, 2013; Younossi et al., 2011). All these data taken
together confirm that obesity induced by the intake of cafeteria diet reflects better
human obesity compared with HF diet.

A recent study (Sampey et al., 2011) compared a less severe commercial high fat
diet (45% calories from fat) with cafeteria diet in terms of adiposity and serum
parameters. In this study, we also compared the metabolic impact of both diets on lipid
metabolism gene expression in important tissues involved in energy homeostasis
maintenance. Our results show that cafeteria and commercial high fat diets had a deep
impact on mRNA expression of lipogenic and lipolytic genes, and caused comparable
effects, which are interpreted to reduce fat accumulation and to increase fatty acid
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mobilization. As expected (Oliver et al., 2013), the intake of diets with an increased
fat proportion inhibited the expression of lipogenic genes, as Fasn, coding for fatty
acid synthase, main enzyme involved in fatty acid synthesis, and Srebpla which codes
for a key lipogenic transcription factor, in liver, white and brown adipose tissue
depots. Also as expected from obesity conditions (Oliver et al., 2013), we observed
increased mRNA expression of key lipolytic genes in response to the studied
hyperlipidic diets: Cpt/ coding for the enzyme carnitine palmitoyltransferase 1,
involved in fatty acid transport across the inner mitochondrial membrane for beta-
oxidation, and Atg/ which codes for adipose triglyceride lipase, involved in the first
step of lipolysis. The increased expression of these genes in liver, muscle, brown and
white adipose suggests an increase in fatty acid oxidation and fatty acid mobilization.
In liver we also studied the expression of Fgf2/ which codes for fibroblast growth
factor 21 recently involved in hepatic fatty acid oxidation mediated by ‘Peroxisome
proliferator-activated receptors o’ (Woo et al., 2013). Figf2] mRNA levels had a huge
increase but only in animals fed a cafeteria diet.

5.2.- Metabolic alterations associated with consumption of the cafeteria diet are
reversible

In terms of obesity treatment, it is important to understand whether the
significant alterations produced by cafeteria diet feeding are reversible. However,
conflicting reports exist, and the degree of weight loss after withdrawal of the cafeteria
diet is very variable (Levin and Dunn-Meynell, 2002; Ong et al., 2013; Rolls et al.,
1980; South et al., 2012). Differences can be due to factors ranging from gender, strain
and age of the laboratory rats used, to diet composition (both of the cafeteria and the
control reversal diets) and to duration and severity of obesity.

In the present study we show that metabolic alterations related to increased
adiposity can be reverted when the cafeteria diet has been administered to adult
animals (2-month-old rats). The degree of recovery (total or partial) was dependent on
the time of administration of the cafeteria diet and of the subsequent balanced control
diet. Feeding with a control diet for 2 months after 2 months of cafeteria-feeding
allowed an important decrease in overweight, although body weight of controls was
not completely reached. However, the size of the different adipose depots (except the
retroperitoneal) and adiposity indicators were recovered. Circulating glucose levels in
the fed state returned to basal levels and glucose tolerance levels were similar to those
of control animals, but HOMA-IR was not yet completely reverted, indicating insulin
resistance. Liver lipid content was similar to that of controls and liver morphology was
normal (no evidence of hepatic steatosis). For a shorter time of dietary treatment
(control diet for 1.5 months after 1.5 months of cafeteria diet), body weight was totally
reverted to that of control animals, and the same happened with adiposity and all the
altered parameters related to glucose tolerance and insulin sensitivity. Other authors
have also reported the importance of the length of time and of the amount of
overweight gained on the cafeteria diet when considering its reversibility (Rogers,
1985). In fact, prolonged exposure to cafeteria diet could be responsible of the
persistence of obesity reported in some studies after diet withdrawal (Harrington and
Coscina, 1983; Rolls et al., 1980). At gene expression level, as shown in the previous
section, cafeteria diet intake had an important impact on the expression of genes
involved in lipid metabolism. In general terms, and regardless of time of
administration of the diet, we observed a decreased expression of lipogenic (Fasn and
Srebpla) and an increased expression of lipolytic genes (Cptl, Atgl and Fgf21). Our
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results show that reversion to a control diet allowed a recovery of mRNA basal levels
of the genes affected by the intake of the cafeteria diet.

Fasting produces important metabolic adaptations to maintain energy
homeostasis. Circulating parameters such as leptin, glucose, insulin and triglyceride
levels decrease as a metabolic adaptation to fasting conditions (Caimari et al., 2008;
Palou et al., 2008; Palou et al., 2010a). Fasting also affects the expression of genes
involved in lipid metabolism: as an adaptive response to food deprivation, a decrease
in the expression of lipogenic and an increase in the expression of lipolytic genes
occur (Oliver et al., 2013; Palou et al., 2008). As a general trend, the expected fasting
response in circulating parameters and gene expression was observed for the genes
studied in the different tissues analysed in control animals. However, obesity is related
to insensitivity in fasting response, which contributes to increased adiposity (Caimari
et al., 2008; Oliver et al., 2013). Our cafeteria-obese rats presented impaired fasting
response for the circulating parameters studied and for gene expression. Interestingly,
in liver, where Cptla expression has a strong nutritional regulation, we can observe
how the increase induced by fasting disappeared in animals that were fed a cafeteria
diet for 4 months, but was still maintained in animals that received the cafeteria diet
for 3 months. This indicates how longer cafeteria diet exposure leads to greater
metabolic deregulation. On the other hand, reversion of cafeteria diet to a control diet
allowed recovery of fasting response in serum parameters and also at gene expression
level (depending on the previous time of administration of the diet), indicating
metabolic recovery associated to weight loss.

Contrary to what we describe here when cafeteria diet is administered to adult
animals, previous studies from our group analysing the reversion of cafeteria to a
standard diet have shown an inability to revert increased adiposity and different
alterations caused by prolonged intake of this diet since early life (during the sucking
period) (Llado et al., 1991; Matamala et al., 1996; Proenza et al., 1992; Rodriguez et
al., 2003); obesity induced by sustained feeding on a cafeteria diet at an early age is
made permanent in spite of later prolonged adherence to a control diet. Dietary
experiences occurring early in life are known to produce a permanent imprinting in the
genome and to affect body weight regulation (Pico and Palou, 2013). This metabolic
imprinting could be related to a greater difficulty to revert diet-induced obesity.
Intriguingly, it has recently been reported that withdrawal of cafeteria diet after 2
months of administration initiated after weaning is able to reverse metabolic
alterations after only one week (Lalanza et al., 2014). It is known that switching from
a palatable cafeteria diet to control chow diet produces hypophagia which is initially
more sever (Rogers, 1985). According to our results, post-cafeteria animals presented
a significant lower caloric intake during the first 18-19 days after the intake of
cafeteria diet. Taking this into account, results of Lalanza et al. (Lalanza et al., 2014)
could be reflecting the effects of severe hypophagia in the first week of cafeteria diet
removal. Also of note, previous studies from our group using older animals (5 or 8
months old) show an important recovery of body weight in post-cafeteria rats, but
overweight is still present (Llado et al., 1996; Proenza et al., 1992; Puigserver et al.,
1991); the advanced age of the animals could also be affecting results. Hence, age is
an important factor to take into account in studies of body weight loss after intake of
an obesogenic diet.
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5.3.- Conclusion

Here we demonstrate that when the cafeteria diet is administered to adult
animals, its replacement by a balanced diet enables the recovery of body weight and
adiposity, metabolic damage (insulin resistance, impaired glucose tolerance and
hepatic steatosis), gene expression regulation, and fasting sensitivity. Degree of
recovery is dependent on the previous time of administration of the cafeteria diet, but
metabolic improvement is evident even if body weight is not completely recovered.
The interest toward the potential extrapolation to be checked in humans is that the
duration of the obesogenic diet, and also the age of administration seem to be key
factors to determine effectiveness and degree of benefits of the adherence to a
recovered balanced diet.
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1.- Abstract

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) constitute an easily obtainable
blood cell fraction useful in nutrition and obesity studies. Our aim was to study the
potential use of PBMC to reflect metabolic recovery associated to weight loss in rats.
By real-time PCR, the fasting response of key energy homeostatic genes in PBMC
samples of control and cafeteria-obese rats and of rats fed a control diet after the
intake of a cafeteria diet (post-cafeteria model) was analysed. Fasting caused
decreased mRNA expression of lipogenic (Fasn and Srebpla) and adipogenic (Ppary)
genes in PBMC, whereas it increased the expression of the key beta-oxidation gene
Cptla and the orexigenic gene Npy. Fasting response of the genes studied was
impaired in cafeteria-obese animals but was recovered in post-cafeteria rats, which
showed a significant body weight decrease and normalization of adipose and
metabolic parameters. Npy expression analysed in PBMC has been revealed to be
especially useful as a marker of fasting sensitivity, as its fasting response is not
affected by the age of the animals and it is recovered even after shorter time of
exposure to a balanced diet. PBMC reflect homeostatic balance recovery associated
with weight loss in obese animals, when reverting from a hyperlipidic to a control
balanced diet.
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2.- Introduction

Because of the large increase in obesity-morbidities, there is great interest in
metabolic recovery when adopting a healthy balanced diet (Aranceta Bartrina, 2013).
The post-cafeteria model is very useful to study recovery associated to weight loss. It
consists of feeding animals with a highly-palatable varied hyperlipidic diet, the
cafeteria diet, to induce metabolic alterations, and then replacing it with a control
balanced one (Llado et al., 1991; Rodriguez et al., 2003). Although weight loss studies
can be performed directly in humans, the typically obtained parameters do not
completely reflect metabolic status, as molecular and metabolic information of key
tissues involved in body weight control are missing. Animal models give the
opportunity to test other sources of biomarkers which could reflect overall response of
the body, including that of key tissues. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
are increasingly used as a source of biomarkers because their gene expression is
representative of whole metabolic status (Liew et al., 2006). We previously reported
that these cells can reflect response to changes in feeding conditions (fasting/re-
feeding), gene expression changes related to obesity and metabolic deregulation
characteristic of this pathology, like insensitivity to feeding conditions (Caimari et al.,
2010a; Caimari et al., 2010b, d; Oliver et al., 2013). Moreover, PBMC and total blood
cells have been proven of interest in human studies (Hermsdorff et al., 2010; Sanchez
etal., 2012).

Here we aimed to evaluate whether PBMC are able to reflect metabolic recovery
associated to weight loss in post-cafeteria animals, so that they could be used as a
source of biomarkers to test the efficacy of weight-loss strategies.
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3.- Methods
3.1.- Experimental design

Two experimental designs were performed. In Experiment 1, 2-month-old male
Wistar rats were fed for 4 months with a control or a cafeteria diet (CAF1 group) or
with a cafeteria diet for 2 months followed by control diet for other 2 months
(PCAF1). In Experiment 2, animals were fed a control or a cafeteria diet (CAF2) for 3
months or with a cafeteria diet for 1.5 months followed by control diet for other 1.5
months (PCAF2). The control diet contained 10% calories from fat (Ref. D12450B,
Research Diets, Brogaarden, Denmark). Cafeteria diet composition has been
previously described (Caimari et al., 2010c; Oliver et al., 2013) and, based on the
foodstuffs ingested by the animals, provides 62% calories from fat (Ribot et al., 2008).
At the end of the experimental period, each group of rats was divided into two
subgroups subjected to different conditions (n=6 for each condition): ad [libitum
feeding or nocturnal 14-h fasting. Blood samples were collected from the saphena
vein, and PBMC were isolated as previously described (Oliver et al., 2013). In
Experiment 2 hypothalamus was harvested.

3.2.- Real-time reverse transcriptase PCR

Real-time PCR was carried out to determine mRNA expression levels of key
energy homeostatic genes. About 80 ng of total RNA from PBMC and 250 ng from
hypothalamus were reverse transcribed to cDNA, and PCR was performed from
diluted (1/5 for PBMC and 1/10 for hypothalamus) cDNA template as previously
described (Oliver et al., 2013). Primers for the different genes are described in
Supplementary Table.

. s s )  as Amplicon
Gene Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3”) size (bp)
Cptla GCTCGCACATTACAAGGACAT TGGACACCACATAGAGGCAG 250
Fasn CGGCGAGTCTATGCCACTAT ACACAGGGACCGAGTAATGC 222
Npy TGGACTGACCCTCGCTCTAT GTGTCTCAGGGCTGGATCTC 188
Ppary AGAGCCTTCAAACTCCCTCA GAGACATCCCCACAGCAAG 230
Srebpla CCCACCCCCTTACACACC GCCTGCGGTCTTCATTGT 198
Gdil CCGCACAAGGCAAATACATC  GACTCTCTGAACCGTCATCAA 159
(reference gene)

Supplementary Table. Nucleotide sequences of primers used for RT-PCR amplification and size of the
PCR products. Cptla: carnitine palmitoyl transferase 1; Fasn: fatty acid synthase; Gdil: guanosine
diphosphate dissociation inhibitor 1 (reference gene); Npy: neuropeptide Y; Ppary: peroxisome
proliferator activated receptor gamma; and Srebpla: sterol regulatory element-binding protein 1

3.3.- Statistical analysis

Two-way ANOVA followed by LSD post-hoc test was used to analyse the effect
of the different diets and feeding conditions. Statistical significance of the different
experimental groups vs. control was also analysed using Student’s ¢ test. Analyses
were performed with SPSS for windows (SPSS, Chicago, IL). Threshold of
significance was defined at p<0.05.
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4.- Results
4.1- Animal and serum parameters

Data regarding body weight, adiposity and circulating parameters of the same
cohort of animals have been previously described (Reynés et al., In press). Briefly
(Table 1), animals fed with cafeteria diet for 4 (CAF1) or 3 months (CAF2), presented
increased body weight and higher adiposity index. Reversion to a control diet allowed
complete recovery of adiposity index in PCAF animals, although body weight was
completely reverted only in PCAF2. Cafeteria animals presented metabolic alterations:
increased HOMA-IR and impaired fasting response of circulating parameters (glucose,
insulin and leptin). Normalization of HOMA-IR and recovery of fasting response was
observed in PCAF animals, especially in the PCAF2 group.

Experiment 1 (6-month-old rats) Experiment 2 (5-month-old rats)
Control CAF 1 PCAF 1 Control CAF 2 PCAF 2
Body weight (g) 486+9" 668 +23*  534+17%° 496+ 12°  645+29* 503+ 16°
Adiposity index (%) 8.96+0.95" 18.5+2.0™  11.8+1° 108+0.5° 17.7+0.5™ 109+ 1.1
Glucose Feeding 1083 120+2" 113 6" 114+5  137+3™ 116+ 3
D DxF
md) - poting 97.6£23  110+3 115+7 977433 1073 110+5
el Fecding 244044 2832036 2.29£033 1.86+0.16 2.38+045 1.82+0.33
nsulin
F D,F
M) Fasting 0.62+£0.09° 1.83+£05  0.86+024" 0.60£0.05 148=0.13 0.61+0.08"
Leptin Feeding 144+26" 43225 12321 121+£1.1* 261+12* 105+1.8°
. D,F .
/l ’ .
WeD pocting 830£072 35645 9554230 383£0.62° 203:25 OREL24
HOMA-IR 3.90 +0.76" 7.42+1.48™ 6.98 + 1.07°™* 5.16+0.90* 8.21+ 1.01"* 6.04+1.20*

Table 1. Body weight and serum parameters in 6-month (Experiment 1) and 5-month-old animals
(Experiment 2) submitted to different diets and feeding conditions (feeding and fasting). Results
represent mean £ SEM (n=6). Two-way ANOVA was performed taking into account fed and fasted
animals of the different experimental groups. One-way ANOVA was performed for parameters
measured only in fed conditions. D, effect of the different diets (control, cafeteria or post-cafeteria); F
effect of feeding conditions (feeding or fasting); DxF, interactive effect. Data not sharing a common
letter (a, b, ¢) are significantly different. LSD post-hoc was used after the ANOVA analysis. A vs.
control animals; * fasted vs. control fed animals (Student’s ¢ test). P<0.05 or indicated when different.

4.2.- Nutritional regulation of key energy homeostatic genes in PBMC

Four-month cafeteria-diet feeding (CAF1 group) decreased PBMC expression of
fatty acid synthesis genes (Fasn and Srebpla), while increased expression of the fatty
acid beta-oxidation gene, Cptla (Figure 1). Reversion to a control diet (PCAF1)
recovered basal expression of Cptla, but not of lipogenic genes. According to its
metabolic function, in control animals (6-month old), fasting produced a three-time
increased expression of the orexigenic Npy gene. We also observed a non-significant
decrease in Fasn, Srebpla and Ppary and an increase in Cptla gene expression with
fasting. Fasting regulation was lost in cafeteria-fed and recovered in PCAF1 animals
for Npy and for Fasn, Srebpla and Cptla, even if fasting response for these last three
genes had not reached statistical significance in control animals.
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Figure 1. Expression of genes involved in energy homeostasis (Fasn, Srebpla, Ppary, Cptla and Npy)
in PBMC of 6-month-old control, cafeteria (CAF1) and post-cafeteria (PCAF1) fed and fasted Wistar
rats, measured by real-time PCR. Results represent mean £ SEM (n=6) of ratios of specific mRNA
levels relative to Gdi (reference gene), expressed as a percentage of the value of fed animals in the
control group that was set to 100%. Statistics: same as described in Table 1.

A shorter cafeteria-diet feeding period, 3 months, produced similar effects on
basal gene expression (Figure 2): decreased expression of Srebpla and Ppary and
overexpression of Cptla (p=0.08, Student’s ¢ test). Again, reversion to a control diet
shifted Cptla expression, but not of the lipogenic gene Srebpla. In control animals (5-
months old), fasting induced a twofold increase in mRNA levels of the orexigenic
gene, Npy. We also observed increased expression of Cpt/a and decreased expression
of Srebpla and Ppary. This fasting regulation was lost in the cafeteria group and
recovered in the post-cafeteria animals for Npy and Cptla.

4.3.- Regulation of Npy mRNA expression by fasting in hypothalamus

We previously compared fasting response in PBMC with that of liver and
adipose tissue (Caimari et al., 2010a; Oliver et al., 2013). Here, we studied whether
PBMC reflected hypothalamus fasting response. We analysed Npy expression in
hypothalamus from Experiment 2. A tendency to higher Npy mRNA levels was
observed in hypothalamus of control fasted animals, which was lost in cafeteria-obese
animals (Figure 2). As observed in PBMC, Nyp fasting response was recovered in the
post-cafeteria group (Figure 2).
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5.- Discussion

We studied the utility of PBMC as biological material to be used in the
analysis of metabolic recovery, based on their ability to reflect homeostatic balance
improvement when exchanging an obesogenic cafeteria diet for a control balanced
one.

As expected (Caimari et al.,, 2010a; Oliver et al., 2013), PBMC reflected
nutritional response to fasting characteristic of tissues such as liver or adipose tissue.
As a general trend, 14-h fasting decreased expression of fatty acid synthesis genes,
Fasn and Srebpla, and also of Ppary, coding for a transcription factor involved in
adipogenesis; while increased Cptla expression, coding for a key enzyme in fatty acid
beta-oxidation. In 5-month-old rats all gene expression changes (except for Fasn)
reached statistical significance, but this did not happen in 6-month-old rats. Thus,
PBMC could be reflecting impairment in the response to changes in feeding
conditions associated to aging which we have described in adipose tissue for animals
older than 5 months (Caimari et al., 2008). Cafeteria diet intake impaired PBMC
fasting response independently of the time of administration of the diet (3 or 4
months). However, reversion to a control diet produced a recovery in feeding
sensitivity, which was more evident for animals in which the control diet was
administered for a longer period of time. The most robust and outstanding results were
those obtained for Npy. This gene plays a key role in food intake control, as it codes
for the most potent orexigenic neuropeptide, neuropeptide Y, widely expressed in
hypothalamus (Kmiec, 2006). We previously reported that Npy is expressed in PBMC
and is regulated by fasting (Caimari et al., 2010a; Oliver et al., 2013). In accordance
with its role, Npy mRNA levels in PBMC increased in response to fasting; the
increased expression was of high magnitude and independent of the age of the
animals. This fasting regulation was lost in cafeteria fed animals and recovered in
post-cafeteria rats regardless of time of administration of the control balanced diet.
When comparing to hypothalamus fasting response, Npy mRNA levels were not
significantly increased in this tissue, probably due to the high duration of food
deprivation (14 h). We previously reported that increased fasting Npy expression in
hypothalamus is transitory (it becomes significant after 4-h fasting and decreases
afterwards) (Palou et al., 2009b). However, as observed in PBMC, in hypothalamus,
Npy response to feeding was completely lost in cafeteria-fed animals and recovered in
the post-cafeteria group.

In addition to fasting response, PBMC reflected alterations in basal gene
expression associated to the intake of a cafeteria diet which occurs in liver and adipose
tissue of the same animals (Reynés et al., In press) to compensate the high dietary fat
content: decreased expression of lipogenic (Fasn and Srebpla) and adipogenic
(Ppary) genes and increased Cptla expression. Reversion to a control diet recovered
basal expression levels for Cptla, whereas expression of the lipogenic genes remained
decreased.

In conclusion, PBMC reflect recovery of fasting sensitivity in post-cafeteria
animals, which correlates with body weight loss and metabolic normalization when
adopting a control balanced diet. The most robust results are those obtained for Npy.
Thus, we propose analysis of PBMC gene expression, and particularly of Npy, as a
tool to study metabolic recovery in weight loss program interventions.
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1.- Abstract

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) constitute a useful biological material for
nutrigenomics studies as they can reflect metabolic response to different diets,
nutritional compounds or feeding conditions (feeding/fasting). This article aimed to
identify if PBMC could be useful to reflect the development of an obesogenic profile
associated to the intake of high fat diets. We analysed by real-time RT-PCR dietary
response of key genes related to lipid metabolism (Cptla, Fasn and Srebpla), obesity
(Apob48r, Cebpb and Sic27a2) and inflammation (//-6 and Tnfa) in PBMC samples of
control rats, rats fed cafeteria or a commercial high fat diet, and rats fed a control diet
after the intake of a cafeteria diet (post-cafeteria model). Cafeteria diet intake, which
resulted in important overweight and related complications, altered the expression of
most of the studied genes in PBMC, evidencing the development of an obesogenic
profile. The intake of a commercial high fat diet, which produced metabolic alterations
but in the absence of increased body weight, also altered PBMC gene expression,
inducing a similar regulatory pattern as that observed for the cafeteria diet. Regulation
of Cptl mRNA expression resulted of special interest. Expression of this gene
reflected metabolic alterations related to the intake of both obesogenic diets (linked or
not to increased body weight) even in an early stage, as well as metabolic recovery
after withdrawal of a cafeteria diet. In conclusion, PBMC constitute an important
source of biomarkers, which reflect increased adiposity and metabolic deregulation
associated to the intake of high fat diets. Particularly, we propose analysis of Cptla
expression as a good biomarker to detect early metabolic alterations caused by the
consumption of hyperlipidic diets, even in the absence of increased body weight, as
well as a marker of metabolic recovery associated to weight loss and metabolic
recovery.
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2.- Introduction

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) represent a fraction of white blood
cells composed by monocytes and lymphocytes. In addition to their role in immunity,
PBMC possess specific characteristics that made them an interesting biological
material to be used in the search of molecular biomarkers, including early biomarkers
of disease. PBMC can express a large proportion of the genome (Liew et al., 2006)
and can be easily and repeatedly collected in sufficient quantities to perform
transcriptomics analysis, in contrast to the more invasive sampling of liver, adipose
tissue or the other tissues (de Mello et al., 2012). They have a fast turnover and are in
continuous interaction with the entire body, so that they can reflect gene expression
profiles of certain pathologies and can be used for clinical diagnosis (Cappuzzello et
al., 2009; Goleva et al., 2012; Zeng et al., 2013). Moreover, PBMC can response to
hormonal changes reflecting metabolic response of different organs, as they possess
receptors for hormones such as insulin, glucagon or leptin (Goldstein et al., 1975;
Powers et al., 1980) (Goldstein et al., 1975; Neal et al., 1983; Tsiotra et al., 2000).

Recently, PBMC have become a key target for nutrigenomic studies. It is well
known that PBMC can reflect the metabolic effect of different diets, for example
hyperlipidic diets, on gene expression, especially on lipid and cholesterol metabolism
and on inflammatory genes (Caimari et al., 2010b; de Mello et al., 2012; Oliver et al.,
2013). These cells can also respond to specific nutrients, such as polyunsaturated fatty
acids, polyphenols or L-carnitine (Bouwens et al., 2009; Radler et al., 2011;
Rudkowska et al., 2011) and to changes in feeding conditions (fasting/re-feeding)
(Bouwens et al., 2007; Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b; Oliver et al.,
2013). PBMC are also a good biological material to perform obesity studies,
pathology which is linked to a pro-inflammatory state (Xu et al., 2003). In humans,
obesity and diabetes affect PBMC gene expression, of different cytokines, such as
resistin, tumor necrosis factor-o (7nf- o) and interleukin-6 (//-6) (Tsiotra et al., 2008;
Tsiotra et al., 2007). Additionally, we have previously described that these cells reflect
alterations related to diet-induced obesity, such as the impairment in the response to
feeding conditions, even in early stages of body weight gain (Caimari et al., 2010b;
Oliver et al., 2013), as well as metabolic recovery associated to weight loss (Reynés et
al., 2014b). In fact, we have previously presented PBMC as source of obesity
biomarkers (Caimari et al., 2010c).

Our previous studies analysing the effect of high fat diets on PBMC gene
expression have been mainly based in the study of genes involved in lipid metabolism.
The aim of this research is to study a pool of obesity biomarkers, linked to different
processes related to obesity development (lipid metabolism, obesity regulation and
inflammation), which could be altered in response to the intake high fat diets, in an
early stage. Description of early biomarkers of obesity is extremely useful in terms of
development of prevention strategies aimed to maintain a proper body weight.
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3.- Methods
3.1.- Animals, diets and experimental design

The animal protocol followed in this study was reviewed and approved by the
Bioethical Committee of the University of the Balearic Islands, following its
guidelines for the use and care of laboratory animals.

Two-month-old male Wistar rats (Charles River Laboratories Espafa, SA,
Barcelona, Spain) were distributed into groups fed for 4 months with different diets: a
control group (Control; n=6) fed with a control diet (with 10% Kecal from fat) (Ref.
D12450B, Research Diets, Brogaarden, Denmark); a high fat group (HF n=7) fed with
commercial hyperlipidic diet (with 60% Kcal from fat) (Ref. D12492, Research Diets,
Brogaarden, Denmark); a cafeteria group (CAF; n=6) fed with cafeteria diet (with
62% Kecal from fat) plus control diet (Caimari et al., 2010c; Oliver et al., 2013) and a
post-cafeteria group (PCAF; n=6) fed during 2 months with cafeteria diet plus control
diet, and then other 2 months exclusively with control diet. The gross composition of
the cafeteria diet was detailed in previous studies (Reynés et al., 2014; Ribot et al.,
2008), while detailed composition of the control and commercial high fat diets is
available in the web site of Research Diets Inc. Animals were housed in pairs at 22°C
with a period of light/dark of 12 h. Food and water were offered ad libitum and body
weight was followed twice a week.

3.2.- PBMC isolation

From the age of 2 till the age of 6 months, blood samples (1.5-2.5 ml) were
monthly collected in ad libitum conditions from the saphena vein, using heparin in
NacCl (0.9%) as anticoagulant. After blood collection, PBMC were isolated by Ficoll
gradient separation, according to the instructions indicated by manufacturer (GE
Healthcare Bio Sciences, Barcelona, Spain), with some modifications. Briefly, the
anticoagulant-treated blood was diluted with an equal volume of balanced salt
solution, which was prepared by mixing two stock solutions (1/10); solution A (5.5
mM anhydrous D-glucose, 5 mM CaCl, 2H,0, 0.98mM MgCl, 6H,0, 5.4mM KClI,
145 mM Tris) and solution B (140 mM NaCl). Afterwards, the blood was layered
carefully over Ficoll without intermixing (1.5ml of Ficoll for 2 ml of blood mixed with
balanced salt solution) in a centrifuge tub and centrifuged at 900g for 40 min at 20°C.
PBMC, together with platelets, were harvested from the interface between Ficoll and
sample layers. This material was then centrifuged in balanced salt solution at 400 g for
10 min at 20°C to wash PBMC and to remove the platelets. Monthly, blood samples
were also collected from saphena vein, stored at room temperature for 1 h, and then
centrifuged at 1000g for 10 min at 4°C to collect the serum.

3.3.- Measurement of adiposity, circulating parameters and insulin resistance
(HOMA-IR)

Fat mass was determined using an EcoMRI-700TM (Echo Medical Systems,
LLC, TX, USA). Lipid content in liver was determined using the Folch method (Folch
et al., 1957). Circulating glucose, leptin and triacylglycerols were measured in serum
samples obtained at the end of the experimental period. Glucose concentration was
measured using an Accu-Chek Glucometer (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain);
leptin concentration using a rat insulin enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
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kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and triacylglycerols using an enzymatic
colorimetric kit (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA). HOMA-IR calculated from
fasting insulin and glucose concentration using the formula of Matthews et
al. (Matthews et al., 1985) to assess insulin resistance.

3.4.- Total RNA isolation and real-time reverse transcripatase

Total RNA from PBMC samples was extracted using Tripure Reagent (Roche
Diagnostics, Barcelona, Spain), and then purified with E.Z.N.A. MicroElute RNA
Clean Up (Omega Biotek, Vermont, USA). RNA yield was quantified on a NanoDrop
ND 1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) and its
integrity was confirmed using agarose gel electrophoresis.

3.5.- Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
analysis

Real-time RT-PCR was carried out to determine mRNA expression levels of
genes related to obesity in PBMC samples. 80 ng of total RNA was denatured at 90°C
for 1 min and then reverse transcribed to cDNA using MuLV reverse transcriptase
(Applied Biosystems, Madrid, Spain) at 42°C for 60 min and a final step of 5 min at
99°C in an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler.

) ) Amplicon
Gene Forward primer (5°-37) Reverse primer (5°-3”) size (pb)
Apob48r GGGCTACATCAGGCTTTGAG TTCCTCCCCTACAACCTTCC 150
Cebpp GAGCGACGAGTACAAGATGCGG TTGTGCTGCGTCTCCAGGTTG 96
Cptla GCTCGCACATTACAAGGACAT TGGACACCACATAGAGGCAG 250
Fasn CGGCGAGTCTATGCCACTAT ACACAGGGACCGAGTAATGC 222
1l-6 ATATGTTCTCAGGGAGATCTTGGAA GTGCATCATCGCTGTTCATACA 79
Slc27a2 TTTCAGCCAGCCAGTTTTG TCTCCTCGTAAGCCATTTCC 157
Srebpl CCCACCCCCTTACACACC GCCTGCGGTCTTCATTGT 198
Tnfa CCGATTTGCCATTTCATACC TCGCTTCACAGAGCAATGAC 237
Gdi CCGCACAAGGCAAATACATC GACTCTCTGAACCGTCATCAA 159

(reference gene)

Table 1. Nucleotide sequences of primers and amplicon size used real-time RT-PCR
amplification.

Each PCR was performed from diluted (1/5) cDNA template, forward and
reverse primers (5 uM) and Power SYBER Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) in a total volume of 11ul, with the following profile: 10 min at 95°C,
followed by a total of 40 temperature cycles (15s at 95°C and 1 min at 60°C) with a
final cycle of 15s at 95°C, 1 min at 60°C and 15s at 95°C. In order to verify the purity
of the products, a melting curve was produced after each run according to the
manufacture’s instructions. The threshold cycle (Ct) was calculated by the
instrument’s software (StepOne Software v2.0, from Applied Biosystems) and the
relative expression of each mRNA was calculated as a percentage of controls rats,
using the 2**“ method (Pfaffl, 2001). Data were normalized against the reference
gene guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1 (Gdil). Gdil was chosen based on
microarray data which show its stability in control and diet-induced obese animals
(Caimari et al., 2010a). Primers for the different genes are described in Table 1. All
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primers were obtained from Sigma Genosys (Sigma Al-drich Quimica SA, Madrid,
Spain).
3.6.- Statistical analysis

All data are expressed as the mean + s.e.m. Differences between groups were
analysed using ANOVA and LSD post-hoc was used when differences were
statistically significant (p<0.05). The effect of fasting was analysed using Student’s -

test. The analyses were performed with SPSS for windows (SPSS, Chicago, IL, USA).
Threshold of significance was defined at p<0.05, and is indicated when is different.
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4.- Results and discussion

The study of molecular biomarkers in PBMC opens new ways towards
developing less invasive techniques in the prevention and detection of diseases. This
study provides evidences that PBMC reflect metabolic adaptations to increased
adiposity induced by the intake of hyperlipidic diets during development, by analysing
gene expression of selected genes, which could be used as early obesity biomarkers.

4.1.- Body weight, adiposity and circulating parameters

As we have previously described using the same set of animals (Reynés et al.,
2014), rats fed a cafeteria diet for 4 months attained a 37% overweight at the end of
the experimental period and, according to higher adiposity, presented increased serum
leptin levels, as well as decreased circulating triacylglycerols due to a reduction in
very low density lipoprotein production rate and an increase in triacylglycerol removal
from blood (Guo et al., 2009). These animals had drastic alterations related to
metabolic syndrome, including hyperglycaemia, insulin resistance (evidenced by
increased HOMA index), and increased liver lipid content (Table 2). However,
animals fed a commercial high fat diet did not have a significant increased body
weight, but had increased fat mass and metabolic alterations, although not so marked
than those observed with cafeteria diet feeding. In these animals, as happened in
cafeteria animals, we observed increased circulating leptin, lower circulating
triacylglycerol levels and increased fat deposition in liver. Animals of the post-
cafeteria group had an important decrease in body weight but, even if adiposity was
recovered, excessive body weight was not completely reverted. PCAF animals
displayed an important improvement in their metabolic parameters, normalization in
serum leptin, glucose, and triacylglycerol levels, and normalization of liver lipid
content.

Control HF CAF PCAF
Weight (g) 486 + 9° 502 + 10 668+ 23" 534+ 17"
% fat mass 225+1.2°  352+2.0% 463 +1.2% 262+ 1.7°
Leptin (ug/l) 44x26 19714 43049 5% 123+2.1°
Glucose (mg/dl) 108 £3 114+ 4 120 + 2* 113+ 6
(Tr;iga/cgj‘)’lyce“’ls 205+0.15° 156+0.19° 1.06+0.11%  3.07+021°
HOMA-IR 3.90+£0.76  4.60+1.02 7.42+1.48"  6.98+1.07"
Liverlipid content ) g 350 306,450 o] 404" 243 +82°

(mg/g tissue)

Table 2. Body weight, fat mass and serum parameters in animals submitted to different diets. HF
animals were fed a commercial high fat diet for 4 months, CAF animals were fed a cafeteria diet for 4
months and PCAF animals with a cafeteria diet for 2 months and with a control diet for 2 months more.
Results represent mean =+ SEM (n=6-7). One-way ANOVA was performed taking into account fed or
fasted animals. Data not sharing a common letter (a, b, ¢) are significantly different (p<0.05). DMS
post-hoc was used after the ANOVA analysis. A also indicates effect of different diets vs control diet
(Stundent’s ¢-test, p<0.05).
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This experimental design resulted of special interest as we can compare the
effect of two hyperlipidic diets, both causing health problems, but one of them, the
commercial high fat diet, not associated to increased body weight. Moreover, the post-
cafeteria model gives the opportunity to analyse body weight loss and its consequent
metabolic recovery.

4.2.- Regulation of mRNA expression by the intake of hyperlipidic diets in
PBMC

PBMC constitute a good source to identify biomarkers. Here, we have compared
the effect on PBMC gene expression of the two studied hyperlipidic diets, a cafeteria
diet and a commercial high-fat diet, both providing a similar fat proportion to the
animals, around 60% of calories. Specifically, we aimed to identify markers of
adiposity in PBMC in our animals, preferably early markers. To that purpose we
analysed the alterations in the expression of a set of selected (involved in lipid
metabolism, obesity and inflammation), after chronic intake of both diets, at different
times of diet exposure. Our data indicate that PBMC reflected adaptations and
deregulations related to increased adiposity induced by the intake of hyperlipidic diets
(especially cafeteria diet) during development. Additionally, PBMC reflected recovery
of altered gene expression related to weight loss and metabolic normalization.

4.2.1.- Lipid metabolism genes

Proper lipid metabolism regulation is crucial to handle with an excessive intake
of hyperlipidic diets. Coincident to what observed in key energy homeostatic tissues of
the same animals (Oliver et al., 2013; Reynés et al., 2014; Rodriguez et al., 2004), the
intake of the high fat diets studied increased expression of a key beta-oxidation gene
(Cptla) while inhibited expression of key lipogenic genes (Srebp and Fasn) in PBMC,
reflecting a physiological adaptation to increased fat intake. Cptla, codes for an
enzyme with enables the entrance of long-chain fatty acids across the inner
mitochondrial membrane for subsequent beta-oxidation. Its mRNA expression resulted
of special interest to be considered as a marker of adiposity as it was equally increased
as result of the intake of both hyperlipidic diets (commercial high fat and cafeteria) at
the age of 4 months (after 2 months of diet), and this increased expression was
maintained one month later. Unexpectedly, at the end of the experimental Cptla
expression was only observed in PBMC of the cafeteria-fed animals. Interestingly,
altered Cptla expression levels were recovered in the PCAF group.

We also analyzed the expression of two lipogenic genes, Fasn and Srebpla.
Fasn codes for fatty acid synthase, an enzyme directly involved in fatty acid synthesis,
and Srebpla codes for a transcription factor critical for the expression of numerous
genes involved in fatty acid synthesis. It is well described that expression of lipogenic
genes is decreased by high fat diet feeding, to decrease the de novo lypogenesis
promoting in this way the use the fatty acids from diet (Horton and Shimomura, 1999).
Both high fat diets studied decreased Fasn and Srebp mRNA expression, however this
decrease was not observed until the end of the experimental period (after 4 months of
dietary treatment). Moreover, the expression of these genes was not recovered after
withdrawal of the cafeteria diet.

Thus, according to our data, only Cpt/a gene expression is revealed as a
potential early marker of increased adiposity regardless of body weight, as animals fed
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a cafeteria diet were obese, and not those fed a commercial high fat diet, although both
diets produce decreased Cptla expression. Additionally, Cpt/a could also be useful as
a marker of metabolic recovery related to weight loss.
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Figure 1. Expression of genes involved in lipid metabolism (Cptla, Fasn and Srebp) in PBMC of
control, HF, CAF, and PCAF groups of Wistar rats at different ages of diet administration (from 2 to 6
months), measured by real-time RT-PCR. Results represent mean £ SEM (n=6-7) of ratios of specific
mRNA levels relative to Gdi, expressed as a percentage of the value of fed animals in the control group
that was set to 100%. One-way ANOVA was performed for each age. Data not sharing a common letter
(a, b, ¢) are significantly different (p<0.05). LSD post hoc test was used after ANOVA analysis.
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4.2.2.- Obesity-related genes

There are a wide number of genes available in literature whose altered
expression is related to obesity, and are considered as obesity markers. To perform our
study we selected three obesity-related genes which had been shown to be expressed
in PBMC.

One of the selected genes was apoprotein B48 receptor (Apob48r) whose
expression has been described to increase in monocytes after high fat feeding
increasing lipid accumulation in these cells (Lumeng et al., 2007; Varela et al., 2011)
and, thus, Apob48r is considered an obesity biomarker in PBMC (Gianturco et al.,
1998). Our results show increased Apob48r expression in response to the two-
hyperlipidic diets after two months of diet exposure (4-month-old animals), but this
increased expression disappeared thereafter. IncreaseddApob48r expression after a
high-fat meal has been shown to be time-dependent: it increases in the postprandial
state and gene expression is recovered thereafter (Varela et al., 2011). Our results
would indicate a response to the increased fat proportion of the diet after two months,
followed by an adaptation and normalization of Apob48r expression.

Other gene defined as an obesity marker is Cebpb which encodes for a
CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) B transcription factor, which is an
important regulator in controlling lipid metabolism and in the development of diet-
induced obesity (Millward et al., 2007). C/EBP B expression has been shown to be
increased in liver, adipocytes, as well as in macrophages, in response to a high fat diet
feeding, being responsible of dietary-induced inflammation in mice (Rahman et al.,
2012). According to this, our results show how 3 and 4 months of cafeteria diet
feeding increased PBMC Cebpb gene expression, while mRNA returned to basal
levels in the post-cafeteria groups. Commercial high fat diet also induced increased
Cebpb expression, but only after 4 months of diet administration.

Our group has previously presented analysis of Slc27a2 expression in PBMC as
a potential overweight biomarker associated to the intake of a cafeteria diet (Caimari
et al., 2010c). This gene codes for solute carrier family 27 (fatty acid transporter),
member 2 (FATP2), a free long-chain fatty acid transporter whose over-expression in
liver is related to hepatic steatosis (Falcon et al., 2010). As we observed in our
previous experiment (Caimari et al., 2010c), Slc27a2 expression dramatically
increased in PBMC of cafeteria-fed animals. This increased expression was present
from the first month of dietary treatment (3 month-old animals), when animals only
presented 18% increased body weight, and was maintained during the whole
experimental period (37% increased expression at the end of the experimental period).
On the contrary, surprisingly, no change in Slc27a2 mRNA levels was observed in
animals fed a commercial high fat diet. These data suggest that an increased
expression of Slc27a2 would be reflecting more an increased body weight and not the
effect of the intake of a high fat diet per se. However, as increased fat content in diet
produces metabolic alterations even in the absence of obesity, this gene would not be
so interesting as a marker of disease or metabolic alterations as for example the
previously commented Cptl, whose expression was altered (increased in response to
the intake of both hyperlipidic diets). Interestingly, Slc27a2 was not reverted in the
PCAF group, maybe due to the fact that post-cafeteria animals still maintain a
percentage of increased body weight. Further studies are required to understand the
important increase in the expression of this gene, exclusively in cafeteria-fed animals.
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Figure 2. Expression of obesity-related genes (Apob48r, Cebpb and Slc27a2) in PBMC of control, HF,
CAF, and PCAF groups of Wistar rats at different ages of diet administration (from 2 to 6 months),
measured by real-time RT-PCR.. Results represent mean = SEM (n=6-7) of ratios of specific mRNA
levels relative to Gdi, expressed as a percentage of the value of fed animals in the control group that
was set to 100%. One-way ANOVA was performed for each age. Data not sharing a common letter (a,
b, ¢) are significantly different (p<0.05 or indicated when different). LSD post hoc test was used after
ANOVA analysis.
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4.2.3.- Inflammatory genes

Obesity represents an expansion of adipose tissue mass characterized by state of
chronic inflammation (Alokail et al., 2014; Fujimoto et al., 2010; Wang et al., 2014).
Moreover, a proinflammatory state is positively correlated with obesity-related
complications as type 2 diabetes and cardiovascular disease (Kern et al., 2003; Wang
et al., 2014). Thus, gene expression analysis of inflammatory cytokines in immune
cells can be used to identify a pro-inflammatory pattern related to obesity (Fjeldborg et
al., 2014). We have analysed the expression of two well-known pro-inflammatory
markers, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNFa), which are
commonly involved in aetiology of obesity.

There is a lot of controversy on //-6 gene expression and obesity development.
Even if 7l-6 mRNA levels increase in adipose tissue in an obesogenic state (Fjeldborg
et al., 2014), different studies do not detect changes in //-6 gene expression in liver or
in blood samples of obese subjects (Alokail et al., 2014; Sachithanandan et al., 2010).
Our results in PBMC at different times of the intake of high fat diets did not show any
conclusive result. Cafeteria diet feeding produced no change in //-6 expression, and
the same happened for the commercial high fat diet, except at the end of the
experimental period in which decreased /-6 mRNA levels were observed in the HF
group.

As expected (Wang et al., 2014), Tnfo gene expression increased in PBMC of
our cafeteria-obese animals; increased expression was observed from the age of 4 till
the age of 6 months, that means, and was recovered in PCAF animals. Commercial
high fat diet had a lower impact, increased Tnfo expression was only observed in 4
month-old animals (after 2 months of diet). According to these results, Tnfa gene
expression reflects increased adiposity associated to the intake of a cafeteria diet, but
not that related to the commercial high fat diet, related to lower adiposity and
metabolic complications.
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Figure 3. Expression inflammatory genes (/I-6 and Tnfa) in PBMC of control, HF, CAF, and PCAF
groups of Wistar rats at different ages of diet administration (from 2 to 6 months), measured by real-
time RT-PCR. Results represent mean + SEM (n=6-7) of ratios of specific mRNA levels relative to Gdi,
expressed as a percentage of the value of fed animals in the control group that was set to 100%. One-
way ANOVA was performed for each age. Data not sharing a common letter (a, b, c¢) are significantly
different (p<0.05). LSD post hoc test was used after ANOVA analysis.

5.- Conclusion

PBMC are good source of biomarkers of a large amount of diseases. Our results
clearly indicate that PBMC gene expression can reflect an obesogenic profile related
to the intake of hyperlipidic diets, with alterations in genes involved in lipid
metabolism regulation, in obesity-related genes and in inflammatory genes. Long-term
cafeteria diet intake, associated to increased body weight and important metabolic
deregulations, produced a higher impact in the studied genes in comparison a
commercial high fat diet, related to increased adiposity and metabolic complications,
but not to increased body weight. Moreover, we could observe a time-dependent effect
on the studied biomarkers, some of them being altered in the beginning and others at
the end of dietary treatment, the latter being representative of cumulative adiposity or
metabolic damage. Gene expression of Cptla resulted of special interest as early
predictive biomarker of increased adiposity and metabolic damage associated to high
fat diet feeding, as well as of metabolic recovery associated to weight loss.
Identification of new molecular biomarkers in blood samples is extremely useful to
develop health preventive strategies.
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1.- Abstract

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) constitute an interesting biological
material, as they can be easily and repeatedly collected with minimum invasion and
reflect gene expression patterns, which occur in adipose tissue in response to stimulus
such as diet. Our objective was to analyse the usefulness of PBMC to study adipose
tissue browning induction in response to the intake of hyperlipidic diets. Two different
hyperlipidic diets, a cafeteria diet and a commercial high fat diet, were administered
for 4 months to male adult Wistar rats. Gene expression of key brown/brite markers
was analysed by real-time RT-PCR in PBMC samples obtained at the end of the
experimental period. We found detectable expression levels in PBMC of the brown
markers: Cidea, Ebf3, Eval, Fbxo31, Fgf2l Prdml6 and Tbx15. Detectable mRNA
expression of Cidea and Ebf3 was evident only in animals fed with the hyperlipidic
diets, while Figf21 and Prdmi6 were expressed at basal levels in control animals and
this expression increased as result of the intake of both high fat diets. No expression
was found for Pgcla or Ucpl either in control or high fat-fed animals. For brite
markers, detectable expression was found for: Hoxc9, Slc27al and Tmem26. Hoxc9
was not affected by dietary treatment. However, as happened in white adipose tissue,
both hyperlipidic diets produced increased expression of Slc27al; a tendency to higher
Tmem?26 expression in treated animals was also observed. We have shown that some
key browning markers are expressed in PBMC and follow a similar regulatory
behaviour to that observed in adipose tissue of animals fed high fat diets. The
possibility of using PBMC to perform browning studies is extremely valuable as it
opens the possibility to realize human interventions with minimum invasiveness.
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2.- Introduction

Obesity has become a global public health crisis but current therapeutic
strategies, based mainly in the control of food intake, seem to be inadequate (Hill et
al., 2012). Obesity appears as a consequence of prolonged positive imbalance between
energy intake and energy expenditure, with the excess of energy being stored as fat in
white adipose tissue (WAT) (Jéquier, 2002). On the contrary, brown adipose tissue
(BAT) has the remarkable ability to dissipate excess energy as heat in a process
known as adaptive thermogenesis, activated in response to stimulus as hyperlipidic
diets or cold (Cannon and Nedergaard, 2004). Uncoupling protein 1 (UCP1) expressed
in the inner mitochondrial membrane of brown adipocytes is the molecular responsible
of thermogenesis (Palou et al., 1998). Based on its energy dissipating role, BAT has an
interest for body weight maintenance (Whittle et al., 2011). Taking this into account,
the interest in a therapeutic strategy for body weight control based on increasing
energy expenditure has re-emerged due to the discovery of inducible BAT in adult
humans (Nedergaard et al., 2007; Saito et al., 2009).

Interestingly, brown-like adipocytes can appear in WAT depots in response to
specific stimuli such as cold exposure or beta-adrenergic stimulation, in a process
known as browning (Bonet et al., 2013; Lo and Sun, 2013). These cells have been also
called “brite” (from brown-in-white) or “beige” adipocytes (Wu et al., 2012). As
happens in brown adipocytes, brite cells store fat in multiple vacuoles in the cytoplasm
(multilocular cells). Moreover, they express low levels of UCP1 but this inducible in
response to appropriated stimulation which can turn on in these cells an energy
expenditure similar to that of classic brown adipocytes (Petrovic et al., 2010). Taking
this into account, in addition to the induction and activation of BAT thermogenesis,
the induction of remodelling from white into brown adipose tissue could be a powerful
strategy to combat obesity and related complications (Bonet et al., 2013; Sharp et al.,
2012).

The intake of high fat diets is associated to increased adiposity and to the
development of disorders related to metabolic syndrome, such as insulin resistance,
hypertriglyceridemia and hypercholesterolemia among others (Buettner et al., 2006;
Dziedzic et al., 2007). In rodents, hyperlipidic diets are known to increase
thermogenic capacity (BAT recruitment and activation) in an attempt to dissipate the
excess energy intake and maintain body weight (Brooks et al., 1980; Rothwell and
Stock, 1979). Nevertheless, the ability of high fat diets to induce WAT browning in
rodents is controversial (Bonet et al., 2013; Fromme and Klingenspor, 2011; Hojna et
al.,, 2012). In this sense, we have reported that the intake of high fat diets in rats
produces an up-regulation of brown/brite markers in brown and white adipose tissues
in an attempt to counteract increased adiposity (Garcia-Ruiz et al.).

Adipose tissue gene expression studies require invasive tissue biopsies. Thus, it
would be interesting to dispose of a different kind of biological material with a higher
applicability to humans. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) constitute an
easily and repeatedly obtainable biological material which are considered as a non-
invasive source of biomarkers of whole body status (Liew et al., 2006). These cells are
able to reflect health/disease status (Ratzer et al., 2013) and, in addition, they are able
to reflect metabolic response to stimuli such as diet (de Mello et al., 2012) and, thus,
they are of interest for energy homeostatic studies (Caimari et al., 2010a). Our
objective was to analyse, in normal Wistar rats, the effect of two different hyperlipidic
diets, a commercial high fat diet and a highly palatable cafeteria diet, on gene
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expression of brown/brite adipocyte markers in PBMC to detect if these cells could be
useful to perform BAT research.
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3.- Methods

3.1.- Ethics statement

All animals experimental procedures followed in this study were reviewed and
approved by the Bioethical Committee of the University of the Balearic Islands, and
guidelines for the use and care of laboratory animals of the University were followed.

3.2.- Animals

We analysed browning capacity in male Wistar rats (Charles River Laboratories
Espana, SA, Barcelona, Spain) from a previous study (Reynés et al., 2014). For the
experimental design, 2-month-old animals were divided into four groups: a control (C;
n=6), a high fat (HF; n=7), a cafeteria (CAF; n=6) and a post-cafeteria (PCAF; n=6)
group, fed with different diets for 4 months. Control animals were fed a normolipidic
diet (D12450B, Research Diets) containing 70% of energy (Kcal) from carbohydrates,
10% from fats and 20% from proteins. HF animals were fed a high-fat diet (D12492,
Research Diets) containing 20% of energy from carbohydrates, 60% from fats (40%
saturated and 60% unsaturated fat) and 20% from proteins. CAF animals were fed a
cafeteria diet, which is a fat-rich hypercaloric diet containing the following foodstuffs:
cookies with liver pate and sobrassada (a typical Majorcan sausage), candies, fresh
bacon, biscuits, chocolate, salted peanuts, cheese, milk containing 20% (w/v) sucrose
and ensaimada (a typical Majorcan pastry). Cafeteria diet feeding is a well-established
strategy to study obesity; it is a highly palatable hyperlipidic diet that mimics Western
diet inducing voluntary hyperphagia and a rapid weight gain in rodents (Sampey et al.,
2011). PCAF animal were fed a cafeteria diet for two months and then with a
normolipidic diet for other two months. Animals were caged in groups of two.

Animals were sacrificed by decapitation and different white adipose tissue
(WAT) depots, both visceral (retroperitoneal, mesenteric and epididymal) and
subcutaneous (inguinal), as well as the interscapular brown adipose tissue (BAT) were
rapidly removed, weighed and stored at -70 °C until analysis. Other key tissues in
energy homeostasis control were collected as well. Truncal blood was collected from
the neck, stored at room temperature for 1 h and centrifuged at 1000 g for 10 min at
4°C to collect serum. One week prior to sacrifice animals were submitted to nocturnal
14-h fasting to collect serum in fasted conditions to analyse the HOMA-IR score.

Data of body weight, adiposity and serum parameters, as well as mRNA
expression of key energy homeostatic tissues of the same cohort of animals used in
this study have been previously reported (Reynés et al., 2014). Table 1 shows the most
relevant parameters. In brief, intake both hyperlipidic diets (specially the cafeteria
diet) produced increased adiposity, although this was only related to a higher body
weight in the cafeteria group, which presented a 37% overweight in comparison to
control animals. Increased adiposity in both groups was due to an increase in the size
of all the white adipose depots; however, an increased the size of BAT was only
evident in the CAF group (data not shown). Concerning the PCAF group, adiposity
index decreased to levels of the control animals, although body weight was not
completely reverted (10% overweight). According to higher adiposity, circulating
leptin levels were increased in the HF and CAF groups, while were recovered in the
PCAF group indicating decreased adiposity. Cafeteria diet intake was related to
insulin resistance, as evidenced by higher serum glucose levels and HOMA index.
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Control HF CAF PCAF
Body weight (g) 486 + 9° 502+ 10 668 + 23" 534 £ 17%
Adiposity index (%)  8.96+0.95°  152+0.5”  18.5+2.0° 11.8 £ 1.0°
Glucose (mg/dL) 108+3 11444 120+2" 11346
Insulin (pg/L) 2.44+0.44 1.86+0.21 2.83+0.36 2.29+0.33
HOMA-IR 3.90+0.76 4.60+1.02 7.42+1.48" 6.98+1.07"
Leptin (ug/L) 14.4+2.6° 19.7+1.4° 43.242.5" 12.342.1°

Table 1. Body weight, adiposity and circulating parameters. Data obtained in male Wistar rats fed
during 4 months with a control, a commercial high fat (HF) or a cafeteria (CAF) diet, or with a control
diet for 2 months after 2 months of cafeteria feeding (PCAF). The adiposity index was computed as the
sum of epididymal, inguinal, mesenteric and retroperitoneal white adipose tissue depots weights and
expressed as a percentage of total body weight. Glucose was measured using a glucometer. Insulin and
leptin levels were measured by ELISA kits (from Mercodia AB and R&D Systems, respectively).
HOMA-IR was computed using the formula of Matthews et al. Results represent mean £ SEM (n=6-7).
Values not sharing a common letter (a, b, ¢) are significantly different (one-way ANOVA, p<0.05); * vs
control group (Student’s 7 test, p<0.05).

3.3.- PBMC isolation

Prior to the sacrifice of the animals, blood samples (1.5-2.5 mL) were collected
from the saphena vein using heparin in NaCl (0.9%) as anticoagulant. Immediately
after blood collection, PBMC were isolated by Ficoll gradient separation according to
the instructions indicated by the manufacturer (GE Healthcare Bio Sciences,
Barcelona, Spain), with some modifications (Caimari et al., 2010c).

3.4.- Total RNA isolation

Total RNA from PBMC samples was extracted using TriPure reagent. Isolated
RNA was quantified using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NadroDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) and its integrity confirmed using 1% agarose
gel electrophoresis.

3.5.- Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (real-time RT-
PCR) analysis

Gene expression of brown/brite adipocyte markers of interest was determined by
real-time RT-PCR in PBMC. 80 ng for PBMC (in a final volume of 5 pL) were
transcribed to cDNA and PCR was performed from 1/5 diluted cDNA template as
previously described (Oliver et al., 2013). The relative expression of each mRNA was
calculated as a percentage of control rats, using Pfaffl’s method (Pfaffl, 2001). Data
were normalized against the reference gene guanosine diphosphate dissociation
inhibitor 1 (Gdil). Gdil was chosen based on microarray data which show its stability
in control and diet-induced obese animals (Caimari et al., 2010b). Primers for different
genes are described in table 2. Gene expression of the same markers analysed in
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PBMC were previously determined in BAT and in retroperitoneal WAT (Garcia-Ruiz
et al.).

Gene Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3”) Asgsl(lgg;l
Cidea TCAGACCCTAAGAGACAACACA  CATTGAGACAGCCGAGGA 164
Cdi37 AAGCAACCATTTAAGAAGGCGG GGATGGCACATTACAGCTCG 115
Ebf3 ATGACCAAACAGGCCATCGT GGGTCTGAGGGTGTTTCGTT 140
Eval GGTCGTGAGCAGTTTGTATTC CAGGTGTATGTCCCGTTGTC 158
Fbxo31 AGATCACCACAGGATGTCCG GTAGGTCAGGCAGTTGTCGT 160
Fef21 ACAGATGACGACCAGGACAC AGGCTTTGACACCCAGGATT 145
Hoxc9 CGGCAGCAAGCACAAAGA AGAAACTCCTTCTCCAGTTCCA 138
Pgcla CATTTGATGCACTGACAGATGGA CCGTCAGGCATGGAGGAA 70
Prdml6 ACGACCACCTCTGCTACCTC GGGCTCCTATTTTTGACCTTCT 216
Slc27al CAGGAGTGGAGGGGAAAG CAGAAGACGCAGGAAGATGG 131
Thxl ACCCTCGAAAAGACAGCGAG TGCGTGATCCGGTGATTCTG 109
Thx15 GGATGAGACAGGTGGTCAGTT CACAGGCACAGGTTTGGT 164
Tmem26 GCTGTTCCTGTTGCATTCCC GGAGAAAGCCATTTGTAGCCTC 159
Uepl GGGCTGATTCCTTTTGGTCT GGTGGTGATGGTCCCTAAGA 229
Gdi CCGCACAAGGCAAATACATC GACTCTCTGAACCGTCATCAA 159

(reference gene)

Table 2. Nucleotide sequences of primers and amplicon size used for real-time RT-PCR amplification.
For brown markers: Cidea: cell death-inducing DNA fragmentation factor-a-like effector A; Cd137:
also known as Tnfrsf9, tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9; Ebf3: early B cell factor-
3; Eval: epithelial V-like antigen 1; Fbxo31: F-box protein 31; Fgf21: fibroblast growth factor 21;
Hoxc9: homeo box C9; Pgcla: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;
Prdm16: PR domain containing protein-16; Slc27al: solute carrier family 27 (FATP1 fatty acid
transporter), member 1; Tbx1: transcription factor T-box 1; Tbx15: transcription factor T-box 15 and
Tmem?26: transmembrane protein 26; Ucpl: uncoupling protein 1 and Gdil: guanosine diphosphate
dissociation inhibitor 1.

3.6.- Immunohistochemistry analysis of CIDE-A and UCP1 in BAT and WAT

Retroperitoneal WAT samples were fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4, overnight at 4°C,
washed in phosphate buffer, dehydrated in a graded series of ethanol, cleared in xylene
and embedded in paraffin blocks for light microscopy. Five-micrometers sections of
retroperitoneal WAT of the different experimental groups were immunostained by
means of the avidin-biotin technique (Hsu et al., 1981). Briefly, serial sections were
incubated with normal goat serum 2% in PBS pH 7.3 to block unspecific sites and
then overnight at 4°C with primary rabbit polyclonal UCP1 antibody (GeneTex
International Corporation, CA, USA) diluted 1:300 in PBS and with CIDE-A primary
rabbit polyclonal antibody (Sigma, St. Lois, MO, USA) diluted 1:150 in PBS. Sections
were then incubated with the corresponding biotinylated anti-rabbit IgG secondary
antibody (Vector Laboratories, Burlingame, CA), diluted 1:200, and finally with ABC
complex (Vectastain ABC kit, Vector, CA, USA). Peroxidase activity was revealed
with Sigma Fast 3,3'-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as
substrate. Finally, sections were counterstained with hematoxilin and mounted in
Eukitt (Kindler, Germany). Images were acquired with a Zeiss Axioskop 2 microscope
equipped with AxioCam ICc3 digital camera and AxioVision 40V 4.6.3.0 Software
(Carl Zeiss, S.A., Barcelona, Spain). Immunohistochemistry analysis of UCP1 and
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CIDE-A was performed in those groups in which multilocular adipocytes were
observed.

3.7.- Statistical analysis

All data are expressed as the mean = SEM. Differences between groups were
analysed using Student’s ¢ test or one-way ANOVA and least significant difference
(LSD) post-hoc comparisons. The test used for each comparison is specified in the
footnotes of the tables and figures. Analyses were performed with SPSS* for windows
(SPSS, Chicago, IL, USA). Threshold of significance was defined at p<0.05 and is
indicated when different.
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4.- Results and discussion

Apart from its thermoregulatory role, BAT thermogenesis induction could be
important for body weight control in animals fed hypercaloric diets (Boss and Farmer,
2012). In fact, it is well known that high fat diets increase UCP1 mRNA and protein
expression in BAT of rodents (Fromme and Klingenspor, 2011). We have also
described that the intake of hyperlipidic diets produce an up-regulation of brown/brite
markers in BAT and WAT, which is dependent on the type of WAT depot (Garcia-
Ruiz et al.). In an innovative manner, here we have performed a molecular
characterization of the capacity of two different high fat diets (commercial HF and
cafeteria diet) to induce the expression of brown/brite adipocytes markers in PBMC.
To our knowledge, this is the first study analysing the potential of PBMC to reflect the
browning induced by diet.

4.1.- Brown/brite adipocyte markers in brown and white adipose tissue

We have previously described the effect of the administration of hyperlipidic
diets on mRNA expression of brown/brite adipocyte markers in BAT and
retroperitoneal WAT (rWAT) of adult Wistar rats (Garcia-Ruiz et al.). Briefly, in
BAT, administration of a commercial high fat or a cafeteria diet produced increased
Cidea and Ucpl mRNA expression. We also observed increased expression of other
brown adipocyte markers, as Ebf3 and Thx15, but only in the CAF group. However,
mRNA levels of Prdml6, Eval, Fbxo31 and Fgf21, genes whose expression is
enriched in BAT or have been associated to brown adipocyte differentiation, were not
affected by the intake of the studied diets. Moreover, dietary treatment also affected
gene expression of brown adipocyte markers in WAT. Particularly, in tWAT, both
high fat diets induced increased Fgf2/ and Thxl5 mRNA expression, while the
expression of Cidea, which is highly expressed in BAT of rodents (Barneda et al.,
2013), increased only in response to the intake of the cafeteria diet. In general, gene
expression of studied genes was similar in the PCAF group to that of the control group
with the exception of 7hx15, which codes for a transcription factor that seems to be
essential for the enhancement of the brown phenotype in brown and brite adipocytes
(Gburcik et al., 2012). The intake of high fat diets also affected the expression of
genes considered as brite selective markers or which are enriched in WAT in response
to stimulus that induce browning. Both hyperlipidic diets increased the expression of
Slc27al and Tmem26 in tWAT. In BAT, Hoxc9 and Slc27al gene expression was
detected, and Sic27al was down regulated as result of the nutritional intervention
(Figure 1). Thus, the intake of high fat diets produced an up-regulation of brown/brite
markers in BAT and WAT. Intake of the cafeteria diet (associated to higher body
weight gain) was related to a higher regulatory effect than the commercial HF diet.
Moreover, the reversion of the cafeteria to a control diet restored most of the changes
observed at molecular level.

139



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

C
BAT E HF
Brown adipocyte markers Brite adipocyte markers ] CAF

PCAF

250+

<

B P

M M

E g

Brown adipocyte markers
400+
3504
300+
& 2504
< J
Z 200

% 150
100+
50+

”*;\ N \b *\5

& K
& Q‘O* QO &(“ ‘Q‘o

Figure 1. Gene expression of brown and brite markers in adipose tissue. mRNA levels of brite markers
in: BAT and retroperitoneal WAT (rWAT), in the same animals and conditions described in Table 1.
mRNA expression levels in the different tissues were measured by real-time RT-PCR. Results represent
mean + SEM (n=6-7) of ratios of specific mRNA levels referred to Gdil (used as reference gene). Data
of the control group was set to 100% and the rest of the values are referred to this. Bars not sharing a
common letter (a, b, ¢) are significantly different (one-way ANOVA, p<0.05 and LSD post-hoc test). *
vs control group (Student’s 7 test, p<0.05).

4.2.- CIDE-A and UCP1 immunohistochemistry in white adipose tissue

Gene expression changes observed at molecular level in rtWAT suggested that
brown adipocytes could have emerged in response to a chronic high fat diet feeding.
To confirm browning induction we made morphological/immunohistochemical
analysis of retroperitoneal WAT. Results evidence the presence of some multilocular
UCP1 and CIDE-A positive cells dispersed among large unilocular white adipocytes
in the FIWAT of some cafeteria-fed and commercial HF-fed animals but not in control
or PCAF animals (Figure 2). These results confirm the increased browning potential
observed at gene expression level.
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Figure 2. UCP1 and CIDE-A immunostaining in rWAT in the same animals and conditions described in
Table 1. A co-location for both proteins is evidenced by serial sections immunostaining. We can
observe the appearance of multilocular adipocytes positive for UCP1 and CIDE-A in the HF and CAF
groups, while no multilocularity of staining for the studied proteins was evident in the control or PCAF
groups.

4.3.- Brown/brite adipocyte markers in PBMC

Our main objective was to analyse if PBMC could be reflecting gene expression
changes related to browning capacity observed in adipose tissue in response to the
intake of high fat diets. To that purpose we analysed the same markers as those studied
in WAT and BAT. We found detectable expression levels in PBMC (in at least 3 out
of 6 animals) of the brown markers: Cidea, Ebf3, Eval, Fbxo31, Fgf21, Prdml6 and
Thx15 (Figure 3); no expression was found for Pgcla or Ucpl. Gene expression of
Cidea, Ebf3 and Eval was detected only in PBMC of the animals fed high fat diets
(not in controls) while Figf2/ and Prdmli6 gene expression increased as result of the
intake of the high fat diets, although statistical significance was not reached due to
high interindividual variation (Figure 3). Specially, cafeteria diet feeding induced an
increase in mRNA levels of Prdmi6, which codes for a transcriptional coactivator that
plays a pivotal role in brown fat cell differentiation with the ability to up-regulate
Ucpl, Cidea and Pgcla gene expression. For brite markers, detectable expression was
found for: Hoxc9, Slc27al and Tmem?26, but not for Cd137 or ThxI. Hoxc9 was not
affected by dietary treatment. However, as happened in white adipose tissue, both
hyperlipidic diets increased expression of Slc27al; a tendency to higher Tmem26
expression in treated animals was also observed. Sic27al expression in PBMC is
especially interesting to be considered as browning marker; it is expressed in
considerable levels (Ct= 27.5+0.2) and reflects the same regulatory pattern (induction)
observed in rWAT in response to the intake of the high fat diets.
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Figure 3. Gene expression of brown and brite markers in PBMC. mRNA levels of brown and brite
markers in PBMC analysed in the same animals and conditions described in Table 1. mRNA expression
levels were measured by real-time RT-PCR. Results represent mean = SEM (= at least 3 out of 6
animals) of ratios of specific mRNA levels referred to Gdil (used as reference gene). Data of the
cafeteria group was set to 100% and the rest of the values are referred to this. N.d = not detected (Ct
values over 35). Bars not sharing a common letter (a, b, c) are significantly different (one-way
ANOVA, p<0.05 and LSD post-hoc test). * vs control group (Student’s ¢ test, p<0.05).
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5.- Conclusion

In this study, we have evaluated the usefulness of a subset of easily obtainable
blood cells, PBMC, to study BAT activation and WAT browning. We have previously
demonstrated that PBMC can reflect nutritional mRNA expression changes of genes
involved in lipid metabolism, which occur in adipose tissue (Caimari et al., 2010a;
Oliver et al.,, 2013). Interestingly, in this study we have shown that some key
BAT/brite markers are expressed in PBMC and follow the same regulatory behaviour
to that observed in adipose tissue of animals fed hyperlipidic diets. These data provide
only preliminary evidences and studies analysing the effect on PBMC gene expression
in response to more drastic stimuli, such as cold exposure, should be performed to
explore the potential use of PBMC to study BAT activation and white to brown
adipose tissue remodelling. The possibility of using PBMC to perform browning
studies is extremely valuable as it opens the possibility to realize human studies with
minimum invasion. However, more studies are needed to understand the relevance on
energy expenditure of changes observed mainly at molecular level in the expression of
key browning markers and to establish the usefulness of PBMC as a tool to perform
studies related to BAT activation and WAT browning.
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1.- Abstract

Due to the discovery of brown adipose tissue (BAT) in humans, there is
increased interest in the study of the induction of this thermogenic tissue as a therapy
to combat obesity and related complications. Cold exposure is one of the strongest
stimuli able to activate BAT and to induce the appearance of brown-like adipocytes,
brite adipocytes, in white fat depots (browning). We have analysed the potential of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to reflect BAT and retroperitoneal white
adipose tissue (rWAT) response to one-week cold acclimation (4°C) at different ages
of rat development (1, 2, 4 and 6 months). As expected, cold exposure increased
lipolytic capacity in BAT and rtWAT, which was reflected in PBMC (increased Cptla
expression), and related to an increase in circulating NEFA and decreased adiposity.
Cold exposure increased the expression of the key thermogenic gene, Ucpl, both in
BAT and rWAT, only in one-month-old animals. Additionally, in BAT, other
brown/brite markers were affected by cold exposure during the whole developmental
period studied. However, in tWAT, cold exposure increased the studied markers
mainly at early age. PBMC did not express Ucpl, but expressed other brown/brite
markers, which resulted regulated by cold exposure. Of particular interest, PBMC
reflected browning induction occurring in tWAT of young animals (one month)
characterised by increased Cidea expression and by the appearance of a high number
of multilocular CIDE-A positive adipocytes. These results provide evidences pointing
out to PBMC as an easily obtainable biological material to be considered to perform
browning studies with minimum invasiveness.
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2.- Introduction

PBMC constitute an easily obtainable fraction of blood cells consisting basically
in lymphocytes and monocytes. These cells travel around the body and can respond to
internal or external signals expressing a wide number of genes, including tissue-
specific transcripts, reflecting whole metabolic status (Liew et al., 2006). PBMC are
increasingly being used for clinical diagnostic purposes as they can reflect gene
expression patterns of different pathologies (Baine et al., 2011; Chang et al., 2013;
Todorova et al., 2012). Moreover, PBMC have been shown useful for nutritional
studies as they can reflect the effects of specific diets and feeding conditions
(fasting/re-feeding) on gene expression, which occur in key energy homeostatic
tissues, as adipose tissue (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010b, d; de Mello et
al., 2012; Gray et al., 2012; Oliver et al., 2013; Satoh-Asahara et al., 2012; Sanchez et
al., 2012; Zhao et al., 2012). In addition, PBMC have been proposed as a potential
source of obesity biomarkers (Konieczna et al., 2014; Oliver et al., 2013).

Mammals are provided with two different types of adipose tissue: white (WAT)
and brown (BAT) (Cinti, 2005). WAT is mainly composed by white adipocytes, which
store as fat the excess of energy in a large lipid droplet (unilocular adipocytes). On the
contrary, BAT is made up of multilocular adipocytes, which are specialized in burning
fat to produce heat in a process known as facultative thermogenesis in response to
stimulus as cold exposure or the intake of hypercaloric diets in a process mediated by
beta-adrenergic receptors (Cinti, 2005; Ishibashi and Seale, 2010; Palou et al., 1998).
BAT thermogenic activity is due to the presence of the mitochondrial uncoupling
protein 1 (UCP1), and represents an important part of energy expenditure, critical in
overall energy balance (Cannon and Nedergaard, 2004; Feldmann et al., 2009; Palou
et al., 1998). The main thermogenic stimulus is cold exposure: stimulation of the
sympathetic nervous system by cold or administration of beta-adrenergic agonists
induce fatty acid oxidation in adipose tissue and thermogenesis in BAT by increasing
BAT size, mitochondriogenesis, as well as UCP1 expression or protein activity to
maintain body temperature (Cannon and Nedergaard, 2004; Cinti et al., 2002; Fuster et
al., 2009; Palou et al., 1998; Rodriguez and Palou, 2004; Saito, 2013). Moreover, cold
exposure and beta-adrenergic stimulation induce a process known as browning, which
consists in the appearance of brown-like adipocytes in typical WAT depots (Barbatelli
et al., 2010; Cinti, 2005; Cousin et al., 1992; Distel et al., 2012; Frontini et al., 2013;
Fuster et al., 2009; Lee et al., 2012; Xue et al., 2005). These adipocytes have been
named brite (from brown-in-white) or beige adipocytes, display a peculiar gene
expression pattern and share some characteristics with classical brown adipocytes, as
expression of UCP1 mRNA (Barbatelli et al., 2010; Bonet et al., 2013; Lasar et al.,
2013; Seale et al., 2011; Sharp et al., 2012; Waldén et al., 2012; Wu et al., 2012; Wu
et al., 2013). In rodents it is known that BAT and browning induction can increase
energy expenditure and help to maintain body weight (Bonet et al., 2013; Kopecky et
al.,, 1996; Xue et al., 2005). Interest in BAT has remerged since the discovery of
important amounts of inducible tissue in adult humans (Nedergaard et al., 2007). As
occurs in rodents, cold exposure activates human BAT depots and this could be
important in the control of body temperature and adiposity (Saito et al., 2009).
Interestingly, based on gene expression signatures, it has been reported that BAT
depots in human are composed by brite cells (Wu et al., 2012) so that BAT activation
could be in reality representing browning induction. Thus, increased thermogenesis
(BAT and browning induction) appears as an interesting strategy for obesity treatment
in rodents and also in humans.
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BAT studies in humans require invasive techniques as biopsies of adipose tissue or the
use of techniques as positron emission tomography, which implies the use of
radioactive isotopes. Thus, it would be of interest to disposes of a readily available
source of biomarkers useful to perform BAT studies. We have previously reported, in
rodents, that PBMC are able to express different brown/brite adipocyte markers and
can reflect the induction of some browning markers in adipose tissue in response to
the intake of hyperlipidic diets (Garcia-Ruiz et al.). Here we aim to establish the
usefulness of PBMC as a tool to perform studies related to BAT activation and WAT
browning by analysing the expression of key brown/brite adipocyte markers in
response the main thermogenic stimulus, to cold acclimation (one week at 4°C), at
different ages of rat development (from one to 6 months), as BAT thermogenic
activity is known to be highly affected by age (Cannon and Nedergaard, 2004;
Lecoultre and Ravussin, 2011; McDonald and Horwitz, 1999; Yamashita et al., 1994).
The possibility of using PBMC for BAT studies would be very valuable mainly
thinking in future application to human studies.
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3.- Materials and methods
3.1.- Animals and experimental design

All animal experimental procedures were reviewed and approved by the
Bioethical Committee of our university, and guidelines for the use and care of
laboratory animals of the university were followed.

Female Wistar Rats (Charles River Laboratories Espafia, SA, Barcelona, Spain)
of different ages (1, 2, 4 and 6 months) were used. Rats of different ages were
distributed into two groups (n=5-6): a control group, acclimatized to room temperature
(224£2°C), which is considered the equivalent temperature to mimic human physiology
(Speakman and Keijer, 2012), and a cold group, acclimatized to 4°C for 1 week.
Animals were housed individually with a 12:12 h light/dark cycle and had free access
to standard chow diet (Panlab, Barcelona, Spain), and were weighed before and after
cold exposure.

After the experimental period, the animals were sacrificed by decapitation and
different WAT depots (inguinal, retroperitoneal, epididymal and mesenteric), as well
as the interscapular BAT were rapidly removed and weighed to determine the
adiposity index, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until RNA analysis
(analysis were performed in BAT and retroperitoneal WAT). Blood sample from neck
(approximately 500 pl) was stored at room temperature for 1 h and was centrifuged at
1000 g for 10 min at 4°C to collect serum.

3.2.- Isolation of peripheral blood mononuclear cells

Trunk blood samples of control and cold exposed rats (since 1 to 6 month age)
were used to isolate PBMC, with EDTA 0.5 M as anticoagulant. After blood
collection, PBMC were isolated by OptiPrep gradient separation, according to the
instructions indicated by manufacturer (Sigma-Aldrich Quimica, SL, Madrid, Spain),
with some modifications. Briefly, anticoagulant-treated blood was filled up to 6 ml
with solution C (146 mM NaCl and 1 mM HEPES). Afterwards, blood was layered
carefully to form a density barrier, by mixing 2.7 ml of OptiPrep with 9.3 ml of
OptiPrep diluent (Solution C diluted 1/1.2 in water), without intermixing (3 ml of
density barrier for 2 ml of blood mixed with solution C) in a centrifuge tub. Then, the
tub was centrifuged at 700 g for 20 min at 20 °C in a swinging-bucket rotor with
acceleration and deceleration adjusted at zero. PBMC, together with platelets, were
harvested from the interface between plasma layer and OptiPrep. This material was
then centrifuged in solution C at 400 g for 10 min at 20°C to wash PBMC and to
remove the platelets.

3.3.- Adiposity index

Adiposity was determined by an adiposity index computed for each rat as the
sum of the mass of all the white adipose tissue depots (inguinal, retroperitoneal,
epididymal and mesenteric) expressed as a percentage of total body weight.
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3.4.- Measurement of circulating glucose and non-esterified free fatty acid

Blood glucose concentration was measured using an Accu-Chek Glucometer
(Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) in blood obtained from the neck at the moment
of sacrifice. Non-esterified free fatty acids (NEFA) levels were measured in serum
using an enzymatic colorimetric NEFA-HR?2 kit (from WAKO, Neuss, Germany).

3.5.- Total RNA isolation

Total RNA from PBMC samples was extracted using Tripure Reagent (Roche
Diagnostics Barcelona, Spain) and then were purified with a Quiagen RNeasy Mini
Kit spin columns (Izasa, Barcelona, Spain). Total RNA from retroperitoneal white
adipose tissue and from brown adipose tissue was extracted using TriPure reagent
(Roche Diagnostics Barcelona, Spain) and was then purified using E.Z.N.A. Total
RNA Kit I (Omega Bio-Tek, Vermont, USA); isolated RNA from adipose tissues was
purified by precipitation with 3 M sodium acetate and absolute ethanol. RNA yield
was quantified on a NanoDrop ND 1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) and its integrity was confirmed using agarose gel
electrophoresis.

3.6.- Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
analysis

Expression of genes of interest (browning markers and lipid metabolism genes)
was determined by real-time RT-PCR in PBMC, in the retroperitoneal WAT (rWAT)
selected as representative white adipose depot and in interscapular BAT. Fifty ng of
total RNA from PBMC was reverse transcribed to cDNA using iScript cDNA
synthesis kit (BIO-RAD, Madrid, Spain) at 25°C for 5 min, 42°C for 30 min and 85°C
for 5 min in an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Mardrid, Spain). Otherwise, 250 ng of total RNA from adipose tissues was denatured
at 60°C for 10 min and then reverse transcribed to cDNA using MuLV reverse
transcriptase (Applied Biosystems) at 20°C for 15 min, 42°C for 30 min and a final
step of 5 min at 95°C (according to Applied Biosystem’s procedure) in an Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler. Each PCR was performed from diluted (1/5 for
PBMC and 1/10 for adipose tissues) cDNA template, forward and reverse primers (5
uM), and Power SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) in a total
volume of 11ul, with the following profile: 10 min at 95°C, followed by a total of 40
temperature cycles (15s at 95°C and 1 min at 60°C) with a final cycle of 15s at 95°C, 1
min at 60°C and 15s at 95°C. In order to verify the purity of the products, a melting
curve was produced after each run according to the manufacture’s instructions. The
threshold cycle (Ct) was calculated using the instrument’s software (StepOne Software
v2.0, from Applied Biosystems) and the relative expression of each mRNA was
calculated as a percentage of controls rats, using the Ptaffl’s method (Pfaffl, 2001).
Lrpl0 was chosen as housekeeping gene because it has been demonstrated as a
suitable reference gene for studies using adipose tissue and cold exposure (Caimari et
al., 2012; Gabrielsson et al., 2005). Primers for the different genes are described in
Table 1 and were obtained from Sigma Genosys (Sigma Al-drich Quimica SA,
Madrid, Spain).
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Gene Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3") ?Esl(lgg)n
Adrb3 CCTTCAACCCGCTCATCTAC TGGGAAATGGACGCTCAC 189
Cidea TCAGACCCTAAGAGACAACACA CATTGAGACAGCCGAGGA 164
Cptla GCTCGCACATTACAAGGACAT TGGACACCACATAGAGGCAG 250
Fasn CGGCGAGTCTATGCCACTAT ACACAGGGACCGAGTAAT 222
Fgf21 ACAGATGACGACCAGGACAC AGGCTTTGACACCCAGGATT 145
Hoxc9 CGGCAGCAAGCACAAAGA AGAAACTCCTTCTCCAGTTCCA 138
Pgcla CATTTGATGCACTGACAGATGGA  CCGTCAGGCATGGAGGAA 70
Prdml6 ACGACCACCTCTGCTACCTC GGGCTCCTATTTTTGACCTTCT 216
Slc27al CAGGAGTGGAGGGGAAAG CAGAAGACGCAGGAAGATGG 131
Tmem26 GCTGTTCCTGTTGCATTCCC GGAGAAAGCCATTTGTAGCCTC 159
Uepl GGGCTGATTCCTTTTGGTCT GGTGGTGATGGTCCCTAAGA 229
Lrpl0 TCCCCTTTCTTCTCCTCCTC TTACCGTCTGTTCCTTGCTG 198
(reference gene)

Table 1. Nucleotide sequences of primers and amplicon size used for real-time RT-PCR amplification.
Adrb3: beta-3 adrenergic receptor; Cidea: cell death-inducing DNA fragmentation factor-a-like effector
A; Cptla: carnitine palmitoyl transferase la; Fasn: fatty acid synthase; Fgf21: fibroblast growth factor
21; Hoxc9: homeo box C9; Pgcla: peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1
alpha; Prdmli6: PR domain containing protein-16; Sic27al: solute carrier family 27 (FATP1 fatty acid
transporter), member 1; Tmem?26: transmembrane protein 26; Ucpl: uncoupling protein 1; and Lrpl0:
low-density lipoprotein receptor-related protein 10.

3.7.- Immunohistochemistry analysis of CIDE-A and UCP1 in retroperitoneal
white adipose tissue

Retroperitoneal WAT samples were fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4, overnight at 4°C,
washed in phosphate buffer, dehydrated in a graded series of ethanol, cleared in xylene
and embedded in paraffin blocks. Five-micrometers serial sections of adipose tissue of
the different experimental groups were immunostained by means of the avidin-biotin
technique (Hsu et al., 1981). Briefly, serial sections were incubated with normal goat
serum 2% in PBS pH 7.3 to block unspecific sites and then overnight at 4°C with
primary rabbit polyclonal UCP1 antibody (GeneTex International Corporation, CA,
USA) diluted 1:200 in PBS and with CIDE-A primary rabbit polyclonal antibody
(Sigma, St. Lois, MO, USA) diluted 1:150 in PBS. Sections were then incubated with
the corresponding biotinylated anti-rabbit IgG secondary antibody (Vector
Laboratories, Burlingame, CA), diluted 1:200, and finally with ABC complex
(Vectastain ABC kit, Vector, CA, USA). Peroxidase activity was revealed with Sigma
Fast 3,3’-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as substrate.
Finally, sections were counterstained with hematoxilin and mounted in Eukitt
(Kindler, Germany). Images were acquired with a Zeiss Axioskop 2 microscope
equipped with AxioCam ICc3 digital camera and AxioVision 40V 4.6.3.0 Software
(Carl Zeiss, S.A., Barcelona, Spain).

3.8.- Statistical analysis

All data are expressed as the mean + SEM. Differences between ages were
analysed using ANOVA and least significant difference (LSD) post-hoc comparisons.
The effect of cold exposure was analysed using Student’s z-test. The analyses were
performed with SPSS for windows (SPSS, Chicago, IL, USA). Threshold of
significance was defined at p<0.05, and is indicated when different.

153



Barbara Reynés Miralles. Tesis doctoral

4.- Results
4.1.- Body weight, adiposity and circulating glucose and NEFA

As seen in Table 2, exposure to 4°C during one week produced decreased
adiposity in animals of the different ages studied (1, 2, 4 and 6 months) in comparison
to controls; the lower adiposity index was due to a generalized decrease in the size of
the different WAT depots (inguinal, retroperitoneal, epididymal and mesenteric).
Decreased adiposity was translated into a significant lower body weight only in one-
and 4-month-old animals. On the other hand, cold exposure produced an important
increase in the size of BAT (around 77% increase), which was evident in animals until
4 months of age. NEFA circulating levels were increased in cold-exposed animals
from the age of 2 months. However, circulating levels of glucose, were not affected
with cold exposure in any age (data not shown).

4.2.- Effect of cold exposure on expression of genes involved in fatty acid
mobilization in BAT, retroperitoneal WAT and PBMC

As a general trend, both in BAT and in rWAT, cold exposure induced an
increase in the expression of Cptl/a, a gene involved in fatty acid oxidation and a
decrease in the expression of the key fatty acid synthesis gene Fasn; moreover, mRNA
levels of Adrb3 gene coding for the beta-3 adrenergic receptor was decreased in
adipose tissue of cold-exposed animals, an effect which was evident mainly in BAT
(Figure 1) suggesting a retroregulation due to chronic cold stimulation as occurs with a
choric treatment with noradrenaline (Roca et al., 1999). An influence of age on gene
expression was observed for Cptl: in tWAT, increased Cptl expression was only
observed in older rats, of 4 and 6 months, while in BAT, Cptl expression increased at
the different ages except in the oldest rats of 6 months. In PBMC, we also observed an
increase on Cptla mRNA levels, precisely at the age of 4 and 6 months, as in rWAT,
while no effect was observed for Fasn expression in PBMC of cold-exposed animals
(Figure 1); Adrb3 expression was not detectable in PBMC.
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4.3.- Effect of cold exposure on the expression of browning markers in BAT and
retroperitoneal WAT

Cold exposure affected gene expression of selected brown/brite markers in a
depot-specific manner in BAT and rWAT at different ages of rat development
(Figures 2 and 3). In BAT, cold exposure increased the expression of the key
thermogenic gene Ucpl at the age of one month, but no change was observed
thereafter in older rats. The expression of other genes highly expressed in BAT, Fgf21
and Pgcla, also increased in BAT of cold-exposed animals at different ages. In
addition, cold exposure increased the expression of the brite marker Sic27al in all the
ages studied. On the contrary, Cidea expression, a well-known brown adipocyte
marker, decreased its expression in response to cold exposure in animal of all the ages
studied. The same happened for Prdmlo6, related to brown adipose adipocyte
differentiation, whose expression decreased in BAT of 4- and 6-month-old animals.
Our results also showed an increase in basal gene expression of Cidea, Prdmi6 and
Slc27al during rat growth.

As happened in BAT, cold exposure produced increased Ucpl expression in
rWAT in one-month-old animals (Figure 3). The same expression pattern was
observed for other brown adipocyte markers, Cidea, Pgclo. and Prdml6, whose
expression increased in cold-exposed animals the first month of life, while
surprisingly, expression of Fgf2l decreased in these animals. We also observed
increased expression of the brite marker Slc27al in response to cold, but in this case
the increase was observed in adult animals of 4 and 6 months of age. An effect of age
was observed in basal expression of Slc27al, which decreased during rat development.
The expression of other brite marker, Hoxc9 (which was non detectable in BAT), was
not affected by cold exposure at any of the ages.
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Figure 2. Gene expression of brown/brite markers (Cidea, Fgf21, Pgcla, Prdml6, Sic27al and Ucpl)
measured in interscapular brown adipose tissue in the same animals described in Figure 1.
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Figure 3. Gene expression of brown/brite markers (Cidea, Fgf21, Hoxc9, Pgclo, Prdml16, Sic27al and
Ucpl) measured in the retroperitoneal white adipose tissue (rWAT) in the same animals described in

Figure 1.
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4.4.- Effect of cold exposure on the expression of browning markers in PBMC

Although we did not detect Ucpl or Pgcla gene expression in PBMC,
interestingly, these cells expressed other brown adipocyte markers; Cidea, Fgf21 and
Prdmli6, as well as the brite markers Hoxc9 and Sic27al (Figure 4). Expression of
these genes was increased by cold exposure in an age-dependent manner. Cidea
(p=0.08, due to interindividual variation), Fgf2l, Prdmi6 (p=0.12) and Sic27al
mRNA levels increased in one-month-old animals, while Hoxc9 expression was
increased in older animals, from the age of 4 months. Sc/27al expression was also
increased in 6-month-old animals.
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Figure 4. Gene expression of brown/brite markers (Cidea, Fgf21, Hoxc9, Prdml6 and Sic27al)
measured in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in the same animals described in Figure 1.
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4.5.- Effect of cold exposure on immunohistochemistry analysis in retroperitoneal
WAT

Gene expression changes observed at molecular level in rtWAT suggested that
brown adipocytes could have emerged in response to cold, particularly in the youngest
animals (one month of age). To confirm browning induction we performed a
morphological an immunohistochemical analysis in this adipose depot. At the age of
one month, we could observe a strong transformation of the rWAT with the
appearance of a high number of UCP1 and CIDE-A positive multilocular adipocytes
in cold-exposed animals (Figure 5). This remodelling from white to brown adipose
tissue was also observed, although to a lesser extent, in some of the 2-month-old rats.
At the age of 4 months only a small browning effect was observed, while no
multilocularity was evident in the oldest animals studied (6 months). Of note, in young
animals (up to the age of 2 months) we could observe positive CIDE-A staining in
unilocular white adipocytes, which were negative for UCP1.
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Figure 5. UCP1 and CIDE-A immunostaining in retroperitoneal WAT of the same animals described in
Figure 1. We can observe a strong browning induction in one-month-old cold-exposed animals,
characterized by the appearance of multilocular brite adipocytes positive for CIDE-A and UCP1. A
weaker browning induction is observed in 2-month-old animals. Some CIDE-A and UCP1 positive cells
were also observed at 4 months of age. No evidence of browning in response to cold exposure is
observed in animals of 4 or 6 months. The asterisks in one and 2-month-old animals indicate unilocular
white adipocytes positive for CIDE-A and negative for UCP1 staining.
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5.- Discussion

The interest in BAT-focused therapies to combat obesity and related
complications has re-emerged since the discovery of inducible brown adipose tissue in
humans (Nedergaard et al., 2007; Roman et al., 2014). However, BAT studies require
of invasive techniques, thus, it would be convenient to dispose of an easily obtainable
biological material suitable to develop this research. Here we have analysed the
capacity to activate BAT and to induce remodelling of white into brown adipose tissue
after cold exposure at different ages of rat development by analysing classical as well
as newly described brown/brite markers. Moreover, we have demonstrated that gene
expression of a subset of blood cells, PBMC, can reflect certain features of adipose
tissue cold response.

It is well known that beta-adrenergic stimulation, such as cold exposure, induces
an increase of fatty acid catabolism, especially in WAT, while decreases fatty acid
synthesis (Caimari et al., 2012; Jankovic et al., 2013). According to this, we observed
increased expression of a key gene involved in fatty acid beta-oxidation, Cpt/a, and
decreased expression of the fatty acid synthesis gene Fasn observed both in BAT and
rWAT. As result of these adaptations, we can observe increased circulating NEFA
levels and decreased adiposity in our cold-exposed animals. We have previously
described that PBMC can reflect lipid metabolism gene expression which occur in
adipose tissue in response to different stimulus, such as feeding/fasting conditions
(Caimari et al., 2010a). Here we show how PBMC also reflected increased Cptla
expression in response to cold exposure, which occurs in adipose tissue.

In parallel with fatty acid mobilization, cold exposure activates BAT
thermogenesis (Inokuma et al., 2005). Circulating NEFA are used as fuel to support
thermogenesis mediated by UCP1 and moreover, beta-adrenergic stimulation produce
increased UCP1 levels and BAT recruitment (Palou et al., 1998). It is known that BAT
thermogenesis decreases with age (McDonald and Horwitz, 1999). Our results show
increased BAT size in cold-exposed animals at different ages, however, increased
Ucpl expression was only observed in one-month-old animals, when BAT tissue is
more active, coincident with increased expression of Pgclo coding for a
transcriptional coactivator of necessary for Ucpl expression (Barbera et al., 2001).
Fgf21 codes for a hormone involved in Pgcla and Ucpl expression and thus, has an
important role in adaptive thermogenesis (Fisher et al., 2012; Lasar et al., 2013; Lee et
al., 2013b). Accordingly, as expected (Hondares et al., 2011), BAT Fgf2/ mRNA
levels were increased as a response to cold acclimation, except in the oldest animals.
We also analysed mRNA expression of other brown adipocyte markers, such as Cidea,
which codes for a multifunctional protein that is highly expressed in BAT
mitochondria (Barneda et al., 2013; Wu et al., 2012). As described Shimizu et al.
(Shimizu and Yokotani, 2009), large cold exposure induced a down regulation of
Cidea gene expression. In addition, our data show that Cidea decreased expression can
be observed at different ages during rat development and, thus, it constitutes a good
marker of cold-activated BAT, with independence of age. Surprisingly, the expression
of Prdmli6, which codes for a transcriptional regulator involved in brown adipose
development (Frontini et al., 2013; Seale et al., 2011), decreased in 4- and 6-month-
old animals. Finally, we analysed BAT expression of Slc27al, which codes for fatty
acid transport protein 1, and considered a brite marker (Wu et al., 2012). As expected,
Slc27al expression increased in response to cold exposure (Hondares et al., 2011), and
this increased expression was maintained at the different ages studied.
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In addition to BAT activation, cold exposure induces the appearance of brown-
like adipocytes (brite cells), with thermogenic activity in WAT depots (Barbatelli et
al., 2010; Bonet et al., 2013; Sharp et al., 2012; Wu et al., 2012). This process, known
as browning, can contribute to energy dissipation in WAT (Feldmann et al., 2009;
Kopecky et al., 1995; Kopecky et al., 1996). Little is known about the effect of age on
WAT browning capacity. Our results show that browning induction in response to
cold, analysed in rWAT, was evident during the first month of life. In fact, cold
exposure induced a great up regulation of Ucpl gene expression only in one-month-
old animals, which was related to increased expression levels of other brown markers:
Cidea, Pgcla and Prdm16; gene expression of these markers was not affected in older
animals. Accordingly, morphological analysis evidenced cold-induced browning in
rWAT at the age of one month. Interestingly, CIDE-A which has been described to be
expressed exclusively by multilocular adipocytes, was evidenced by
immunohistochemistry in unilocular white adipocytes of young animals up to the age
of one month, those with a higher browning capacity. Thus, the presence of this
protein in white adipocytes at early ages could be related to an increased propensity
for browning. mRNA expression of the brite marker Slc27al also increased in cold-
exposed animals, but only in 4- and 6-month animals, while the expression of another
brite marker, Hoxc9 was not affected at any age, coincident with what has been
previously described in adult mice after chronic cold exposure (Waldén et al., 2012).

PBMC are able to express approximately 80% of the genome, including tissue-
specific transcripts (Liew et al., 2006). Although, these cells did not express the key
BAT thermogenic gene Ucpl either in control or cold-exposed animals; they were
able to express other brown/brite markers such as Cidea, Fgf21, Hoxc9, Prdml6 and
Slc27al. We have previously described that the PBMC can reflect browning induction
which occurs in adult Wistar rats due to the intake of hiperlypidic diets (Garcia-Ruiz
et al.). However, to our knowledge there are no previous reports on the study of the
effects of cold exposure on PBMC gene expression. Data presented here demonstrate
that these cells can reflect some of the cold response changes in gene expression,
which occur in adipose tissue, mainly in WAT, specially at early stages of life. The
most relevant data was the important increase in Cidea mRNA expression observed in
cold-exposed rats at the age of one month, which is coincident to what observed in
rWAT. At that age we also observed increased Figf21, Prdm16 and Slc27al expression
in response to cold exposure. Apart from gene expression changes observed in the
youngest animals studied, cold exposure induced a marked increase in mRNA
expression of the brite marker Hoxc9 expression in PBMC of animals at the age of 4
and 6 months, which was not observed in rtWAT and seems not related to increased
browning capacity.

Taken together, this work, which includes the analysis of recently described
BAT/brite markers, demonstrates that cold exposure induced gene expression changes
related to BAT activation and WAT browning mainly at early age (one month).
However, in BAT, some of the analysed markers were affected by cold exposure
during the whole developmental period studied. Besides, our results manifested that
PBMC not only expressed the brown/brite markers, but also were able to response to
cold exposure reflecting some of the features observed in adipose tissue, particularly
rWAT browning. More studies are needed, preferably with humans, to identify new
markers of cold response in blood cells, to further explore the potential use of PBMC
to perform BAT studies.
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V.- RECAPITULACION

Los resultados que se presentan en esta tesis doctoral, recogidos en 6
manuscritos originales, definen a las PBMC como un material biologico util para la
obtencion de biomarcadores con aplicabilidad en estudios de obesidad. Estas células
permiten identificar desregulaciones metabolicas tempranas asociadas al incremento
de peso asi como también la recuperacion metabolica asociada a la pérdida de peso.
Ademads, constituyen un material de interés para el estudio de nuevas
estrategias/terapias antiobesidad, como las encaminadas a incrementar el gasto
energético mediante la activacion del TAM. Por tanto, este proyecto de tesis abre
nuevas posibilidades terapéuticas para la prevencion y/o tratamiento de la obesidad y
sus complicaciones.

1.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) como material
biologico para el estudio de la desregulacion de la homeostasis energética
asociada al desarrollo de la obesidad y la recuperacion metabolica ligada a la
pérdida de peso corporal

El estado obeso esta asociado a una insensibilidad en la respuesta a cambios en
las condiciones de alimentacion (Caimari et al., 2007; Picé et al., 2002). En estudios
previos de nuestro grupo se mostr6 como las PBMC de animales de 6 meses con
obesidad inducida por la ingesta créonica de dieta de cafeteria reflejaban la
insensibilidad al ayuno, caracteristica de tejidos homeostaticos como el higado o el
tejido adiposo (Caimari et al., 2010a; Caimari et al., 2010c). En esta tesis se ha
analizado la respuesta al ayuno-realimentacion de genes clave implicados en la
regulacion del balance energético (Fasn, Srebpl, Ppary, Cptla y Npy) en PBMC de
ratas alimentadas con dieta de cafeteria a diferentes tiempos de administracion de la
dieta, a medida que los animales iban ganando peso. Las PBMC reflejaron una
alteracion en la respuesta al ayuno durante todo el desarrollo, incluso tras un solo mes
de administracion de la dieta, cuando los animales presentaban un 13% de sobrepeso,
y posteriormente hasta alcanzarse un 29% de sobrepeso a punto final (tras 4 meses de
administracion de la dieta obesogénica). Esta insensibilidad a las condiciones de
alimentacion observada en PBMC fue similar a la observada en higado y TAB
(deposito retroperitoneal), y evidencia un deterioro en la capacidad de mantener el
equilibrio homeostatico, caracteristica de animales obesos. Mdas especificamente,
durante el desarrollo de la obesidad, las PBMC reflejaron problemas en la homeostasis
de lipidos (movilizacién y de almacenamiento) por el higado y el tejido adiposo en
periodos agudos de ayuno y de realimentacion, y también reflejanron el deterioro en la
regulacion hipotaldmica de la ingesta de alimentos; todas estas alteraciones podrian
estar contribuyendo a un aumento de la deposicion de grasa. En definitiva, los cambios
en la expresion génica en PBMC se pueden utilizar como predictores de la obesidad
asociada a la ingesta de dietas hiperlipidicas. En particular, las alteraciones en la
expresion en PBMC de genes homeostaticos clave podrian indicar alteraciones
metabolicas que conducen a la obesidad y, por lo tanto, estas células constituyen una
fuente, facilmente obtenible, de biomarcadores asociados a una desregulacion precoz
de la homeostasis energética, potencialmente util en las intervenciones dirigidas en la
prevencion de la obesidad (manuscrito 1).

Ademas de estudiar la insensibilidad a las condiciones de alimentacion en
PBMC durante el desarrollo de la obesidad, quisimos estudiar la capacidad que
presentan estas células de reflejar la recuperacion metabodlica asociada a la pérdida de
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peso en animales obesos. Para ello, en primer lugar caracterizamos un modelo animal
de recuperacion metabdlica, modelo de post-cafeteria. La dieta de cafeteria
administrada en animales adultos produjo un alto grado de obesidad e importantes
complicaciones metabolicas asociadas a una adiposidad incrementada. Sin embargo, el
reemplazo de esta dieta por una dieta equilibrada permiti6 la reversion del peso
corporal y de la adiposidad, asi como del dafio metabolico (resistencia a la insulina,
insensibilidad a la tolerancia oral a la glucosa y esteatosis hepatica). En el modelo de
post-cafeteria también se recuperd la sensibilidad al ayuno tanto a nivel sérico,
disminuyendo los niveles de leptina, glucosa, insulina y triglicéridos, como a nivel de
expresion génica, disminuyendo la expresion génica de genes implicados en la sintesis
de grasa (Fasn y Srebpl) y aumentando la expresion de genes implicados en la
movilizacion y utilizacion de reservas energéticas (Atgl, Cptla'y Fgf21). Por lo tanto,
a diferencia de lo que ocurre cuando la dieta de cafeteria es administrada en etapas
tempranas de la vida, la obesidad inducida por la ingesta de dieta de cafeteria
administrada en edad adulta es reversible, siendo el grado de recuperacion dependiente
del tiempo de exposicion a la misma. En definitiva, este estudio, evidencia la utilidad
del modelo de post-cafeteria para el estudio de los mecanismos implicados en la
pérdida de peso corporal y la consiguiente recuperacion metabodlica (manuscrito 2).

Los analisis de expresion génica en muestras de PBMC del mismo modelo de
post-cafeteria mostraron como estas cé€lulas son capaces de reflejar a nivel
transcriptomico la recuperacion metabolica. Las PBMC reflejaron la recuperacion de
la sensibilidad al ayuno, que se correlacion6 con la pérdida de peso corporal, en los
animales que revirtieron a una dieta control tras ser alimentados con una dieta de
cafeteria. Los resultados mas robustos fueron los obtenidos para el gen Npy,
especialmente 1Util como marcador de la sensibilidad al ayuno, ya que su respuesta al
ayuno en PBMC no se vio afectada por la edad de los animales y, ademas, fue capaz
de recuperar la respuesta al ayuno, evidenciando la recuperacion metabdlica, incluso a
tiempos mas cortos de exposicion a una dieta equilibrada. Por tanto, las PBMC se
perfilan como una fuente de biomarcadores que pueden reflejar la recuperacion
asociada a cambios en la alimentacion, permitiendo monitorizar, a nivel metabdlico, la
efectividad de estrategias de pérdida de peso (manuscrito 3).

Otro aspecto que nos interes6 fue el de estudiar el efecto sobre el sistema de
control del peso corporal y la salud originado por diferentes dietas hiperlipidicas,
comprobando también si las PBMC eran capaces de reflejar el impacto de estas dietas
sobre el metabolismo. Estudios previos demuestran que la dieta de cafeteria es la dieta
rica en grasa, utilizada en estudios de obesidad, que mejor refleja la obesidad humana,
ya que produce mayores alteraciones a nivel de peso corporal, adiposidad, parametros
séricos (glucosa, insulina) y a nivel de esteatosis hepatica, que las dietas hiperlipidicas
comerciales (Sampey et al., 2011). En este proyecto comparamos el efecto de una
dieta de cafeteria y de una dieta hiperlipidica comercial (que proporcionan porcentajes
similares de grasa) no solo a nivel de diferentes parametros metabolicos, sino también
realizando un andlisis de la expresion de genes clave del metabolismo energético en
higado, musculo, TAB y TAM. Nuestros resultados confirmaron que, aunque el
estudio de expresion génica demostrd efectos similares en ambas dietas, los efectos
perjudiciales sobre el peso, la adiposidad corporal y demds parametros metabdlicos
eran mayores en los animales alimentados con dieta de cafeteria, confirmandose que la
dieta de cafeteria es el modelo que refleja mejor la obesidad humana. De hecho,
aunque la ingesta de dieta hiperlipidica comercial también va a asociada a adiposidad
incrementada y a alteraciones a nivel de expresion génica y alteraciones metabdlicas
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relacionadas con el sindrome metabolico, a diferencia de la dieta de cafeteria, esta
dieta no produjo un incremento significativo en el peso corporal (manuscrito 2).

Cuando analizamos el efecto en PBMC de los dos tipos de dietas hiperlipidicas
sobre la expresion basal de genes implicados en diferentes procesos relacionados con
la obesidad, pudimos observar que ambas inducen la aparicion de un perfil
obesogénico caracteristico, alterando la expresion de genes del metabolismo lipidico
(Cptla, Fasn 'y Srebpl), de genes que han sido relacionados con la obesidad inducida
por la dieta (Apob48r, Cebpb y Sic27a2) y de genes inflamatorios (/-6 y Tnfa).
Resultan especialmente interesantes como biomarcadores de obesidad aquellos genes
cuya expresion se viera alterada por los dos tipos de dietas hiperlipidicas ya que,
aunque la comercial no vaya ligada a aumento de peso, ambas producen alteraciones
metabolicas. Ademas, interesan los genes cuya expresion se altere desde los primeros
momentos de administracion de las dietas obesogénicas, y que ademas sean capaces de
revertir a sus niveles basales con la pérdida de peso. En este sentido, el gen Cptla
resultd de especial interés. Por tanto, también con esta aproximacion experimental
pudimos comprobar la utilidad de las PBMC como fuente de marcadores
transcriptomicos tempranos de ingesta de dietas hiperlipidicas que van asociadas a
alteraciones metabolicas, aun en ausencia de obesidad, y también como fuente de
biomarcadores de recuperacion metabolica (manuscrito 4).

En resumen, las PBMC son una fuente de biomarcadores tempranos que
evidencian las alteraciones metabodlicas ligadas a la aparicion de obesidad, y que son
utiles para la deteccion precoz de la obesidad, momento en el que aun es posible
aplicar terapias o estrategias para prevenir/curar el desarrollo de esta enfermedad.
También son fuente de biomarcadores de recuperacion metabdlica asociada a pérdida
de peso debido a cambios dietéticos. Estos biomarcadores son de utilidad tanto para
comprobar la efectividad de las terapias de pérdida de peso como para analizar el
efecto sobre el metabolismo de cambios dietéticos saludables. De manera interesante,
este estudio abre nuevas posibilidades como puede ser la investigacion de los efectos
de compuestos bioactivos de los alimentos analizando como afectan a la expresion de
biomarcadores en PBMC. De hecho, en este sentido, y a raiz de los resultados
obtenidos en esta tesis, se ha iniciado un estudio aplicado en humanos en el que se
usan PBMC en cultivo para evaluar el potencial bioactivo de los compuestos
nutricionales. El estudio fue aprobado por el CEI-IB en septiembre de 2013 y tiene por
titulo “Estudio de la utilidad de las células mononucleares de sangre periférica
humanas in vitro para el analisis de las propiedades beneficiosas de compuestos
bioactivos presentes en los alimentos con potenciales efectos sobre la obesidad y sus
complicaciones (NUTRI-BLOOD)”.

2.- Las PBMC como material biolégico para el estudio de la activacion del tejido
adiposo marréon y de la conversion de tejido adiposo blanco a marron
(marronizacion)

Debido al aumento exponencial de la obesidad se estdn estudiando diferentes
terapias para tratar su desarrollo. Este tipo de terapias tienen un impacto clave sobre la
ingesta energética, sobre el gasto energético o sobre ambos factores. Una de las dianas
terapéuticas para incrementar el gasto energético consiste en la activacion de la
proteina desacoplante UCP1 del TAM, responsable de la disipacion de energia en
forma de calor, cuya activacion tiene un papel clave en el control de peso corporal en
roedores y en cuyo estudio nuestro grupo tiene una amplia experiencia (Palou et al.,
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1998). En este sentido, desde que se descubrio la presencia de TAM en humanos
adultos (Nedergaard et al., 2007), ha aumentado el interés sobre la activacion del
TAM vy la induccion de la aparicion de adipocitos con capacidad termogénica en el
tejido adiposo blanco, los adipocitos brite. Tanto la activacioén del propio TAM como
la induccidn de la formacion de adipocitos brite podrian ser utiles para el desarrollo de
estrategias para combatir la obesidad y enfermedades relacionadas (Bonet et al., 2013;
Sharp et al., 2012). Sin embargo, este tipo de estudios en humanos requiere de técnicas
invasivas, como biopsias de tejido adiposo, o el uso de técnicas que utilizan is6topos
radiactivos. Por ello seria interesante disponer de un material bioldgico de facil
obtencion para el estudio del TAM. Para ello analizamos la capacidad de las PBMC de
reflejar la activacion del TAM y marronizacion del TAB ante diferentes estimulos
(una dieta obesogénica y exposicion al frio).

En roedores, las dietas hiperlipidicas incrementan la capacidad termogénica,
aumentando la activacion del TAM, para hacer frente al incremento de la ingesta
calorica, disipando el exceso de energia consumido (Brooks et al., 1980; Rothwell and
Stock, 1979). Ademas, aunque hasta el momento habia mucha controversia sobre la
capacidad de las dietas hiperlipidicas de inducir el proceso de marronizacion (Bonet et
al., 2013; Fromme and Klingenspor, 2011; Hojna et al., 2012), hemos descrito como la
ingesta de dietas hiperlipidicas induce la sobreexpresion de marcadores de adipocitos
marrones y de adipocitos brite en TAB y también en TAM de ratas, probablemente en
un intento de contrarrestar el incremento de obesidad (Garcia-Ruiz et al.). Como parte
de esta tesis, identificamos que, si bien no expresaban la Ucpl, las PBMC eran
capaces de expresar otros marcadores clave adipocitos marrones (Cidea, Ebf3, Eval,
Fbxo31, Fgf21, Prdml6 y Thx-15) y de adipocitos brite (Hoxc9, Slc27al y Tmem26),
y mostraron un perfil de expresion similar al observado en el tejido adiposo de los
animales alimentados con dietas hiperlipidicas. Estos resultados dan evidencias
preliminares de que las PBMC podrian ser de utilidad para estudiar la activacion del
TAM vy el proceso de marronizacién en respuesta, en este caso, a la ingesta de las
dietas hiperlipidicas (manuscrito 5).

Tras estas primeras evidencias de la capacidad de las PBMC de reflejar el
proceso de marronizacion, hacian falta mas estudios, con estimulos mas drasticos, para
explorar el potencial de estas células como material bioldgico para el estudio del
TAM. Por ello analizamos como se veia afectada la expresion de marcadores clave en
PBMC de animales expuestos al frio, ya que este es uno de los mayores estimulos
capaces de activar el TAM e inducir la aparicion de adipocitos brite en depositos de
TAB. Los resultados sefialan que tras una semana de exposicion al frio (a 4°C) se
produjo una importante remodelacion del TAB retroperitoneal, que fue evidente sobre
todo en ratas jovenes (un mes de vida). Las PBMC fueron capaces de reflejar la
marronizacion observada en el TAB de ratas jovenes, caracterizada por el incremento
en la expresion de Cidea (en PBMC y TAB) y por la aparicion de un gran nimero
adipocitos multiloculares CIDE-A y UCP1 positivos en el deposito graso analizado.
(manuscrito 6).

Estos resultados, abren nuevos caminos, y posibilitan el estudio de la formacion
de brite, causada por el frio (o vias de sefializacion similares) en muestras sanguineas
con lo cual se abre la posibilidad de realizar estudios de marronizacién en humanos sin
la necesidad de realizar pruebas invasivas (aplicacion de técnicas que suponen uso de
marcadores radiactivos u obtencion de biopsias), tan solo disponiendo de pequeiias
muestras de sangre.
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VI.- CONCLUSIONES

I.- Las PBMC reflejan la insensibilidad a las condiciones de alimentacion
caracteristica de la obesidad desde etapas tempranas del desarrollo de dicha
patologia. Las PBMC reflejan la falta de respuesta al ayuno/realimentacion de genes
clave del metabolismo energético durante el desarrollo de la obesidad inducida por el
consumo de dieta de cafeteria. Concretamente, la desregulacion de la homeostasis
energética se observa ya desde el primer mes de consumo de la dieta, cuando los
animales presentan un bajo grado de sobrepeso. Por ello, estas células se presentan
como una fuente de biomarcadores tempranos de desequilibrio homeostatico de
utilidad en los estudios de prevencion de obesidad.

I1.- Las PBMC reflejan la recuperacion metabdlica asociada a la pérdida de peso.
La obesidad y las alteraciones metabdlicas producidas por el consumo de una dieta de
cafeteria en animales adultos son reversibles si €sta es reemplazada por una dieta
balanceada. Las PBMC evidencian esta recuperacion metabolica asociada a la pérdida
de peso, ya que se recupera la respuesta al ayuno de genes clave en el metabolismo
energético. La expresion de Nyp en PBMC es especialmente interesante como
biomarcador de recuperacion de la sensibilidad al ayuno. Las PBMC constituyen pues
una fuente de biomarcadores de recuperacion metabolica de utilidad en programas de
pérdida de peso.

II1.- Las PBMC desarrollan un perfil transcriptomico obesogénico en animales
alimentados con dietas ricas en grasa. La ingesta de dieta de cafeteria produce unas
alteraciones mas drasticas en el peso corporal y complicaciones asociadas al sobrepeso
que la dieta hiperlipidica comercial. Sin embargo, ambas dietas producen un perfil de
expresion génica en PBMC que es caracteristico de un estado de obesidad y que
permite predecirla. La expresion del gen Cptla se perfila como un biomarcador de
interés para el estudio de la obesidad: su expresion se ve alterada desde etapas
tempranas del desarrollo de la obesidad (marcador temprano) y con el consumo de
diferentes dietas ricas en grasa, asociadas o no al desarrollo de sobrepeso. Ademas, su
expresion se recupera al sustituir la dieta de cafeteria por una dieta control (marcador
de recuperacion metabolica).

IV.- Las PBMC expresan marcadores relacionados con el tejido adiposo marron
que se inducen por la ingesta de dietas hiperlipidicas. Aunque las PBMC no
expresan Ucpl, si expresan algunos marcadores de adipocitos marrones/brite (Cidea,
Ebf3, Eval, Fbox31, Fgf21, Hoxc9, Prdml6, Sic27al, Thx15 y Tmem26), que siguen
la misma regulacion que la que se observa en tejido adiposo de animales alimentados
con dietas hiperlipidicas. Las PBMC estarian pues reflejando la activacion del TAM y
una capacidad incrementada de remodelar el TAB a TAM en respuesta a dietas
obesogénicas.

V.- Las PBMC expresan marcadores relacionados con el tejido adiposo marréon
que se inducen ante un estimulo de frio. La exposicion al frio induce la
remodelacion del TAB retroperitoneal a TAM, sobretodo en edades tempranas (ratas
de un mes). Las PBMC reflejan este proceso de marronizacion del TAB inducido por
la exposicion al frio. Por tanto, las PBMC podrian considerarse como un material
biologico minimamente invasivo potencialmente util para llevar a cabo estudios de
marronizacion con aplicabilidad para ser usados en humanos.
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I.- PBMC reflect the insensitivity to feeding conditions characteristic of obesity
from early stages of the development of this pathology. PBMC reflect the lack of
response to fasting/re-feeding of key energy metabolism genes during development of
cafeteria-diet induced obesity. Specifically, energy homeostasis deregulation is
observed from the first month of diet intake, when animals present a low degree of
overweight. Thus, these cells can are presented as a source of early biomarkers of
homeostatic imbalance that could be useful for studies of obesity prevention.

I1.- PBMC reflect metabolic recovery related to weith loss. Obesity and metabolic
complications produced by the intake of a cafeteria diet administered to adult animals
are reversible if this diet is substituted by a control balance diet. PBMC show this
metabolic recovery related to weight loss, evidenced as recovery of fasting response of
key energy metabolism genes. Npy expression in PBMC is of especial interst to be
considered as biomarker of fasting sensitity recovery. Thus, PBMC constitute a source
of biomarkers of meabolic recovery useful in body weight loss programs.

II1.- PBMC develop an obesogenic transcriptomic profile in animals fed fat-rich
diets. Cafeteria diet intake produces more drastic alterations in body weight and
related complications than comercial high fat diet. However, both diets produce a gene
expression pattern in PBMC, which is characteristic of obesity and allows predicting
the disease. Cptla gene expression appears as a biomarker of interest for the study of
obesity: its expression is altered from early stages of obesity development (early
marker) and also with consumption of different hyperlipidic diets, related or not to the
development of overweight. Moreover, its expression is recovered when substituting
cafeteria dieta by a control diet (marker of metabolic recovery)

IV.- PBMC express brown adipose tissue-related markers which are induced in
response to the intake of hyperlipidic diets. Although PBMC do not expressess
Ucpl, they do express some brown/brite adipocyte markers (Cidea, Ebf3, Eval,
Fbox31, Fgf21, Hoxc9, Prdml6, Sic27al, Tbx15 and Tmem26), which follow the same
regulatory pattern to that oberved in adipose tissue of animals fed high fat diets.
PBMC would be reflecting BAT activation and increased capacity for white to BAT
remodeling in response to obesogenic diets.

V.- PBMC express brown adipose tissue-related markers which are induced as
result of cold exposure. Cold exposure induces remodeling of retroperitoneal WAT
into BAT, mainly at young ages (one-month-old rats). PBMC reflect this WAT
browning process induced by cold exposure. Thus, PBMC could be considered a
potentially useful minimally invasive biological material to perform browning studies
with applicability to be used in humans.
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