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1. Resumen

Los macréfagos del tejido adiposo inflamatorio desempefian un papel clave en
patologias asociadas a la obesidad, incluyendo la diabetes tipo 2. Las evidencias
previas apoyan la idea de que la reprogramacién funcional de macroéfagos podria ser
utilizada para tratar estas enfermedades. Sin embargo, estas potenciales
aproximaciones estan actualmente limitadas por la imposibilidad de que los
tratamientos que afectan los macroéfagos inflamatorios del tejido graso no alteren al
mismo tiempo las funciones homeostaticas de los macrofagos tisulares de este y otros
tejidos. Nuestra hipotesis es que los macrofagos inflamatorios en el tejido adiposo de
la grasa poseen perfiles transcripcionales especificos que los distinguen de otros
macrofagos inflamatorios, y que estas diferencias pueden ser explotadas para disefar
estrategias que permitan inhibir o reprogramar selectivamente los macréfagos
patogénicos del tejido adiposo. El objetivo principal del proyecto ha sido la
identificacion de la firma génica inflamatoria especifica de macréfagos humanos
activados por grasa, para que dicha firma génica sea empleada para el disefio de
protocolos que permitan inhibir de forma especifica su efecto patogénico en obesidad.
También plantedbamos desarrollar un modelo de obesidad de ratéon para analizar in
vivo las funciones inflamatorias y la sensibilidad farmacoldgica de los macréfagos
humanos. Nuestros resultados en macréfagos expuestos in vitro de manera aguda al
acido graso palmitato, caracteristicamente enriquecido en el entorno de la grasa
visceral obesa, han identificado perfiles génicos asociados a procesos inflamatorios y
metabdlicos, y sensibles a moduladores antiinflamatorios. Asimismo, el analisis de
poblaciones de macroéfagos residentes en el tejido adiposo visceral sano y obeso en un
modelo de ratdn ha permitido identificar nuevos perfiles génicos, no directamente
asociados con inflamacién, de macrdéfagos in vivo en un contexto de obesidad crénica.
Estos resultados podrian impulsar un conocimiento mas preciso sobre la patogénesis
de la obesidad y ayudar a mejorar las estrategias terapéuticas para el tratamiento de

patologias asociadas.



2. Resultados

1. Determinacion del transcriptoma de macréfagos humanos derivados de
sangre periférica expuestos a palmitato in vitro y analisis comparativo de
respuestas inflamatorias a palmitato en macréfagos humanos y de ratén
Datos consolidados en la bibliografia cientifica han mostrado que el tejido adiposo
obeso presenta concentraciones elevadas del acido graso palmitato, el cual induce un
estado de activacién proinflamatoria en macréfagos residentes en este tejido. Esta
activacion hacia un estado crénico de inflamacion de bajo grado exacerba patologias

asociadas a la obesidad, entre otras el riesgo de diabetes tipo 2.

Nuestro analisis ha identificado genes especificamente regulados por palmitato en
macrofagos humanos in vitro, entre los que destacan genes inducidos por XBP1, que
promueve la respuesta de estrés unfolded protein response (UPR), y la inhibicién de

genes, como la IL10, regulados por el factor MAF.

Hemos obtenido el mismo resultado de activacién de XBP1 por palmitato en
macrofagos de ratén derivados de médula 6sea, asi como en macréfagos residentes en
tejido adiposo visceral de ratdn. En este apartado también hemos identificado un
efecto comun del palmitato en macréofagos humanos y de ratén a nivel de induccién de
genes de citoquinas proinflamatorias como TNF, IL6, IL1b y de represion de la

citoquina antiinflamatoria IL10.

Los resultados de este apartado refuerzan el concepto de que la respuesta inflamatoria
y de estrés a palmitato esta esencialmente conservada entre macrofagos humanos y

de raton, lo cual apoya la utilidad de desarrollar abordajes in vivo en modelos de raton.

También hemos efectuado experimentos de RNAseq sobre macrofagos humanos
derivados de monocitos y expuestos a LPS, CL264 (ligando de TLR7) o palmitato,
durante 30 minutos, 2 horas, 4 horas o 12 horas. Los datos crudos de estos analisis ya
se han depositado en el repositorio Gene Expression Omnibus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con nimero de acceso GSE156921. Actualmente

estamos realizando experimentos para completar esta informacién con datos

funcionales que avalen las particularidades de la activacién de macréfagos inducida por



palmitato, asi como tratando de validar estos resultados mediante el analisis de

muestras de macrofagos obtenidos de patologias inflamatorias.

2. Determinacion del transcriptoma de macréofagos humanos expuestos a
serotonina (5-HT) in vitro y a inmunoglobulina intravenosa (IVIg) in vivo
Resultados previos de nuestro equipo y otros han mostrado que la serotonina (5-HT) vy,
de manera separada, la inmunoglobulina intravenosa (IVIg) pueden atenuar funciones
inflamatorias en macréfagos, de ahi que uno de nuestros objetivos incluyese el analisis
de estos compuestos en la expresidon de genes relevantes en el fenotipo inflamatorio de

macrofagos activados por acidos grasos.

Hemos identificado un efecto represor de la 5-HT sobre los genes que codifican para
las enzimas implicadas en la sintesis de colesterol en macréfagos, mientras que, en
cambio, la 5-HT aumenta la expresion de genes que codifican para las proteinas

responsables del efflux de colesterol en macroéfagos.

En cuanto a la IVIg, hemos obtenido el transcriptoma de monocitos humanos
expuestos a IVIg in vivo y determinado los efectos de IVIg sobre las distintas

subpoblaciones de monocitos de sangre periférica in vivo.

Los resultados con 5-HT se han obtenido en experimentos de RNAseq realizados sobre
macroéfagos humanos derivados de monocitos y expuestos a BW723C86 (agonista del
receptor de serotonina 5-HT2B) o serotonina (5-HT). Los datos crudos de estos analisis
ya se han depositado en el repositorio Gene Expression Omnibus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con nimero de acceso GSE161774. Actualmente

estamos realizando los analisis funcionales y metabolémicos que nos permitan validar
la hipétesis de que la serotonina altera el metabolismo lipidico intracelular mediante la

alteracion de la expresion/funcion de los factores LXR y SREBP.

Los resultados obtenidos con tratamiento de IVIg en humanos derivan de experimentos
de RNAseq y citometria de flujo realizados sobre células (monocitos, linfocitos T,
linfocitos B, células NK) aisladas de individuos antes y después de la infusidn de
inmunoglobulinas intravenosas (IVIg, 6 horas). Los resultados transcripcionales aun no
se han depositado en el repositorio Gene Expression Omnibus. Todos estos resultados

constituyen la base de un articulo actualmente en fase de redaccién en el que



describimos la capacidad de las IVIg de promover la aparicién de myeloid-derived

suppressor cells (MDSC) en sangre periférica.

3. Identificacion de metabolitos intracelulares inducidos por palmitato en
macrofagos de raton in vitro y en poblaciones de macréofagos residentes en
tejido adiposo visceral en condiciones sanas y de obesidad.

Observaciones obtenidas en este proyecto mostraban que el palmitato inducia un perfil
de genes inflamatorios tanto en macréfagos humanos como de ratén. Estos resultados
nos condujeron a analizar la contribucién de vias metabdlicas relevantes en la actividad
pro- y antiinflamatoria de los macréfagos, como son el uso de glucosa y la oxidacion
mitocondrial de acidos grasos, en la induccion de genes proinflamatorios por palmitato.
Nuestros resultados indicaron que los macréfagos activados con estimulos
inflamatorios clasicos (por ejemplo, productos bacterianos como el LPS) o por
palmitato muestran una sensibilidad comparable a inhibir la glicélisis con 2-DG (un
analogo no metabolizable de la glucosa). Asimismo, no son afectados por una
concentracién baja de etomoxir (que inhibe el transporte de acidos grasos de cadena
larga a la mitocondria) en cuanto a la expresion de genes de citoquinas y quimioquinas
caracteristicas del fenotipo inflamatorio asociado a obesidad: 16, Tnf, Ccl2. Aunque
hemos observado diferencias en el grado de sensibilidad de algunos genes (Cptlia,
Ccl2) a la 2-DG en funcion de si son inducidos por LPS o por palmitato, estas son
moderadas. Estos resultados sugieren que respuestas inflamatorias frente a patégenos
y lipidos comparten mecanismos de activacién y ponen en relieve la oportunidad de

identificar nuevos elementos diferenciadores entre ambos tipos de respuesta.

Dado que los experimentos con estos farmacos no revelaron una susceptibilidad
especifica entre el palmitato y el LPS a la inhibicidn de las vias metabdlicas testadas,
analizamos los perfiles de metabolitos del ciclo de Krebs y varios derivados lipidicos en
macrofagos estimulados con LPS o palmitato. Hemos determinado que los macréfagos
estimulados con palmitato presentan un perfil lipidico diferente al de macréfagos
estimulados con productos bacterianos inflamatorios (LPS). Este perfil lipidico se
reproduce en macroéfagos de distinto origen (médula 6sea o tejido adiposo) cultivados
en presencia de palmitato y también se observa caracteristicamente elevado in vivo en
la poblacidon de macrofagos considerada como mas inflamatoria y patogénica (células
CD11c) en tejido adiposo obeso. Estos resultados identifican caracteristicas

metabdlicas que distinguen macroéfagos inflamatorios en un contexto de tejido adiposo



obeso frente a macréfagos cuya actividad inflamatoria ha sido inducida por estimulos
microbianos. Actualmente estamos llevando a cabo ensayos con inhibidores del

procesamiento del palmitato en diferentes tipos de macréfagos para determinar si es
posible atenuar la activacion inflamatoria de macréfagos por palmitato sin suprimir su

capacidad de respuesta a productos microbianos.

4. Determinacion del transcriptoma de diferentes poblaciones de macréfagos
de raton obtenidas de tejido adiposo visceral sano y obeso in vivo

Los macréfagos de tejido graso comprenden diferentes subpoblaciones cuyo papel
especifico en la homeostasis y patologias del tejido graso obeso no esta bien
caracterizado. Para poder estudiarlas en detalle, establecimos un protocolo de
induccién de obesidad en ratones con dieta rica en grasa y azlUcar con un 60 % de
kilocalorias procedentes de grasa. Este modelo reproduce la patologia metabdlica e
inflamatoria asociada a la obesidad en humanos. Nuestros analisis en diferentes
poblaciones (monocitos, macréfagos CD206+/CD301+ y macréfagos CD11c+) aisladas
de tejido adiposo de ratones normales y obesos muestran que la obesidad causa una
inversion en la proporcion de macréofagos CD206+/CD301+ y macrofagos CD11c+.
Nuestros datos también mostraron que la poblacion CD11c+ ya presentaba algunas
caracteristicas proinflamatorias (mayor expresion de 116 e Il11b) en condiciones
homeostaticas. En estos analisis observamos que la expresidn de genes inflamatorios
caracteristicamente inducidos por tratamiento agudo con palmitato en macréfagos
humanos y de ratén in vitro apenas variaba dentro de una misma poblacion de
macrofagos de tejido adiposo in vivo (siendo relativamente estables hasta las 32
semanas de dieta rica en grasa), sino que el sesgo inflamatorio del tejido en obesidad

se asociaba al enriquecimiento del tejido en macréfagos CD11c+ inflamatorios.

Muy recientemente hemos podido llevar a cabo la secuenciacién de RNA (RNAseq) de
estas poblaciones y obtener el transcriptoma de monocitos, macréofagos CD206+ vy
macrofagos CD11c+ de tejido adiposo de ratones normales y obesos. Actualmente
estamos analizando estos resultados, y su estudio preliminar confirma que el estado
obeso no induce un marcado perfil de genes inflamatorios en estas poblaciones, pero si
gue altera principalmente las respuestas asociadas a la capacidad de los macréfagos de
responder a interferdn de tipo I y II, asi como procesos relacionados con migracién
celular y remodelacidon de matriz extracelular. Actualmente estamos confirmando estas

observaciones en nuevos experimentos. La caracterizacion transcriptomica y



metabdlica de macrofagos de tejido adiposo sano y obeso junto con el estudio del
impacto de metabolitos lipidicos derivados del palmitato sobre sus funciones pro- y
antiinflamatorias constituyen el nicleo de un manuscrito en preparacion con el que

esperamos concluir los resultados mas recientes y novedosos del proyecto.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Dada la relevancia patoldgica de los macréfagos en las condiciones inflamatorias que
acompafan la obesidad, los datos transcripcionales que se han generado durante el
proyecto (y especialmente los de macrofagos expuestos a palmitato) nos han permitido
identificar toda una serie de genes cuya expresion podria estar ligada a dicha
patologia, y que constituyen potenciales marcadores de dicha patologia. La validez de
los resultados generados viene avalada por la identificacion de un programa de
expresion génica de la unfolded protein response entre los genes mas aumentados en
macrofagos tras su exposicién a palmitato. Estos resultados se complementan con la
identificacion de perfiles génicos in vivo de diferentes poblaciones de macréfagos
residentes en tejido adiposo de ratones sanos y obesos, cuyo analisis preliminar revela
firmas génicas novedosas respecto a las identificadas con los tratamientos con
palmitato. El estudio de la potencial utilidad de dichos genes como biomarcadores se
esta iniciando en la actualidad, mediante el andlisis de macréfagos de tejido adiposo de

pacientes obesos.

Por otra parte, y dada la prevalencia de enfermedades cuyo tratamiento requiere del
empleo de inhibidores de la recaptacion de la serotonina (SSRI), los datos que hemos
generado evidencian que la serotonina modifica a la baja la expresidén de genes que
codifican las enzimas que controlan el metabolismo del colesterol, mientras que
potencia la expresion de los genes que codifican moléculas implicadas en el efflux de
colesterol. Si se confirman estos resultados a nivel proteico y metabdlico, nuestros
resultados proporcionaran informacién relevante en cuanto a las potenciales
consecuencias de los tratamientos con SSRI en pacientes con depresién clinica. Por
otro lado, la identificacion de metabolitos lipidicos aumentados inducidos por palmitato
en macrofagos inflamatorios de tejido adiposo obeso in vivo e in vitro abre la
oportunidad de aplicar moduladores farmacoldgicos de su sintesis para atenuar

selectivamente la activacion inflamatoria de macréfagos de tejido graso obeso sin



alterar respuestas inflamatorias beneficiosas frente a agentes microbianos, por

ejemplo.

4. Bibliografia cientifica generada

Debido al largo periodo de tiempo transcurrido desde la concesién del proyecto (2016)
hasta la formalizacién del convenio entre el CSIC (institucion donde se lleva a cabo el
subproyecto 201619-31) y la Fundacié La Maratd de TV3, pasaron casi dos afios antes
de iniciar las actividades especificas previstas en los objetivos de este proyecto.
Principalmente este hecho, y en cierta medida también las circunstancias asociadas a
la pandemia por la COVID-19 en el 2020, han retrasado la finalizacién de algunos
resultados que aun no han podido ser consolidados en publicaciones. Asi, por ejemplo,
tenemos en fase de redaccién un manuscrito que describe la capacidad
inmunomoduladora de la IVIg en macréfagos inflamatorios y su posible aplicabilidad en
obesidad, y estamos preparando otro manuscrito sobre la caracterizacién
transcriptémica y metabdlica de macréfagos de tejido adiposo sano y obeso.
Finalmente, diversas metodologias utilizadas en este proyecto han sido puestas a
punto en varios trabajos del grupo, cuyos resultados han contribuido a este proyecto.
En estos trabajos se reconoce el apoyo de la financiacién de la Fundacié La Maraté de
TV3.
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